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RESUMO

As "arnicas" encontradas no Brasil sdo exemplos de diferentes espécies
da familia Asteraceae utilizadas na medicina popular por atribuida acdo
anti-inflamatoria. Entre as espécies conhecidas e usadas no Brasil como
"arnica" selecionamos: Calea uniflora Less, Chaptalia nutans (L.) Polék,
Lychnophora diamantinana Coile & S.B. Jones, Lychnophora ericoides
Mart, Lychnophora pinaster Mart, Lychnophora salicifolia Mart,
Porophyllum ruderale (Jacg.) Cass, Pseudobrickellia brasiliensis
(Spreng.), Sphagneticola trilobata (L.) Pruski, R.M.King & H.Rob e
Solidago chilensis Meyen, devido a ampla tradicionalidade de uso destas.
Entretanto, devido a falta de informacbes sobre a morfoanatomia e a
quimica destas espécies, a identificacdo das mesmas é dificultada ou
impossibilitada visto que, em sua maioria, sdo comercializadas apenas
com a denominac¢do “arnica” nas formas rasurada, pulverizada ou
preparadas na forma de tinturas. Desta forma, o presente estudo fornece
novas informac6es sobre a morfoanatomia foliar e quimica dos principais
metabdlitos encontrados em preparos tradicionais (tintura e cha) destas
espécies. Para este estudo, as folhas das arnicas foram seccionadas e
avaliadas por microscopia de luz, microscopia eletrénica de varredura e
realizados testes histoquimicos (cloreto férrico, sudam, acido sulfirico e
vermelho de ruténi). Para a desreplicacdo dos extratos foi utilizado
Cromatografo Liquido de Ultra Eficiéncia hifenado a espectrdmetro de
massas (CLUE-EM). Os resultados revelaram caracteres anatbmicos para
o diferenciacdo e identificacdo das arnicas, sendo estes: anexos
epidérmicos, células epidérmicas, parénquima do mesofilo, feixes
vasculares e formato e caracterizagio da nervura central e das estruturas
secretoras. Através da desreplicacdo dos extratos foram identificadas 45
substancias, entre eles, o flavonoide buteina e o cromeno noreugenin em
Calea uniflora; hidroxi-cumarina e cromanona glicosilada em Chaptalia
nutans; flavonoides pinobanskina e vicenina-2 para Lychnophora
ericoides; flavonoides vicenina-2, violantina/isoviolantina para
Lychnophora pinaster; flavonoides camferol-acetil-raminopiranosideo e
vicenina-2 para Lychnophora salicifolia; diterpenos labdanos para
Solidago chilensis e os flavonéides camferol e rutina para Sphagneticola
trilobata. Neste sentido, este trabalho contribui para a diferenciacéo
morfoanatdmica e quimica das espécies selecionadas utilizadas no Brasil
~omn “grpica”, identificando caracteres anatOomicos e marcadores
icos especificos para cada espécies avaliada.

Palavras-chave: “Arnica”; Morfonatomia; Desreplicagdo; CLUE-EM.






ABSTRACT

Arnicas in Brazil: from the chemical profile to morfoanatomy, a
comparison among species.

The "arnicas" found in Brazil are examples of different species of the
family Asteraceae used in the popular medicine for attributed anti-
inflammatory action. Among the species known and used in Brazil as
"arnica" we selected: Calea uniflora Less, Chaptalia nutans (L.) Polak,
Lychnophora diamantinana Coile & S.B. Jones, Lychnophora ericoides
Mart, Lychnophora pinaster Mart, Lychnophora salicifolia Mart,
Porphyllum ruderale (Jacq.) Cass, Pseudobrickellia brasiliensis
(Spreng.), Sphagneticola trilobata (L.) Pruski, RMKing & H.Rob and
Solidago chilensis Meyen, due to their traditional use. However, due to a
lack of information on the morphology and chemistry of these species,
the identification of these species is hampered or impossible since most
are marketed only under the name “arnica” in the forms shaved, sprayed
or prepared in the form of tinctures. Thus, the present study provides new
information on foliar and chemical morphology of the major metabolites
found in traditional (dye and tea) preparations of these species. For this
study, the leaves of the arnicas were sectioned and evaluated by light
microscopy, scanning electron microscopy and histochemical tests (ferric
chloride, sweat, sulfuric acid and ruthenium red). For the dereplication of
the extracts was used Ultra performance liquid chromatography of
hyphenated to mass spectrometer (CLUE-EM). The results revealed
anatomical characters for the differentiation and identification of the
arnicas, being these: epidermal attachments, epidermal cells, mesophilic
parenchyma, vascular bundles and shape and characterization of the
central vein and the secretory structures. Through the excretion of the
extracts, 45 substances were identified, among them flavonoid buteina
and cromeno noreugenin in Calea uniflora; hydroxycoumarin and
glycosylated chromanone in Chaptalia nutans; flavonoids pinobanskina
and vicenin-2 for Lychnophora ericoides; vicenin-2 flavonoids, violantin/
isoviolanthin for Lychnophora pinaster; flavonoids camphorol-acetyl-
raminopyranoside and vicenin-2 for Lychnophora salicifolia; diterpenos
labdanos for Solidago chilensis and the flavonoids camferol and rutin for
Sphagneticola trilobata. In this sense, this work contributes to the
morphological and chemical differentiation of the selected species used
in Brazil as "arnica", identifying anatomical characters and specific
nical markers for each species evaluated.
Keywords: "Arnica"; Morphonatomy; Dereplication; CLUE-EM.
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1 INTRODUCAO

A investigacdo de plantas medicinais, utilizando da
etnofarmacologia como base de informacdo para estudos de
caracterizacdo quimica de espécies vegetais, vem demonstrando
expressiva riqueza e variedade de metabolitos secundarios
encontrados nos diferentes géneros e espécies da flora brasileira
(POLLO et al., 2013; Da SILVA, 2016; CARVALHO, 2016;
FAQUETI, 2016). A familia Asteraceae constitui uma das maiores
familias entre as angiospermas, sendo que no Brasil abrange cerca
de 37 géneros aceitos e 43 sindnimos, 300 espécies aceitas e 422
sinbnimos, 24 subespécies aceitas e 23 sindnimos destas (FLORA
DO BRASIL, 2019).

Espécies pertencentes a esta imensa familia, apresentam uma
gama de metabdlitos secundarios como, compostos fenolicos,
terpenos, alcaloides, poliacetilenos e 0Oleos essenciais (VERDI;
BRIGHENTE; PIZZOLATTI, 2005; CRONQUIST, 1981;,
EMERENCIANO et al., 2007). Entre os terpenos, as lactonas
sesquiterpénicas sdo designadas por alguns autores como
marcadores quimiotaxondmicos (KELES et al., 2010, SEMIR et
al., 2011; Da SILVA, 2016; LUSA et al., 2016).

Entre as espécies utilizadas na medicina tradicional do Brasil,
destacam-se as espécies conhecidas popularmente como “arnicas”,
sendo exemplos de distintos géneros e espécies da familia
Asteraceae, que apresentam relatada acdo anti-inflamatoria,
citando as espécies: Solidago chilensis Meyen (SABIR et al.,
2012), Sphagneticola trilobata (L.) Pruski, R.M.King & H.Rob
(RAGGI, 2013), Calea uniflora Less (TORRES, 2014), Chaptalia
nutans (L.) Polak (DUARTE et al., 2007), Porophyllum ruderale
(Jacq.) Cass. (DUARTE et al., 2007), Pseudobrickellia brasiliensis
(Spreng.) (AMORIM et al., 2016), Lychnophora diamantinana
Coile & S.B.Jones, Lychnophora pinaster Mart e Lychnophora
ericoides Mart., Lychnophora salicifolia Mart (SEMIR et
al.,2011).

Estudos com as arnicas demonstram propriedades medicinais
como, anti-inflamatéria (SEMIR et al., 2011, LIMA et al., 2015,
LANG et al., 2017), analgésica (LOPES, 2001), tripanocida e
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leshmanicida (ALCANTARA et al., 2005, LIMA et al., 2015),
antimicrobiana e antiparasitaria (FREIRES et al., 2010, ABREU,
2009).

Entretanto, considerando os estudos morfoanatdmicos e
fitoquimicos disponiveis na literatura referentes as arnicas, 0s
dados ainda sdo insuficientes no que diz respeito a identificacao e
a diferenciacdo das espécies citadas, visto que a droga vegetal é
geralmente comercializada na forma rasurada ou pulverizada,
sendo que esta caréncia de informacgdes reflete diretamente na
inseguranca de uso de preparos tradicionais, como tinturas e chas
(BIESKI et al., 2015). Neste contexto, pesquisas que fornecem
informacGes sobre a morfoanatdmia vegetal, perfil quimico e
histolocalizagéo de metabolitos secundérios sdo fundamentais para
as investigacOes das espécies medicinais, evidenciando estruturas
responsaveis pela producdo de metabolitos bem como a
identificacdo de substancias de interesse quimico e farmacoldgico
(LUSA, 2014).

Em relacdo a fitoquimica de espécies vegetais, a aplicacdo da
espectrometria de massas (EM) hifenada a cromatografia liquida
(CL-EM) € reconhecida como uma das técnicas de separagdo e
deteccdo simultanea de diversas substancias e classes quimicas,
sendo eficientes em andlises e caracterizacdo de produtos naturais.
Esta técnica possibilita a deteccdo de analitos com extrema
sensibilidade e seletividade, através da andlise da razdo massa-
carga (m/z). O uso da CL-EM, pode ser bem aplicado para
realizacdo da impressdo digital metabolica (fingerprinting) de
espécies vegetais (LANCAS, 2009).

Neste contexto, este trabalho aborda a caracterizacdo
morfoanatdmica e quimica de espécies utilizadas como “arnica” no
Brasil,  utilizando técnicas usuais em anatomia vegetal,
empregando microscopia de luz e microscopia eletrénica de
varredura e a caracteriza¢do quimica utilizando da Cromatografia
Liquida de Ultra Eficiéncia com detector Espectrometro de Massas
com lonizagdo por Eletrospray e analisadores do tipo Quadrupolo
e Tempo de Voo (CLUE-ESI-Q-TOF), analizando as principais
preparagdes de uso popular das arnicas no Brasil (tinturas e chas).
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2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 PLANTAS MEDICINAIS E ETNOFARMACOLOGIA

Os recursos vegetais permaneceram como parte integrante da
sociedade humana ao longo da historia. Depois de satisfazer as
necessidades primarias como alimentacgéo e abrigo, 0 homem passou
a procurar alternativamente remédios adequados entre as plantas
para curar varias doengas. A medicina tradicional é definida como a
medicina de diferentes culturas que é usada para manter a salde,
prevenir, diagnosticar e tratar doengas fisicas e mentais de maneira
diferente da medicina alopatica, sendo baseada em teorias, crengas
e experiéncias (WHO, 2011). A medicina tradicional tem sido usada
h& milhares de anos com grandes contribui¢des feitas pelos
praticantes para a salde humana, particularmente como provedores
de cuidados primarios de satde em nivel comunitario e tem mantido
sua popularidade em todo o mundo (WHO, 2008). Segundo a
Organizacdo Mundial da Saude (OMS), cerca de 70% a 90% da
populacdo nos paises em desenvolvimento dependem da medicina
tradicional baseada em plantas medicinais no que se refere & atencgao
primdria a saude (WHO, 1993; 2011). Em alguns paises
industrializados, como o Canada, Franca, Alemanha e Italia, 0 uso
de produtos da medicina tradicional é igualmente significante, onde
70% a 90% de sua populacdo utilizada esta medicina sobre a
denominagdo de complementar, alternativa ou ndo convencional
(WHO, 2011).

No Brasil, a primeira descricdo sobre o uso de plantas para
tratamento de patologias foi feita por Gabriel Soares de Souza, autor
do Tratado Descritivo do Brasil de 1587, que descreve a utilizacdo
de produtos medicinais indigenas pelas colbnias europeias, que
diante da escassez de medicamentos europeus perceberam a
importancia das plantas utilizadas pelos indigenas como fonte
terapéutica (ARGENTA et al., 2011). Segundo Oliveira et al.
(2009), esta relagdo entre homem-natureza e homem-plantas pode
ser definido como Etnoboténica. O autor cita como termo com o
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significado: “O estudo das inter-relagbes diretas entre seres
humanos e plantas”.

O termo Etnobotanica foi introduzido no ano de 1895 pelo
boténico taxonomista John W. Harshberger, da Pennsylvania
University. Segundo Oliveira et al. (2009), a etnobotanica é uma
area de conhecimento muito antiga, visto que o conhecimento sobre
plantas Gteis remonta a prépria existéncia da humanidade, seja tanto
para alimentacdo quanto para o alivio de doencas e enfermidades.
Estudos etnobotanicos de registro de plantas, seus usos e formas
terapéuticas (plantas medicinais) por grupos humanos tém oferecido
a base para diversos estudos basicos e aplicados, especialmente no
campo da fitoquimica e da farmacologia, inclusive como ferramenta
para o descobrimento de novas drogas. Nesse contexto insere-se a
Etnofarmacologia, como um ramo da Etnobiologia/Etnobotéanica
que trata das praticas médicas, especialmente remédios, usados em
sistemas tradicionais de medicina. A definicdo mais aceita da
etnofarmacologia é "a exploracdo cientifica multidisciplinar dos
agentes biologicamente ativos, tradicionalmente empregados ou
observados pelo homem™ (ELIZABETZKY, 1999).

No caso do Brasil, diversidade cultural e bioldgica
(conhecimentos e praticas de seus habitantes) constituem um
patriménio de imenso valor cultural, incluindo plantas de interesse
medicinal e potencial de mercado que podem ser possiveis fontes de
geracdo de renda aliada a sustentabilidade ambiental (OLIVEIRA et
al., 2009). Dessa forma, o0 incentivo a pesquisas com as espécies
vegetais proporciona avangos importantes para terapéutica de varias
patologias, como também vem fornecendo ferramentas
extremamente Uteis para o estudo de fisiologia e farmacologia
proporcionando fontes seguras a populacdo (LIMA, 2007).

2.2 FAMILIA ASTERACEAE

A familia Asteraceae é considerada uma das maiores familias de
plantas floriferas dentro das angiospermas eudicotileddneas, com
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aproximadamente 1800-2000 géneros e 24.000-30.000 espécies, 0
gue representa cerca de 10% da flora mundial (FUNK et al., 2009).
Apresenta distribuicdo cosmopolita, sendo disseminadas por todos
0s continentes e com representacdo mais ampla nas regides
temperadas e semi-aridas dos trépicos e subtropicos. Na América do
Sul, esta familia apresenta habitos distintos, como ervas,
subarbustos, arbustos, arvoretas e arvores (MELO; PEREIRA,
2016).

Em uma compilacéo de estudos realizada por Roque e Bautista
(2008), estes apresentam caracteristicas morfoldgicas que defendem
a monofilia de Asteraceae, entre elas a presenca de um capitulo
modificado, ovario bicarpelar infero que desenvolve-se em uma
cipsela com 6vulo basal e reto e anteras sinanteras. Entretanto,
segundo Funk et al (2009), devido ao grande niimero de espécies,
diversidade morfoldgica e filogenética de Asteraceae, Vvarios
boténicos tém estabelecido sua propria classificacdo taxonémica
para essa familia o que dificulta principalmente a delimitacdo das
subfamilias, tribos e subtribos.

A primeira descricdo de espécies desta familia foi realizada
por Teofrasto, um filésofo grego datado de 300 anos a.C. No ano de
1792, foi realizada a primeira denominacgdo da familia definida por
Dietrich Giseke pelo nome Compositae e posteriormente, no ano de
1822 por permissdao do Codigo Internacional de Nomenclatura
Boténica (CINB) a mesma passou a ser designada definitivamente
como familia Asteraceae (KATINAS; GUTIERREZ; CRISCI,
2007, CARVALHO, 2016). Assim, desde o primeiro esquema de
classificagdo da familia em 19 tribos por Cassini, em 1816, diversas
propostas foram realizadas, modificando o nimero e a circunscri¢do
destas, sendo atualmente reconhecidas 43 tribos para Asteraceae
(Funk et al. 2009).

No Brasil, alguns trabalhos adotam o sistema de Bremer (1994),
que divide a familia em 17 tribos distribuidas em trés subfamilias:
Asteroideae (10 tribos), Cichorioideae (6 tribos) e Barnadesioideae
(1 tribo) (Quadro 1). Outra classificacdo ainda aceita, porem por
reduzido nimero de pesquisadores, é a proposta por Andenberg et
al. (2007) que inclui a descricdo morfologica de 1620 géneros,
avaliando principalmente os géneros Aster, Eupatorium, Vernonia
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e Senécio. Mais recentemente, Funk et al (2009) propuseram um
novo sistema de classificacdo taxénomica, atualmente mais aceito,
gue inclui muitas das supersubtribos propostas por Andenberg et al
(2007), e 43 tribos.
principais sistemas de classificagao intrafamiliares taxonémicos da
familia Asteraceae, compilado por Ramos (2011).

Na Figura 01 encontram-se descritos 0s

Quadro 1 - Classificacdo das subfamilias e tribos de Asteraceae
segundo Bremer (1994). Incluindo as esp[ecies avaliadas no
presente estudo.

NUamero . . -
- . Sub tribo Arnicas utilizadas no
Sub familia Tribo C!e_ (arnicas) presente estudo
especies
Inuleae 480 - -
Plucheeae 220 - -
Gnaphalieae 1728 - -
Calenduleae 113 - -
Asteroideae Astereae 2846 Solidagininae Solidago chilensis
Anthemideae 1737 - -
Senecioneae 3247 - -
Helenieae 835 Madiinae Arnica .montana
Tagetinae Porophyllum ruderale
. Neurolaeneae Calea uniflora,
Heliantheae 2449 Ecliptinae Sphagnticola trilobata
. . Pseudobrickellia
Eupatorieae 2396 Alomiinae brasiliensis
Cardueae 2513 - -
Lactuceae 2486 - -
Vernonieae 1346 Lychnophorinae Lychnophora sp
Cichorioideae Liabeae 159 - -
Arctoteae 139 - -
Barnadesioideae | Darnadesieae 29 )
N0 classificada Multisieae 318 NE Chaptalia nutans
TOTAL 23104

Legenda: N&o encontrado (NE)




Figura 01 - Sistemas de classificacdo intrafamiliares taxondmicos da familia Asteraceae
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CASSINI (1813}

HOFFMANN (1830}

BREMER (1994)

ANDERBERG et al (2007)

FUNK et af (2003)

Triba Lactucées
Triba Labiatiflorées
Triba Carduacées
Triba Carlinées
Triba Xéranthémées
Triba Echinopsidées
Triba Arctotidées
Triba Calendulacées
Triba Hélianthées
Triba Ambrosiscées
Triba Anthémidées
Triba Inulées

Tribo Astérdes
Triba Sénéciondes
Triba Tussilaginées
Triba Eupatoriées
Triba Vernonides

Tribo Vernonieae
Tribo Eupatorieae
Tribo Astereae
Tribo Inuleze
Tribo Heliantheae
Tribo Helenieae
Tribo Anthemidae
Tribo Senecioneae
Tribo Calenduleze
Tribo Arctotideae
Tribo Cynareae
Tribo Mutisieae
Tribo Cichorieae

Tribo

Tribo Banadesieae

Tribo Banadesieae

Ci

il

Tribo Mutisieae
Tribo Cardueae
Tribo Lactuceae
Tribo Vernanieae
Tribo Liabeae
Tribo Arctoteze
Subfamilia Asteroideae
Tribo Inuleae

Tribo Plucheae
Tribo Gnaphalieae
Tribo Calenduleae
Tribo Astereae
Tribo Anthemideae
Tribo Senecioneae
Tribo Helenieae
Tribo Heliantheae
Tribo Eupatorieae

Supersubtribo Coreopsidodinae

Triba Stifftieae

Corymbioideae

Triba Corymbieae
Subfamilia Asteroideae
Tribo Senecioneae

ilia Carduoids iba T; Tribo Mutisieae Triba Calenduleae
Tribo ibo O idadi Tribo O Tribo Gnaphalieae
Tribo He b Triba Nassauvieae Tribo Astereas
Tribo Tar it i i Triba

Tribo Dicomeae

Tribo Cynareae Cardueae

Tribo Pertyeae
s i

Supersubtriba Helianthodinae
Supersubtribo Milleriodinae

Tribo Wunderlichieae
Triba Hyalideae

Triba Inuleae
Tribo Athroismeae

il

Alliance™

Tribo Gymnarrheneae
Tribo Moquinieae
Tribo Vernonieae

Tribo Lizbeae

Tribo Cichorieae

Tribo Gundelieae

Tribo Arctotideae
Subfamilia Astercideae
Tribo Corymbieae
Tribo Senecioneae
Tribo Calenduleae
Tribo Gnaphalieae
Tribo Astereae

Tribo Anthemideae
Tribo Inuleae

iba Peritylodinae
Supersubtribo Eupatoriodinae

Triba Gochnatieae

bamilia H Leido

Tribo Feddeese
Tribo

Triba Hecastocleideae
Subfamilia Carduoideae
Tribo Dicomeze

Triba Oldenburgieae
Triba Tarchonantheae
Triba Cardueae
Subfamilia Pertyoideae
Triba Pertyese

Catomixis incertae sedis

Triba Coreopsideae
Triba Neurolaeneae
Tribo Tageteae
Triba Chaenactideae
Tribo Bahieae

Triba Polymnieae
Triba Heliantheae
Tribo Millerieae
Tribo Madieae
Tribo Peri

Triba Gymnarrheneae

Subfamilia Cichoricideae

Triba Cichorieae
Tribo Arctotideae
Tribo Eremothamneae
Triba Lisbeae

Tribo Vernonieae
Triba Platycarpheae
Triba Moguinieae

Heterolepis incerdae sedis

Triba Eupatorieae

17 tribos

13 tribos

3 subfamilias; 17 tribos

5 subfamilias; 36 tribos

12 subfamilias; 43 tribos

Fonte: Ramos (2011).
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No mundo, cerca de 40 espécies pertencentes a familia Asteraceae
apresentam importancia direta no consumo humano, entre estas
encontram-se: alface (Lactuca sativa L.) , chicdria (Cichorium endivia
L.), girassol (Helianthus annus L.), camomila (Matricaria recutita L.) e
carqueja (Baccharis trimera Less.). Além das citadas, outras espécies
apresentam, além do potencial nutricional, potenciail tecnolégico,
ornamental, farmacéutico, industrial ou fornecem néctar e polen para a
apicultura, além de forragem para a producéo pecuaria (SILVA, 2014).

