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KASPER, ALINE APARECIDA MUNCHEN. ESTUDO FITOQUIMICO E AVALIACAO DA
ATIVIDADE BIOLOGICA DO RESIDUO SOLIDO E DO HIDROLATO DOS RIZOMAS
DE PRIPRIOCA (Cyperus articulatus var. nodosus, Cyperaceae) CULTIVADA EM
SANTAREM-PA, BRASIL. 2016. 144 p. Dissertacdo de Mestrado em Recursos Naturais da
Amazonia. Area de concentracio: Bioprospeccdo de Produtos Naturais da Amazonia - Programa
de P6s-Graduagdo em Recursos Naturais da Amazonia. Universidade Federal do Oeste do Para —
UFOPA, Santarém, 2016.

RESUMO

A Amazobnia é rica em espécies com propriedades medicinais e/ou aromaticas, entretando a regido
carece de estudos cientificos sobre a composicdo quimica e atividade biologica das espécies da
regido. A priprioca (Cyperus articulatus var. nodosus), uma espécie muito utilizada na medicina
tradicional e para fins de aromatizacdo, ficou conhecida nacionalmente ap06s sua inclusdo na
perfumaria pela empresa cosmética Natura®. O 6leo essencial dos rizomas de priprioca possui alto
valor agregado e complexa composi¢do quimica. Grandes quantidades de rizomas sdo extraidas
anualmente, gerando toneladas de residuo sélido (massa vegetal apés a retirada de 6leo essencial)
e muitos litros de hidrolato (residuo liquido obtido da destilagdo de plantas aromaticas).
Atualmente, o residuo solido e o hidrolato de priprioca ndo apresentam destinacdo especifica e
devem tornar-se alvo de estudos cientificos devido as propriedades farmacologicas do 6leo
essencial e de extratos de rizomas de priprioca cientificamente comprovadas e a falta de estudos
direcionados a esses residuos e visando tornar o processo de obtencdo do Oleo essencial mais
sustentavel. Portanto, o objetivo do trabalho consistiu no estudo fitoquimico dos extratos organicos
do residuo sélido e do hidrolato oriundo do processo de extracdo de 6leo essencial dos rizomas de
priprioca (C. articulatus var. nodosus) cultivada em Santarém-PA e a avaliacdo da atividade
bioldgica. Para tanto, o residuo sélido foi extraido com solventes organicos em Soxlhet e banho-
maria e fracionado via extracdo acido-base, parti¢do liquido-liquido e cromatografia em coluna. A
caracterizacdo fitoquimica ocorreu mediante CG-EM e UPLC. A avaliacdo bioldgica ocorreu
mediante ensaios de toxicidade frente ao microcrustaceo Artemia salina, atividade antimicrobiana
utilizando teste de microdiluicdo CIM e atividade antiproliferativa in vitro por meio do calculo de
TGI por regressao linear. Os compostos majoritarios identificados no hidrolato de priprioca foram
a verbenona e a mustacona, porém, a mustacona foi considerada responsavel pelo agradavel odor
do hidrolato. A caracterizacao fitoquimica do residuo solido revelou a presenca de sesquiterpenos,
tais como a mustacona e corimbolona, &cidos graxos e esteroides. O extrato hexanico do residuo
solido de priprioca apresentou toxicidade frente ao microcrustaceo A. salina e maior atividade
inibitdria frente as linhagens tumorais humanas utilizadas no ensaio antiproliferativo, portanto foi
fracionado e novamente submetido a testes antiproliferativos nos quais verificou-se duas fragdes
inativas e duas fracdes ativas. Os ensaios antimicrobianos apresentaram atividade apenas em CIM
altas, sendo consideradas fracamente a moderadamente inibitorias. Sendo assim, o hidrolato e o
residuo sélido de priprioca apresentam grande potencial do ponto de vita bioldgico, quimico,
econbmico e tecnoldgico, constituindo matéria-prima para indistria de cosmecéuticos.

Palavras-chave: Priprioca, residuos, atividade bioldgica, Cyperaceae.
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UFOPA, Santarém, 2016.

ABSTRACT

The Amazon is rich in species with medicinal and / or aromatic properties, entretando the region
lacks scientific studies on the chemical composition and biological activity of the species in the
region. The priprioca (Cyperus articulatus var. nodosus), a species widely used in traditional
medicine and for flavoring purposes, became nationally known after its inclusion in perfumery for
cosmetics company Natura®. The essential oil of priprioca rhizomes have high added value and
complex chemical composition. Large amounts of rhizomes are extracted annually, generating tons
of solid waste (plant mass after the essential oil extraction) and many liters of hydrolate (liquid
residue obtained from the distillation of aromatic plants). Currently, solid waste and hydrolate of
priprioca have no specific purpose and should become the subject of scientific studies due to the
pharmacological properties of essential oil and scientifically proven priprioca rhizomes extracts
and the lack of studies directed to this waste and aiming make the process of obtaining the essential
oil more sustainable. Therefore, the aim of the work was the phytochemical study of organic
extracts of solid waste and hydrolate derived essential oil extraction process of priprioca rhizomes
(C. articulatus var. Nodosus) grown in Santarém-PA and evaluation of biological activity .
Therefore, the solid residue was extracted with organic solvents in Soxlhet and bath and
fractionated via acid-base extraction, liquid-liquid partition and column chromatography. The
phytochemical characterization was by GC-MS and UPLC. Biological evaluation occurred ahead
by toxicity assays microcrustacean Artemia salina, antimicrobial activity test using microdilution
MIC and antiproliferative activity in vitro by means of TGI by linear regression calculation. The
major compounds identified in hydrolate of priprioca were verbenone and mustacona, however,
mustacona was held responsible for the pleasant odor of hydrolate. The phytochemical
characterization of the solid residue showed the presence of sesquiterpenes such as mustacona and
corimbolona, fatty acids and steroids. The hexane extract of solid waste priprioca showed toxicity
against the microcrustacean A. salina and greater inhibitory activity against human tumor cell lines
used in the antiproliferative assay, so was fractionated and again subjected to antiproliferative tests
in which there are two inactive fractions and two fractions active. Antimicrobial assays were active
only at high CIM, being considered weakly to moderately inhibitory. Thus, the hydrolate and solid
waste priprioca have great potential biological vita point, chemical, economic and technological,
providing raw materials for cosmeceuticals industry.

Keywords: Priprioca, resideus, biological evaluation, Cyperaceae.
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1. INTRODUCAO

Nas Ultimas décadas tém se observado um crescente nimero de pesquisas direcionadas ao
descobrimento de novas moléculas ativas, sintéticas ou oriundas de produtos naturais, e ao
desenvolvimento de farmacos dos quais 0 mercado farmacéutico ainda esteja desfalcado. E nédo
somente a obten¢do de farmacos tem sido visada, mas também a producéo de fitoterapicos, os quais
se caracterizam como medicamentos elaborados com base nos extratos vegetais que atuem como
coadjuvantes nos tratamentos das enfermidades (SIMOES e SCHENKEL, 2001).

A floresta amazonica apresenta um grande potencial em termos de plantas medicinais. Sua
imensa area possui cerca de 7.600.000 km?, representando 7% da superficie do planeta Terra. Mais
de 5 milhdes de km? estdo situados no Brasil. Ha estimativas de que a regido abrigue cerca de 50%
da biodiversidade mundial. No entanto, o territorio amazénico permanece pouco explorado
cientificamente, especialmente no que se refere a busca de produtos naturais bioativos. Das 30.000
espécies de plantas superiores existentes no Brasil, acredita-se que um terco sdo medicinais e/ou
aromaticas, 70% sdo utilizadas na medicina tradicional pela populagédo local, mas apenas 8% ja
foram alvo de algum estudo cientifico (MIGUEL, 2007; LUPE, 2011).

Na Amazonia, as populacbes utilizam intensamente 0s recursos medicinais e aromaticos
das plantas. Em regifes mais remotas, a fauna e a flora significam sobrevivéncia. Entretanto, como
a maioria das plantas ainda ndo foram estudadas e seus principios ativos sdo desconhecidos, o
aproveitamento medicamentoso das espécies amazoOnicas permanece restrito ao conhecimento
tradicional, o qual vem se perdendo ao longo das geragdes (BERG, 1993).

Estudos cientificos devem tornar-se o alicerce da economia da regido amazonica,
alavancando atividades voltadas ao desenvolvimento sustentavel, que gerem retornos financeiros
a populacdo detentora dos conhecimentos tradicionais por meio da comercializacdo de recursos
naturais como 6leos essenciais e fitofarmacos (MAIA e ANDRADE, 2009). Na Amazénia ha cerca
de 1200 plantas com potencial para a industria de cosméticos, um mercado mundial que ultrapassa
0s US$ 40 bilhdes/ano (MEIRELLES FILHO, 2006).