Em 1988, Cronquist, sugeriu que 0 sucesso evolutivo da familia possa
ser atribuido em parte ao desenvolvimento de um sistema quimico de
defesa que inclui a producdo combinada de compostos secundérios, do
tipo poliacetilenos e lactonas sesquiterpénicias. Desta forma, estudos de
caracterizacdo quimica de Asteraceae, connfirmaram sua tese, apontando
riqueza e variedade de metabolitos encontrados nos diferentes géneros
que contemplam a familia Asteraceae, tais como poliacetilenos
(CHRISTENSEN; LAM, 1991; POLLO et al., 2013; POLYANSKAYA,
KOROLYUK; TKACHEV, 2007), terpenoides (KHAN et al., 2010;
MALDONADO et al., 2014), cumarinas (MIYAZAKI et al., 2013),
benzofuranos (ROMANO et al., 2008), alcaloides (TIDJANI et al., 2013),
flavonoides (BENYAHIA; BENAYACHE; BENAYACHE, 2014) e
lactonas sesquiterpénicas (MERCADO et al., 2014), sendo que estas duas
Gltimas classes sdo reportadas na literatura como importantes marcadores
guimiotaxondmicos dessa familia (BOHLMANN et a., 1980,
EMERENCIANO et al., 2007, Kelles et al., 2010, LUSA et al., 2015, Da
SILVA, 2015, CARVALHO, 2016).

Dados de estudos etnofarmacolégicos apresentam registros de
aproximadamente 1000 espécies de Asteraceae utilizadas com fins
terapéuticos (MONKS et al, 2002), entre estas podemos citar a arnica-do-
cerrado ou arnica-brasileira (Lychnophora ericoides) utilizadad no
tratamento da dor, reumatismo, picada de insetos e como antiinflamatério
(FERRARI et al., 2012).

Alguns trabalhos, como a compilagdo realizada por Semir e
colaboradores (2011) denominada “Arnicas endémicas das Serras do
Brasil” apontam vinte e duas espécies de Lychnophora (Asteraceae),
utilizadas com inimeras finalidades terapéuticas, estabelecendo
caracterizacdo anatdbmica e partes do seu perfil quimico e atividades
biol6gicas. Demonstrando assim, a riqueza de informacgBes e usos
tradicionais das arnicas no Brasil.
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2.3 ARNICAS NO BRASIL

O nome popular “arnica” descrito para o género Lychnophora e outros
géneros da familia Asteraceae deriva do fato de apresentar relatadas
propriedades terapéuticas muito semelhantes a da verdadeira Arnica
(Arnica montana) que é utilizada na medicina desde a idade média e esta
estabelecida em compéndios oficiais, como as Farmacopeias
Internacional e Brasileira (SEMIR et al., 2011).

No Brasil, 0 uso de plantas medicinais é extenso e amplo devido a
influéncia de diversas etnias, como os nativos, Africanos, e Europeos.
Estes ultimos, imigrantes europeus, quando chegaram ao Brasil se
depararm com a falta da espécie nativa europeia Arnica montana,
utilizada como anti-inflamatorio. A falta desta espécie, levou 0s mesmos
a buscarem outras espécies vegetais com caracteristicas semelhantes
(principalmente o aroma do dleo essencial) para utilizar como anti-
inflamatdrio tdpico substituto da A. montana (MARIOSA, 2006). A partir
de entdo, juntamente com a miscigenacédo de etnias, foi mencionada pela
primeira vez nas fazendas de café em Minas Gerais a espécie
Lychnophora ericoides (Asteraceae), conhecida popularmente como
“arnica brasileira”, “arnica-da-serra” ou “arnica -falsa”. Essa sele¢do teve
como base a semelhanca do odor do 6leo essencial e com o passar do
tempo, quase todas as espécies com alguma semelhanca morfoldgica
passaram a ser utilizadas indiscriminadamente, o que torna varias
espécies do género Lychnophora sucedaneas da A. montana (SEMIR et
al., 2011). A espécie Lychnophora ericoides foi citada oficialmente em
1929, juntamente com a espécie Solidago chilensis (Farmacopeia
brasileira, 1 ed.) utilizadas como anti-inflamatério e analgésico. Desde
entdo, a utilizacdo etnofarmacoldgica das arnicas no Brasil vem se
estabelecendo (DUARTE et al., 2007).

A partir de um extenso levantamento bibliogréafico, foram encontradas
outras espécies no Brasil denominadas popularmente como arnicas,
citando: Solidago chilensis Meyen (“arnica-brasileira”, “arnica-do-
campo”), Sphagneticola trilobata (L.) Pruski, R.M.King & H.Rob
(“arnica -do-mato”), Calea uniflora Less (“Arnica-da-praia”), Chaptalia
nutans (L.) Polak (“arnica -do-campo”, “lingua-de-vaca™), Porophyllum
ruderale(Jacq.) Cass. (“arnica -paulista”, “couve-cravinho”, “arnica -da-
praia”), Pseudobrickellia brasiliensis (Spreng.) (“arnica”, “arnica -do-
campo”, “arnica -do-mato”). De Lychnophora, as mais comumente
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utilizadas sdo LychnophorapinasterMart, L. ericoidesMart , L.
salicifoliaMart e L. diamantinanaCoile & S.B.Jones (“Arnica-falsa”,
“Arnica-do-cerrado”).

Além das citadas, outras espécies levam a mesma denominagdo, como
espécies do género Senécio (“pseudo-arnica”) (Asteraceae), conhecido
pela presenca de alcaldides pirrolizidinicos e por este motivo 0 uso
medicinal do género deve ser desincentivado (SANDINI et al., 2013). Em
outros paises, espécies vegetais também sdo descritas como “arnica”.
Uma pesquisa realizada por Obdn e colaboradores (2012) apontam cerca
de 32 espécies de plantas diferentes, pertencentes a seis familias distintas,
denominadas como arnicas, pelo mundo. Como exemplo, no México é
relatado a utilizacdo da Heterotheca inuloides Cass (Asteraceae)
conhecida como “arnica -mexicana” (RODRIGUEZ-CHAVEZ et al.,
2017), e a espécie Pulicaria odora (L.) Rchb. (Asteraceae) que cresce
selvagem no Noroeste de Marrocos e é comumente utilizada em Portugal
e na Espanha com 0 nome “erva-monta” ou montd (OBON et al., 2012).

24  ASPECTOS CIENTIFICOS RELACIONADOS A
DENOMINACAO “ARNICA”

Pesquisas utilizando a base de dados Scopus com a palavra-chave:
arnica, levaram ao resultado de 1248 registros de documentos
relacionados ao termo. Esta pesquisa contemplou documentos dos anos
de 1828 até 2019. Destes documentos, a divisdo em areas de pesquisa
demonstra um predominio de publicacdes nas &reas da medicina (33,4%)
e farmacologia (21,6%). Para a area quimica encontrou-se um total de
6,9% publicacBes e para a area botanica 13,7% ( Figura 02 a 03).
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Figura 02 — Documentos relacionados a pesquisa por arnica, divididos em
areas de pesquisa.

Outros (5,4%) \
Odontologia (1,0%)

Imunologia (1,1%)

Profissionais da satide (1,8%)
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\
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Fonte: base de dados Scopus, acesso em 25 de fevereiro de 2019.

Em relagdo aos documentos publicados por anos, € visivel o crescente
ntmero de publica¢des utilizando como palavra-chave: arnica. Em uma
visao global, o Brasil é o quarto pais com maior nimero de publicacdes
relacionadas a pesquisa por “arnica”, perdendo apenas paras Alemanha,
Estados Unidos e Italia. Estes dados demonstram a crescente pesquisa na
area de plantas medicinais em todo o mundo, incluindo o Brasil,
evidenciado pelo nimero de publicacdes relacionados a presente
pesquisa.

Abaixo encontram-se os dados referentes aos documentos publicados
por ano no periodo de 1828 a 2018 (Figura 03 A), bem como o0s
documentos divididos por territério/pais (Figura 03 B).
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Figura 03 — Documentos publicados por ano (A) e territorio/pais (B)
relacionados a pesquisa por arnica.

A~ Documentos por ano no periodo de 1828 a 2019 por areas de pesquisa.
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Fonte: base de dados Scopus, acesso em 25 de fevereiro de 2019.
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2.5 ASPECTOS QUIMICOS DAS ARNICAS

Atualmente, distintas espécies conhecidas como arnicas vem sendo
investigadas quimicamente no Brasil. Como exemplo cita-se a Calea
uniflora, sendo verificada a presenca de variadas classes de metabélitos
secundarios como: cromenos, cromanonas, flavonoides livres e
heterosideos, derivados do timol e terpenos destacando as lactonas
sesquiterpénicas como componentes majoritarios e indicadas como
marcadores quimiossistematicos para esse género Calea (CARVALHO,
2016).

Analises da constituicdo quimica do género Lychnophora
revelam grande diversidade de metabolitos secundéarios, como
poliacetilenos, flavonoides, cumarinas e terpendides, apresentando como
constituintes majoritarios as lactonas sesquiterpenicas e flavonoides
(SEMIRatal., 2011). Alémdisso, foram verificadas atividades biol6gicas
relacionadas aos metabdlitos presentes no género como, atividade anti-
inflamatdria, analgésica e anticonvulsivante além de outras acGes
farmacoldgicas (SEMIR at al., 2011, Carvalho et al., 2016). Segundo
Melo e colaboradores (2009) e Pavarine & Lopes. (2016), a presenca das
lactonas sesquiterpénicas goiasensolido e centraterina em L. ericoides
esta associada a inibicdo do processo inflamatério. Cientificamente, os
efeitos analgésicos e anti-inflamat6rios ainda ndo sdo totalmente
comprovados para todas as espécies do género (SEMIR et al., 2011). Uma
revisdo bibliografica com o0s principais constituintes quimicos
encontrados nas espécies conhecidas como “arnica” no Brasil encontra-
se na Tabela 1.

Abordagens anatdmicas também vem sendo relatadas para as espécies.
Estudo realizado por Budel e colaboradores (2006) demonstrou algumas
estruturas internas de Calea uniflora; Duarte et al. (2007) comparou
Chaptalia nutans e Porophyllum ruderale quanto a alguns caracteres
microanatdmicos; Souza et al (2017) realizaram uma descri¢do
morfoanatémica detalhada das folhas de Solidago chilensis. Entre outras
pesquisas.

Contudo, estes estudos ainda séo insuficientes para uma comparacao
inequivoca entre as espécies devido a falta de padronizacdo entre as
técnicas utilizadas de forma a abranger estruturas anatémicas, testes
histoquimicos, forma de extracdo e metodologias de caracterizacao
visando um controle de qualidade seguro, padronizado e adequado
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levando em consideragdo o uso tradicional. Outro fato importante é
nomenclatura popular muito semelhante, gerando confusdo entre as
espécies e consequentemente levando muitas vezes a identificacdo
errbnea destas.
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Tabela 1. Principais classes e substancias encontrados nas arnicas estudadas. Sendo, Arnica montana (AM),
Sphagneticola trilobata (ST), Solidago chilensis (SC), Calea uniflora (CU), Porophyllum ruderale (PR), Chaptalia
nutans (CU), Pseudobrickellia brasiliensis (PB), Lychnophora ericoides (LE), Lychnophora salicifolia (LS),
Lychnophora pinaster (LP) e Lychnophora diamantinana (LD).

A. FLAVONOIDES

Substancias Espécies

AM ST SC Cu PR CN PB LE LS LP LD

FLAVONAS

apigenina LEFG)

apigenina glicosilada LEF.G)

crisina LE® LSK  LpK | D®)
crisina glicosilada LEF.G)

luteolina ST  sCc® PB(©)

luteolina glicosilada LE®

3", 47, 7-trihiidroxi-flavona-7-0--
glicopiranosideo
5,4’ -dihidroxi-7-metoxiflavona STO
5,3",4’-trihidroxi-7- metoxiflavona STO
5,7- dihidroxi -4'- metoxiflavona

. LE®
(acacetina)
3,7,4'- trihidroxiflavona LE®
3-metil-galangina LE®
FLAVANONAS
naringenina LEFO)

cu®
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pinocembrina

pinostrobina
pinobanksina

LEFO)

LEFO)
LEFO)

LS(K)

LSt
LS®

LP®
LP®

LD®)

LD®)
LD®)

FLAVONOIS

afzelechina

galangina

campferol AM®M
resocampferol

patuletina AM®N)
quercetina AM®N) ST
quercetina hetersideo AM®N)  ST®K
quercetina-7,3" 4" -trimetil-eter

quercetol

rutina AM®N)

Sc®
sc®
SCc @

Sc ®
sc®

cu®
cu®

PRW

PRW

CN®

PB©

LE®
LE®

LEFS)

LEFS)

LSO

LSO

LPO)

CHALCONAS

buteina

butein 4" -o-glicopiranosideo
a-hidroxi-buteina

2’ ,4-dihidroxi-3-metoxi-chalcona-4’-
O -B- glicopiranosideo
2’,4",3,4-0-pentahidroxichalcona

cu®
cu®m
Ccu®

cu®
CuU®




B. CUMARINAS, CROMENOS E CROMANONAS
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Substancias

Espécies

AM

ST

SC

Cu

PR

CN

PB

LE

LS

LP

LD

CUMARINAS

umbeliferona

escopoletina

7-0-p-d-nutanocumarina-
glicopiranosideo

4-0-gluco- piranosil-5-metoxicumarina
9'-0- nutanocumarina- glicopiranosideo
Nutanocumarina

AM©
AM©

CN®
CN®

CN®
CN®
CN®

CROMENOS
eugenina
noreugenina

cu®
Ccu®

CROMANONAS
2,2-dimetil-6-(1-hidroxi-etil)-
cromanona

uniflorol b

uniflorol a

cu®

cu®
cu®
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C. DERIVADOS DE ACIDOS ORGANICOS

Espécies
Substéncias
AM ST SC Cu PR CN PB LE LS LP LD
DERIVADOS DE ACIDOS ORGANICOS
acido quinico AMO) sced  cywn  pRM
acido caféico AM© SC©@  cuywn LPOL
acido galico sC@ cu®  PRW
cafeato de etila STM cu®
acido cinamico LP®L
acido 3-o-cafeoilquinico AM© sTO  sc©@  cu® LSO
acido 4-o- cafeoilquinico LE® LSO
acido 5-o-cafeoilquinico LSO pw
acido 3,4-0-cafeoilquinico STO sc@ cu® LS
acido 4,5-0-cafeoilquinico STO sc@ cu® LE® LSO
acido 3-0-p-cumaroilquinico LS
acido 4-0-p- cumaroilquinico LS
acido 5- o -p- cumaroilquinico LSO
acido 3-o -e-cumaroil-1,5- o -p- LSO
cafeoilquinico
acido 3-o -e-cafeoil-1,5- o -p- LSO
cafeoilquinico
acido 4-o0 —e-feluroil-1,5- o -p- LS®)
cafeoilquinico
acido 3,4-di-o-p-cumaroilquinico LS®)
LE®

acido 4-cafeoil-1-5-feluroilquinico



acido 4,5- feluroilquinico

acido 3- o- feluroilquinico

acido 4- o- feluroilquinico

acido 5- o- feluroilquinico

acido vanilico STO
acido 2-senecioil-4-(metoxi-etil)-
fenol

acido 2-senecioil-4-(angeloiloxi-
etil)-fenol

acido 2-senecioil-4-
(pentadecanoiloxi-etyl)-fenol
4cido 2-senecioil-4-(hidroxi-etil)-
fenol

cido protocatecuico

CcuU®
Cu®

CcuU®
Cu®

cu®

LE®
LE®
LE®
LE®

LSO

LSO

45
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D. TERPENOS
Espécies
Substancias
AM ST SC Cu PR CN PB LE LS LP LD
MONOTERPENES
a-pineno ST™  sc? PR® pPBD
B-pineno ST™  scH PR® pPBD
mirceno STM scd PR®
5-3-careno sc
B-ocimeno ST™M  sci PR®
sesamol sc
isolongifoleno sco
biciclogermacreno sc®
1,10-di-epi-cubenol sc®
a -cadinol sc®
cubenol sc®
sabineno STM™  sc®
terpin-4-ol sct PR® pPB®)
p-cimen-8-ol sc®
B-bourboneno sc
y-gurjuneno sct
a-thujeno STM
1,3,8-p-mentatrieno ST®™
a-camfolenaleno STM
tetracirino STM



B -cubebeno PR®

elemeno PR®

isocomeno PR®

sabineno PR®

2,3-diidro-1,8-cineolo PR®

terpinoleno PR®

trans- B-ocimeno PR®

B-ciclocitral PR®

cuminol PR®

a-terpineno PBD
y-terpineno PB®
a-terpineol PB®
(-)-germacra-1(10),5(e)- PB®
dien-4p-ol

cumeno AM®

camfeno AM®P  gTM LE®©
tuja-2,4(10)-dieno AM®P  gTM

a-felandrene AM®  SsTM®  SCH PR®

B-felandrene PR®

p-cymene AM® ST PB®
limoneno AM® sc® PR® PB®  LE©
linalol AM® sc® LE®©
a-isocomeno AM® PR®

metil eugenol AM ®

cariofileno AM® Sc® LE®©
SESQUITERPENOS

eugenol AM®)

B-farneseno AM®) sc®

a-humuleno AM® sc®

47
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germacreno d AM® sc® PB®
a-muuroleno AM®)

y-cadineno AM® sc®

A-amorpheneo AM ®)

B-sesquifelandreno AM ®)

sesquisabineno AM R

espatulenol AM® sc PRW) PB®)
salvial-4(14)-1-ona AM®

humuleno epoxido AM®

a-cadinol AM®)

B-bisabolol AM®

cadaleno AM R

a-bisabolol AM R

curcumeno LE®
turmerol LE®
dihidro-ar-turmerona LE®
a-eudesmol sc®

diidroeudesmol sc®

cariofileno sc® PBD
nerolidol sc®

LACTONAS

SESQUITERPENICAS

helenalina AM@QP) SC@

helenalina metacrilato AM®Q

6-0-isobutiril- AM®Q

tetrahidrohelenalina

helenalina acetato AM®Q

11,13-dihidrohelenalina AM®@ SC@

arnicolideo d AM@



wedelolactona
paludolactona
trilobolideo-6-o0-isobutirato
triloboideo-6-0-angelato
triloboideo-6-0-
methacrylate
oxidoisotrilobolideo-6-0-
isobutirato
oxido-iso-trilobolideo-6-0-
methacrilato
oxido-iso-trilobolideo-6-0-
angelato

wedeloide a

wedeloide b
desacetileupaserrina
2-a-hidroxi-6--

2,3’ 5'trihidroxi-
angeloiloxicostunolideo
2-0- hidroxi —8-p-3’-
hidroxi -

2’5" epoxiangeloiloxi-
costunolideo

ovatifolina

crisanina

2°,3"-epoxi-15-
deoxigoiazensolideo
diidroeremantolideo a
eremanteolideo a
15-desoxigoiazensolideo

STO)
STO)
ST®
ST®

ST®
ST®

ST®)
ST®

ST®
ST®

Ccu®
cu®

cu®

cun

PBO)

LE®©

LE©)
LE©)
LE®)
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15-acetoxigoiazensolideo
Goiazensolideo
(4s,6r,75,8s,10r,115)-1-0x0-
3,10-epoxy-8-
angeloyloxigermacre-2-en-
6(12)-olideo
2',3'-diidro-15-
deoxigoiazensolideo
lychnofolideo
lychnofolideo b
costenolideo

eremantina
furanoheliangolideo
goiazensolideo

15- acetoxicentraterineo
entraterineo

LE®)

LE®

LE®)

LE®)
LE®©)

LS©)
LS©)
LP®©)

LD®)

x(©)
%)
%)

DITERPENOS

acido ilopico
solidagenona
deoxisolidagenona
trans-sabinol

&cido caurendico
cido-3a-cinamiloxicaur-
16-is0-19-o0ico

acido 3a-tigloioxicaur-16-
isso-19-oico

acido ent-caur-9(11), dieno
-19 oico &cido
(grandiflorenicol)

ST®

ST®
ST®
ST®
ST®

ST®

sch
sch

PBO)



4cido ent-caur-15-iso-19- ST®
oico (&cido isso-caurendico)

acido (3a)-3-(angeloiloxi)- ST®)
ent-caur-16-en-19 oico

4cido 3a-(angeloiloxi) 9p- ST®)
hidroxi-ent- caur -16en-19

0ico

TRITERPENOS
lupeol

lupeol acetato
lupanol acetato
friedelino

cido lychnopholico
a-amirina

a-amirina acetato
B-amirina

B-amirina acetato
pseudotaraxasterol
3-o0-acetil-
pseudotaraxasterol
taraxasterol

15- acetoxicentraterino
entraterina

PBO)
PBO
PBO)
PBO)
PBO

PBO)

LE®
LE®

LE®©

LS®©
LS©)
LS©)

LS©
LS©)
LS©®
LS(©)
LS(©)

LPMW)
LPMW)

LP()
LPO)
LPO)
LPO)
LP)
LP)

LP()

LD®

LD®©)
LD®©
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E. OUTROS COMPOSTOS

Substancias

Espécies

AM ST

SC

Cu

PR

CN

PB

LE

LS

LP

LD

FITOESTEROIDES
4,4-dimetil-colesta-22,24-dien-5-
ol

estigmasterol

sitosterol

ST®

LP@©

LP®©
LP@©

DERIVADOS DE TIOFENO
5-metil-2,2":5',2"-tertiofeno
5'-metil- [5—-(4—acetoxi-1—
butinil)]-2,2"-bitiofeno
2,2"5',2"-tertiofeno
5-(but-1-in-1-il)-2,2'-bitiofeno

PR®)
PR

PR®
PR®

GLICOSIDEO
CIANOGENICO
Prunasina

CN®

OUTROS
Acetofenona
3-metoxibenzaldeido
Tetracyrin

Farnesil acetato

Metil linoleato

AM®
AM®

sct
SCO)
sc®
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Cubebina LE®
Metilclusina LE®
Yateina LE®
A-metilcubebina LE®
Hinokinina LE®
Acido lychnphorico LEG LS©® LP©® LD®
Acido lychnphorico acetil LEG LS©® LP©® LD©

Referéncias: (a)FREIRES et al.,2010; (b) GASTALDI et al.,2018; (C)TAMURA et al.,2009; (d)SABIR et al., 2012; (¢)SCHMEDA-
HUSCMANN et al.,2002;(f) MARIN, 2014; (g)PRUDENCIO, 2012; (h) VECHIA et al.,2016; (k) CARVALHO, 2001; (I) LANG et
al.,2017; (m) FILHO et al.,2004; (n) VERMA et al.,2013; (0) FILHO et al.,2000; (q) BATISTA et al.,2010; (r) LIMA et al.,2015; (s) LIMA
et al.,2017; (t) NASCIMENTO et al.,2007; (u) WILDINER et al.,2016; (v) FONSECA et al.,2006; (x) GUILLET et al.,1998; (y)
TAKAHASHI et al.,2011; (w) RAGGI et al.,2013; (z) LIMA-NETO et al.,1996; (A) BADILLA et al.,2000; (B) TRUTTI et al.,1988; (C)
ALMEIDA, 2017; (D) AMORIM et al.,2016; (E) BOHLMANN et al.,1984; (F) GOBO-NETO et al.,2005; (G) SEMIR et al.,2011; (H)
BORELLA et al.,1998; (I) SAKAMOTO et al.,2003; (J) GOUVEA et al.,2012; (K) SILVA et al.,2013; (L) FERREIRA et al.,2005; (M)
ABREU et al.,2009; (N)ALFREDO et al., 2008; (O)NASCIMENTO, 2007; (P) BRASIL, 2010; (Q)MACIEL, 2006; (R)KOWALSKI et
al.,2015.
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2.6 IDENTIFICACAO DE ESPECIES VEGETAIS

A anatomia vegetal tem uso diério e continua a ser uma excelente
ferramenta para ajudar a resolver diversos problemas, entre eles a
identificacdo correta de espécies vegetais. Vale ressaltar a importancia da
identificacdo correta de espécies vegetais com objetivos de estudos
guimicos e farmacognosticos na busca de novas substancias bioativas. Ou
seja, a anatomia vegetal é um requisito fundamental na conducdo de
experimentos com plantas embora a parte de identificacdo botanica ainda
seja negligenciada por pesquisadores em produtos naturais (CUTLER et
al., 2011).

A avaliacdo microscOpica de espécies vegetais, representou por
muitos anos uma técnica Unica oferecendo uma visdo abrangente da
planta. Atualmente, novas técnicas sdo utilizadas para fornecer
rapidamente informac6es sobre a morfologia e identificagdo de elementos
quimicos, estruturas vegetais alem de outras aplicacdes. A microscopia
eletronica de varredura (MEV) é um dos mais versateis instrumentos
disponiveis para a observacdo ultraestrutural de caracteres microscopicos,
sendo utilizada em varias areas de pesquisa. A MEV utiliza um feixe de
elétrons no lugar dos fétons utilizados em um microscopio Optico
convencional, o que permite solucionar o problema de resolucdo
relacionado a fonte de luz branca. Outra caracteristica importante do
MEYV é a resolucdo tridimensional das imagens de forma a complementar
a informacdo dada pela imagem dptica (DEDAVID et al., 2007).

No entanto vale lembrar que a MEV é uma técnica dispendiosa,
ja que faz uso de equipamento de elevado custo. Ja as técnicas para
microscopia de luz possuem um custo relativamente baixo e sdo de grande
valia para o controle de qualidade de drogas vegetais.

2.7 CARACTERIZACAO POR CLUE-EM

A cromatografia compreende um grupo variado de importantes
métodos que possibilitam separar e identificar compostos (SKOOG;
HOLLER; CROUCH, 2009). Entre os métodos modernos de analise, a
cromatografia liquida de ultra eficiéncia (CLUE) ocupa lugar de destaque
devido & facilidade e rapidez com que efetua separacdo, identificagéo e
guantificacdo de espécies quimicas (COLLINS, BRAGA, BONATO,
2006). Na area farmacéutica, ha vasta aplicacdo podendo ser utilizada
desde processos qualitativos de componentes medicinais até o
doseamento de principios ativos (LU et al., 2012).
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A cromatografia liquida (CL), em especial a CLUE hifenada a
espectrometria de massas (MS) apresenta varias vantagens, como alta
seletividade, quantificacdo de ions selecionados e picos sobrepostos, boa
detectabilidade, possibilidade de avaliagdo da pureza dos picos,
confirmacdo da presenca do analito mediante a informacdo de massa
molar exata e informagdes estruturais diagnosticas (COLINS; BRAGA,
BONATO, 2006).

A técnica de CL-EM tem desfrutado de uma popularidade crescente
como uma plataforma para estudos metabolémicos de espécies vegetais
devido ao seu alto rendimento e boa cobertura de metabdlitos (ZHOU et
al., 2012). Um exemplo, da aplicacdo desta técnica para caracterizagdo de
espécies de uso popular, é o estudo realizados por Blum-Silva e
colaboradores (2016) com uma planta nativa da América do Sul (llex
paraguariensis A. St. Hil.) que identificou vinte compostos em extratos
da planta e suas fragGes relacionadas utilizando CLUE-DAD e CLUE-
ESI-qTOF.
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3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Caracterizar e comparar espécies utilizadas no Brasil como
arnica através de técnicas microscopicas para determinacdo da
morfoanatomia das espécies e utilizacdo da técnica cromatografica
CLUE-DAD-ESI-qTOF para analise de desreplicagdo dos extratos.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Caracterizar ¢ comparar a morfoanatomia das espécies utilizando
técnicas microscopicas e testes histoquimicos.

- Obter extratos conforme a utilizacdo popular das espécies: Arnica
montana, Calea uniflora Less, Chaptalia nutans (L.) Polék,
Lychnophora diamantinana Coile & S.B.Jones, Lychnophora ericoides
Mart, Lychnophora pinaster Mart, Lychnophora salicifolia Mart e,
Porophyllum ruderale, Pseudobrickellia brasiliensis (Spreng.), Solidago
chilensis Meyen, Sphagneticola trilobata (L.) Pruski, R.M.King &
H.Rob.

- Desenvolver um método cromatografico simples e rapido por CLUE-
ESI-qTOF para avaliacdo das espécies;

- Realizar anélise de desreplicacdo dos extratos obtidos;

- Identificar os marcadores majoritarios presentes nos extratos obtidos de
cada espécie;

- Avaliar os dados obtidos e correlaciona-los com a literatura.


http://www.theplantlist.org/tpl/record/gcc-43226
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 MATERIAL VEGETAL

O material vegetal foi dividido para uso no estudo morfoanatémico
(4.1.1) e estudo do perfil quimico. (4.1.2)

4.1.1 Estudo morfoanatémico

As amostras de individuos das espécies Calea uniflora, Chaptalia
nutans, Porophyllum ruderale, Solidago chilensis e Sphagneticola
trilobata foram coletadas pela autora do presente estudo no estado de
Santa Catarina no ano de 2017. Estas amostras foram identificadas pelos
professores Rafael Trevisan e Pedro Fiaschi do Departamento de
Botanica da UFSC e uma exscicata de cada amostra foi depositada no
Herbario Flor da Universidade Federal das Santa Catarina (UFSC). As
amostras de individuos das espécies do género Lychnophora utilizadas no
estudo foram doadas pela professora Dr2. Makeli Garibotti Lusa do
Departamento de Botanica da UFSC e a espécie Pseudobrickellia
brasiliensis foi doada pelo Herbéario Flor da UFSC. Os cddigos de cada
exsicata encontra-se no Quadro 2.

4.1.2 Estudo do perfil quimico

As amostras de individuos das espécies Calea uniflora, Chaptalia
nutans, Porophyllum ruderale, Solidago chilensis e Sphagneticola
trilobata foram coletadas pela autora do presente estudo no estado de
Santa Catarina no ano de 2017. Estas amostras foram identificadas pelos
professores Rafael Trevisan e Pedro Fiaschi do Departamento de
Botanica da UFSC e uma exscicata de cada amostra foi depositada no
Herbario Flor da Universidade Federal das Santa Catarina (UFSC). As
amostras de individuos das espécies do género Lychnophora utilizadas
no presente estudo foram obtidas trituradas por doacdo: Prof. Dr.
Fernando B. da Costa e Prof. Dr. Leonardo Gobbo Neto da Universidade
Séo Paulo (USP-RP). A espécies de Pseudobrickellia brasiliensis foi
doada, também na forma triturada, pela Prof* Dr2 Cristiane Fernanda
Fuzer Grael da Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha e
Mucuri (UFVJIM). Os codigos de cada exsicata encontram-se no Quadro
02.
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Quadro 02 - Nimero de tombamento das exsicatas

Espécie | Cédigo da Exsicata | Herbério
Uso geral®
Arnica montana (L.)* - -
Calea uniflora Less FLOR63637 Flor **
Chaptalia nutans (L.) Polak FLOR63636 Flor **
Porophyllum ruderale (Jacg.) FLOR63635 Flor **
Cass
Solidago chilensis Meyen FLOR63638 Flor **
Sphagneticola trilobata (L.) FLOR63634 Flor **
Pruski
Estudo morfoanatémico
Lychnophora diamantinana Loeuille et al. 530 SPF***
Coile & S.B.Jones
Lychnophora ericoides Mart Pirani 1726 SPF***
Lychnophora pinaster Mart Mello Silva 1389 SPF***
Lychnophora salicifolia Mart Mello Silva 3000 SPF***
Pseudobrickellia brasiliensis FLOR46719 Flor **
(Spreng.)
Estudo do perfil quimico

Lychnophora ericoides Mart Paula et al. 2015 SPR***
Lychnophora pinaster Mart Oliveiraetal. 471 SPF***
Lychnophora salicifolia Mart Mello Silva 3000 SPF***
Pseudobrickellia brasiliensis DIAM 1096 e DIAM
(Spreng.) DIAM 1296. Fiek

* Amostra comercial, identificada conforme os pardmetros descritos na

Farmacopéia brasileira 5 ed (BRASIL, 2005);

Universidade Federal de Santa Catarina; ***Herbario da Universidade de
Sao Paulo; ****Herbarium da Universidade Federal dos Vales do
Jequitinhonha e Mucuri (UFVJIM). °Espécies utilizadas para estudo

anatémico e do perfil quimico.

**Herbario da
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4.2 ANALISE MORFOANATOMICA DAS FOLHAS DAS ARNICAS

A investigacdo morfoanatdmica das folhas das arnicas e os testes
histoquimicos foram realizados em parceria com o Laboratério de
Anatomia Vegetal (LAVEG) vinculado ao Departamento de Botéanica da
Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC).

4.2.1 Analise das superficies adaxial e abaxial das folhas utilizando
Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

As folhas (N=3) foram fixadas utilizando solu¢do de FAA (etanol
70%, formalina 40%, &cido acético glacial PA) por um periodo de 24h.
Apos, foi realizada a desidratacdo em série crescente de etanol (80%, 90%
e 100%) 20 minutos cada. Posteriormente, foi seccionado um pequeno
guadrado da regido mediana das folhas e este material foi seco utilizando
0 método do ponto critico e por fim, as amostras foram metalizadas
(Figura 4) (Fernandes, 2014). Os materiais foram e examinados em
microscopio eletrénico de varredura JEOL JSM-6390LV / JEOL JSM-
6701F / JEM-1011 / JEM-2100 do Laboratorio Central de Microscopia
Eletrénica (LCME-UFSC), Floriandpolis.

Figura 04 — Representacdo ilustrativa de preparo de amostra para MEV.
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4.2.2 Anélise morfoanatdmica interna e externa das folhas utilizando
microscopia de luz.

Para analise morfoanatdmica, as folhas coletadas (n = 3) foram fixadas
em solucdo de FAA 70 (JOHANSEN, 1940) sob condi¢des de vacuo para
remocdo de ar dos tecidos vegetais e penetragdo do fixador e
posteriormente os materiais foram ermazenados em etanol 70% (Figura
5). O material herborizado foi hidratado utilizando método de Smith &
Smith (1942) modificado, onde foi adicionado apenas uma gota de
detergente & solucdo. Na sequéncia, foi selecionada a regido mediana da
folha (terco médio) e as amostras foram infiltradas em PEG 1500 (Figura
6).

As amostras infiltradas em PEG (Figura 7) foram seccionadas
transversalmente com variaggo entre 15 a 35 pm de espessura usando um
micrétomo rotativo (modelo RM 2125 RT Leica Microsystem, Nussoch,
Alemanha).

Para preparo das laminas permanentes, 0s cortes transversais foram
corados com 0,05% de azul de toluidina em tampao citrato-fosfato, pH
4,5 (SAKALI, 1973) e fixado na lamina utilizando Balsamo do Canada
sintético.

Para realizar a dissociacdo da epiderme, uma porcdo mediana das
laminas foliares, foram imersas em solucdo de Franklin, lavadas em agua
e coradas com safranina alcodlica (JOHANSEN 1940), para dissocia¢do
da epiderme. Apds, o material dissociado foi colocado entre lamina e
laminula com Gelatina.

Figura 05 - Representacdo ilustrativa da fixacdo do material vegetal:
Método de Johansen (1940).
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Figura 06 - Representacdo ilustrativa da reversdo da herborizagéo:
Método de Smith & Smith (1942) modificado

Hidratagdo

Material herborizado Armazenado em

estufa 35°C

Figura 07 - Representacgdo ilustrativa da inclusdo em PEG

Polimerizagdo do PEG 1500
utilizando etanol, em estufa.

N

E = »

\

Secgdo do terco médio da folha Inclusdo do terco médio da Armazenamento do material
folha em PEG, utilizando emblocado em geladeira
blocos de papel como molde

4.2.3 Testes histoquimicos

As reacdes histoquimicas foram escolhidas com base nas classes
guimicas de maior ocorréncia na familia Asteracea e foram realizadas
com o material processado de acordo com o item 4.2.2. As seguintes
reacdes quimicas foram realizadas: Sudan IV (JENSEN, 1962) para
compostos lipofilicos; acido sulfurico (GEISSMAN & GRIFFIN, 1971)
para triagem de lactonas sesquiterpénicas; cloreto férrico a 3%
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(JOHANSEN, 1940) para compostos fenélicos e vermelho de ruténio para
compostos pécticos. As secBes foram examinadas imediatamente apds
cada reagdo. Na Figura 8 encontra-se a representacao ilustrativa dos testes
histoquimicos e preparo das laminas.

As laminas permanentes e os testes histoquimicos foram observados
utilizando microscépio Olympus®, modelo CX21FS1 para as amostras
com acido e 0 Microscépio Leica®, modelo DM2500 acoplado & cAmera
de captura de imagens Leica®, modelo DFC29. Para verificacdo dos
cristais foram realizadas fotomicrografias dticas sob luz polarizada
obtidas em microscépio de luz polarizada Olympus BX50, acoplado com
camera Olympus DP 73.

Figura 08 - Representacdo ilustrativa dos testes histoquimicos e preparo
das laminas.
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4.3 ANALISE DO PERFIL QUIMICO
4.3.1 Solugdes extrativas

Para 0 preparo das solugBes extrativas foram utilizadas as partes
aéreas das plantas, conforme o uso popular. Os materiais coletados foram
secos em estufa com temperatura 45°C, rasuradas e triturados com auxilio
de grau e pistilo. Estes materiais, bem como os materiais vegetais doados
japulverizado, foram padronizados com granulometria de 0,71 — 1,4 mm.

Para preparo das tinturas, foi utilizado, quando possivel, 1g de planta
triturada para 10mL de etanol 45°GL, obtendo tinturas a 10% (m/v)
(Figura 9). O processo extrativo foi realizado por maceracgéo estatica a
temperatura ambiente por trés dias consecutivos e sob abrigo de luz. Cada
tintura foi filtrada com papel filtro e armazenadas em geladeira (6°C) em
frasco ambar até utilizac&o.
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Para preparo dos chas, foi utilizado quando possivel 0,1g de planta
triturada para 10mL de agua MiliQ, obtendo chés a 1% (m/v). O processo
extrativo foi realizado por infusdo, ou seja, foi realizada a adi¢do de agua
fervente (10mL) ao material vegetal (0,1g) e mantido em recipiente
fechado por 15 minutos, apés este tempo, cada cha foi filtrado com papel
filtro e armazenadas em geladeira (6°C) em frasco ambar até utilizagdo.

Uma aliquota do etanol e da 4gua utilizados para realizar a extracao
hidroalcodlica (tintura) e aquosa (cha) foi reservada a fim de serem
utilizados como branco de extracdo na analise por CL-EM.

As vidrarias utilizadas estdo vinculados ao laboratério da Central
Analitica do Departamento de Ciéncias Farmacéuticas.

Na Figura 9 encontra-se a imagem das tinturas obtidas através do
procedimento descrito acima, em viais.

Figura 09 — Tinturas (etanol 45%), obtidas conforme procedimento
previamente descrito.

4.3.2 Anélises por CL-EM

As tinturas obtidas foram submetidas a analise por Cromatografia
liquida acoplado ao espectrometro de massas (CL-EM). Para isto foi
utilizado Cromatografo WATERS® modelo Acquity UPLC, com injetor
automatico, forno e detector de arranjo de diédos (DAD), acoplado e
hifenado ao espectrémetro de massa de alta resolucdo Xevo G2-XS
QTOF (Quadrupole - Time Of Flight) (Waters®).

Para as analises empregou-se uma coluna Acquity UPLC BEH C18
(2.1 x 150 mm i.d., 1,7 um)(Waters) com temperatura de forno de coluna
a 40 °C (+ 2 °C) e temperatura do amostrador & 20 °C (z 2 °C). A fase
movel utilizada constituiu de gradiente combinando de solu¢édo aquosa
acidificada com &cido férmico (99.9:0.1, v/v) (A) e acetonitrila (B). As
condicdes do gradiente (A:B) aplicadas foram: 0-7 min (90:10), 7-10 min
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(65:35), 10-13 min (50:50), 13-15min (10:90), 15-15,5 min(90:10) e 15,5
—20min (90:10). O tempo total de anélise foi 20 min com fluxo constante
de 0,25mL/min e volume de injecdo de 2 pL.

Todos os solventes utilizados foram de grau HPLC, e antes de sua
utilizacdo foram filtrados por membrana (0,22 pm)

A fonte de ionizacdo utilizada foi o electrospray (ESI), em modo
positivo e negativo. Em modo positivo, a voltagem do capilar utilizada
foi 3.0 kV, temperatura da fonte 90°C, temperatura de dessolvatacdo
120°C, fluxo de gas no cone de 200L/h, fluxo de gas de dessolvatacdo
900L/h. Em modo negativo, a voltagem do capilar utilizada foi 3.0 kV,
temperatura da fonte 90°C, temperatura de dessolvata¢do 200°C, fluxo de
gés no cone de 200L/h, fluxo de gas de dessolvatagdo 600L/h. Em ambos
0s modos trabalhou-se com Scan (faixa de m/z 100 — 1200) em modo
Resolution. A aquisicdo dos dados foi realizada através do software
MassLynx v4.1 (Waters®). Também trabalhou-se com DAD monitorado
em 280 e 360nm. Este equipamento é vinculado ao Departamento de
Ciéncias Farmacéuticas da UFSC.

As tinturas a 10% (m/v) e o branco de extracdo (EtOH 45% e agua
MiliQ) foram diretamente filtradas em membrana Millipore® (0,22 pm)
e injetadas, sem diluicdo. Também foi realizando um branco utilizando
metanol a fim de verificar demais interferentes.

4.3.3 Desreplicagdo dos extratos

A desrepliacdo dos extratos, (do inglés, dereplication) refere-se a
identificag8o rapida de metabolitos secundarios em uma espécie vegetal,
sendo uma ferramenta utilizada para deteccdo de novos compostos
bioativos na presenca de metabolitos ja conhecidos. Desta forma é
necesséaria a utilizagdo de métodos analiticos confidveis, robustos e
seletivos para a identificacdo destas substancias nas espécies estudadas
(YULIANA et al., 2011).

No presente estudo, a desrreplicacdo dos extratos (tinturas e chés) foi
realizada utilizando padrdes disponiveis no laboratorio Central Analitica
do Departamento de Farmacia da UFSC e perfil de fragmentacdo de
classes quimicas ja relatadas na literatura, sendo em sua maioria ja
descritos para as espécies, género, tribo ou familia em estudo. Para busca
de compostos descritos na literatura foi utilizada a base de dados Reaxys
utilizando a Formula molecular exata ou o peso melecular das substancias
encontradas.

Padroes utilizados para o estudo: &cido cumarico, acido caféico,
cafeato de etila, luteolina, rutina, quercitrina.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 AVALIACAO MORFOANATOMICA DAS FOLHAS
5.1.1 Caracterizagdo microanatémica

5.1.1.1 Nervura Central (NC)

Inicialmente foi avaliada a Nervura central (NC) em corte
transversal. As espécies Calea uniflora, Chaptalia nutans e Solidago
chilensis apresentaram como padrdo de NC, formato biconvexo, com a
regido abaxial mais proeminente (Figura 10A, 10B, 10J). Os dados
anatdbmicos encontrados referentes a estas espécies apresentam-se
semelhantes com as descri¢bes realizadas por Budel et al. (2006),
Empinotti e Duarte (2006) e Souza et al. (2017) respectivamente para as
espécies Calea uniflora, Chaptalia nutans e Solidago chilensis.

As espécies Lychnophora diamantinana, Lychnophora ericoides,
Lychnophora pinaster e Lychnophora salicifolia apresentaram NC com
superficie adaxial com depressdo central e face abaxial com projecédo
arredondada (FiguralOC - 10F). Para Pseudobrickellia brasiliensis foi
observada uma NC sem saliéncias (Figura 10G).