Estima-se que atualmente na regido amazdnica 20 mil familias tém sua renda obtida a
partir da exploragdo de plantas medicinais e aromaticas, dentre elas: piacaba (Attalea funifera),

buriti (Mauritia flexuosa), muruci (Byrsonima crassifolia), bacuri (Platonia insignis), bacaba



(Oenocarpus bacaba), palha e cip6. Por isso, a regido é fonte de matéria-prima para diversos
setores empresariais, principalmente a industria Cosmética e Farmacéutica (BARATA, 2005).

No estado do Para, a priprioca é muito utilizada em banhos de cheiro em festas de Séo
Jodo e na aromatizacao da agua de lavagem devido a sua fragrancia agradavel. O odor, conhecido
como cheiro do Par4, foi introduzido hd muitos anos nos perfumes regionais, mas a partir de 2003
teve sua inclusédo na perfumaria nacional pela empresa Natura®. A complexa mistura de compostos
quimicos presentes no 6leo essencial de priprioca tornam o seu aroma unico (ZOGHBI et al., 2008).

O destaque obtido pelo odor do 6leo de priprioca aumentou a demanda pelos rizomas da
planta, agregando valor ao produto. Inimeras familias na regido amazonica iniciaram o cultivo
desta espécie em escala comercial (ZOGHBI et al., 2008). O processo de extracdo de 6leo essencial
gera dois residuos: sélido (massa vegetal esgotada de 6leo essencial) e hidrolato (liquido aquoso
resultante da destilacdo por arraste a vapor com baixa porcentagem de 6leo essencial, sobretudo
substancias com maior afinidade pela dgua).

H& um grande numero de pesquisas envolvendo caracterizacdo quimica e avaliacdo da
atividade biologica do 6leo essencial e de extratos dos rizomas de priprioca. No entanto, nao séo
encontradas pesquisas relacionadas aos residuos oriundos do processo de extracdo de o6leo
essencial. O residuo solido costuma ser queimado para alimentar as caldeiras do sistema de arraste
a vapor e o hidrolato é descartado em rios. Entretanto, ambos os residuos possuem substancias
organicas remanescentes do processo de extracdo de 6leo essencial, e residuo solido contém ainda
as substancias que ndo sdo extraidas no arraste a vapor. Essas substancias possuem potencial
atividade biologica, podendo trazer danos ao ambiente quando descartadas inadequadamente.
Além disso, devido ao odor agradavel e as propriedades farmacoldgicas podem constituir matéria-
prima para industrias de cosmecéuticos, ja que os residuos sdo produzidos em grande quantidade e
ndo possuem valor agregado.

Portanto, visanto agregar valor aos residuos e buscando tornar o processo de obtengdo do
Oleo essencial mais sustentavel, este trabalho realizou o estudo fitoquimico e a avaliagdo da
atividade biologica do residuo sélido e do hidrolato oriundos do processo de extracdo de 6leo

essencial por arraste a vapor dos rizomas de priprioca cultivada em Santarém-PA.



1.1 REFERENCIAL TEORICO

1.1.1 Uso tradicional de plantas medicinais

O reino vegetal apresenta-se como o grande responsavel pela producdo das substancias
quimicas conhecidas e registradas na literatura. A variedade e a complexidade dos constituintes
dos componentes que constituem o metabolismo secundario das plantas sdo a consequéncia direta
de milhdes de anos de evolucdo sendo ainda inalcangavel reproduzi-los em vias laboratoriais
(VIEGAS JR., BOLZANI E BARREIRO, 2006).

H& milhares de anos as plantas sdo utilizadas no tratamento de diversas patologias.
Provavelmente uma das primeiras formas de utilizacdo de produtos naturais tenha sido a ingestao
de ervas e folhas buscando a cura de doencas (VIEGAS JR., BOLZANI E BARREIRO, 2006).

Os primeiros registros da utilizacdo de plantas em beneficio da sadde humana foram
encontrados em placas de argila oriundas da Mesopotamia, cerca de 2600 a. C. Nestas placas estéo
descritos alguns 6leos, como de Cupressus sempervirens (L), Cedrus, Papaver somniferum L.,
Glycyrrhiza glabra Torr., Commiphora Jacqg., que eram e até os dias atuais sdo indicados para o
tratamento de inflamacdes, indisposicdo e mal-estar, infecces parasitarias e resfriados (GURIB-
FAKIM, 2006).

De acordo com Maciel, Pinto e Veiga Jr. (2002), as plantas utilizadas na medicina popular
sempre despertaram o interesse de pesquisadores, 0s quais buscam comprovar a eficicia destas
cientificamente. O conhecimento popular sobre as plantas é proveniente de décadas, séculos e até
milénios de utilizagdo das mesmas na cura de enfermidades.

Para Albuquerque e Hanazaqui (2006), a etnofarmacologia e a etnoboténica tém sido
reconhecidas por cientistas de todo o mundo e utilizadas como critério de selecédo para o estudo de
plantas medicinais. A etnoboténica tem por definicdo a relacdo homem-planta, enquanto a
etnofarmacologia o metodo tradicional por meio do qual a planta € utilizada no tratamento de
enfermidades.

Em 1803 com o isolamento da substancia morfina da espécie Papaver somniferum L.
iniciou-se 0 processo da extragdo e do isolamento de compostos ativos. No entanto, a substitui¢cdo

atual dos extratos vegetais por farmacos sinteticos foi consequéncia da auséncia de estudos



cientificos e de comprovacdes da eficacia do produto natural, assim como a dificuldade do controle
de qualidade e a falta de testes farmacoldgicos e toxicologicos (SANTOS et al., 2012).

Com a modernizacdo dos métodos de isolamento de substancias, reacendeu-se a busca por
novas substancias naturais. Além disso, muitas moléculas bioativas sdo praticamente impossiveis
de serem sintetizadas em laboratorio, devido, principalmente a presenca de centros quirais. Além
disso, muitas moléculas agem em sinergismo com outras moléculas, ndo apresentando efeitos
quando isolada. Desta forma, as plantas conquistam seu espaco novamente (SANTOS et al., 2012).

N&o sdo sO os seres humanos que se beneficiam do uso de plantas. Alguns macacos e
outros primatas utilizam algumas plantas em sua dieta para obter efeitos analgésicos,
antimicrobianos, anti-inflamatérios, imunomoduladores, digestivos e de regulacdo da fertilidade
(HUFFMAN, 1997).

Ao longo dos anos, as informacdes populares transmitiram uma variedade de informac6es
importantes relacionadas a eficiéncia e aos efeitos medicinais das plantas. Entretanto, sdo
necessarios estudos fitoquimicos que validem a eficécia dessas plantas, assim como a identificacdo
dos compostos naturais bioativos que lhes conferem essa atividade (OTTOBELI et al., 2011).

A Amazonia beneficia-se diretamente da demanda de plantas aromaticas e medicinais.
Atualmente, a preocupacdo com a preservacdo da floresta tem induzido a introducdo de outros
meios de geragédo de renda, como a comercializa¢do de outros produtos florestais ndo madeireiros
(tais como Oleorresinas e 6leos essenciais). Estes produtos sdo matéria-prima na fabricacdo de
cosméticos, perfumes, fitofarmacos, inseticidas, fungicidas, bactericidas, larvicidas, dentre outros
(PEREIRA, 2012).

Neste contexto esta inserida a priprioca, uma planta aroméatica muito utilizada na medicina
popular em muitos paises da Africa (Camardo, Republica da Africa Central, Gab3o e Senegal),
ocorrendo também nos Estados Unidos, América Central, Caribe, indias Ocidentais, Asia,
Australia, e Oriente Médio. No Brasil, a planta ja era utilizada por tribos indigenas na Amazénia
para o tratamento de diversos males e até os dias atuais encontra-se na cultura local (NGO BUM,
2001).



1.1.2 Pesquisa e desenvolvimento de farmacos de origem natural

Os produtos vegetais sdo reconhecidamente uma ampla fonte de moléculas bioativas. Os
metabolitos secundarios das plantas representam os fatores de interacdo com o meio e com 0sS
organismos do meio, sendo assim, frequentemente possuem importantes atividades
farmacoldgicas. A producdo de metabdlitos ocorre devido a necessidades bioldgicas e
possibilidades biosintéticas. Essas substancias sdo produzidas, transformadas e acumuladas
garantindo vantagens para a sobrevivéncia e para a perpetuacdo da especie (SANTOS, 2007).

A natureza provém produtos medicinais a0 homem concomitantemente a sua perpetuacao
no planeta. Mais recentemente, a tecnologia permitiu o aperfeicoamento de métodos de isolamento,
identificacdo e sintese de moléculas organicas, e durante o ultimo século centenas de farmacos
foram desenvolvidos a partir de fontes naturais, principalmente espécies vegetais. Atualmente,
mais de 60% dos agentes anticancer utilizados sdo provenientes de produtos naturais: plantas,
microrganismos e organismos marinhos (CRAGG e NEWMAN, 2005).