Porophyllum ruderale apresentou uma forma de NC plano-convexa
(Figural0G). Sphagneticola trilobata apresentou uma forma de NC
concavo-convexa (Figura 101). Os achados referentes a nervura central
observados nas espécies Sphagneticola trilobata e Porophyllum ruderale
encontram-se, respectivamente, de acordo com o descrito pelos autores
Baccarin et al. (2009) e Milan et al. (2006).

Através da caracterizagdo da NC das “arnicas” selecionadas, foi
possivel obter uma diferenciacéo preliminar entre as espécies avaliadas,
especialmente em relacdo a forma de NC, sendo este um importante
caracter anatdbmico para auxiliar na identificacdo e diferenciacdo das
mesmas.

Na regido da NC, todas as espécies apresentam epiderme
unisseriada, sendo que as células epidérmicas apresentaram-se recobertas
por cuticula. Adjacente a epiderme da Calea uniflora e Chaptalia nutans,
foi observado colénquima angular voltado para a face adaxial
(FiguralOA-10B). Para as espécies Sphagneticola trilobata e Solidago
chilensis observou-se a presenca de colénquima angular em ambas as
superficies (Figural01-10J).

As espécies do género Lychnophora apresentaram um grande
numero de células de colénquima em ambas as superficies (FiguralOC-
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10F). Porophyllum ruderale, apresentou estratos de colénquima angular
em ambas as faces com a extensdo da bainha do feixe (Figural0G).

Estruturas secretoras internas foram observadas préximas aos feixes
vasculares, dispersas no parénquima da NC. Os taxons Calea uniflora e
Sphagneticola trilobata apresentaram duas cavidades secretoras inseridas
no parénquima, sendo voltadas para a superficie abaxial e préximas ao
floema e a outra cavidade logo acima do xilema em sentido a face adaxial
(FiguralOA, 10I). Solidago chilensis apresentou uma cavidade secretora
voltada para face abaxial, inserida abaixo do floema na NC foliar
(Figural0J). As outras espécies nao apresentaram cavidades na regido da
NC (FiguralOl).

Os feixes vasculares em secgdo transversal presentes na NC dos
taxons Calea uniflora e Lychnophora pinaster encontram-se organizados
em forma de arco aberto (FiguralOA e 10E, respectivamente). Chaptalia
nutans apresentou um feixe vascular relativamente cilindrico
(FiguralOB). As espécies Lychnophora diamantinana, L. ericoides e L.
salicifolia apresentaram trés feixes vasculares independentes com forma
cilindrica (Figura 10C, 10D, 10F). Porophyllum ruderale apresentou
feixe vascular pequeno e reto com extensdo da bainha do feixe
(Figural0G). Pseudobrickellia brasiliensis apresentou poucos feixes
vasculares distribuidos ao longo do parénquima (FiguralOH). Solidago
chilensis apresentou um um grande feiche vascular cilindrico e, o td&xon
Sphagneticola trilobata apresentou feixes vasculares cilindricos com
dimensdes pequenas (Figural0J-101).
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Figura 10 - Nervura Central (NC) em secdo transversal das folhas totalmente expandidas das espécies de arnicas
utilizadas popularmente no Brasil.

Legenda: A-J - microscopia de luz. A - Calea uniflora. B - Chaptalia nutans. C - Lychnophora diamantinana. D - Lychnophora ericoides. E - Lychnophora
pinaster. F - Lychnophora salicifolia. G - Porophyllum ruderale. H - Pseudobrickellia brasiliensis. | - Sphagneticola trilobata. J - Solidago chilensis. B-D,
F-J - coloragdo com azul de toluidina. A, E - coloracdo com vermelho de ruténio. Abreviagdes: COL - colénquima. XI - Xilema. FLO - floema. PAR -
parénquima regular. ESC - esclereides. CV - cavidade secretora interna. A, J, | - presenca de CV. E - presenca de ESC. C-F - possiveis fibras
esclerenquimaticas, abaixo do floema. Resultados: A, B, J - NC com forma biconvexa. C - F — NC apresentando face adaxial com depressdo central e face
abaxial com projecéo arredondada. H -NC ndo saliente. G - forma de NC plano-convexa. | - NC concava-convexa. A-J - células epidérmicas unisseriadas,
cobertas por cuticula. Os feixes vasculares do arco aberto de E, E-. B - formacéo de feixes vasculares em formato de cord&o. C-D, F - trés feixes independentes
com forma cilindrica. G - feixe vascular pequeno e reto com extenséao da bainha do feixe. H - feixes vasculares indefinidos. | - feixes vasculares em formato
de corddo. J - formacéo de feixes vasculares conicos e de pequenas dimensdes.
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5.1.1.2 Regido intermediaria do mesofilo (RI)

Na regido intermediaria do mesofilo (RI), entre a nervuva central e
0 bordo, foi observada maior concentracdo de estbmatos na face abaxial
com caracteristicas anomociticas para as espécies Calea uniflora,
Chaptalia nutans, Porophyllum ruderale, Pseudobrickellia brasiliensis,
Solidago chilensis e Sphagneticola trilobata (FigurallA-11F). No
entanto, devido a inser¢do dos estdmatos nas criptas das espécies de
Lychnophora, ndo foi possivel identificar as formas das células de guarda,
e por este motivo, ndo foi possivel classificar os estbmatos nestas
espécies. Segundo Metcalfe e Chalk (1988), os estdbmatos anomaociticos
sdo caracteristicos da familia Asteraceae

Através do MEV, pode-se verificar o nivel dos estdmatos em rela¢do
a epiderme, sendo o mesmo nivel das celulas epidérmicas em Calea
uniflora, Chaptalia nutans e Sphagneticola trilobata (Figural2A, 12B,
12H), abaixo da epiderme em Lychnophora ericoides, Porophyllum
ruderale e Pseudobrickellia brasiliensis (Figural2C, 12F, 12G), acima
das demais celulas da epiderme em Lychnophora salicifolia e L. pinaster
e Solidago chilensis (Figural2D, 12E, 12I).
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Figura 11- Estdmatos e células epidérmicas em vista da superficie abaxial das folhas totalmente expandidas das arnicas
utilizadas popularmente no Brasil.

Legenda: A-F - microscopia de luz. A - Calea uniflora. B - Chaptalia nutans. C - Porophyllum ruderale. D -
Pseudobrickellia brasiliensis. E - Sphagneticola trilobata. F - Solidago chilensis. A-B - coloracdo com azul de
toluidina. C-F - coloragdo com safranina. Resultados: A-F - caracteristicas anomaociticas
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Figura 12 - Estbmatos em vista da superficie abaxial das folhas totalmente expandidas das arnicas utilizadas
popularmente no Brasil. Observados através de Microscopia Eletronica de Varredura (MEV).

Legenda: A-1 - MEV. A - Calea uniflora. B - Chaptalia nutans. C - Lychnophora ericoides. D - Lychnophora pinaster.
E - Lychnophora salicifolia. F - Porophyllum ruderale. G - Pseudobrickellia brasiliensis. H - Sphagneticola trilobata.
I - Solidago chilensis. Resultados: A, B, H - nivel regular dos estdmatos em relacdo a epiderme. C, F-G - abaixo do
nivel da epiderme. D, E, | - acima do nivel da epiderme.
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O padréo de distribuicdo de estdbmatos na folha apresentou-se do tipo
anfistomatico (estbmatos em ambas as superficies), sendo verificado nas
espécies Calea uniflora, Porophyllum ruderale, Pseudobrickellia
brasiliensis, Solidago chilensis e Sphagneticola trilobata (Figural3A,
13G-13D7, 131-J"). O padréo hipoestomético para as folhas foi observado
nas espécies Chaptalia nutans, Lychnophora diamantinana, L. ericoides,
L pinaster e L. salicifolia (Figural3B-13F ).

A avaliacdo da sinuosidade das células epidérmicas mostrou
expressiva diferenca entre as espécie avaliadas. As arnicas apresentaram
a superficie foliar (ambas as faces) com epiderme uniforme, cujas células
em vista frontal apresentaram paredes sinuosas aos taxons Calea uniflora,
Chaptalia nutans e Sphagneticola trilobata (Figural3A-13B", 131-13I").
Paredes retas para as células epidérmicas foram observadas para
Porophyllum ruderale (com células longas e retas na face adaxial),
Pseudobrickellia brasiliensis (ambos os lados) e Solidago chilensis
(ambos os lados) (Figural3G-13H ', 13J-13J"). Para as espécies de
Lychnophora, a forma das células foi identificada como reta, com as
células na face adaxial sendo mais arredondadas e as células abaxiais mais
alongadas (Figural3C-13F)
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Figura 13. Células da Epiderme (Superficie Adaxial vs. Abaxial) das
folhas totalmente expandidas das diferentes espécies de arnicas utilizadas
popularmente no Brasil, por MEV.

S Al N J,' Q

Legenda: Face Adaxial: A - Calea uniflora. B - Chaptalia nutans. C -
Lychnophora diamantinana. D - Lychnophora ericoides. E -
Lychnophora pinaster. F - Lychnophora salicifolia. G - Porophyllum
ruderale. H - Pseudobrickellia brasiliensis. Eu - Sphagneticola trilobata.
J - Solidago chilensis. Rosto abaxial: A" - Calea uniflora. B - Chaptalia
nutans. C™ - Lychnophora diamantinana. D" - Lychnophora ericoides. E
- Lychnophora pinaster. F - Lychnophora salicifolia. G* - Porophyllum
ruderale. H™ - Pseudobrickellia brasiliensis. | - Sphagneticola trilobata.
J - Solidago chilensis. Achados: A-Je A"-J” - epiderme uniforme (ambas
as faces). A, B, e A", B", I” - paredes sinuosas das células epidérmicas.
G, H,Je G’ H',J - parede reta das células epidérmicas. C-F e C"-F” -
parede reta das células epidérmicas na face adaxial (C-F) sendo mais
arredondadas e as células abaxiais (C"-F").
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Foi avaliada a presenca de tricomas glandulares (TG) e néo
glandulares (NGT) nas folhas das espécies. A presenca destas estruturas
chamadas de anexos epidérmicos foram encontrados nas espécies Calea
uniflora, Chaptalia nutans (somente TNG), Lychnophora ericoides, L.
diamantinana, L pinaster e L. salicifolia, Solidago chilensis e
Sphagneticola trilobata (Figural4A-14G", Figural5A-15G, Figural5A-
15H e Figural6A-16H”). As espécies Porophyllum ruderale e
Pseudobrickellia brasiliensis apresentaram folha glabra, ou seja, sem
tricomas, esta informacdo foi descrito previamente por Duarte et al.
(2007).

No taxon Calea uniflora, os GT encontram-se inseridos em pequenas
depressbes na epiderme e podem ser classificados como multicelulares e
bicelulares ou capitados com pedicelo unicelular e cabega globosa
(FiguraldA e 15A), descrito também por Budel et al., (2007). Em
Chaptalia  nutans, numerosos TNGs foram  encontrados
predominantemente na superficie abaxial, conforme descrito por
Empinotti & Duarte (2006).

As espécies de Lychnophora avaliadas mostraram TG concentrado na
face abaxial inclusos em criptas (Figural4B-14E e 15B-15E). Solidago
chilensis apresentou tricomas glanduares multicelulares, plurisseriados
e/ou capitados com pedicelo unicelular com células terminais alongadas
(FiguraldF-14F”, 15G). Sphagneticola trilobata apresentou GT
bisseriado em depressdo e/ou unisseriado, multicelular com células
terminais alongadas (Figural4G, 15F), o mesmo descrito por Baccarini et
al. (2009).
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Figura 14- Tricoma Glandular (TG) em secdo transversal das folhas totalmente expandidas das espécies conhecidas
popularmente como arnicas no Brasil. Utilizando microscopia de luz.
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Legenda: A - Calea uniflora. B - Lychnophora diamantinana. C - Lychnophora ericoides. D - Lychnophora pinaster.
E - Lychnophora salicifolia. F, F', F”~ - Solidago chilensis. G, G” - Sphagneticola trilobata. A, F', F", G e G -
coloracdo com safranina. F - coloragdo com azul de toluidina. B, C, D, E - sem cor. Resultados: A - GT inserido em
pequena depressdo e multicelulares e bicelulares ou captados com pedicelo unicelular e cabeca globosa. B-D - TG
incluso em criptas. F — TG Plurisseriado multicelular e / ou capitado com pedicelo unicelular com célula terminal
alongada. G - TG bisseriado em depresséo e / ou unisseriado multicelular com células terminais alongadas.
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Figura 15 - Tricomas Glandulars (TGs) observados na superficie abaxial das folhas totalmente expandidas das espécies
conhecidas popularmente como arnicas no Brasil. Utilizando MEV.

°/

Legenda: A - Calea uniflora. B - Lychnophora diamantinana. C - Lychnophora ericoides. D - Lychnophora pinaster.
E - Lychnophora salicifolia. F - Sphagneticola trilobata. G - Solidago chilensis. Abreviacdes: EP - epiderme. ST -
estomate. GT - tricoma glandular. NGT - tricoma néo glandular. Resultados: A - TG inserido em pequena depressdo e
multicelulares e bicelulares ou capeados com pedicelo unicelular e cabega globoidea. B-D - GT incluso em criptas. F
— TG plurisseriado multicelular e / ou capitado com pedicelo unicelular com célula terminal alongada. G - TG bisseriodo
em depressdo e / ou unisseriado multicelular com células terminais alongadas.
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A presenca de Tricomas ndo glandulares (TNG) também foi
avaliada nas arnicas. Assim, constatou-se a presenca de TNGs
multicelulares (5-8 células) e unisseriados nas espécies Calea uniflora,
Solidago chilensis e Sphagneticola trilobata (Figural6A, 16G-16H e
Figural7A, 17G-17H”). Chaptalia nutans apresentou longos e numerosos
tricomas (Figural6B e 17B). As espécies de Lychnophora apresentaram
tricomas estrelados (3-5 bracos) variando em tamanho e largura, com
espessamento celuldsico e concentrados na face abaxial da folha entre
criptas (Figural6C-16F e 17C-17F). Solidago chilensis mostrou TNG
alongado, com base ligeiramente aumentada e célula terminal delgada
(Fig.16G-16G"e 17G-17G"). Sphagneticola trilobata apresentou tricomas
com a célula basal da cuticula verrucosa (Figural6H e 17H-17H”).
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Figura 16 - Tricoma N&o Glandular (TNG) em secdo transversal das folhas totalmente expandidas das folhas das
arnicas avaliadas.

Legenda: A, Calea uniflora. B, B", Chaptalia nutans. C, Lychnophora diamantinana. D, Lychnophora ericoides. E,
Lychnophora pinaster. F, Lychnophora salicifolia. G, G*, Solidago chilensis. H, Sphagneticola trilobata. Resultados:
A, G, G', H - coloracdo com safranina. B, C, D, E, F - sem cor. A, G, G"-H - multicelular (5-8 células) e unisseriada
NGT. B - longa e numerosa TNG. C-F - tricomas estrelados (3-5 bragos). G, G” - TNG alongado, com base ligeiramente
alargada e célula terminal lisa. H - TNG com a célula basal da cuticula verrucosa.
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Figura 17 - Tricomas nédo glandulares (TNG) das folhas das arnlcas totalmente expandldas por MEV.

Legenda: A, A" - Calea uniflora. B, B" - Chaptalia nutans. C, C" - Lychnophora diamantinana. D - Lychnophora
ericoides. E - Lychnophora pinaster. F - Lychnophora salicifolia. G - Solidago chilensis. H, H", H"" - Sphagneticola
trilobata. Abreviagfes: EP - epiderme. ST - estomate. GT - tricoma glandular. TNG - tricoma ndo glandular.
Resultados: A, G-H — TNG multicelular (5-8 células) e unisseriada . B - TNG longos e numerosa. C-F - tricomas
estrelados (3-5 bracos). TNG G - alongado, com base ligeiramente alargada e célula terminal delgada. H - TNG com
a célula basal da cuticula verrucosa.
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A regido intermedidria entre a nervura central e o bordo na porcéo
do mesofilo (IR) apresentou parénquima dorsiventral para as espécies
Calea uniflora, Chaptalia nutans, Porophyllum ruderale e Sphagneticola
trilobata (Figural8A, 18B, 18G, 18J). As espécies de Lychnophora
apresentaram parénquima clorofiliano palicadico (adaxial), clorofiliano
lacunoso (abaxiais) e parénquima aquifero proximos aos feixes
vasculares e com extensdes da bainha do feixe, exceto para L. pinaster
(Figural8C-18F).

Pseudobrickellia brasiliensis apresentou mesofilo homogéneo, sem
distingdo entre as células (Figura 18H). Solidago chilensis apresentou
mesofilo do tipo isobilateral com presenca de parénquima aquifero na
regido media do mesofilo, interligando os feixes vasculares (Figura 181).
Em todas as espécies, os feixes apresentaram-se do tipo colateral,
distribuidos na regido mediana do mesofilo, sendo circundados por uma
extensdo da bainha do feixe parenquimatica. Nas espécies Calea uniflora
e Solidago chilensis, as extensdos de bainha do feixe podem estar
associadas a ductos secretores (Figura 18A, 18l). O Lychnophora
apresentou extensdo da bainha do feixe, cujas celulas possuem dimensdes
maiores (Figura 18C-18F).

A presenca de idioblastos cristliferos foi verificada no Lychnophora
diamantina (pequenas drusas). A ocorréncia de compostos fendlicos,
lipofilicos e pécticos também foi verificada sendo descritas a seguir.
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Figura 18 - Regido Intermediaria do Mesofilo (RI) em secg¢do transversal das folhas das arnicas. Folhas totalmente
expandidas. Microscopia de Luz.

Legenda A - Calea uniflora. B - Chaptalia nutans. C - Lychnophora diamantinana. D - Lychnophora ericoides. E - Lychnophora pinaster.
F - Lychnophora salicifolia. G - Porophyllum ruderale. H - Pseudobrickellia brasiliensis. | - Solidago chilensis. J - Sphagneticola trilobata.
Abreviaturas: CUT - cuticula. PP - parénquima palicadico. LP - parénquima lacunar. AP - parénquima aquifero. PR - parénquima regular.
FV - feixe vascular. ESC - Esclereide. EP - epiderme. TG - tricoma glandular. TNG - tricoma ndo glandular. ESI — estrutura secretora
interna. Resultados: A-F - coloragdo com vermelho de ruténio. G- J - coloragdo com azul de toluidina. A, B, G, J - parénquima dorsiventral.
C-F - estrato paliadico (adaxial), esponjoso (abaxial) e parénquima aquifero proximo aos feixes vasculares com extensdo da bainha do
feixe. H - mesofilo homogéneo. I - mesofilo isobilateral e parénquima aquifero (interligando os feixes vasculares). A-J — mesofilo do tipo

colateral
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5.1.1.3 Bordo da folha

No presente estudo, entre 0s exemplares das arnica, observou-se
diferenca no bordo foliar em relacéo a flexdo do mesmo e a distribuicéo
das células do parénguima. As espécies Calea uniflora, Chaptalia nutans,
Lychnophora ericoides, L. diamantinana, L. pinaster, L. salicifolia e
Sphagneticola trilobata apresentaram bordas arredondadas e fletidas para
face abaxial (Figura 19A-19F, 191). Para as espécies de Lychnophora ha
uma acentuada flexdao com visivel estreitamento da margem (Figura 19C-
19F). Solidago chilensis apresentou discreta flexdo do bordo e com
projecdes epidérmicas para o exterior da folha (Figural9l).

Por outro lado, as espécies Porophyllum ruderale e
Pseudobrickellia brasiliensis apresentaram bordo reto, sem flexdo ou
pouca flexdo (Figural9G-19H). Curiosamente, observou-se uma grande
cavidade secretora presente na margem de Porophyllum ruderale
(Figural9G -19G").

Em relacdo as células do mesofilo do bordo, as espécies avaliadas
apresenta organizagdo semelhante do mesofilo da porcéo intermediaria,
com excecdo de Solidago chilensis com predominio de parénquima
aquifero nas extremidades (Fig.19J).
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Figura 19 - Margem foliar em secéo transversal das folhas das arnicas totalmente expandidas.

Legenda: A - Calea uniflora. B - Chaptalia nutans. C, C” - Lychnophora diamantinana. D - Lychnophora ericoides. E
- Lychnophora pinaster. F - Lychnophora salicifolia. G, G” - Porophyllum ruderale. H - Pseudobrickellia brasiliensis.
| - Sphagneticola trilobata. J - Solidago chilensis. A, B, F - coloracdo com cloreto férrico. C-E e G-I - coloragdo com
vermelho de ruténio. J - azul de toluidina. Resultados: A-F, J - borda da folha arredondada e flexionada para a face
abaxial. C-F - flexdo com estreitamento da margem final. | - flex&o discreta da margem com projecdes epidérmicas
para o exterior da folha. G-H - margem reta, sem flexdo ou pouca flexao. G, G” - grande cavidade secretor na margem
da folha.
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5.1.2 Fluxograma de identificacdo das arnicas avaliadas neste estudo.

Para sistematizar a caracterizacdo micromorfolégica das arnicas
avaliadas neste estudo, foi criado um fluxograma para auxiliar na
diferenciacdo e identificacdo das espécies. Elementos anatdmicos
diagndsticos foram identificados e plotados em forma de fluxograma,
tornando possivel uma rapida identificacdo de espécies podendo estas
estarem integras, rasuradas e pulverizadas (Figura 20A-20C).

Figura 20 - Fluxogramas para identificacdo das arnicas, Calea uniflora,
Chaptalia nutans, Lychnophora pinaster, Lychnophora ericoides,
Lychnophora salicifolia e Lychnophora diamantinana, Porophyllum
ruderale, Pseudobrickellia brasiliensis, Sphagneticola trilobata e
Solidago chilensis, avaliadas através da nervura central (A), estdbmatos
(B), tricomas glandulares e ndo glandulares (C).

A. Avaliacdo da Nervura Central como pardmetro anatdmico para auxiliar
na identificacdo das espécies.

ES
e

Legenda: Pardmetros anatdmicos (alaranjado), definicdo anatdmica e
alvo (azul), confirmac&o de espécie (verde). N&o foi possivel identifica a
espécie Pseudobrickellia brasiliensis e nem separar Lychnophora pinaster
de L. salicifdlia.
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B. Avaliagdo dos estdmatos como parametro anatdmico para auxiliar na
identificagdo das espécies.
=

="on
&

Legenda: Pardmetros anatdmicos (alaranjado), definicdo anatdmica e
alvo (azul), confirmagdo de espécie (verde).
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C. Avaliagdo dos tricomas glandulares e ndo glandulares como parametro
anatdmico para auxiliar na identificacdo das espécies.

Legenda: Parametros anatémicos (alaranjado), definicdo anatémica e
alvo (azul), confirmacdo de espécie (verde).

5.1.3 Caracterizacéo histoquimica

Os testes histoquimicos realizados demonstraram que 0s metabélitos
secundarios presentes nas arnicas sdo secretados e acumulados em
estruturas secretoras especificas, como tricomas glandulares, idioblastos
epidérmicos, tecidos secretores como o parénquima clorofilico lacunoso
e aquifero, nervura central das folhas. Através das figuras observa-se
reacOes positivas para substancias lipofilicas, evidenciadas pelo Sudam
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IV, através da coloracao laranja a vermelho (Figura 21A e 21B); triagem
de lactonas sesquiterpénicas evidenciadas pelo &cido sulfdrico, através da
coloragdo vermelho, laranja/amarelo (Figura 22A e 22B); compostos
fendlicos evidenciados por cloreto férrico com cor marrom (Figura 23A
e 23B).

Os dados referetes aos testes histoquimicos e classes metabolicas
sugeridas para secrecOes foliar das espécies encontram-se compilados na
Tabela 2.
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Figura 21 -Triagem para compostos lipofilicos (Sudam IV). Tricomas glandulares (A) e nervura central e
células do mesofilo (B).

A.  Tricoma Glandular (TG)

Legenda: A figura apresenta reacdes positivas (vermelho) para substancias lipofilicas com acimulo de metabdlitos nos
tricomas glandulares. A, A" - Calea uniflora. B - Lychnophora diamantinana. C- Lychnophora ericoides. D -
Lychnophora pinaster. E - Lychnophora salicifolia. F - Solidago chilensis. G - Sphagneticola trilobata.
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B. Nervura central e células do mesofilo

laclppiteaiond 3&%@‘_4 e ———i ]
Legenda: A figura mostra rea¢Bes positivas para substancias lipofilicas com acimulo e secre¢do de metabdlitos nas
células epidérmicas e outras estruturas secretoras das folhas. A, A" - Calea uniflora. B - Lychnophora diamantinana.
C - Lychnophora ericoides. D - Lychnophora pinaster. E - Lychnophora salicifolia. F - Solidago chilensis. G -
Sphagneticola trilobata. Resultados: A, B, C", D", I, F - NC com actmulo de metabdlitos nas células do parénquima.
A,B,B,C,D,D,EF,G,H,]I,J, -acimulo de metabélitos na epiderme e / ou parénquima clorofilico do mesofilo.
A A, G, |, I" -acimulo de metabdlitos na estrutura secretora interna. Padréo de reagdo na ponta da seta (vermelho).
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Figura 22. Triagem para Lactonas sesquiterpénicas (Acido Sulfdrico). Tricomas glandulares (A) e nervura central e
células do mesofilo (B).

A.  Tricoma Glandular (GT)

Legenda: A figura mostra reacGes positivas (marrom / laranja) para triagem de lactonas sesquiterpénicas com acimulo
de metabdlitos nos tricomas glandulares. A - Calea uniflora. B - Lychnophora diamantinana. C - Lychnophora
ericoides. D -Lychnophora pinaster. E - Lychnophora salicifolia. F - Solidago chilensis. G, G -Sphagneticola trilobata.
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B. Nervura central e células do mesofilo

Legenda: A figura mostra reacdes positivas para triagem de lactonas sesquiterpénicas com acimulo e secrecdo
de metabolitos nas células epidérmicas e outras estruturas secretoras das folhas. A - Calea uniflora. B -
Lychnophora diamantinana. C - Lychnophora ericoides. D - Lychnophora pinaster. E - Lychnophora
salicifolia. F - Solidago chilensis. G - Sphagneticola trilobata. Achados: B, D, E, F', H, Midvein com acimulo
de metabdlitos nas células do parénquima. A, C, F, G, H, I, - acimulo de metabdlitos na epiderme e / ou
parénquima clorofilico do mesofilo. F, G, H -acumulacéo de metabdlitos na estrutura secretora interna. Padrdo
de reacdo na ponta da seta (marrom / laranja).
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Figura 23. Triagem para compostos fendlicos (cloreto férrico). Tricomas glandulares (A) e nervura central e
células do mesofilo (B).

A.  Tricoma Glandular (GT)

Legenda: Reacdo histoquimica de substancias fendlicas em cortes transversais das folhas das arnicas,
destacadas por cloreto férrico. A figura mostra reagdes positivas (marrom) para substancias fenélicas com
acumulo de metabdlitos em tricomas glandulares. A - Calea uniflora. B - Lychnophora diamantinana. C -
Lychnophora ericoides. D - Lychnophora pinaster. E - Lychnophora salicifolia. F - Solidago chilensis. G -
Sphagneticola trilobata.
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B. Nervura central e células do mesofilo
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Legenda: A figura mostra reagdes positivas para substancias fenolicas
com actmulo e secrecdo de metabdlitos nas células epidérmicas e outras
estruturas secretoras das folhas. A - Calea uniflora. B - Lychnophora
diamantinana. C - Lychnophora ericoides. D - Lychnophora pinaster. E
- Lychnophora salicifolia. F - Solidago chilensis. G - Sphagneticola
trilobata. Achados: A", B",C,D, E, F, F', I, J" - midvein com actimulo de
metabdlitos nas células do parénquima. A, B, C, D", G, G", H, I, J -
acuUmulo de metabdlitos na epiderme e / ou parénquima clorofilico do
mesofilo. A", G, I', J - acumulo de metabélitos na estrutura secretora
interna. Padréo de reagdo na ponta da seta (marrom).
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As andlises histoquimicas realizadas para as espécies de arnicas
selecionadas confirmam a presenca de classes quimicas relacionadas a
importantes marcadores quimiotaxonémicos para a familia Asteraceae
(LUSA etal., 2016). Entre eles, compostos fendlicos gerais e terpendides,
incluindo lactonas sesquiterpénicas. As analises histoquimicas realizadas
neste estudo indicam os tricomas glandulares como principal sitio de
sintese e acUimulo de marcadores quimiotaxonémicos. No entanto,
também foi observado o local de sintese/acimulo dos compostos
avaliados nos tecidos do parénquima e idioblastos epidérmicos nas folhas
totalmente expandidas como observado também por Lusa et al., 2016.
Ainda, conforme a autora, quando observa-se a presenca de mais de um
grupo de substancias, que geralmente sdo acumuladas ao mesmo tempo,
das estruturas secretoras identificadas, o conteldo secretado pode ser
considerado misto.

A reacdo histoquimica indicativa das lactonas sesquiterpénicas
aponta que os tricomas glandulares sdo os principais sitios de sintese e
acumulo dessas substancias. Este dado esta de acordo com Spring (2001),
gue indica os tricomas glandulares como principais locais de sintese e
acumulo de lactonas sesquiterpénicas em espécies da familia Asteraceae.

As indicacdo histoquimica de substancias lipofilicas acumulados
em células de tecidos do parénquima (folhas) pode estar relacionada a
possivel presenca de lactonas em espécies foliares glabras, como as
espécies Porophyllum ruderale e Pseudobrickellia brasiliensis. Dentre os
metabdlitos secundarios presentes em Asteraceae, o0s terpenoides (mono,
sesqui, di e triterpenos e lactonas sesquiterpénicas) e compostos fenolicos
(flavonoides e derivados do acido cindmico) sdo as classes mais
representativas de substancias e sdo considerados importantes marcadores
guimiotaxondmicos devido a sua enorme variedade quimica (KELES et
al., 2010; LUSA et al., 2016).

Para as espécies de Solidago chilensis, uma alta concentracdo de
gréos de amido foi confirmada pelo teste de Lugol no regido intermediaria
do mesofilo, podendo estes serem confundidos com cristais, quando
observados rapidamente sob luz polarizada. Neste taxa, a presenca de
drusas na regido da nervura central (NC) ainda € observada. Um estudo
de Souza et al. (2017) avaliando esta espécie, descreveu a presenga de
varios cristais de oxalato de calcio nas formas de raphides, cristais
prisméticos e drusas, porém, o mesmo ndo foi observado neste trabalho.

A espécies Sphagneticola trilobata apresentou drusas na regido
de NC. Segundo Baccarin et al. (2009), cristais de oxalato de calcio
(drusas e cristais prismaticos) foram encontrados apenas na se¢do do
caule e ndo hé& descricdo da presenca destes achados nas folhas de
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Sphagneticola trilobata. A presenga de pequenas drusas é notavel na
espécie L. diamantinana em todas as regides do mesofilo. Nas outras
espécies de Lychnophora ndo foram observados cristais. Em
Pseudobrickellia brasiliensis e Porophyllum ruderale a presenca de
cristais ndo foi observada.
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Tabela 2 - Testes histoquimicos e classes metabdlicas de secrecdo/acumulo observadas nas estruturas foliares das

espécies de arnica.

Espécies Testes Sudan IV Acido sulfurico Vermelho de Cloreto férrico
histoguimicos Ruténio
Metabolic classes Compostos Lactonas Compostos Compostos
lipofilicos sesquiterpénicas pecticos fendlicos
Calea uniflora RI, TG, NC, ES RI, TG TG, ES RI, TG, NC, ES
Chaptalia nutans RI EP RI, TG RI, ES MS
Sphagneticola trilobata RI, TG, NC, RI, TG RI, TG, NC, ES RI, TG, NC, ES
ES, EP
Solidago chilensis RI, TG SS RI, TG, ES Ri, TG, ES,TNG RI, TG, NC, ES
Porophyllum ruderale Rl NC SS - RI, NC, ES RI, NC,ES
Pseudobrickellia brasiliensis NC ES, NC NC MS
Lychnophora. ericoides RI, TG, NC TG, NC RI, NC, TNG RI, TG, NC,
TNG
Lychnphora saicifolia RI, TG, NC TG RI, TG, NC, RI, TG, NC,
TNG TNG
Lychnophora pinaster RI, TG, NC TG RI, NC, TNG RI, TG, NC,
TNG
Lychnophora diamantinana RI, TG, NC, TG, NC RI, TG, NC, RI, TG, NC,
TNG TNG , EP TNG

Legenda: Abrev.: Rl =Regido intermedidria, EP = células epidermicas; ST = estomato; NC = Nervura Central ; TG =

Tricoma glandular; TNG = Tricoma ndo glandular; MS= células do mesofilol;

secretora/armazenamento.

= negativo; ES= Estrutura
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Confrontando os dados obtidos dos testes histoquimicos, realizados
e discutidos acima, com os dados obtidos com a revisdo da literatura
(Tabela 1 do tépico 2.5) verificou-se coeréncia nos achados
histoquimicos, visto que compostos fendlicos, lipofilicos e lactonas
sesquiterpénicas sdo encontrados nas espécies avliadas. Através da
revisao fitoquimica, realizada no presente trabalho (Tabela 1), realizou-
se uma compilacdo dos dados em forma de grafico pizza, demonstrando
as principais classes quimicas ja identificadas em cada uma das espécies
estudadas. Este gréafico, exposto na Figura 24 apresentam uma relacéo de
proporcao entre as classes quimicas ja identificadas para as espécies.

Figura 24 - Principais classes de metabolitos relatados em cada uma das
Arnicas usadas Brasil.
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Com base nos dados obtidos de revisdo fitoquimica, foi possivel
verificar as principais classes de metabolitos em cada uma das espécies,
sendo elas: flavonoides e acidos organicos (Calea uniflora, Chaptalia
nutans, Lychnophora pinaster, Lychnophora ericoides, Lychnophora
salicifolia e Lychnophora diamantinana, Porophyllum ruderale,
Pseudobrickellia brasiliensis, Sphagneticola trilobata e Solidago
chilensis), cumarinas (Chaptalia nutans), monoterpenos (Calea
uniflora, Chaptalia nutans, Porophyllum ruderale, Pseudobrickellia
brasiliensis, Sphagneticola trilobata e Solidago chilensis), diterpenos
(Lychnophora pinaster, Lychnophora ericoides, Lychnophora
salicifolia e Lychnophora diamantinana, Pseudobrickellia
brasiliensis), sesquiterpenos Calea uniflora, Chaptalia nutans,
Lychnophora pinaster, Lychnophora ericoides, Lychnophora
salicifolia e Lychnophora diamantinana, Porophyllum ruderale,
Pseudobrickellia brasiliensis, Sphagneticola trilobata e Solidago
chilensis), lactonas sesquiterpénicas (Calea uniflora, Lychnophora
pinaster, Lychnophora ericoides, Lychnophora salicifolia e
Lychnophora diamantinana, Sphagneticola trilobata e Solidago
chilensis), cromenos (Calea uniflora), cromanonas (Calea uniflora),
fitoesterdides (Lychnophora pinaster, Sphagneticola trilobata),
glicosideos cianogénicos (Chaptalia nutans), derivados de tiofeno
(Porophyllum ruderale) e outros.

5.2 CARACTERIZACAO DOS EXTRATOS POR CLUE-EM

Para a identificacdo das substéncias presentes no extrato
hidroalcoolico (tintura) das espécies de arnicas avaliadas realizou-se a
caracterizacdo destes por CLUE-EM/DAD. Os cromatogramas de picos
base obtidos por ESI(+) e ESI(-) sdo demonstrados nas Figuras 25 & 37.
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Figura 25— Cromatogramas de picos base obtidos por ESI(-) e ESI(+), respectivamente A e B, das tinturas de Arnica
montana. Injetados conforme as condicdes descritas no item 4.3.2.

A. ESI(-)

1: TOF MS ES-

A_montana_Tint_NEG_1b
599 _ BPI
1004 609.1471 1.99e6
15.17
9.21 295.2285
1.44 301.0359
191.0560 6.97
515.1204
6.88 7.35
515.1199
515.1199 1175
245.1183
1147 _
329.2336
5.93
609.1470 10.53
< 785.3539
16.87
10.58
285 039 271.2278
158
191.0195 ) 4151-191880 14.75 15.38
10.03 ’ 293.2123 293.2133
3.92 4.70 9.02 207.0655
353.0881  179.0344 763.1166 14.68 1552 7.00
293.2127 293.2129 277.2167
3.04 7.83 .
153.0189 4.86 1870971 13.70;249.1503
387.1656 17.47
271.2275
Time
13.00 14.00 15.00 16.00 17.00 18.00 19.00

8.00

9.00

10.00 11.00

12.00




B. ESI(+)
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1: TOF MS ES+
BPI

1.50e7

T Time

A_montana_Tint_POS_1b
9.18 21
1007 303.05247] 13.72  621.3000
213.1294
15.06
621.3081
15.00
315.1964
6.20
11.74
303.0508 16.10
229.1233
507 14.54 203.1803
1.44 u 316.2853
- 118.0877 oriLezt 11.90
B g 175.0762
6.93
499.1239 13.64
345.0975 16.51
10.55 621.3085
287.0558
5.89
611.1617
12.28
229.1231 16.96
236 3.89 429.3184
166.0870 355.1024 4.69 8.81 17.73
3.48 163.0398 218.2122 139.9887
188.0711
T 7 SRR RSN aARE R AR A AN A RA Ra AR Ranas RuARS ARSSA T
10.00  11.00 12,00 13.00 14.00 1500 16.00 17.00 18.00  19.00
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Figura 26— Cromatogramas de picos base obtidos por ESI(-) e ESI(+), respectivamente A e B, das tinturas de Calea
uniflora. Injetados conforme as condic¢des descritas no item 4.3.2.

C_uniflora_Tint_ NEG_1b 1: TOF MS ES-
1007 1938271’ i
3 2.17e7
11.25
961.4088
1.67 10.61
191.0562 919.3983 55155‘258252
184 5.19 5.78 7.52 13.53
- - 12.03 14.59
191.0200 305.0700 399.0934 461.0733 326 2308 283.0614 5772695
0 : : : e S S A S A P T : ‘ el
1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00

T T T T T Time
11.00 12.00

T T T T T T T T T T
13.00 14.00 15.00 16.00 17.00 18.00 19.00
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B.  ESI(#)

C_uniflora_Tint_POS_1b

1: TOF MS ES+
9.16 BPI
1004 193.0559 3.16e7
16.80
593.2766

%

10.30
421.1862

16.20
609.2717

17.49
593.2765

5.58 6.98

13.47 16.08
355.1028 441.1025

285.0767 203.1801

11.75
229.1229

12.44
427.1730

463.0874

15.35
609.2703

7.52
3.09 229.1229

188.0712

T T T T T T T T T T Time
1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00

T T T T T T T T T T T
11.00 12.00 13.00 14.00 15.00 16.00 17.00 18.00 19.00
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Figura 27— Cromatogramas de picos base obtidos por ESI(-) e ESI(+), respectivamente A e B, das tinturas de Chaptalia

nutans Injetados conforme as condigdes descritas no item 4.3.2

A. ESI(-)

C_nutans_Tint_NEG_1b

1: TOF MS ES-

621 _ BPI

1004 340.1030 3.84e6

7.54
5151204
10.63
175.0401
167
= 191.0559
234
7.91 15.03
337.1156 4.49 515.1208 0.82 2932127 RELfN
353.0878 _ 5.11 285.0403 13.35 ’
502.1581 975 2 ;7062362 281.0453
4991246 : 1403
12.03 :
148 .28 3292338 265.1481 279.2331
272.9585 3.46 527.1211 11.38
353.0883 327.2180
o T T T T f T T T 7 T T T T T T T T T f T T T T T T T T T T T Time
1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00 11.00 12.00 13.00 14.00 15.00 16.00 17.00 18.00 19.00




B. ESI(+)

C_nutans_Tint_POS_1b
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1: TOF MS ES+

16.80 BPI
1004 6.53 _ 593.2767 1.27e7
677.2086
17.55
621.3070
= 7.35
S 499.1239 10.44
177.0553
15.19
16.15
2463534 959 w05 1% oviars
287.0558 1337  415.1730
1.69 475.1945
9.49 12.02
381.0800 4.41 6.12 325.0923 573.2526
3551030  458.1656
2.37 4.05 7.77

153 5852399  188.0715 425.1082 35131532799

223.9898 i
0 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T Time

1.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00  11.00 12.00 13.00 14.00 1500 16.00 17.00  18.00  19.00
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Figura 28— Cromatogramas de picos base obtidos por ESI(-) e ESI(+), respectivamente A e B, das tinturas de
Lychnophora ericoides. Injetados conforme as condigdes descritas no item 4.3.2

A. ESI()

L_ericoides_Tint_NEG_1b

1: TOF MS ES-
. 13.70 _ BPI
100 255.0668 9.10e6
13.79
11.51
271.0614 313.0719
=
1.67
191.0564
5.19 10.49 12.37
1.84 593.1516 6.49 758 - 287.2232 14.96 15.68
191.0196 461.1667 515.1200 815.0510 13.14 265.1476  311.1688
7.95 329.0669
J\ A’ 5151195 ) /\/\
o T T T T T f T T Y T 7 7 T T T f T T T T f T T T T T T T T T T T T Time
1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00  11.00 12.00 13.00 14.00 1500 16.00 17.00  18.00  19.00



B. ESI(+)

L_ericoides_Tint_POS_1b
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1: TOF MS ES+
15.06 _ BPI
100 271.0991 1.78e7
<l
° 17.50
621.3077
13.63
257.0821
14.56
11.36 319.1883 16.12
3.48 273.0767 12.84 301.1414
152.0709 5.09 9.46 10.30 319.1886
595.1664 147.0446  317.0662
0 NIV Time
T T AAARERARA: 7 T A f LA AR S R A Rt LS B A B B B AR Rso M AR RAARE RN AR
1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00 11.00 12.00 13.00 14.00 15.00 16.00 17.00 18.00 19.00
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Figura 29— Cromatogramas de picos base obtidos por ESI(-) e ESI(+), respectivamente A e B, das tinturas de
Lychnophora pinaster. Injetados conforme as condic¢Ges descritas no item 4.3.2

A. ESI()

L_pinaster_Tint_NEG_1b 1: TOF MS ES-
1379 _ BPI
1004 313.0723 8.44e6
13.68 _
255.0668
=
5.19 11.51
593.1528 271.0607
6.38 7.58
577.1572  515.1196
13.53
1.65
1910565 283.0613

7.95 8.93

15.66
4.49 5151196 609.1256 1077 14.94  5171ess 1633
353.0883 207.0661 265.1482 325.1843
0 T T T T T T T T T T f T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T Time
100 200 300 400 500 600 700 800  9.00  10.00  11.00  12.00  13.00 1400 1500 1600 17.00  18.00  19.00



B. ESI(+)

L_pinaster_Tint_POS_1b

109

1: TOF MS ES+
13.68 _ BPI
100+ 257.0817 7.66e6
5.06
595.1666
6.25
579.1719
13.79
315.0872 16.73
16.14
3011417 2513555
13.53
= 285.0765
15.09
636.2052
7.42
4991237
14.08
1142 57132.205816 274.2746
273.0767 -
7.57 8.76 10.81 13.43 47137-3%7
171 a1 757.1968  611.1400 131.0497 257.0815 :
236.1498 3501027 9.67
: 625.1556 12.68
315.0866
[ T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T Time
100 200 300  4.00 500 600 700 800 900 1000 11.00 1200 13.00 1400 1500  16.00

T
17.00

T
18.00

T
19.00
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Figura 30— Cromatogramas de picos base obtidos por ESI(-) e ESI(+), respectivamente A e B,
Lychnophora salicifolia. Injetados conforme as condi¢8es descritas no item 4.3.2.

das tinturas de

A. ESI()

L_salicifolia_Tint_NEG_1b

1: TOF MS ES-
757 _ BPI
100 515.1200 14266
5.18
593.1515
1472
291.1601
12.96
249.1502
1.67 15.66
1910566 1314 311.1685
< 359.0779
10.03
6.90 891 2551230
o 463.0882 609.1254 12.02
: 329.0668
353.0875 17.19
501 1014 339.1998
L77 473.2025 313.1283
203.0198
[ VAR AR R M R RARES RS AR RRRAS AR RAR R AR T L S SR BN AR RS BN AR LR R RS LR RS AR R Nu A RS RAARS RAARA BANRE Time
100 200 300 400 500 600  7.00 900 1000 11.00 1200 1300 1400 1500 1600 17.00 1800  19.00



B. ESI(+)
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L_salicifolia_Tint_POS_1b 1: TOF MS ES+

1475 _ BPI
1004 607.3248 8.23e6

16.79
507.3294
14.18
345.0971 16.15
301.1415
=
15.58
235.1698
5.03
595.1659 13.09
57132_‘205726 361.0920 o 2117-350271
7.39 |
499.1233
68 930 982  213.1465
672 6111400 2182119 279.1207
465.1032
[ T e T T 7 T T 7 T 7 f T T T T T T T T T T T T T T T T T T T Time
1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 1000 11.00 1200 13.00 14.00 1500 16.00 17.00 18.00  19.00
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Figura 31- Cromatogramas de picos base obtidos por ESI(-) e ESI(+), respectivamente A e B, das tinturas de
Porophyllum ruderale. Injetados conforme as condicGes descritas no item 4.3.2.