As plantas sao rica fonte de moléculas exploradas pela industria farmacéutica, como por
exemplo, os glicosideos cardioténicos obtidos da Digitalis, utilizados para insuficiéncia cardiaca,
a vimblastina e a vincristina, alcaloides isolados da Catharanthus roseus, epipodofilotoxinas de
Podophyllum peltatum L.; taxanos de Taxus brevifolia Nutt e camptotecinas de Camptotheca
acuminata Decne, sendo todos esses utilizados no tratamento de canceres (FOGLIO et al., 2006)
(BALUNAS et al., 2006).

Os fitofarmacos apresentam uma alternativa econémica e tecnolégica frente ao elevado
custo do desenvolvimento de um novo farmaco por meio da analise combinatéria e da sintese de
moléculas a partir de moldes bioldgicos (SHARKER e NAHAR, 2007).

1.1.3 Céancer e doencas de origem microbiana

Atualmente a palavra cancer recebe a denominagéo cientifica neoplasia, especificamente
tumores malignos, ou seja, células malignas que crescem descontroladamente. Sdo quase 200
tumores malignos correspondentes aos varios sistemas de células do corpo, que apresentam

capacidades de invadir tecidos e 6rgéos, vizinhos ou distantes. De acordo com a OMS (Organizacéo



Mundial da Saude) estatisticamente o cancer € a terceira maior causa de mortes no mundo, ja no
Brasil € a segunda causa de mortes por doenca (ALMEIDA, 2005).

Para que células normais adquiram o fenotipo neoplésico geralmente estas passam por um
complexo processo, que pode levar décadas, 0 processo é multi-etapas e pode ser representado pela
necessidade das células neoplésicas (tumorais) adquirirem caracteristicas que favorecam o seu
desenvolvimento, podendo tornar-se malignos. Essas caracteristicas sdo chamadas de Hallmarks
do cancer: proliferacdo auto-sustentada, evasdo dos sinais supressores de crescimento, resisténcia
a morte celular, replicacdo ilimitada, inducdo de angiogénese e ativacao de invasao e metastase
(HANAHAN e WEINBERG, 2011).

Alguns fatores desencadeantes do cancer sdo conhecidos: 0s erros naturais que ocorrem
durante a divisdo celular, a hereditariedade e 0 ambiente (ambiente fisico e estilo de vida). A grande
maioria dos canceres sdo causados por fatores externos ao corpo. Dentre os fatores externos
encontram-se o tabagismo, habitos alimentares, alcoolismo, habitos sexuais, fatores ocupacionais,
medicamentos e exposi¢cdo solar prolongada. Além disso, 0 aumento na expectativa de vida
aumenta proporcionalmente o numero de casos de cancer, ja que quanto mais o individuo vive,
mais se exp0Oe aos fatores que predispde ao desenvolvimento de células malignas (INCA, 2015).

No Brasil os tipos de cancer mais incidentes sdo préstata e pulmao para o sexo masculino
e mama e colon de Utero para as mulheres. A OMS (Organizacdo Mundial da Salde) estima que
no ano de 2030 ocorram 27 milhdes de casos de cancer (INCA, 2015).

Entretanto, quando se trata de saude publica, ndo somente 0 aumento nos registros de
casos de cancer tem sido alarmante, mas também o histérico de evolucdo das doencas infecciosas
e ao desenvolvimento de resisténcia por parte dos microrganismos aos antibidticos disponiveis
atualmente, fator que incentiva a procura por antibidticos de origem natural. O homem vem sendo
vitima de doencas de origem microbiana desde os principios de sua existéncia, utilizando
empiricamente produtos naturais para tratar enfermidades. A eficécia destes produtos tem sido
comprovada cientificamente recentemente e a busca por moléculas bioativas alvo de muitas
pesquisas cientificas (DUARTE, 2006).



1.1.4 A espécie Cyperus articulatus L.

A priprioca (Fig 1) pertence a familia Cyperaceae Juss. conhecida como a terceira maior
familia de monocotiled6neas. Esta familia possui 115 géneros e 3.600 espécies, sendo a maior parte
dessas consideradas ervas daninhas, mas algumas apresentam importante papel ecoldgico e
econdmico. O género Cyperus é formado por aproximadamente 550 espécies que ocorrem
preferencialmente em ambientes alagados, margens de estradas, campos e campinas (ROCHA,
2008; ZOGHBI et al., 2008).

Figura 1: Rizomas e tubérculos de priprioca (C. articulatus).
Fonte: Arquivos pessoais de Michelly Rios Arévalo.

No estado do Para, devido ao clima favoravel, ha a ocorréncia de inimeras espécies do
género Cyperus, tais como: C. aggregatus (Willd.) Endl., C. articulatus L. (var. articulatus e var.
nodosus), C. diffusus Vahl, C. distans L. f., C. elegans L., C. giganteus Vahl., C. ligularis L., C.
luzulae (L.) Rottb. Ex Retz, C. Prolixus Kunth, C. rotundus L., C. sphacellatus Rottb. Ex Retz, C.
prolixus Kunth, C. rotundus L., C. sphacellatus Rottb e C. surinamensis Rottb. Portanto é de
extrema importancia a identificacdo correta da espécie em estudo, pois a composi¢do quimica das
espeécies diferem entre si (ZOGHBI et al., 2008).

No Para trés espécies sdo conhecidas como priprioca ou derivacdes, termos que sofrem
variacdo regionalmente. Geralmente o termo priprioca é empregado para C. articulatus, pripriocdo
ou priprioca-verdadeira para C. prolixus e priprioquinha para C. rotundus (ZOGHBI et al., 2008).

Essas espécies séo utilizadas para diferentes finalidades. C. articulatus tem seus

tubérculos muito utilizados na perfumaria e cosmética local e mais recentemente nacional, sendo



plantadas em escalas comerciais. C. prolixus e C. rotundus séo utilizadas para fins medicinais e
cultivadas nos quintais de residéncias (ROCHA, 2008).

A espécie C. articulatus L. apresenta-se como uma planta perene com rizoma endurecido,
tendo seus tubérculos cobertos com bracteas avermelhadas, multinérveas e lanceoladas, com
escapo cilindrico a trigono e liso. Os 6rgédos aéreos da planta séo escapo? e folhas, enquanto 6rgéos
subterraneos sdo rizoma, tubérculo e raizes (Fig 2). A altura da planta varia de 30 a 250 cm
(ROCHA, 2008).

Figura 2: Espécie Cyperus articulatus var. nodosus: A: Inflorescéncia, B: Corte transversal do escapo, C:
Inflorescéncia, D: Corte transversal do escapo, E: Rizomas e Tubérculos.
Fonte: Rocha, 2008.

Seus 0Orgaos vegetativos subterraneos sdo utilizados tanto na perfumaria quanto na
medicina popular, isto devido a presenca exclusiva de células oleiferas no rizoma e nos tubérculos,
como é comum na familia Cyperaceae. As células oleiferas com conteudo lipofilico (6leo) sao de

paredes delgadas, a distribuicdo é aleatdria, mas as células encontram-se em maior porcentagem

! Haste que sai do rizoma, bulbo, ndo ramificado, afilo e sustenta flores na extremidade; ocorre em plantas
cujo caule é muito reduzido ou subterraneo e suas folhas aparentam nascer diretamente do solo.

Fonte: http://pt.wiktionary.org/wiki/escapo



nos tubérculos do que nos rizomas, ou seja, seria mais adequado referir-se a tubérculos e rizomas
do que a somente rizomas (Fig 3), no entanto, devido a ampla utilizagdo do termo rizoma, este
trabalho considerara rizoma a juncdo de tubérculos e rizomas (ROCHA, 2008; SANTOS et al.,
2012).

Figura 3: Aspecto morfolégico dos érgaos vegetativos de C. articulatus L. A — Orgéos subterraneos e
aéreos, B — Secgdo transversal do tubérculo, ¢ = cortex, cat = catafilo, es = escapo, fo = folha, r = rizoma, rv = regido
vascular, t = tubérculo.

Fonte: Santos et al., 2008.

Dos rizomas de C. articulatus € extraido 6leo essencial (OE) de coloracdo amarelo forte
e odor caracteristico. O 6leo dessa espécie difere-se do 6leo de C. prolixus e C. rotundus gracas a
maior porcentagem de o-pineno e 3-pineno e a presenca de mustacona (ZOGHBI et al., 2008).

Substancias sesquiterpénicas das classes dos patchulanos (i), eudesmanos (ii), cariofilanos
(iii) e rotundanos (iv) sdo predominantes nos Oleos essenciais e extratos apolares das espécies de
Cyperus (ZOGHBI et al., 2008).

Jo

i ii iii iv

Figura 4 — Classes de substancias presentes no dleo essencial dos rizomas de C. articulatus.
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1.1.5 Importancia econdmica da priprioca no Para

A expansdo do mercado de Produtos Florestais Ndo Madereiros (PFNMSs) tem trazido a
tendéncia da insercdo do cultivo de espécies nativas e adaptadas que levem ao desenvolvimento
sustentavel (MIGUEL, 2007).

No entanto, a exploragdo de recursos naturais na AmazoOnia ainda enfrenta muitos
problemas, como a falta de controle de qualidade do produto, oferta e custos, disponibilidade de
matéria-prima, entre outros. Os poucos conhecimentos cientificos dos produtores tendem a limitar
a producdo, tornando-os pouco competitivos no mercado (SILVA, MOTA E CONCEICAO, 2008).