P_ruderale_Tint_NEG_1b 1: TOF MS ES-
1538 _ BPI
100 555.2860 8.04e6
10.71
207.0664
=
14.54
0.51 577.2699
960.4255
167
191.0566
172 7.42
149.0461 515.1201
1.84 4.44 247 0342 1121 1745
: - - 277.2177
191.0202 3530887 551 6.59 BI04 o 28 1620
3110771 369.1196 1916710 325.1854
0 T T T T T T T T 7 T T T T T T T T ? T f Y T T T T T T T T T T T T T Time
1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00 11.00 12.00 13.00 14.00 15.00 16.00 17.00 18.00 19.00



B. ESI(+)
P_ruderale_Tint_POS_1b 1: TOF MS ES+
16.87 _
1004 593.2772 1.54e7
9.67
960.4232
9.62
962.4381
D\CL
16.33
291.0514
oraate e
- 1086 635.2866
009 163.0398 1467 30116-1{"915 17.70
- p - 621.3077
5.40 7.67 1094.4795 1226 27132;0‘;2 699.3562
201.1241 303.0505 5739520 N
1.74 11.31
138.0557 985.4037
T T T T T T T T T DanRanasen T
3.00 10.00 11.00 12.00 13.00 1400 1500 16.00 17.00 1800  19.00

113

T
1.00 2.00

Time
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Figura 32— Cromatogramas de picos base obtidos por ESI(-) e ESI(+), respectivamente A e B, das tinturas de

Pseudobrickellia brasiliensis. Injetados conforme as condic¢Ges descritas no item 4.3.2.

P_brasiliensis_Tint_NEG_1b 1: TOF MS ES-
69 _ BPI
1007 1010859 41466
10.77
207.0669
15.50
555.2860
6.53
o 609.1471
<
7.57
515.1208
7.93
1.87 353'357381 515.1210 14.98
191.0199 y 315.1977
3.46 1257
353.0870 547 8.37 1037 : 1412
’ 517.1938 ; 287.2228 16.23 1710
595.1667 493.2293 317.2125 325.1840305 2rg
[ T T NAREA R RARRS NAMRRRRSSARSAAR SSARIRRSSARSAAS) iSRRI REREY RASANSSARI RASSY: T T Time
7.00 8.00 9.00 10.00 11.00 12.00 13.00 14.00 15.00 16.00 17.00 18.00 19.00




B.

ESI(+)

P_brasiliensis_POS_NEG_1b

1004

%

1.72
146.0823

4.51
1.08 355.1028 6.30

121.0658  4.15
188.0714

1191.3408

6.58
611.1610

16.89 _
593.2771

16.70
203.1802

16.17
203.1800

17.65
621.3079

115

1: TOF MS ES+
BPI
1.52e7

T Time

T T
16.00

T
17.00

T T
18.00 19.00
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Figura 33— Cromatogramas de picos base obtidos por ESI(-) e ESI(+), respectivamente A e B, das tinturas de Solidago
chilensis. Injetados conforme as condic¢des descritas no item 4.3.2

S_chilensis_Tint_NEG_1b 1: TOF MS ES-
100+ 7.86 BPI
447.0943 4.56e6
1.90
203.0198
6.59 8.72 14.52
595.1310 431.0983 347.1856 15.82
555.2854
1.98
191.0197
. 5.91
B3 433.2075
5.49
181 589.1779
191.0562 14.84
13.61 577.2679
12.28 347.1864
329.2328
4.04 9.30 1077 11.26
579.1559 5291353 747.1226 785.3566
12,52
1.60
272.9591 365.1970
17.82
277.2171

O T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T Tlme

1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 1000 11.00 12.00 13.00 14.00 1500 16.00 17.00 1800  19.00
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B. ESI(¥)

S_chilensis_Tint_POS_1b

1: TOF MS ES+
17.12 BPI
1007 593.2772 1.90e7
1452
B3 349.2017 1540
7.91 :
303.0507 621.3083
8.77 17.50
14.36
287.0558 e 635.2867
oo Y 59].37570(52
177 597.1450 349.2017 -
1180870 1079 11.30

431 5.09

749.1343 787.3702 12.52
188.0714  433.1346

349.2017
[ T T T T T T T T 7 T T T T 1 T T T f A/\U\ T
1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00

f T T T T T Time
11.00 1200 13.00 14.00

15.‘00 ‘ 16IOO ‘ 17i00 ‘ 18.‘00 ‘ 19.‘00
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Figura 34— Cromatogramas de picos base obtidos por ESI(-) e ESI(+), respectivamente A e B, das tinturas de
Sphagneticola trilobata. Injetados conforme as condigdes descritas no item 4.3.2.

A ESI()

S _trilobata_Tint_ NEG_1b

1: TOF MS ES-
. 1005 _ BPI
100 207.0664 15.16 3.93e6
555.2861
5.35
305.1072 6.75
515.1202
<
7.34 12.91
515.1191 497.2022
7.96
15.05
677.1479 8.63 481.2579
1.46 269.0444
191.0561 6.56 14.70;415.2490
156 609.1470 17.50
o 13.05 16.96 399.2548
791967 11.49 537.2324 2772178
3.92 -
4.64 329.2324
1.37 353.0871 2390587
317.0547
291
353.0876
0 T T T T ? T T T T T 7 T

T T
12.00

T T T
13.00 14.00

T
15.00

T T T
16.00 17.00

T
18.00

Time



B. ESI(+)

S_trilobata_Tint_POS_1b
1004

%

1.44
118.0881
6.93
499.1238

7.31
517.1343

287.0558

3.88 591
2.36 355.1030 287.0559

1.30 166.0872

223.9897

8.61
271.0612

10.01
163.0402

10.12

273.0764 301.0713

15.77 _
593.2828

13.58
785.3800

13.91
985.4796

12.88
803.3867

14.23
1009.4792

16.38
637.3026

16.68
621.3080
17.45

301.2169

19,00

119

1: TOF MS ES+
BPI
3.30e7

T Time

900 | 10.00

13.00 | 1400 | 15.00

1600 17.00 ' 18.00
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Figura 35 — Cromatogramas obtidos através do branco de extracdo (etanol 45%) obtidos por

respectivamente A e B. Injetados conforme as condic¢fes descritas no item 4.3.2.

ESI(-) e ESI(+),

10.Us B

100+ 279.2321 1.64e6
$,

16.15
355.3212
17.00
1456 255.2318 a7
265.1474 26812480
12.35
221.1179
0 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T Time
1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00 11.00 12.00 13.00 14.00 15.00 16.00 17.00 18.00 19.00



B. ESI(+)

121

17.37 BPI
1007 1516 284.2955 |
533.2803 : 2.02e6
17.10
284.3317
7.73
4533442
16.75
17.65
342
838.3420 139.9881
o |
= 15.60
279.1502
7.42 14.82
396.8022 621.1609
14.26
288.2538
16.08
7.03 sog'gges 13.81 595.3823
340.2595 - 2882538
11.40 "
6.49 573.2518 543 2845
566.4275
O T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T Tlme
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 11.00 1200 13.00 1400 1500 16.00 17.00  18.00
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Comparando-se 0s dados obtidos através da separacdo
cromatogréfica, valores de massa (m/z), intensidade dos picos e tempo de
retencdo das substancias obtidas das tinturas com os dados obtidos a partir
da injecdo de padrdes analiticos e informacgfes disponiveis na literatura
foi possivel identificar um total de 45 substancias nas espécies Arnica
montana, Calea uniflora, Chaptalia nutans, Lychnophora ericoides, L.
pinaster, L. salicifolia, Porophyllun ruderale, Pseudobrickellia
brasiliensis, Solidago chilensis e Sphagneticola trilobata. Dentre as
substancias sugeridas para cada espécie foram identificados: acidos
organicos, acidos fendlicos, cromenos, cumarinas e diterpenos, descritos
a sequir.

Os dados de massas obtidos em modo de ionizagdo positivo
ESI(+) e negativo ESI(-) encontram-se na Tabela 3. As propostas do
mecanismo de fragmentacdo das substancias identificadas, serd
apresentado a seguir (Figuras 36 &4 77).



Tabela 3 - Substéncias identificadas nas tinturas obtidas a partir das espécies vegetais avaliadas. ESI(+) e ESI(-).

Proposta de To(mi Formula m/z (erro. ppm) MS/MS fragmentacéo dos ions Detecc
Identificacdo R(min.) molecular [M+H] [M-H] ESI+ ESI- eteccao
Acgucar 1,37 n.i - 31(75’015352 ) - Sphagneticola trilobata
acido sinapico 1,48 C11H120s - 22(34066;12 - 179,0714 Sphagneticola trilobata
L - Sphagneticola trilobata, Calea
acido cumarico-O- 1,52 Ci5H10s - 325,0937 - 163,0421; 119,0514 uniflora, Chaptalia nutans
glicosideo (3.2)
Calea uniflora, Chaptalia nutans,
Lychnophoraericoides, L. pinaster, L.
191,055 salicifolia, Porophyllun ruderale,
acido quinico 1,67 C7H1106 - (1,0 - 146,9713, Pseudobrickellia brasiliensis,
Solidago chilensis e Sphagneticola
trilobata
163.0424 Sphagneticola trilobata, Calea
&cido cumérico 1,74 CyHgO3 - (2’ 7) - 163,0424; 119,0416 uniflora, Chaptalia nutans
Arnica montana, Calea uniflora,
Chaptalia nutans,
Lychnophoraericoides, L. pinaster, L.
e - 191,0192 salicifolia, Porophyllum ruderale,
&cido citrico 1,84 CeHsO7 3.7) - 111,0085, 173,0078, Pseudobrickellia brasiliensis,
Solidago chilensis e Sphagneticola
trilobata
203.0197 Solidago chilensis, Sphagneticola
acido daucico 1,90 C7HsO~ - (2’ 5) - 159,0299; 115,0037 trilobata
nonioside E 1,92 C24H42017 ) 601,2337 - 147,0658; 309,118, Chaptalia nutans

('217)

337,1141; 439,1815;

123
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Derivado de nonioside
E

Fenilalanina

Acido hidroxibenzoico
glucopirandsido

Acido
dihidroxibenzoéico

Acido cafeoilquinico
(Isomero)

Acido cafeoilquinico
(Isomero)

Acido cafeoilquinico
(Isomero)

Acido cafeoilquinico
(Isomero)

Substancia nitrogenada
ndo identificada

2,34

2,6

2,74

3,02

3,92

4,04

4,13

4,51

5,09

5,09

C24H42017

CoHuNO>

C7H6O4

C16H1809

C16H1809

C16H1809

C16H1809

C22H24N509

CasH20N302

166,0863

601,2337
(_217)

164,0143
(4.3)

315,072 (4,8)

153,0187
(0,00)

353,0873
(0.8)

353,0873
(2,4)

353,0873
(L.7)

353,0873
(1,0)

502,1566
(0,8)
502,1566
(2,8)

120,0808

147,0658;309,1181;

337,1141:439,1815: Chaptalia nutans

Arnica montana

153,0198 Chaptalia nutans

153,0187 Arnica montana

Arnica montana, Calea uniflora,

191,0555; 353,0876; Sphagneticola trilobata

707,1844

Arnica montana, Calea uniflora,
Chaptalia nutans, Porophyllum
ruderale, Pseudobrickellia
brasiliensis

191,0555; 353,0876;
707,1844

Calea uniflora, Solidago chilensis,
Chaptalia nutans, Porophyllum
191,0555; ruderale, Pseudobrickellia
brasiliensis

191,0555; Calea uniflora

Chaptalia nutans



Vicenin-2

Violanthin ou
isoviolanthin

Acido caféico

Acido feloroilquinico

Isoquercitrina (ISOQ)

Cromanona glicosilada

Rutina

Quercetina-O-
Rhamnosideo

5,18

5,18

5,34

6,05

6,19

6,25

6,58

6,9

Ca7H30015

Ca7H30014

CoHgO4

C17H2009

Ca1H20012

C16H20010

Ca7H30016

Ca1H20011

595,1657,

579,1703

611,1607
32

449,1078
(4.9)

593,1512
0.7)

577,1563

179,0350
(_016)

367,1035

463,0882
(_4!2)

371,0979
(3,6)

609,1461
(4.1)

447,0933
(-4.7)

557,1552;
475,1235;
355,0812

531,1597,
475,1223;
355,0812

465,1028;
303,0499

303,0499;
275,0550

575,1479; 473,1089;
353,0667

; 473,1089; 353,0667

135,0452; 117,0289

191,0551; 193,0506;
173,0455

301,0354; 273,0405;
151,0037

209,0543

463,0882; 301,0354;
273,0405

301,0354; 273,0405;
151,0037

Lychnophoraericoides, L. pinaster, L.
salicifolia

Lychnophorapinaster

Arnica montana, Calea uniflora,
Lychnophoraericoides, L. pinaster,
Porophyllun ruderale,
Pseudobrickellia brasiliensis,
Solidago chilensis e Sphagneticola
trilobata,

Calea uniflora, Chaptalia nutans,
Lychnophoraericoides, L. pinaster, L.
salicifolia,

Calea uniflora, Lychnophorapinaster,
L. salicifolia, Porophyllun ruderale

Chaptalia nutans

Arnica montana, Sphagneticola
trilobata

Chaptalia nutans, Lychnophor
salicifolia, Solidago chilensis;
Sphagneticola trilobata

125



126

Kaempferol-acetil-
rhamnopiranosideo

Acido 3,4-
dicaffeoilquinico

Acido 3,5-
dicaffeoilquinico

Acido 4,5-
dicaffeoilquinico

Buteina

Hidroxi-cumarina

Campferol

6,9

7,30

7,60

7,88

8,4

8,98

9,18

CasH24010

CasH24010

CasH24010

C15H1205

C10HgO3

C15H1006

517,1346
@7)

177,0553
(4.1)

287,0550
(1.4)

515,1195

515,1195

515,1195

271,0612
(2,6)

175,0400
2.7)

285,0405
(2,1)

287,0550

175,0400

287,0550;
259,0601

- Lychnophorapinaster

Calea uniflora, Chaptalia nutans,
Lychnophoraericoides, L. pinaster, L.
515,1195; 353,0878; salicifolia, Porophyllun ruderale,
191,0551; 179,0350 Pseudobrickellia brasiliensis,
Solidago chilensis e Sphagneticola
trilobata

Calea uniflora, Chaptalia nutans,
Lychnophoraericoides, L. pinaster, L.

515,1195; 353,0878; salicifolia, Porophyllun ruderale,
191,0551; 179,0350 Pseudobrickellia brasiliensis,
Solidago chilensis e Sphagneticola
trilobata

Calea uniflora, Chaptalia nutans,
Lychnophoraericoides, L. pinaster, L.

515,1195; 353,0878; salicifolia, Porophyllun ruderale,
191,0551; 179,0350 Pseudobrickellia brasiliensis,
Solidago chilensis e Sphagneticola
trilobata
271,0612 Calea uniflora
177,0553 Chaptalia nutans

107,0139; 177,0193;
257,0455; 151,0037;
151,0400

Sphagneticola trilobata



Noreugenin

Luteolina

Orobol

Cafeato de etila

Pinobanskin

Terpeno labdano

Terpeno labdano

9,38

9,80

9,86

10,71

11,51

12,98

13,58

C10HgO4

C15H1006

C15H1106

C11H1204

Ci15H1205

Ca0H2805

Ca0H2505

287,0550

287,0550

209,0454
(2.3)

273,0757
(3.6)

349,2010
(5.0)

349,2010
G.7)

191,0350
(4.9)

285,0405
(3.3)

285,0405
(0,0)

207,0298
(1,4)

271,0685
(3.0)

347,1864
(4.8)

347,1864
(4,0)

287,0550;
259,0601

287,0550;
259,0601,
108,0206-

209,0454

273,0757,
255,0652;
227,0703

331,1904;
123,1168;
208,0736

331,1904;
123,1168;
208,0736

163,0401,;
151,0037;107,01390

285,0405;107,0139;
177,0193;257,0455;
151,0037; 135,0455

285,0405;257,0455;
107,0139;177,0193;
151,0037; 133,0295

207,0298; 179,0298

271,0685; 253,0579;
225,0630; 107,0211

347,1864; 329,1758;
285,1860

347,1864; 329,1758;
285,1860

Calea uniflora

Chaptalia nutans,
Lychnophorapinaster

Calea uniflora

Calea uniflora, Chaptalia nutans,

Lychnophoraericoides, L. pinaster, L.

salicifolia, Porophyllun ruderale,
Pseudobrickellia brasiliensis,
Solidago chilensis e Sphagneticola
trilobata

Lychnophoraericoides, L. pinaster

Solidago chilensis

Solidago chilensis
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Terpeno labdano

Pinocembrim

Pinostrombim

Terpeno labdano

Quercetin-3-
glucuronide

Quercetin-(p-
coumaroyl)-
glucopyranoside

13,66

13,67

13,72

13,87

Ca0H2805

C15H1204

C16H1404

Ca0H2805

C21H18013

CaoH26014

349,2010
(4.3)

257,0808
(4.2)

349,2010
(4.9)

347,1864
(1,6)

255,0663
(5.2)

269, 0458
(3.0)

347,1864
(5.0)

447,0675

609,1250

331,1904;
123,1168;
208,0736

257,0808;
229,0859

331,1904;
123,1168;
208,0736

347,1864; 329,1758;
285,1860

255,0663; 227,0714;
151,0037

269, 0458

347,1864; 329,1758;
285,1860

447,0675; 301,0354;
273,0405

609,1250; 463,0882;
301,0354

Solidago chilensis

Lychnophoraericoides, L. pinaster

Lychnophora ericoide, L. pinaster

Solidago chilensis

Arnica montana

Arnica montana
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Avaliando os cromatogramas obtidos por ESI(-) e ESI(+), foi
identificado no modo de ionizacdo negativo, 0 pico com tempo de
retencdo (Tr) de 1,37 min. Esta substancia demostra ser composta por
moléculas de agucares, apresentando respectivamente m/z 317,05552,
601,2337 e 601,2337 com perdas sequenciais de moléculas de acucares
correnspondentes a hexose (perda de 162Da) e deoxihexose (perda de 146
Da). Para este pico, ndo foi observado a presenca da porcdo aglicona,
sugerindo uma estrutura composta essencialmente por acucares. Dados da
literatura demonstram a presenca de moléculas de acucares (hexoses e
deoxyhexose) nas partes aéreas das espécies Arnica montana (YUl et al.,
1998), Calea uniflora (CARVALHO et al.,2016) e Solidago chilensis
(SMOLAREK et al., 2011). No entanto, no presente estudo foi observado
a presenca destas moléculas apenas nas espécies Chaptalia nutans e
Sphagneticola trilobata.

Na sequencia, foi identificada a presenga do 4cido organico: acido
quinico. O pico referente a esta substancia foi observado em todos os
cromatogramas, no modo negativo, das tinturas avaliadas, apresentando
Tr 1,67 min e m/z 191, 0555 [M-H]". O perfil de fragmentacéo do acido
quinico por ESI(-) apresenta os fragmentos com m/z 145,0506 devido a
perda da funcdo acido (perda de 46Da, acido férmico) com posterior
desidratacdo (perda de 18Da), gerando o fragmento de m/z 127,0401.
Outros fragmentos detectados que auxiliaram na identificacéo deste &cido
organico sdo os ions m/z 173,0455, 155,0350 e 137,0244 obtido através
das sequenciais perdas de moléculas de agua provenientes das hidroxilas
presentes no acido quinico. O perfil de fragmentacdo desta substancia
encontra-se semelhante ao o proposto por Chornobai (2008) auxiliando
na confirmacéo da identidade do acido. O perfil de fragmentacédo proposto
para o &cido quinico, considerando os fragmentos encontrados no
espectro de massas obtido com energia de 25eV, encontra-se na Figura
36.
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Figura 36. Mecanismo de fragmentagdo em modo negativo do acido
quinico em modo de ionizagdo negativo.
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Os derivados do acido clorogénico (DACs) englobam um grande
grupo de compostos de ocorréncia natural comumente encontrados em
diversas espécies vegetais, incluindo a familia Asteraceae (De
OLIVEIRA; BASTOS, 2011). Estes acidos sdo sintetizados nas plantas
por esterificagdodo acido quinico com um acido cindmico, podendo ser:
acido caféico, ferulico, sinapico ou cumarico (De OLIVEIRA; BASTOS,
2011). No presente estudo, a presenca destes acidos hidroxinamicos bem
como os DACs foram identificados em algumas espécies das espécies de
“arnica” estudadas. Abaixo encontram-se as descri¢des do mecanismo de
fragmentacdo, em modo de ionizagdo negativo, proposto para as
substancias.