A priprioca tornou-se a partir dos anos 2000 uma importante fonte de recursos para
comunidades do entorno de Belém-PA e da ilha de Cotijuba-PA. Depois desta data a Empresa
Natura, uma das mais importantes do setor de Cosméticos do Brasil e do mundo, iniciou a producéo
de perfumes baseados no 6leo essencial de priprioca, antes estudado por Barata & Ortiz e cujo 6leo
essencial e informacdes pertinentes foram passadas ao pessoal da mesma Empresa e Coligados .

Visando uma economia voltada ao desenvolvimento sustentavel e que gere perspectivas
reais de riqueza para a regido e apés a inserc¢éo no mercado da perfumaria nacional, iniciou-se uma
grande demanda pelos tubérculos da priprioca, estimulando a producéo orgéanica da espécie por
pequenos produtores rurais (SILVA, MOTA e CONCEICAO, 2008).

O tempo estimado desde o plantio até a colheita € de oito meses. O plantio € realizado em
canteiros em sistema organico e a preparacdo da terra é feita pela derrubada, queima e coiva,
método considerado tradicional. A produtividade média que se tem observado é de 15 a 42
toneladas por hectare (SILVA, MOTA e CONCEICAO, 2008).

Portanto, a cultura da priprioca é anual e o processo de cultivo praticamente todo manual.
Os produtores devem manter a area de cultivo limpa e preparar canteiros que devem receber
adubacédo antes do plantio. O plantio é feito através de mudas, no caso, tubérculos. A colheita
tambem é feita manualmente (CASTELLANI et al., 2012).

A espécie representa importante fonte de renda para muitas familias de produtores rurais.
Em Belém, por exemplo, os rizomas séo vendidos no complexo do Ver-0-Peso, onde 0 mago custa
em média de R$ 2,00 a R$3,00 (OLIVEIRA e ZOGBHI, 2008).

Recentemente, estudos visam a utilizacdo da parte aérea da planta, que normalmente ¢é

descartada como material de ornamentagdo. As folhas da priprioca podem ser utilizadas em
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arranjos, junto a flores ou ndo, em substituicdo ao junco. A durabilidade das hastes mantidas em
agua é de 7 a 15 dias, 0 que as torna adequadas para este fim. Assim, o produtor além de
comercializar os rizomas da priprioca comercializa suas partes aéreas aumentando sua renda
(ROBLES et al., 2008).

1.1.6 Estudos Quimicos e Atividade Bioldgica relatados com C. articulatus L.

Na Africa e na Amazonia os rizomas de C. articulatus L. s&o utilizados no tratamento de
diversas enfermidades como dor de estbmago, febre, constipacao, infec¢des respiratdrias e vermes.
Segundo Ngo Bum et al. (2004) o p6 seco preparado a partir dos rizomas da planta € usado sobre
a pele contra enxaqueca, dores de cabeca, febres, edemas e para problemas de ovulacéo.

Nos extratos provenientes da decoc¢do dos rizomas de C. articulatus foram encontrados
saponinas, flavonoides, terpenos, taninos e agucares (NGO BUM et al., 2001). Estudos realizados
por Bum et al. (2000) demonstraram que 0s extratos aquosos da espécie, coletada em estacéo seca,
ndo apresentaram efeitos analgésicos ou paralisantes, porém a atividade motora em camundongos
foi diminuida significativamente ap0s a ingestdo do extrato. Observou-se, portanto, que a espécie
apresenta propriedades similares a outros sedativos conhecidos, induzindo o sono.

De acordo com Rukunga et al. (2007) os sesquiterpenos corimbolona e mustacona,
isolados do extrato cloroférmico dos rizomas de C. articulatus apresentaram atividade anti-
plasmddica significativa, sendo que o sesquiterpeno mustacona mostrou-se mais eficiente.
Thebtaranonth et al. (1995) ja haviam constatado a atividade antimalarica de sesquiterpenos
presentes em tubérculos de C. rotundus.

Oladosu et al. (2011) relatam a atividade antibacteriana do 6leo essencial de C. articulatus
oriundas da Nigéria e apontam para a maior susceptibilidade de bactérias do tipo gram negativo a
esse Oleo essencial.

A atividade anti-candida de plantas brasileiras foi constatada nos estudos de Duarte et al.
(2005) sendo uma destas plantas a priprioca. Foram testados o 6leo essencial e o extrato etandlico
dos rizomas da espécie. O 6leo essencial foi considerado moderadamente inibitorio, enquanto que
0 extrato etandlico foi considerado fracamente inibitorio. Os autores concluiram que para se atingir
a concentracdo minima inibitdria seriam necessarias altas concentracGes do 0leo essencial e do

extrato.



12

Segundo Sousa et al. (2008) o oleo essencial de C. articulatus apresenta atividade
antiespasmadica, a acdo seria entre 0s receptores histaminérgicos e muscarinicos da musculatura
lisa do ileo de cobaia.

Além dessas atividades, Souza Filho et al. (2008) realizaram estudos sobre a atividade
alelopética do 6leo essencial e dos extratos hexanico, diclorometénico e metanolico dos tubérculos
da espécie. O estudo constatou altos valores de inibicdo e desenvolvimento da radicula de duas
especies de plantas daninhas: malicia (Mimosa pudica), mato-pasto (Senna obtusifolia) e também
da leguminosa forrageira pueraria (Pueraria phaseoloides) indicando potencial herbicida da

espécie.

1.1.7 Oleos essenciais, hidrolato e massa residual

Oleos essenciais (OE), também conhecidos como oOleos volateis, sdo metabolitos
secundarios obtidos de partes de plantas como raizes, caules, rizomas, sementes, flores e folhas,
tendo como principal método de extracdo a destilacdo por arraste a vapor d’agua e hidrodestilagdo
(PROBST, 2012). Ndo possuem alta estabilidade, em especial na presenca de ar, calor, luz,
umidade e metais (LUPE, 2011).

Os Gleos essenciais sdo constituidos especialmente por compostos como hidrocarbonetos
terpénicos aldeidos, fenois, alcoois simples e terpénicos, cetonas, éteres, dxidos, cumarinas,
ésteres, peroxidos, lactonas, acidos organicos, furanos e compostos com enxofre. Normalmente
apresentam compostos majoritarios; os demais compostos geralmente formam uma mistura
complexa e sdo compostos minoritarios. Um 6leo essencial pode ser identificado pelo seu marcador
quimico, que corresponde a padronizacdo da substancia majoritaria encontrada em sua composicao
quimica (SIMOES e SPITZER, 2002).

Ha& séculos os 6leos essenciais sdo usados como flavorizantes, cosméticos e perfumes e
para fins medicinais. Estes 0leos costumam apresentar baixa toxicidade aos mamiferos, sdo
biodegradaveis e podem atuar sobre varias moléculas-alvo ao mesmo tempo (PROBST, 2012).

Atualmente, os 6leos essenciais mais comercializados do Brasil sdo 0s 6leos de pau-rosa,
patchouli, vetiver e os citricos. No entanto, a fragrancia amadeirada, forte e agradavel da priprioca

tem sido destaque da perfumaria nacional e mundial. A priprioca supera barreiras regionais e sai
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dos quintais para ganhar a atencdo do luxuoso mercado da perfumaria (ZOGHBI, 2005; BIZZO et
al., 2009).

Os 0leos essenciais sdo amplamente estudados, buscando-se a composi¢do quimica e a
atividade biologica dos mesmos. No entanto, os residuos gerados pelo processo extrativo, tanto o
material vegetal (residuo sélido) quanto o material liquido (hidrolato) sdo pouco estudados.

O residuo solido consiste na massa vegetal esgotada de 6leo essencial. Ja o hidrolato,
hidrosol ou agua floral consiste no residuo aquoso proveniente da extracdo do Oleo essencial do
material vegetal. O vapor de dgua passa pelas glandulas lipofilicas do material vegetal arrastando
consigo moléculas volateis. Devido a diferenca de densidade, 6leo essencial e agua ndo se
misturam, facilitando o processo de extracdo de 6leo essencial. Entretanto, uma pequena
quantidade de 6leo essencial, sobretudo monoterpenos e arilpropanoides, substancias de baixo peso
molecular, sdo arrastadas pelo vapor d’agua utilizado no processo de extragdo, condensam e
permanecem no hidrolato. Assim, o hidrolato mantém certas caracteristicas olfativas do 6leo
essencial, é gerado em grandes quantidades e ndo possui valor agregado, sendo assim apresenta
grande potencial para se tornar matéria-prima para a Inddstria Cosmética, um dos setores que mais
cresce anualmente.

De acordo com a Associacdo Brasileira da Industria de Higiene Pessoal, Perfumaria e
Cosmética — ABIHEPC, (2015), a tendéncia mundial para o setor de cosmética e higiene pessoal
nos proximos anos baseia-se em marcar com consciéncia ética e sustentavel e aponta para uma
elevacdo do potencial de crescimento de matérias-primas tais como, fragrancias naturais, sendo
assim produtos naturais extraidos da Amazénia garantem destaque em tal setor. O Brasil se destaca
no ranking mundial de consumidores de produtos cosmeéticos, representando 9,4% do consumo
mundial de produtos cosméticos, estando abaixo apenas dos Estados Unidos da Ameérica e da
China. Produtos para a pele foram listadas em 6° lugar no ranking dos produtos mais utilizados
(Grafico 01).
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Grafico 01: Ranking mundial de consumo de produtos de Higiene Pessoal, Perfumaria e Cosmética.
Fonte: ABIHEPC, 2015.

Farta: Buremanilor

Alguns fatores como o0 aumento da expectativa de vida e a vontade de manter uma aparéncia
mais jovem, a inser¢do da mulher no mercado de trabalho e a necessidade de comprar produtos
prontos, tém contribuido para o aumento da demanda de produtos de cosméticos e higiene pessoal.
De acordo com a ABIHEPC (2015), a Industria de Higiene Pessoal, Perfumaria e Cosmética
apresentou um crescimento médio deflacionado composto proximo a 10% ao ano nos ultimos 19
anos. Como se observa no grafico 02 o faturamento passou de R$ 4,9 bilhdes em 1996 para R$
43,2 bilhdes em 2014.
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Gréfico 02: Faturamento da Industria de Higiene Pessoal, Perfumaria e Cosmética no Brasil.
Fonte: ABIHEPC, 2015.
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Embora o consumo de produtos cosméticos e de higiene pessoal sofram aumentos anuais,
as industrias que fabricam estes produtos estdo distribuidas de forma disforme pelo territério
nacional (Grafico 03). O Norte do Brasil € a regido que possui menos industrias desse setor, mesmo
abrigando uma gama de plantas medicinais e aromaticas. Considerando o Estado do Par4, onde se
encontra a UFOPA, estes nimeros sdo mais alarmantes, apenas 13 empresas estdo registradas no

Paré e apenas uma em Santarém-PA.

B Norte = 48 § 33
B Centro-Oeste = 180
[J Nordeste = 244
Bl Sudeste = 1.550
O sul = 480
BRASIL = 2522

Atualzado 29/06/2015

Gréfico 03: Distribuigdo das indUstrias de perfumaria, cosmética e higiene pessoal no Brasil.
Fonte: ABIHEPC, 2015.

1.1.8 Técnicas de analise de produtos naturais: CG-EM, HS-SPME e UPLC

A cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM) baseia-se na
técnica de separacdo das substancias de uma amostra por meio de sua distribui¢do ao longo da fase
estacionaria (sélida ou liquida) e mdvel (gasosa), sendo muito utilizada para gases ou substancias
volateis. A amostra € inserida na coluna contendo a fase estacionaria onde a temperatura adequada
volatiliza as substancias que permanecem retidas de acordo com suas propriedades e propriedades
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da coluna, sendo assim chegam ao final da coluna em tempos diferentes, podendo ser detectadas
por um espectrometro de massas (COLLINS, BRAGA e BONATO, 2006).

Ja a técnica HS-SPME (Micro extragcdo em fase solida no headspace?) ndo utiliza solvente
e tem alto poder de concentracdo, adequada a sensibilidade dos detectores de CG, a mesma €
aplicavel a muitos tipos de analito. O elemento basico da técnica é um bastéo de fibra 6tica de 100
mm de diametro, feita com silica fundida (FS), com 10 mm de extremidade recoberta com um filme
fino de um polimero (PDMS=polidimetilsiloxano, PA=poliacrilato ou Carbowax=Cxx) ou de um
adsorvente solido (carvao ativo microparticulado=Carboxen). A extracdo ocorre mergulhando a
secdo recoberta no “headspace” da amostra (VALENTE e AUGUSTO, 2000).

UPLC (Ultra Performance Liquid Chromatography) vem da HPLC (High Performance
Liquid Chromatography). A técnica UPLC é uma ferramenta ideal para a separacdo rapida de
misturas complexas. UPLC é considerada a nova direcdo da cromatografia liquida, aprimorando
trés areas: velocidade, resolucéo e sensibilidade. A grande diferenca esta no tamanho das particulas
utilizadas na coluna, as particulas da UPLC s&o muito menores. Ao utilizar particulas menores a
velocidade e o numero de picos registrados em fun¢do do tempo sdo muito melhores (PRATIMA,
SHRADDHA e ZIBRAN, 2013).

O classico método de separacdo HPLC apresenta muitas vantagens como robustez,
facilidade de uso, boa seletividade e sensibilidade ajustavel. A sua principal limitacdo € a falta de
eficiéncia em comparacdo com a cromatografia gasosa ou a eletroforese capilar devido aos baixos
coeficientes de difusdo em fase liquida, envolvendo difusdo lenta de analitos na fase estacionaria
(PRATIMA, SHRADDHA e ZIBRAN, 2013).

A UPLC é adequada para andlise de produtos naturais pois fornece separacfes de alta
qualidade e capacidades de deteccdo para identificar os compostos ativos em amostras altamente
complexas que resultam de produtos naturais e fitoterapicos tradicionais (PRATIMA,
SHRADDHA e ZIBRAN, 2013).

2 Da tradugdo “espaco de cabega” consiste no espago vazio no qual estio volatilizados os compostos
presentes na amostra.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Obter o perfil fitoquimico do residuo solido proveniente do processo de extracdo de 6leo

essencial de priprioca (Cyperus articulatus var. nodosus) cultivada em Santarém-PA. Avaliar o

potencial toxico, citotdxico (antiproliferativo) e antimicrobiano dos extratos do residuo sélido de

priprioca. Caracterizar quimicamente o hidrolato de priprioca e avaliar a atividade antimicrobiana.

> o

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Preparar extratos do residuo solido de priprioca com solventes organicos de diferentes
graus de polaridade em sistema Soxhlet e em sistema descontinuo (banho-maria).
Fracionar o extrato etanélico dos residuos sélidos de priprioca por meio de extracéo acido-
base.

Fracionar o extrato etandlico dos residuos solidos em compostos polares e apolares.
Fracionar o extrato hexanico obtido no item a em coluna cromatografica flash.
Identificar por Cromatografia de Gas acoplada a Espectrometria de Massas (CG-EM)
compostos volateis presentes no 6leo essencial, no extrato hexanico do residuo sélido e
no hidrolato de priprioca.

Identificar compostos volateis presentes no hidrolato por HS-SPME.

Avaliar a atividade antiproliferativa dos extratos dos itens a; d.

Avaliar a toxicidade frente Artemia salina dos extratos do item c.

Avaliar a atividade antimicrobiana dos extratos obtidos nos dos itens b; d e do hidrolato

de priprioca.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 MATERIAIS
Para a execucéo da parte experimental do trabalho utilizou-se os seguintes equipamentos:
Balanca analitica da marca Shimadzu, modelo AUY 220;
Moinho triturador da marca Garthen;
Moinho de facas da marca Marconi;
Evaporador rotativo da marca Fisatom, modelo 801 com sistema de refrigeracao acoplado;
Refrigerador marca Brastemp, modelo Inverse maxi;
Dorna piloto (prototipo de 150L em a¢o inox);
Cromatdgrafo a Gas acoplado a Espectrometro de Massas Agilent, modelo: HP-6890 acoplado
a detector seletivo de massas;
Cromatoplacas de de aluminio, silicagel 60 mesh, marca Merck;
Estufa ALGINE;
Espectrofotdmetro Shimadzu UV mini 1240;

Molecular Devices®, modelo VersaMax;

Para o estudo quimico e biol6gico foram utilizados os seguintes reagentes, solventes e

materiais biologicos:

Reagentes:

HCI;

Agar;

NaHCOs;

Caldo Muller Hilton;

Cloreto de trifenil tetrazélio (CTT);
NaOH,;

RPMI 1640;

Silica Merck 400 mesh;

Silica Merck 60 mesh;

Soro fetal bovino;



Na2SOq;
Sulforrodamina B (SRB);

Trizma base.

Solventes:

Acetato de etila P. A (AcOET);,
Acido tricloroacético (TCA);
Diclorometano P.A (CH2Cly);
Dimetilsulfoxido (DMSO);

Etanol 96% (EtOH);

Hexano P.A. (HEX);

Metanol P. A (MeOH);
Trimetilsilil-diazometano (TMSD);
Tween® 80%.

Material biologico:

Cepas

Aspergillus niger — ATCC 16404,
Bukorolderia cepaceae — ATCC 25416;
Candida albicans - ATCC 10231,
Escherichia coli - ATCC 11775;
Pseudomonas aeruginosa - ATCC 13388;
Staphylococcus aureus - ATCC 6538.