O pico cromatografico com tempo de TR 1,74 min e m/z 163,0424
[M-H] indica a presenca do &cido cumarico. Esta substancia percursora
da classe das cumarinas, foi identificada nas tinturas obtidas das espécies
Calea uniflora, Chaptalia nutans e Sphagneticola trilobata. Para correta
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identificacéo do acido cumarico, os dados obtidos foram comparados com
o perfil de fragmentacdo e tempo de retencdo de padrdo analitico, sendo
injetado nas mesmas condi¢cbes das amostras (ltem 4.3.2). A
fragmentacdo do ion com m/z 163, 0424 [M-H]-, gerou o fragmento com
m/z 119, 0516 (perda de 44Da), que corresponde a perda de uma molécula
de CO;do &cido cumarico (FAQUETI, 2016). No modo de ionizacao
positivo, foi confirmada a presenca desta substancia através da m/z
165,0555 [M+H]*. O perfil de fragmentacdo proposto para o acido
cumario, considerando os fragmentos encontrados no espectro de massas
obtido com energia de 25eV, encontra-se na Figura 37.

Figura 37 - Mecanismo de fragmentacdo em modo negativo do &cido
cumarico.

0]

X" oH ©j\
o

m/z 163.0424 m/z 119.0516

Posterior a identificacdo do acido o-cumérico, foi identificada a
substancia acido cumarico-O-glicosideo com Tr 1,52 min e m/z 325,0937
[M-H]-, sendo presente nas espécies Calea uniflora e Sphagneticola
trilobata. A identidade desta substancia foi confirmada através da
fragmentacédo do acido cumarico-O-glicosideo. O perfil de fragmentacdo
da substancia, obtido em modo de ionizacdo negativo, demonstrou a
presenca dos fragmentos m/z 163,0392 originario da perda de uma hexose
(-162Da) e m/z 119,0502 obtido através da perda de uma molécula de CO»
(-44Da) (FAQUETI, 2016). O mecanismo de fragmentacao proposto para
a substéncia, utilizando energia de 25eV encontra-se na Figura 38
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Figura 38. Mecanismo de fragmentacdo em modo negativo do &cido
cumarico O-glicosideo.

(0]
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m/z 325.0937

Através do pico cromatografico com Tr 5,34 min m/z 179,0350
[M-H], foi verificada a presenca do &cido caféico em modo de ionizagio
negativo nas espécies Arnica montana, Calea uniflora, Lychnophora
ericoides, L. pinaster, Porophyllun ruderale, Pseudobrickellia
brasiliensis, Solidago chilensis e Sphagneticola trilobata. Através da
fragmentacéo da substancia, obteve-se o ion fragmento de m/z 135, 0452
[M-H] correspondente a perda de CO; (-44Da) caracteristico para a
substancia (FAQUETI, 2016). O perfil de fragmentacdo bem como o
tempo de reten¢do do acido caféico foi comparado com padréo analitico
injetado nas mesmas condicGes das amostras (Item 4.3.2). O perfil de
fragmentacdo desta substancia, através dos fragmentos encontrados no
espectro de massas obtido com energia de 25eV, encontra-se na Figura
39.

Figura 39- Mecanismo de fragmentacdo em modo negativo do &cido
caféico.
o

HO
N-oH HO N
Co, 9

m/z: 179,0350 m/z: 135,0452

oW
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O pico indicativo do &cido 3-O-feruloilquinico, foi observado
através do ion m/z 367,1035 em modo de ionizacdo negativo. O perfil de
fragmentacdo desta substancia corrobora com a descricdo feita por
Clifford et al. (2017) e Faleiro (2014) com a presenca dos fragmentos m/z
191,0551 (ion do acido quinico), m/z 173,0455 (desidratacdo do ion &cido
quinico, através da perda de 18Da) e m/z193,0506 (ion do &cido feluroil).
No presente estudo, a presenga do acido 3-O-feruloilquinico foi
identificada na espécie Calea uniflora, corroborando com o descrito por
Carvalho (2016), tabalho no qual o autor isolou e caracterizou esta
subatancia em extratos metanélicos obtidos da Calea uniflora. O perfil de
fragmentacdo proposto para esta substancia, através dos fragmentos
encontrados no espectro de massas utilizando a energia de 30eV,
encontra-se descrito na Figura 40.

Figura 40 -Mecanismo de fragmentac&o em modo negativo do &cido 3-O-
feruloilquinico.
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A presenca do 4acido sinapico é sugestiva para a espécie
Sphagneticola trilobata. Através do cromatograma obtido em modo de
ionizacdo negativo, obteve-se o ion pico base m/z 223,0611[M-H] e Tr
1,48min. Através da fragmentacdo deste ion, com energia de 25eV,
obteve-se o fragmento com m/z de 179,0714 referente a perda
caracteristic de CO; da funcéo 4cido carboxilico (perda de 44Da). Dados
da literatura demonstram a perda de 44Da ser caracteristica para esta
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substancia, decorrete da descarboxilagdo do &cido (SERAGLIO, 2016). A
fragmentacdo proposta para 0 &cido sinapico encontra-se na Figura 41.

Figura 41 - Mecanismo de fragmentacdo em modo negativo do acido
sinépico.

co, o
o N - X
- OH
: T
o o
_O
m/z 223,0612 m/z 179,0714

Os picos com m/z 353,0873 [M-H] e m/z 355,0873 [M+H]*
correspondem aos isdmeros do &cido dicafeoilquinico com Tr 3,92, 4,04,
4,13 e 4,51 min, presentes em todas as arnicas avaliadas. Estas
substancias apresentaram, no espectro de massa, em modo negativo, o ion
fragmento de m/z 191,0555 [M-H] referente a perda da porcao cafeoila e
o fon fragmento de m/z 179,0350 referente a perda da porcdo
correspondente ao 4cido quinico. O perfil de fragmentagdo proposto no
presente estudo (Figura 43) corrobora com o descrito pelos autores
Faleiro (2014) e Carvalho (2016). O perfil de fragmentacdo da substancia
acido clorogénico em modo de ionizacéo negativo, utilizando energia de
25eV, encontra-se na Figura 42.
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Figura 42 -Mecanismo de fragmentacdo em modo negativo do &cido
clorogénico.

o
0.0
©
‘\\OH O O
0 o CF
hgsS "OH
- OH
HO™ N Yo" )
OH OH HO™ ™" “OH
m/z353,0878 L B
H m/z 191,0551

HO__O

5\:}H

g, D g

m/z 353,0878 m/z 179,0350

Ainda no modo de ionizacdo negativo, foram identificados em
todas as espécies os isdbmeros do éacido dicafeoilquinico (diACQ)
apresentando os ions pico base de m/z 515,1195 [M-H];, seguidos de
perda de uma molécula de dgua gerando o fragmento m/z 497,0956.
Outros fragmentos diagndsticos sdo, m/z 353,0878 e m/z 191,0555
correspondendo respectivamente aos ions dos acidos cafeoilquinico e
clorogénico. Segundo Clifford et al. (2017) e Carvalho (2016), a
identificacdo dos isdbmeros pode ser realizada com base na ordem de
eluicdo dos compostos associado ao padréo de fragmentagdo dos mesmo.
Desta forma, os isémeros identificam-se como 3,4diACQ, 3,5-diACQ e
4,5-diACQ, respectivamente para sua ordem de eluicd. O perfil de
fragmentacao dos isdbmeros, utilizando energia de fragmentacéo de 30eV,
encontra-se na Figura 43.
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Figura 43 - Mecanismo de fragmentacdo em modo negativo do isémero
diACQ.
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Na sequéncia, verificou-se a presenca do acido organico, acido
citrico, com Tr 1,84 e m/z 191,01 [M-H] em todas as espécies de “arnica”
avaliadas. O perfil de fragmentacéo desta substancia foi comparado com
dados da literatura. O perfil de fragmentagéo do &cido citrico em modo de
ionizacdo negativo, 25V, sugere a perda de uma molécula de CO; e da
funcdo COOH presentes na subistdncia. Os dados referentes a
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fragmentacdo da substancia encontram-se de acordo com o descrito por
Sokeng et al. (2019).

A presenga da substancia acido daucico é sugerida nas espécies
Solidago chilensis e Sphagneticola trilobata pela presenga do pico com
m/z 203,0197 [M-H]- e Tr de 1,90 min. O perfil de fragmentacdo por
ESI(-) desta substancia, apresenta o pico de m/z 159,0299 decorrente da
perda de CO; do &cido daucico (perda de 44Da), assim, gerando uma
dupla ligacdo (entre os carbonos C5-C6). Através da desta dupla ligacéo
formada, observa-se a fragmentacdo através do mecamismo de Retro-
Diels-Alder (RDA), obtendo o fragmento m/z 115,0037. O perfil de
fragmentacdo do acido daucico, utilizando energia de fragmentacéo de
25eV, encontra-se na Figura 44.

Figura 44. Mecanismo de fragmentacdo em modo negativo do &cido
daucico.
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O pico correspondente ao cafeato de etila foi encontrado nos
cromatogramas por ESI (-) e ESI (+) com m/z 207,0663 e m/z 209,0454,
respectivamente em todas as arnicas avaliadas. No cromatograma em
modo negativo obteve-se o ion fragmento m/z 179,0350 correspondente
ao acido caféico ionizado e posterior perda da porgao carboxilica (perda
de 44Da) gerando o ion m/z 135,0452. O perfil de fragmentacdo e Tr desta
substancia foi comparado com padrdo analitico injetado nas mesmas
condicbes das amostras e comparado com dados da literatura
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(CARVALHO, 2016). O perfil de fragmentacdo do cafeato de etila em
ESI (-), utilizando energia de fragmentacdo de 25eV, encontra-se na
Figura 45.

Figura 45. Mecanismo de fragmentacdo do cafeato de etila no modo
negativo.
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O pico com m/z 166, 0870 [M+H]* e Trde 2,6 min é indicativo da
substancia fenilalanina presenta na Arnica montana. O mecanismo de
fragmentacdo proposto para a substancia fenilalanina no modo positivo
sugere a perda de formiato [HCOH], gerando o fragmento m/z 120,0808.
O valor de massa par confirma a presenga de um atomo de nitrogénio na
molécula, ndo sendo observada a perda deste heteroatomo. O perfil de
fragmentacdo proposto para a fenilalanina é apresentado na Figura 46.

Figura 46 — Mecanismo de fragmentacdo da substancia fenilalanina no
modo positivo.
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Os picos com m/z 315,072 [M-H] e m/z 153,0187 [M-H],
respectivamente com os Tr de 2,74 e 3,02 min séo indicativos das
substancias  acido  hidroxibenzoico  glucopiranésido e  acido
hidréxibenzoico, respectivamente. O perfil de fragmentacdo, das
substancias apresenta os fragmentos caracteristicos de m/z 153,0193
referente a perda de uma hexose (162Da) do &cido hidroxi benxoico e o
fragmento m/z 109,0295 decorrente da perda de uma molécula de CO;
(44Da) do &cido hidroxibenzoico. O padrdo de fragmentagdo do &cido
hidroxibenzoico e de seu glicosideo foi comparada com o descrito por
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Coutinho et al. (2016) o qual descreve semelhante perfil de fragmentacéo.
A presenca destas substancias foi verificada nas espécies Arnica montana
e Chaptalia nutans. O perfil de fragmentacdo do acido hidréxibenzoico
glucopiranésido e do &cido hidréxibenzéico encontram-se nas Figuras 47
e 48, respectivamente

Figura 47 - Mecanismo de fragmentacdo do acido hidroxi benxoico
glucopiran6sido no modode ionizagdo negativo.
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Figura 48 - Mecanismo de fragmentacdo do acido hidroxi benxoico no
modode ionizagdo negativo.
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Além dos &cidos fenodlicos encontrados, foram identificados 15
flavonoides nos cromatogramas obtido por ESI(-) e ESI (+) das solucGes
extrativas (tinturas) das arnicas, sendo descritos a segui.

Avaliando-se os dados de EM do ions m/z 477,0675 [M — H],
sugere-se tratar da substancia quercetina-3-glucuronideo. A presenca
desta substancia foi descrita previamente por Simon e colaboradores
(2011) para a espécie Arnica montanabem e para outras espécies do
género Arnica. No presente estudo, esta substancia foi identificada na
espécies Arnica montanano, corroborando o descrito pelos autores.
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Através dos fragmentos encotrados verificou-se a perda da porcéo
glucoronide, seguido da perda de uma molécula de CO (perda de 28Da),
gerando os fragmentos m/z 301,0354 (ion quercetina) e m/z 273,0405
(perda de uma molécula de CO; da porcdo aglicona). O perfil de
fragmentacdo da substncia quercetina-3-glucuronideo em ESI (-),
utilizando energia de fragmentacdo de 30eV, encontra-se proposto na
Figura 49.

Figura 49 -Mecanismo de fragmentacdo da substancia Quercetin-3-
glucuronide no modo de ionizacdo negativo.
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Avaliando-se os dados de EM dos picos ions base m/z 271,0685
[M — H] e 273,0767 [M + H]* e tempo de retencdo de 11,51 min,
observou-se a presenca da flavanona pinobanksin. Esta substéncia é
descrita para espécies da tribo Vernoniae (Da SILVA et al., 2014) e no
género Lychnophora, incluindo as espécies Lychnophora ericoides, L.
pinaster e L. salicifolia, por Semir et al. (2011). No presente estudo,
identificou-se esta flavanona nas espécies Lychnophora ericoides, L.
pinaster, estando de acordo com a presenca da mesma em espécies do
genero, descrita pelos autores citados anteriormente. O mecanismo de
fragmentacdo proposto para esta flavanona apresenta em modo negativo,
a desidratacdo da substancia ionizada (perda de 18 Da). Decorrente desta
desidratacdo ocorre a formagdo de uma dupla ligagdo no anel C do
flavonoide e utilizando-se desta dupla ligacdo propde-se a fragmentacao
pelo mecanismo de retr-Diels-Alder gerando o fragmento m/z 107,0211
observado de forma intensa no espectro de massas. No modo de ionizagéo
positivo, o sinal de maior intendidade corresponde a perda de CO (perda
de 28 Da) do anel C do flavondide, gerando o fragmento de m/z 227,0703.
O perfil de fragmentagéo da flavanona pinobanksin utilizando energia de
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fragmentacdo de 30eV, nos modos de ionizagdo negativo e positivo,
encontram-se nas Figuras 50 e 51 respectivamente.

Figura 50- Mecanismo de fragmentagdo da flavanona pinobanksin em
modo de ionizagdo negativo.
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Figura 51 - Mecanismo de fragmentacdo da flavanona pinobanksina em
modo de ionizagao positivo.
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A presenca da flavanona pinocembrina foi verificada através dos
fons pico base m/z 255,0663 [M — H]- em ESI(-) e 257, 0821 [M + H]* em
ESI(+). A presenca deste flavonoide nas espécies do género Lycnophora
ja é conhecida (SEMIR et al., 2011; LUSA etal., 2014). O mecanismo de
fragmentagdo proposto para esta substancia em modo de ionizacgao
positivo indica a perda de uma molécula de CO (perda de 28Da), gerando
o fragmento com m/z 229,0859. No modo de ionizagdo negativo, sugere-
se a fragmentagdo da substancia através do mecanismo retro-Diels-



142

Alder,identificando aenas a presenca do fragmento com m/z 151,0037
devido a ionizagdo da molécula ocorrer nas hidroxilas do anel A do
flavondide. O perfil de fragmentacdo da flavanona pinocembrin,
utilizando energia de fragmentacdo de 30eV, nos modos de ionizagdo
negativo e positivo, encontra-se nas Figuras 52 e 53 respectivamente.

Figura 52. Mecanismo de fragmentacdo da flavanona pinocembrin em
modo de ionizacdo negativo.
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Figura 53. Mecanismo de fragmentacdo da flavanona pinocembrin em
modo de ionizagdo positivo.
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Os picos comm/z 593,1512 [M-H] e 595,1664 [M+H]*e Tr 5,09
min, sdo sugestivos do flavonoide C-glicosilado vicenin-2. A presenca
deste flavonoide nas espécies do género Lycnophora ja é conhecida
(SEMIR etal., 2011, LUSA, 2014). Através do espectro de massas obtido
em modo de ionizacao negativo, foi inicialmente observado que a
substancia tratava-se de um flavondide glicosilado decorrente de perda de
massa de 120Da, sendo esta, uma perda comumente encontrada em
flavonoides C-glicosilados. A fragmentacdo do vicenin-2 possivelmente
ocorreu através da perda de uma molécula de agua (18Da) da porcéao
heterosidica gerando a formacgéo de uma dupla ligacdo entre os carbonos
C4 e C5. A partir desta dupla ligagdo, ocorre o mecanismo de
fragmentacéo retro-Diels-Alder (RDA) com perda do fragmento C4HeOs.
Nas Figuras 54 e 55, encontra-se 0 mecanismo de fragmentacdo da
substancia Pinocembrin em modo de ionizacdo negativo e positivo,
utilizando energia de 30eV.

Figura 54. Mecanismo de fragmenta¢éo da substancia vicenin-2 em modo
de ionizagdo negativo.
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m/z 473,1089
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Figura 55 - Mecanismo de fragmentacdo da substancia vicenin-2 em
modo de ionizagdo positivo.
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RDA

m/z 475,1235

miz 355,0812

Os picos cromatofraficos com m/z 577,1563 [M-H] e m/z
579,1719 [M+H]*, presentes exclusivamente na espécie Lychnophora
pinaster,indicaram a presenca do flavonoide violantin ou isoviolantim,
ndo sendo possivel diferenciar estas substancias através da técnica
proposta. A ocorréncia da perda de 120 Da presente no espectro de
massas nos modos positivo e negativo, novamente indica a presenca de
um flavondide C-glicosilado. Para as substdncias violantin ou
isoviolantim observa-se, através do perfil de fragmentacdo, a perda de
uma molécula de dgua (18Da) da porcéo heterosidica gerando a formacéo
de uma dupla ligacdo entre os carbonos C4 e C5. A partir desta dupla
ligagdo, ocorre 0 mecanismo de fragmentagéo retro-Diels-Alder (RDA)
com perda do fragmento CsHsO3 da hexose e o fragmento C4HsO2 pela
hexose. Nas Figuras 56 e 57, encontra-se 0 mecanismo de fragmentagdo
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da substancia violantin em modo de ionizagdo negativo e positivo, energia
de fragmentacdo de 30eV.

Figura 56 - Mecanismo de fragmentacao da substancia violantin em modo
de ionizagdo negativo.
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Figura 57 - Mecanismo de fragmentacdo da substancia violantin em
modo de ionizagdo positivo.
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m/z 475,1229 m/z 457.1129

m/z 355,0812

O flavonodide luteolina (flavona) foi identificado nas espécies
Chaptalia nutans e Lychnophora pinaster através da m/z 285,0405 [M-
H]e m/z 286,0405[M+H]* com Tr de 9,8min. O perfil de fragmentacéo,
bem como o tempo de retencdo desta substancia foi comparado com
padrdo analitico. Através da fragmentacdo (ESI-), observa-se o
mecanismo de fragmentacdo através do mecanismo retro-Diels-Alder
(RDA) decorrente das duplas ligacGes no anel A e anel C presentes na
flavona. A perda de uma molécula de CO (-28Da) também mostrou-se
presente (ESI - e ESI+). O perfil de fragmentacdo da luteolina é descrito
nas Figuras 58 e 59, respectivamente para os modos de ionizagdo negativo
e positivo, 30eV.
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Figura 58 - Mecanismo de fragmentacéo da substancia luteolina em modo
de ionizagéo negativo.
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Figura 59. -Mecanismo de fragmentacdo da substancia luteolina em
modo de ionizacdo positivo.

OH o © oH
. Co HO o)
ot ). o
|
O OH

OH O
m/z 287,050 m/z 259,0601
O pico com m/z 285,0405 [M-H] e 287,0550 [M-H] e Trde 9,18
min, vizualizado na espécie Sphagneticola trilobata é indicativo do
flavonol caempferol. A presenca do caempferol identificado por CL-EM
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na espécie ja foi relatada por Lang e colaboradores (2017). O perfil de
fragmentacdo deste flavonoide se da por perda de uma molécula de CO
gerando o fragmento m/z 257,0455 e através do mecanismo retro-Diels-
Alder (RDA) gerando dois fragmentos, m/z 151,0037 e m/z 135,0452. O
perfil de fragmentacéo do flavonol caempferol é descrito nas Figuras 60
e 61, respectivamente para os modos de ionizacdo negativo e positivo,
25eV.

Figura 60 - Mecanismo de fragmentacdo do flavonol caempferol em
modo de ionizagdo negativo.
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Figura 61. Mecanismo de fragmentag&o do flavonol caempferol em modo
de ionizagdo positivo.
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A presenca do flavonol glicosidico rutina nas espécies Arnica
montana e Sphagneticola trilobata é sugerida através do pico com m/z
609,1461 e Tr 6,58min em modo de ionizacdo negativo. O perfil de
fragmentacdo e tempo de retencdo (Tr) desta substancia foi comparado
com padrdo analitico, injetado nas mesmas condic¢des da amostra. O perfil
de fragmentagdo da rutina demonstra a em modo negativo e positivo a
perda de uma molécula de hexose (162Da) gerando o fragmento m/z
301,0354 ESI (-) e m/z 303,0499 ESI(+) referentes a porgéo aglicona da
substancia. O perfil de fragmentacdo do flavonol glicosidico rutina é
descrito nas Figuras 62 e 63, respectivamente para os modos de ionizac¢do
negativo e positivo, 30eV.

Figura 62 - Mecanismo de fragmentacdo da substancia rutina em modo

de ionizag&o negativo.
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Figura 63. Mecanismo de fragmentacdo da substancia rutina em modo de
ionizagdo positivo.
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Atravéz do pico cromatografico de m/z 447,0933[M-H] e 449,
1078[M+H]* e Tr é sugestivo da quercetina-o-raminosideo (quercitrina).
A identificacdo desta substancia foi realizada através do perfil de
fragmentacdo, com padrdo analitico da quercitina e a perda de massa
correspondente a porgdo deoxihexose (-146 Da). A presenca desta
substancia ja é descrita para diversas espécies da familia Asteraceae,
sento utilizada como marcador fitoquimico na espécie Solidago chilensis
(VECHIA et al., 2016). No presente estudo, foi observada sua presenca
nas espécies Chaptalia nutans, Lychnophor salicifolia, Solidago
chilensis; Sphagneticola trilobata. O perfil de fragmentagdo da
quercetrina, 30eV, encontra-se nas Figuras 64 e 65.