Linhagens tumorais humanas:

786-0 (rim);

HT29 (célon);

K562 (leucemia);

MCF-7 (mama);

NCI-H40 (pulméo, tipo ndo pequenas células);

NCI-ADR-RES (ovéario com fenotipo de resisténcia a multiplos farmacos);

19
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e OVCAR-3 (ovario);

e PC-3 (prostata);

e U251 (glioma).
Linhagem ndo tumoral humana:

e (= HaCat (queratindcitos imortalizados).
Microcrustaceo

e Nauplios de Artemia salina.

3.2 METODOS

3.2.1 Coleta do material vegetal

A espécie de priprioca implantada e cultivada em Santarém foi a espécie C. articulatus
var. nodosus da regido de Belém, PA, obtida especificamente do municipio de Santo Antdnio de
Taud — PA. O nimero de registro da exsicata € MG: 207174 e encontra-se depositada no herbério
do Museu Paraense Emilio Goeldi localizado em Belém, Para. Para implantar um hectare de cultivo
de priprioca foram necessarios 300 kg de rizomas/ha, adquiridos ao preco de R$ 4,00/kg.

A coleta dos 6rgdos subterraneos (rizomas, tubérculos e raizes) foi realizada na area onde
se desenvolve o projeto de cultivo da priprioca, localizada na comunidade Tabocal, BR-163, km
23, adentrando cerca de 3 km no ramal da Terra Preta, municipio de Santarém-PA [(-
54°43°00,10”W e -02°37°41,10”S)]. O solo da area de Tabocal apos analise granulométrica® foi
classificado como arenoso, com pH igual a 5, considerado de baixa acidez, devido ao processo de
calagem sofrido nos ultimos dois anos. A area também passou por adubac¢do organica, incorporacao
de cama de frango curtido, recebendo, assim, rica quantidade de macro e micronutrientes

Em marco de 2014 foram coletados 1000 kg de 6rgdos subterraneos (rizomas, tubérculos
e raizes) de priprioca (Fig 5). Apo6s a colheita, 0s 6rgaos subterraneos passaram por um processo
de limpeza para a retirada dos catafilos e escapos. Para condugao e armazenamento foram utilizados

sacos de rafia com capacidade de 50 kg, com pequenos furos que permitiram o arejamento do

3 O cultivo faz parte de um projeto maior apoiado pela CAPES conduzido pelo Pés-Doc Michelly Rios
Arévalo e orientado pelo Prof. Lauro E. S. Barata coordenador do Lab. P&DBIO-UFOPA.
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material, impedindo, assim, a formagdo de um microclima que possibilite a proliferagéo de
microrganismos. Os rizomas foram lavados em duas aguas e em &gua adicionada de hipoclorito de
sodio 2,5%. A secagem dos rizomas e tubérculos foi realizada em estufas a 60°C. Depois de seco
0 material perdeu 45% de umidade, restando 550 kg. O material foi transportado de barco (2 dias)
para a Empresa Beraca em Belém-PA onde foram triturados em moinho industrial* e teve o 6leo
essencial extraido. Em consequéncia gerou um residuo solido (PRI-RES) que foi utilizado para esta

pesquisa.

Figura 5A: Cultivo de priprioca na comunidade Tabocal, Santarém-PA;
Figura 5B: Rizoma de C. articulatus var. nodosus) cultivados em Santarém-PA.
Fonte: Arquivos pessoais de Michelly Rios Arévalo.

3.3 EXTRACOES E FRACIONAMENTOS

3.3.1 Extracdo do OE1 na Empresa Beraca e obtencdo dos residuo sélido de priprioca

A extracdo do 6leo essencial dos rizomas e tubérculos foi realizada pelo método de arraste
a vapor em dorna industrial nas imedia¢6es da Empresa Beraca no processo coordenado pelo Prof.
Dr. Lauro E. S. Barata.

Para eliminar tracos de agua oriundos processo de separacao e que ainda esta contido no
o0leo essencial utilizou-se 20 mg de sulfato de sddio anidro.

Ao final, dos 550 kg de rizomas secos de priprioca, foram extraidos 2,2 litros de dleo

essencial com rendimento de 0,45%.

4 O processo foi coordenado pelo Prof. Lauro E. S. Barata na Empresa BERACA, Belém-PA
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3.3.2 Extracdo do OE2 em dorna piloto no Lab. P&DBio e obtengdo do hidrolato de

priprioca

O hidrolato utilizado para caracterizagdo quimica e ensaios bioldgicos foi proveniente da
extracdo de OE dos rizomas de priprioca coletados na area de cultivo Tabocal em junho de 2015.
O material vegetal foi seco em estufa a 60°C. A extracdo foi realizada em junho de 2015, pela
técnica de arraste a vapor® em dorna piloto (Fig 6) de 150L em aco inox do laboratorio P&DBIO.
2,070 kg de rizomas de priprioca foram triturados e inseridos na dorna. Obteve-se 3,131 g de 6leo
essencial de priprioca e um rendimento de 0,15%.

[ )
o .
b 3.
= U:

Saida da mistura
deoleo e hidrolato

Figura 6: Dorna piloto para extragdo de 6leo essencial de material vegetal por arraste a vapor.
Fonte: Arquivos pessoais da autora.
O hidrolato foi armazenado em frascos de plastico e mantido sob refrigeracdo em geladeira
a aproximadamente 4°C. 500 mL de hidrolato de priprioca foram extraidos com 3 X 50 mL de
CH2Cl; e seco com NazSOa. Recuperou-se 121,4 mg de éleo essencial de priprioca, rendimento de
2,4%.

5 Na técnica de arraste a vapor o material vegetal ndo entra em contato com a agua. O vapor de &gua passa
através do material moido e arrasta os compostos volateis presentes.
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O OE de priprioca e o concentrado de hidrolato foram caracterizado quimicamente por
Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (CG-EM).

3.3.3 Obtencao dos extratos organicos

Soxhlet: As extracdes via Soxhlet foram realizadas em triplicatas nas quais 40 g de residuo
solido de priprioca foram inseridos num cartucho de papel de filtro dentro do copo extrator do
Soxhlet (Fig 7). Adicionou-se 500 mL de n-hexano no baldo de fundo redondo. O periodo de
extracdo foi de 8 h para cada solvente. Apoés o hexano completar o periodo utilizou-se o
diclorometano (CH2Cl2), em seguida o acetato de etila (AcOEt) e por fim etanol (EtOH), sendo
este tipo de extracdo conhecida como extracdo sucessiva. As solucdes de extratos foram
concentradas em evaporador rotativo a pressdes reduzidas gerando um extrato concentrado com as
seguintes médias de rendimento: Extrato hexanico (PRIr-S-HEX): 810 mg, Extrato
diclorometanico (PRIr-S-DIC): 980 mg, Extrato acetato de etila (PRIr-S-ACOET): 1,057 g,
extrato etanolico (PRIr-S-ET): 3,02 g.

Figura 7: Equipamento de extra¢do do tipo “Soxhlet”
Fonte: Arquivos pessoais da autora.
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Banho-maria: A extragdo por banho maria foi realizada em triplicatas com 150 gramas de
residuo sélido de priprioca inseridos juntamente com 600 mL de etanol 96° L/L em beéqueres de
2000 mL imersos no banho a 60 °C. A extracao perdurou durante 8 h com agitacdes periodicas. As
solucdes obtidas foram concentradas em evaporador rotativo a pressdes reduzidas gerando um

concentrado de extratos etanolicos com média 10,5 g.

3.3.4 Extracéo acido-base do extrato etandlico obtido em banho-maria

Utilizou-se 10 g do extrato etandlico extraido em banho-maria do residuo solido de
priprioca. Ressolubilizou-se o extrato etandlico em 50 mL de acetato de etila. A solu¢cdo AcOET
inicial (A) foi transferida para um funil de separacdo de 250 mL, e extraida com as solu¢des aquosas
na ordem descrita abaixo (Fig 8):

a)  Extragdo com HCI: Extraiu-se a solucdo de acetato de etila inicial (A) com solucéo
aquosa de HCI 2% (3x30 mL). A solugdo AcOEt (A) foi mantida no funil para prosseguir a
extracdo. Juntou-se as fracGes aquosas acidas. Neutralizou-se pela adi¢do de uma solucdo 5 M de
NaOH até meio basico (pH = 12). Essa solucdo aquosa foi extraida com acetato de etila (3x30 mL)
utilizando um outro funil de separacéo. Transferiu-se esta solugdo para um erlenmeyer, secou-se
com Na>SO4 anidro. Evaporou-se a solugdo em evaporador rotativo. Obteve-se rendimento de 4,22
%. Este extrato foi denominado: PRIr-Bases.

b) Extracdo com NaHCOs: Extraiu-se a solucdo de acetato de etila (A) no funil de
separagdo, com NaHCO3 5% (3x30 mL). Guardou-se a solucdo de acetato de etila (A) para
prosseguir a extracdo. Juntou-se as fragdes aquosas de NaHCOs. Resfriou-se a aproximadamente
10°C e neutralizou-se adicionando pequenas quantidades de HCI concentrado, agitando
vigorosamente até meio acido (pH= 4). Coletou-se o precipitado formado através de uma filtracéo
a vécuo utilizando o funil de Bichner. Obteve-se rendimento de 8,76%. Este extrato foi
denominado: PRIr-Acidos.

C) Extragdo com NaOH: Extraiu-se a solucdo de acetato de etila (A) com NaOH 3%
(3x30 mL). Guardou-se a solugdo de acetato de etila para prosseguir a extracdo. Resfriou-se a
aprox. 10°C e neutralizou-se adicionando pequenas quantidades de HCI concentrado, agitando

vigorosamente até meio acido (pH= 4). Coletou-se o precipitado formado através de uma filtracéo
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a vécuo utilizando o funil de Biichner. Obteve-se rendimento de 10,61%. Este extrato foi
denominado: PRIr-Fendis.

d)  Compostos neutros: Lavou-se a solucéo acetato de etila (A) do funil de separacdo
(A) com solucéo aquosa de NaCl (2%) (2x30 mL). Transferiu-se a solucdo de acetato de etila para
um erlenmeyer. Secou-se com Na>SO4 anidro, filtrou-se e a solugéo foi concentrada em evaporador
rotativo. Obteve-se rendimento de 19,14%. Este extrato foi denominado: PRIr-Neutros.

Figura 8: Processo de extracdo do extrato etandlico do residuo solido de priprioca com &cidos e bases em
funil de separacéo.
Fonte: Arquivos pessoais da autora.

3.3.5 Fracionamento em Cromatografia em coluna via Umida

Compostos bésicos (PRIr-Bases): 142,5 mg de PRIr-Bases foram fracionados em

cromatografia de coluna, preparada em coluna de vidro com filtro sinterizado com 20 g de silica
Merck 60 mesh. As fases moveis utilizadas foram: CH2Cl:MeOH 99:1, CH.Cl>:MeOH 98:2,
CH2Cl2:MeOH  97:3, CH2Cl>:MeOH 95:5, CH.Cl>:MeOH 90:10, CH.Cl>:MeOH 80:20,
CH2Cl2:MeOH 70:30, CH.Cl>:MeOH 50:50, MeOH 100%. Foram coletadas 21 fragbes que apds

anélise em CCD as que apresentaram um perfil semelhante foram reunidas, totalizando 8 fragdes.
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Extrato hexanico obtido via Soxhlet: Para o preparo da coluna flash (Fig 9) utiliza-se silica

de particulas menores (230-400 mesh) sendo necessaria a utilizacdo de um sistema de
bombeamento a vacuo para empacotamento e eluicdo (DEGANI, CASS e VIEIRA, 1998).
Utilizou-se 20 gramas de silica Merck 400 mesh.

A coluna cromatografica foi preparada em funil de vidro com filtro sinterizado e
empacotada a seco. Utilizou-se 2,24 g de extrato hexanico para a prepara¢do da amostra a ser
fracionada. Redissolveu-se o extrato em hexano depositando-o sob uma capsula de porcelana em
banho-maria. Apés a evaporacdo do solvente o extrato foi incorporado a silica e a amostra foi
depositada sobre a silica na coluna cromatogréfica. Um algodéo foi inserido sobre a amostra para
que o empacotamento da silica ndo fosse comprometido ao verter o solvente. O kitassato foi
acoplado ao sistema de vacuo.

Os eluentes utilizados para a fase movel foram, respectivamente: Hex:CH.Cl, 70:30
(Fracéo 1), Hex:CH2Cl. 30:70 (Fragéo 2), CH2Cl> 100% (Fracao 3), CH.Cl2:MeOH 98/02 (Fragéo
4) e MeOH (Fracgdo 5). Apos analise em CCD as fracGes 1 e 2 foram agrupadas.

Figura 9: Sistema montado para a realizacdo de cromatografia em coluna flash.
Fonte: Arquivos pessoais da autora.
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3.3.6 Particdo liquido-liquido do extrato etandlico

Para o fracionamento por polaridade 11,22 g de extrato etanolico obtido via banho-maria
foi solubilizado em 150 mL de solucéo etanol/agua 70:30 (Fig 10). A solucéo foi transferida para
um funil de separacdo e iniciou-se o processo de parti¢cdo liquido-liquido na ordem: hexano,
diclorometano e acetato de etila (3 X 30 mL cada). Ao final, as solugfes foram secas com Na>SOg,
filtradas e concentradas em evaporador rotativo a pressao reduzida, obtendo-se os extratos: PRIr-
P-HEX, PRIr-P-DIC e PRIr-P-ACOET.

Figura 10: 10 A- Particéo liquido-liquido do extrato etandlico do residuo sdlido de priprioca e extratos derivados,
10 B- Frac¢des obtidas do processo de particdo liquido-liquido.
Fonte: Arquivos pessoais da autora.

3.3.7 Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

As CCDs foram realizadas em cromatoplacas de aluminio, silicagel 60 mesh, marca
Merck. As fases méveis foram produzidas de acordo com a polaridade dos extratos e observacdo
da separacgéo de substancias nas placas. Para a revelacéo as placas foram submetidas a irradiacéo
com lampadas Ultravioleta (UV) em dois comprimentos de onda: 254 nm e 366 nm. Como agente

revelador utilizou-se vanilina sulfurica e anisaldeido seguidos por aquecimento das placas.
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3.3.8 Caracterizacao via CG-EM, HS-SPME e UPLC

O equipamento utilizado para cromatografia gasosa foi 0 Cromatdgrafo a Gas acoplado a
Espectrometro de Massas Agilent, modelo: HP-6890 acoplado a detector seletivo de massas,
patrimonio do CPQBA — Unicamp.

Para 1 uL o 6leo essencial e hidrolato de priprioca:
e Coluna capilar HP-5MS (30m x 0,25 mm x 0,25 um).
e Temperatura injetor = 220°C,
e Temperatura detector = 250°C,
e Coluna=60°C, 3° C. min, 240 °C (20min),
e Gas de arraste= He 1,0 mL. min™,

Para 10 mg/mL de extrato hexanico do residuo sélido de priprioca, extrato hexanico
derivatizado e frac6es do extrato hexanico do residuo solido de priprioca obtidas via cromatografia
em coluna flash utilizou-se o método Cumaru, especialmente desenvolvido pelo prof. Dr. Adilson
Satoratto para analise de compostos volateis em extratos:

e Coluna capilar HP-5MS (30m x 0,25 mm x 0,25 pm).
e Temperatura injetor = 250°C,

e Temperatura detector = 300°C,

e Coluna=80°C, 5° C. min, 280 °C (20min),

e Gas de arraste= He 1,0 mL. min™,

Os espectros de massa obtidos foram comparados com os disponibilizados na biblioteca
NIST e bibliografia Adams (2007).

A técnica de microextracdo em fase sélida no headspace da amostra (HS-SPME) foi
utilizada para determinacéo dos componentes volateis presentes no hidrolato. Para tanto, 50 mL de
hidrolato foram inseridos em um frasco fechado e foi aquecido a 60 °C juntamente com agitacao
constante. Apés a estabilizacdo do sistema, a fibra PDMS-DVB (polidimetilsiloxano-
divinilbenzeno) com 65 um de espessura do filme foi exposta aos componentes volateis presentes
no headspace ficando retidos na fibra por adsor¢do. Apos 30 minutos a fibra foi recolhida para o
interior da seringa e inserida no cromatografo a gas acoplado a detector seletivo de massas (CG-
EM).



29

As andlises em UPLC foram realizadas para o extrato etanolico do residuo solido e as
fracOes obtidas via extracdo &cido-base, além de trés fracbes obtidas via fracionamento dos
compostos basicos em coluna cromatografica em equipamento Acquity Plus®, no laboratoério de

Espectrometria de Massas, no Instituto de Quimica da Unicamp.

3.3.9 Derivatizacao do extrato hexanico

Para a derivatizacao do extrato hexanico (esterificacdo dos acidos graxos) solubilizou-se
10 mg de extrato hexanico do residuo sélido de priprioca em 2 mL de solu¢cdo CH.Cl>:MeOH
90:10. Em seguida adicionou-se o reagente trimetilsilil-diazometano (TMSD) (BOAVENTURA
JR., 2015).

3.4 AVALIACOES DAS ATIVIDADES BIOLOGICAS

3.4.1 Teste de toxicidade em Artemia salina

O teste de toxicidade em Artemia salina foi realizado com as trés fragOes obtidas por
particdo liquido-liquido: PRIr-P-HEX, PRIr-P-DIC e PRIr-P-ACOET. As fra¢des foram diluidas
em agua salina com auxilio do reagente Tween® 80%. Adotou-se o delineamento experimental
inteiramente casualizado com trés repeticdes em esquema fatorial 4x3, sendo quatro o nimero de
concentragdes: 50; 5,0; 0,50 e 0,05 ug/mL das amostras testadas e trés fragdes oriundas do processo
de particdo liquido-liquido. O teste positivo e negativo foi avaliado com etanol e agua salina
respectivamente. A mortalidade por toxicidade da A. salina foi avaliada com 10 individuos por
tubo de ensaio.