Figura 64- Mecanismo de fragmentacdo da substancia quercetrina em
modo de ionizagao negativo.



152

O OH oH
|(©[ou HO o
CRALT (?Q
oH DI 3
OH O RDA OH O
m/z 301,0354 m/z 151,0037

o ]

O co HO 0
OH : ) O OH
OH OH

m/z 447,0933

OH

m/z 301,0354 m/z 273,0405

Figura 65- Mecanismo de fragmentagdo da substancia quercetrina em
modo de ionizagao positivo.
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Entre os flavonoides sugeridos para as espécies, encontra-se o
flavonol glicosilado, quercetina-(p-coumaroil)-glicopiranosideo,
sugerida através dam/z 609,1250 [M-H]- no modo de ionizacao negativo.
Esta substancia € descrita presente na parte aéreas da espécie Helichrysum
stoechas, apresentando flores amarelas e sendo pertencente a familia
Asteraceae (LAVAULT; RICHOMME, 2004). O mecanismo de
fragmentacao proposto para a quercetina-(p-coumaroil)-glicopiranosideo
em modo de ionizagdo negativo demonstra a perda da por¢do cumaroil,
gerando o fragmento m/z 463,0882 e posterior perda de hexose (162Da)
gerando a aglicona m/z 301,0354. O perfil de fragmentagdo da da
substancia quercetina-(p-coumaroil)-glicopiranosideo, 30eV, encontra-se
na Figuras 66.
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Figura 66 - Mecanismo de fragmentacdo da substancia quercetina-(p-
coumaroil)-glicopiranosideo em modo de ionizacdo negativo.
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O flavonol campferol-acetil-ramnopiranosideo é sugerido para a
espécie Lychnophora pinaster através da m/z 517,1346 e Twr de 6,9 min.
O perfil de fragmentagdo da substancia proposta apresenta em modo de
ionizacdo positivo a perda da porcdo da estrutura referente a raminose
acetilada (-230Da), o mecanismo de fragmentacdo da substancia
campferol-acetil-ramnopiranosideo em modo de ionizacdo negativo,
30eV, encontra-se na Figura 67.

Figura 67- Mecanismo de fragmentacdo do flavonol kaempferol-acetil-
ramnopiranosideo em modo de ionizacao positivo.



154
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A presengca da isoflavona orobol é sugerida a partir dos picos com
m/z 285,0405 [M-H] e 286 [M+H]* e Trde 9,86min observada na espécie
Calea uniflora.Para esta substancia j& se tem a confirmacdo de sua
presenca em diferentes espécies vegetais, tais como as espécies Calea
uniflora (LIMA, 2016) e Eclipta prostrata (TEWTRAKUL et al., 2011),
Dalbergia odorifera (LEE et al., 2013), Litsea guatemalensis Mez.
(SIMAO DA SILVA et al., 2012), entre outras. Para esta isoflavona sdo
atribuidas diversas atividades farmacologicas, principamente atividade
anti-inflamatéria ( SIMAO DA SILVA et al., 2012; TEWTRAKUL etal.,
2011). A fragmentacdo proposta para o orobol demonstra perda de CO e
fragmentacdo através do mecanismo retro-Diels-Alder (RDA). A
fragmentacdo proposta em modo de ionizacdo negativo e positivo,
utilizando a energia de fragmentacdo de 25eV encontra-se nas Figuras 68
e 69.

Figura 68- Mecanismo de fragmentacdo da substancia orobol em modo
de ionizagdo negativo
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Figura 69 - Mecanismo de fragmentacdo da substancia orobol em modo
de ionizag&o positivo.
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A chalcona buteina foi identificada através do pico de m/z
271,0612 [M-H] e Tr 8,4min, presente na espécie Calea uniflora. Esta
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chalcona ja foi previamente descrita para diferentes géneros,
principalmente o género Calea (CAVALCANTE et al., 2012; LIMA et
al., 2015). Além disso, a buteina vem demonstrando grande potencial
bioldgico anti-inflamatério, antinociceptivo e atitumoral (JANG et al.,
2012). O mecanismo de fragmenta¢do proposto para esta substancia segue
0 proposto por Padarthi e Namasivayam (2013) observando-se o0s
fragmentos de m/z 136,0166 e 162,0322 decorrentes da fragmentacdo
através de a-clivagem a carbonila. Outro mecanismo proposto é a
ciclizacdo da chalcona em catequina. Os mecanismos de fragmentacao
sugeridos para chalcona buteina em modo de ionizagdo negativo e
positivo, 25eV, encontram-se nas Figuras 70 e 71.

Figura 70 - Mecanismo de fragmentacdo da chalcona buteina em modo

de ionizagdo negativo.
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Figura 71 - Mecanismo de fragmentacdo da chalcona buteina em modo
de ionizag&o positivo.
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Finalizando assim, a descri¢do dos diferentes flavonoides encontrados
nas espécies populares conhecidas como arnica no Brasil.

Outra classe de metabolitos observada nas espécis, foi a presenca de
uma cromona, sendo sugestiva a presenca da cromona noreugenina na
espécie Calea uniflora. A identificagdo desta substancia foi realizada
inicialmente através da presenca do pico cromatografico 191,0350 [M-
H]'no modo de ionizagdo negativo e de forma menos intensa no modo
positivo 193,1755 [M+H]*, ambos em Tgr 9,38 min. Os mecanismos
defragmentacdo da cromona noreugenin no modo de ionizagdo negativo
e positivo encontram-se respectivamentenas Figuras 72 e 73.

Figura 72 - Mecanismo de fragmentacdo da cromona noreugenin em

modo de ionizagao negativo.
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Figura 73 - Mecanismo de fragmentacdo da cromona noreugenin em
modo de ionizagdo positivo.
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A presenca de cumarinas foi observada na espécie Chaptalia
nutansatravés da m/z 175,0400 [M-H] e 177,0553 [M-H]-, possivelmente
tratando-se de uma hidroxi-cumarina. A identificacdo completa da
substancia ndo foi possivel devido a dificuldade de estabeler em qual
carbono a hidroxila estaria ligada. A fragmentacdo da substancia néo foi
conclusiva. Algumas das propostas encontram-se abaixo, Figura 74.

Figura 74 — Propostas de hidroxi-cumarinas para a espécie Calea uniflora
em modo de ionizagdo negativo.
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Outra proposta de substancia observada apenas na espécie Calea
unifloraseria a sugestiva presenca de uma cromanona glicosilada através
da m/z 371,0979 e Tr 6,4 min em modo de ionizagcdo negativo. O
mecanismo de fragmentacdo da cromanona glicosilada em modo de
ionizacdo negativo encontra-se na Figura 75.
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Figura 75 - Mecanismo de fragmentacdo da cromanona glicosilada em
modo de ionizacdo negativo.
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A classe dos terpenos, especificamente os diterpenos labdanos,
mostraram-se presentes na “arnica-erva-lanceta” Solidago chilensis,
apresentando a m/z de 347,1864 [M-H]- e m/z 348,2010 [M+H]* em
modo de ionizagdo negativo e positivo, respectivamente. O esqueleto
labdano € sugerido através do perfil de fragmentagdo observado para a
substancia proposta (Figuras 76 e 77, respectivamente para ESI- e ESI+).
Bohmann e colaboradores (1980), descrevem a presenca e o perfil de
fragmentacdo de derivados de diterpenos labdanos em 15 espécies do
género Solidago, corroborando com os achados no presente estudo.

Figura 76. Mecanismo de fragmentac&o do terpeno labdano em modo de
ionizagdo negativo.
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Figura 77. Mecanismo de fragmentacédo do terpeno labdano em modo de
ionizagdo positivo.
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O perfil cromatogréafico das tinturas foi comparado com o perfil
cromatografico dos chas de cada uma das espécies, realizados conforme
0 uso tradicional (infusdo). A analise dos chds mostrou semelhangca com
o perfil quimico obtido das tinturas. A principal diferenca entre os chas e
as tinturas € que nos chas, foi extraido maior quantidade de glicosideos e
a intensidade dos picos referentes aos acidos quinico, acido citrico,
caféico e derevados do acido clorogénico foi superior. Assim como nas
tinturas, também foi verificado nos chas, a presenca dos flavonoides:
orobol (isoflavona), buteina (chalcona), quercetina-(p-coumaroil)-
glicopiranosideo, quercetina-o-ramnosideo (quercitrina), rutina (flavonol
glicosidico), caempferol (flavonol), luteolina (flavona), violantin ou
isoviolantim (flavona heterosidio), vicenin-2 (flavona glicosilada),
pinocembrin (flavanona), pinobanksin (flavanona), pinostrombim
(monohidroxiflavanona),  quercetina-3-glucuronide.  Presenca  de
cromanona (cromanona glicosilada), cromona (noreugenin), cumarinas
(hidroxi-cumarinas) e terpenos (labdanos).

Através da analise de desrreplicacdo dos extratos (tinturas e
chés), foi possivel identificar as principais classes de substancias
presentes nos preparos de uso tradicional. Assim, foram plotados gréficos
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pizza com as propor¢des referentes a cada classe de metabdlitos
identificadas para cada uma das arnicas (Figura 78).

Figura 78 — Grafico pizza das classes quimicas identificadas nas 10

espécies de “arnica” através da analise de desreplicagdo dos extratos hidro
alcoolicos (tinturas) e aquosos (chas).
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Através dos dados de identificacdo das substancias nos extratos
obtidos de cada uma das espécies observou-se uma extracdo mais seletiva
para compostos polares, com destaque para os derivados dos &cidos
quinico e caféico (demarcados em azul escuro), seguido de flavonoides
(vermelho) e posteriormente outras substancias extraidas em menor
quantidade (Figura 78).

Algumas substancias nitrogenadas foram encontradas nas espécies
Chaptélia nutans e Porophyllum ruderale, entretanto pela falta de dados
disponiveis na literatura da composi¢do quimica destas duas espécies e
também dos géneros nos quais elas se encontram, ndo foi possivel
identificar estas substancias através da metodologia utilizada, visto que,
ndo houve relacdo entre a composicdo elemental obtida no espectro de
massas das substancias quando confrontadas com dados disponiveis nas
bases de dados utilizadas (Reaxys, SciFinder). Por este motivo, o estudo
fitoquimico mais detalhado destas duas espécies ainda é necessario.

Substancias pertencentes a classe dos terpenos foram identificadas
apenas nos extratos da espécie Solidago chilensis (4 diterpenos com
esqueleto labdano, descritos previamente). Segundo estudos realizado por
Simplicio et al (2015), diterpenos da subclasse labdano podem ter agéo
sobre o relaxamento do musculo liso vascular e desta forma podem
induzir a queda da pressao arterial. Esta informacao corrobora com o uma
das aplicacbes populares da “arnica-erva-lanceta” (Solidago chilensis)
para reducdo da pressdo arterial descrita pelo mesmo autor.

Outra classe de substancias pertencente aos terpenos e que apresentam
grande valor medicial, sdo as as lactonas sesquiterpénicas (LS). Sabe-se
gue as espécies: Arnica montana, Calea uniflora, Lychnophora ericoides,
L. pinaster, L. salicifolia, Solidago chilensis e Sphagneticola trilobata
apresentam em sua composicdo quimica, a presenca de LS. Estas
subistancias isoladas reconhecidamente apresentam atividade biolégica,
principalmente anti-inflamatéria (SEMIR et al., 2011, PRUDENCIO,
2012, CARVALHO, 2016). As principais LS descritas pela literatura para
as espécies citadas sdo respectivamente: helenalina e seus derivados
metacrilato e isobutirato (PERRY et al.,2009); 11,13-diidroxi-calaxina
(CARVALHO, 2016); lychnopholide, eremantina e outras LS com
esqueletos furanoheliangolideos presentes nas espécies de Lychnophora
(SEMIR et al., 2011); helenalina e dihidrohelenalina (PRUDENCIO,
2012); paludolactona e wedelolactona (FILHO, 2000). Entretanto, no
presente estudo ndo foram encontrados nos cromatogramas picos
referentes a presenca de lactonas sesquiterpénicas, obtidos em modo de
ionizagdo positivo e negativo, nos extratos das espécies de “arnica”
avaliadas. Este fato provavelmente explica-se porque os liquidos
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extratores de carater polar utilizados: etanol 45% (tintura) e 4&gua aquecida
(chd) ndo foram suficientes para extracdo destas substancias de
caracteristicas apolares de seus respectivos sitios de produgédo e acumulo
na droga vegetal (ver Tabela 02). De forma geral a extracdo de lactonas
sesquiterpénicas é realizada utilizando como liquidos extratores: acetona,
metanol ou a associacdo de metanol e diclorometano/cloroférmio
(FALEIRO, 2014; CARVALHO, 2016). Isto é corroborado pela
indicacdo da presenca de lactonas sesquiterpénicas sugerida pelos testes
histoquimicos no presente trabalho.

Alguns autores sugerem para extracdo de LS o processo denominado
de lavagem foliar, visto que o acumulo principal destas substancias €
realizada nos tricomas glandulares presentes na superficie foliar. Este
procedimento, descrito por Faleiro (2014), Da Silva (2015), Lusa (2016)
utiliza de folhas secas e integras imersas em acetona sob leve agitacéo.

De forma geral, a aclo anti-inflamatdria descrita para as arnicas
preparadas na forma de tinturas e chas parece ndo estar relacionada
somente a presenca de lactonas sesquiterpénicas, mas sim a presenca de
compostos fenolicos como &cido orgéanicos e diversos flavonoides
(Tabela 03 e 04). A acdo anti-inflamatoria dos flavonoides é descrita por
diversos autores (FAQUETI, 2016, SANTOS; RODROGUEZ, 2017).
Uma abordagem realizada por Marifio e colaboradores (2019) sugere que
componentes antioxidantes como os flavonoides e derivados de &cido
clorogénico, podem ter acdo sob lesdes de mucosas, pelo seu
potencial anti-inflamatorio e cicatrizante. Em trabalho realizado por YUI
e colaboradores (1998), avaliando a acdo anti-inflamatéria da Arnica
montana utilizando o modelo de edema de pata de ratos demonstrou que
a Arnica tem em sua composicdo quimica flavondides e que estes estao
relacionados a acdo interferente de enzimas relacionadas a medidores do
processo inflamatdrio como é o caso da Fosfolipase A2 e C e da lipo e
ciclogenase. No estudo, os autores demonstram que o edema de pata dos
ratos provocado pela administragédo de formalina foi igualmente reduzido
pela aplicacdo de tintura de arnica e pelo controle (betametazona).

No presente estudo, através da identificacdo das substancias presentes
nas tinturas e chas, foram selecionados possiveis fitomarcadores para
diferenciacdo das espécies de arnica na forma de tinturas ou chés,
conforme indicadas na Tabela 4.



166

Tabela 04 - Fitomarcadores ou classes quimicas sugeridas para
diferenciacdo das espécies conhecidas popularmente como “arnica” no
Brasil através da analise das tinturas e chas das respectivas espécies.

Nivel de
Espécie vegetal ~ Classe quimica Marcadores sugeridos confianga*
Arnica montana  Flavonol Quercetina-glucuronideo Nivel 2
glucoronideo Rutina Nivel 1
Flavonol glicosideo
Calea uniflora Chalcona Buteina Nivel 2
Isoflavona Orobol, Nivel 2
Cromeno Noreugenin Nivel 2
Chaptalia Cumarina Hidroxi-cumarina Nivel 3
nutans Cromanona Cromanona glicosilada Nivel 3
Lychnophora Flavanonas Pinobanskin, Nivel 2
ericoides pinocembrim,
pinostrombim
Flavona C- Nivel 2
glicosilada Vicenin-2
Lychnophora Flavanona Pinobanskin, Nivel 2
pinaster pinocembrim,
pinostrombim, Nivel 2
Flavona C- Vicenin-2 Nivel 2
glicosilada Violanthin ou
Flavona C- isoviolanthin
heterosidica
Lychnophora Flavonol ramnosideo  Caempferol-acetil- Nivel 2
salicifolia raminopiranosideo
Flavona C- Vicenin-2 Nivel 2
glicosilada
Porophyllum n.e. n.e.
ruderale
Pseudobrickellia n.e n.e
brasiliensis
Solidago Diterpeno Diterpeno labdano Nivel 3
chilensis
Sphagneticola Flavonol Caempferol Nivel 2
trilobata Flavonol glicosideo Rutina Nivel 1

Esta comparagdo é vélida apenas entre as espécies avaliadas no presente estudo nas formas
extrativas de extratos hidroalcoolicos (45%) e aquosos (cha). N.e — ndo encontrado. * Sistemas
de nivel de confianca na identificacdo de metabdlitos para estudos metabolémico, proposto por
“Chemical Analysis Working Group (CAWG) of the Metabolomics Standards Initiative (MSI)”,
adotando a classificagdo de 0-5 (in Godzien et al., 2018).
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A fim de avaliar a presenga de lactonas sesquiterpénicas, no
presente estudo realizou-se a lavagem foliar das espécies Calea uniflora,
Popophyllum ruderale, Solidago chilensis e Sphagneticola trilobata. As
espécies do género Lychnophora e Pseudobrickellia brasiliensis nédo
foram avaliadas devido a falta de material disponivel. Para a lavagem,
cerca de 5 folhas inteiras de cada “arnica” selecionada foram imersas em
acetona P.A e submetidas a movimentos circulares durante 10 min a
15rpm e em temperatura ambiente conforme o método proposto por Da
Silva (2015). Os cromatogramas obtidos encontram-se nas Figuras 79, 80
e 81.

Este procedimento levou a extracdo de lactonas sesquiterpénicas
(LS) das espécies: Calea uniflora (LS 11,13-diidroxi-calaxina), Solidago
chilensis (LS  6-0-isobutyril-tetrahidrohelenalina e  diterpeno
solidagenona) e Sphagneticola trilobata (LS Wedeléide A e Trilobolideo-
6-O-isobutirato). A identificacdo destas substancias foi realizada
comparando a massa exata das LS e a composicdo elemental das mesmas,
considerando erro de até 6ppm. A presenca destas substancias nas
espécies j& é conhecida, sendo descrita por Carvalho (2016) a presenca da
lactona 11,13-diidroxi-calaxina em Calea uniflora; Prudencio (2012)
descreve a presenca da LS helenalina e diterpeno solidagenona em
Solidago chilensis; Duc et al. (2016) e Filho (2005) apresentam
respectivamente as LS Wedeloide A e Trilobolideo-6-O-isobutirato em
Sphagneticola trilobata. Desta forma é confirmada a presenca de lactonas
sesquiterpénicas nas espécies Calea uniflora, Solidago chilensis e
Sphagneticola trilobata. Por fim, concluiu-se que os extratos preparados
com etanol (45%) e agua aquecida ndo sdo eficientes para a extracdo das
LS mas que as mesmas encontram-se presentes nas espécies.



168

Figura 79 - Cromatograma de picos base obtidos por ESI(+) dos extratos acetdnicos das folhas de Calea uniflora.
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Figura 80 - Cromatograma de picos base obtidos por ESI(+) dos extratos acetdnicos das folhas de Solidago chilensis.
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Figura 81 - Cromatograma de picos base obtidos por ESI(+) dos extratos acetdnicos das folhas de Sphagneticola

trilobata.
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6 CONCLUSOES

- Através da avaliagdo morfoanatdmica e quimica de selecionadas
espécies utilizadas no Brasil como “arnica”, sendo elas Calea uniflora,
Chaptalia nutans, Lychnophora diamantinana, Lychnophora ericoides,
Lychnophora pinaster, Lychnophora salicifolia, Porophyllun ruderale,
Pseudobrickellia brasiliensis, Solidago chilensis e Sphagneticola
trilobata, foram identificadas estruturas anatbmicas caracteristicas
presentes nas folhas das espécies e marcadores quimicos especificos para
cada uma das espécies.

- Os resultados revelaram caracteres anatdmicos essenciais para o
diferenciacdo e identificacdo das arnicas, sendo estes: Nervura central,
anexos epidérmicos (tricomas glandulares, ndo glandulares e estdmatos),
parénquima clorofiliano, formato dos feixes vasculares e estruturas
secretoras. A técnica de microscopia eletronica de varredura possibilitou
complementar a avaliacdo da superficie foliar.

- Através dos testes histoquimicos (cloreto férrico, sudam, acido sulfdrico
e vermelho de ruténio) conclui-se que o principal sitio de
producdo/acumulo de subtancias nas espécies avaliadas s@o os tricomas
glandulares, seguido de estruturas secretoras internas e células
parenquimaticas do mesofilo. Através destes testes, foi identificada a
presenca de compostos fenolicos, composto lipofilicos, possiveis lactonas
sesquiterpénicas e compostos pécticos. Os dados mostraram-se de acordo
com o descrito em literaturas para as classes de sushtancias ja
identificadas nas espécies.

- Através da desreplicacdo dos extratos (tinturas e chas), foram
identificadas 45 substancias, entre eles: o flavonoide buteina e o cromeno
noreugenin em Calea uniflora; hidroxi-cumarina e cromanona glicosilada
em Chaptalia nutans; flavonoides pinobanskin e vicenin-2 para
Lychnophora ericoides; flavonoides vicenin-2, violanthin/isoviolanthin
para  Lychnophora  pinaster;  flavonoides  campferol-acetil-
rhamnopiranosideo e vicenin-2 para Lychnophora salicifolia; diterpenos
labdanos para Solidago chilensis e os flavonoéides campferol e rutina para
Sphagneticola trilobata. Sendo estes possiveis marcadores para
diferenciacdo e identificacdo das arnicas entre as espécies avaliadas.

- Por fim, conclui-se que este estudo gerou importantes subsideos para
identificacdo e diferenciacdo das arnicas utilizadas popularmente no
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Brasil, visto que sdo poucos os estudos sobre a quimica dos preparos
tradicionais, bem como dados sobre a morfanatémia vegetal das referidas
espécies.
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