3.4.2 Avaliacéo da atividade antiproliferativa
Os testes de atividade antiproliferativa foram realizados na Divisdo de Farmacologia e

Toxicologia do CPQBA (Centro de Pesquisas Quimicas, Bioldgicas e Agrondmicas) — UNICAMP,

sob coordenacédo da Dra. Ana Lucia Ruiz.
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Foram utilizadas nove linhagens tumorais humanas: U251 (glioma); MCF-7 (mama); 786-
0 (rim); NCI-H40 (pulméo, tipo ndo pequenas células); PC-3 (prostata), OVCAR-3 (ovario); HT29
(colon); K562 (leucemia) e NCI-ADR-RES (ovéario com fendtipo de resisténcia a multiplos
farmacos) e uma linhagem nédo tumoral humana: g = HaCat (queratindcitos imortalizados).

As linhagens celulares foram cultivadas em meio RPMI-1640, suplementadas com 5% de
SBF e penicilina:estreptomicina (100UI/mL:100pg/mL), densidade de inoculagdo: 3,0 X 10*
cel/mL. Foram inoculados 100 uL por compartimento de suspensao celular em placas de 96
compartimentos. Preparou-se também uma placa controle (To) com as respectivas linhagens
celulares. As placas foram incubadas por 24 horas a 37°C em atmosfera de 5% de gas carbdnico
(CO2) em ambiente umido.

Os extratos foram diluidos em solucdo estoque de dimetilsulfoxido (DMSO) na
concentracdo de 0,1 g/mL. Essas solucdes foram diluidas cerca de 400 vezes no meio de cultura
com a finalidade de evitar a toxicidade de DMSO. Os extratos foram adicionados nas concentragdes
0,25; 2,5; 25 e 250 pg/mL em triplicata, em seguida foram incubados por 48 horas a 37°C em
atmosfera de 5% de CO> e ambiente Umido em placas de 96 pogos (Fig. 11).

As células inoculadas na placa controle To foram fixadas com a adicdo de 50
pL/compartimento de TCA a 50% para a determinacdo da quantidade de células presentes no
momento em que as amostras foram aplicadas, correspondendo este ao valor basal To. As células
foram fixadas ap6s 48 horas de tratamento com 50uL/compartimento de acido tricloroacético a
50% (TCA) e incubadas a 4°C durante 1 h. Apos o periodo, as placas passaram por processo de
quatro lavagens consecutivas com agua corrente para a remocao dos residuos de TCA, meio de
soro fetal e metabdlitos secundarios, sendo mantidas a temperatura ambiente até a secagem
completa.

Apbs a secagem, foram adicionados 50 pL/compartimento do corante protéico
sulforrodamina B (coloragdo fortemente rosada) a 4% m/v dissolvido em solugdo de acido acético
1% sendo as placas mantidas em temperatura ambiente por cerca de 30 min. Em seguida as placas
foram lavadas por quatro vezes com solucdo de acido acético 1% e, ap0s secagem, o corante ligado
as proteinas celulares foi solubilizado com 150 pL/compartimento de Trizma Base. A leitura
espectrofotométrica da absorvancia foi realizada em leitor de microplacas a 540 nm (Molecular

Devices®, modelo VersaMax).
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Figura 11: Placa de 96 compartimentos usada no ensaio da SRB.
Fonte: Divisdo de Farmacologia e Toxicologia - CPQBA — Unicamp.

Descontando o valor de seus respectivos brancos foi possivel calcular as médias das
absorvéancias e determinar a porcentagem de crescimento de cada amostra testada. Se T representa
a média da absorvancia das células, C o controle de célula e To 0 controle de células no dia da
adicdo das amostras, T>C significa que a amostra-teste estimulou o crescimento celular, T>Tg €
<C significa que a amostra teste inibiu o crescimento celular, ou seja, houve efeito citostatico.

O célculo do crescimento celular (%) é realizado pela formula: 100 x [(T-To)/(C-To)]. Se
T<To a amostra-teste induziu morte celular, portanto apresentou efeito citocida. Esses resultados
foram expressos em curva de crescimento celular em fungdo da concentracdo da amostra através
de regressao nao linear, com o software ORIGIN 8.0 (SKEHAN et al., 1990; MONKS et al., 1991;
SHOEMAKER, 2006).
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3.4.3 Avaliagéo da atividade antimicrobiana

Os testes microbiologicos foram realizados na Divisdao de Microbiologia do CPQBA
(Centro de Pesquisas Quimicas, Biologicas e Agronémicas) — UNICAMP, sob coordenacdo da
Dra. Marta Teixeira.

Extrato hexanico, fragdes do extrato hexanico e fragdes da extracdo &cido-base do residuo
solido e o hidrolato de priprioca foram avaliados em testes com 06 microrganismos: Staphilococcus
aureus, Escherichia coli, Bukorolderia cepaceae, Pseudomonas aeruginosas, Aspergillus niger e
Candida albicans em quatro concentragdes 2000; 1000; 500; 250; 125; 62,5; 31,25; 15,62; 7,81;
3,90 e 1,95 pg/mL.

PRIr-Acidos, PRIr-Fenois, PRIr-S-HEX2; PRIr-S-HEX-Fr1,2; PRIr-S-HEX-Fr3; PRIr-S-
HEX-Fr4 E PRIr-S-HEX-Fr5 e o hidrolato de priprioca foram diluidos em meio Miller-Hinton,
preparando-se uma concentracdo de 8 mg/mL, obtendo concentracdo de 2 mg/mL no primeiro
compartimento da placa de microdiluicao.

Os indculos das quatro bactérias para os testes de susceptibilidade foram preparados de
acordo com as recomendacdes do protocolo M7-A6 para bactérias (NCCLS, 2003). Transferiu-se
culturas de bactérias de 24h cultivadas em meios especificos para tubos de ensaio contendo 4 mL
de solucdo salina estéril. Apés agitacdo das solucdes de bactérias em vortex, aliquotas de 2 mL
foram analisadas em espectrofotometro (Shimadzu UV mini 1240) a 625 nm e ajustadas com
solucéo salina para DO de 0,08 a 0,10 correspondente & concentragdo de 1,5 x 108 UFC/mL. O
mesmo volume de solucdo salina foi adicionado aos 2 mL remanescentes. Com as solucbes
padronizadas, realizou-se uma dilui¢do seriada, sendo a Gltima concentragdo de 1,5 x 10® UFC/mL
e, dessas Ultimas solucdes, 6 mL foram transferidos para tubos com 3 mL de meio de cultura (Caldo
Mueller Hinton ou BHI), estabelecendo-se uma concentracdo de 1 x 106 UFC/mL ou 1,0 x 10° em
100 pL, nos quais cada pogo das microplacas inoculados apresentem concentracdes de 5 x 10°
UFC/mL.

Para a levedura C. albicans esperou-se 0 seu crescimento em tubo de ensaio contendo meio
agar Saboraud a 35°C por 48 h. Aliquotas da cultura foram transferidas com o auxilio de al¢a de
platina para um tubo de ensaio contendo 4 mL de solucdo salina 0,85% estéril. A solucdo foi
homogeneizada em vortex sendo uma aliquota (2 mL) lida em espectrofotémetro (Shimadzu UV
mini 1240) a 530 nm e ajustada com solucdo salina 0,85% para uma DO de 0,09 a 0,11,
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correspondente a 5,0 x 10® UFC/mL. A partir da solucdo padronizada foi realizada a diluicio
seriada para obter ao final da mesma 5,0 x 10* UFC/mL. Finalmente, 1 mL da solucdo diluida foi
transferida para um tubo de ensaio contendo 9 mL de caldo RPMI-1640, correspondendo a
concentragéo de 2,5 x 102 UFC/mL ou 2,5 x 102 UFC em 100 pL (NCCLS, 2002b).

Jé os fungos filamentosos foram cultivados em placa de Petri com o meio mais adequado
por 10 dias. Apds a esporulacdo, as placas contendo fungo foram cobertas com 1,0 mL de solugdo
estéril de Tween 20 a 0,5% e homogeneizadas delicadamente com alca de Drigalski. O
sobrenadante (suspensao de esporos) das placas foi retirado com pipeta Pasteur estéril, filtrado em
gaze para reter os fragmentos de hifas e transferido para um tubo de ensaio esteéril.

Uma aliquota da suspensao de esporos foi lida em espectrofotdmetro (Shimadzu UV mini
1240) a 530 nm e ajustada com solucdo salina 0,85% para uma DO de 0,09 a 0,11 (transmitancia
de 80 a 82%). O processo se repetiu para a aliquota remanescente, buscando-se as mesmas
concentragfes. Em seguida, a suspensdo padronizada foi diluida na propor¢do 1:50 no meio padrédo
(RPMI-1640), correspondendo a 2x a densidade necessaria de aproximadamente 0,4 x 10* UFC/mL
(NCCLS, 2002a).

e Teste da Microdiluicao

Foram depositados 100 pL de caldo RPMI-1640 em uma microplaca estéril de 96 orificios
ou pocos (8 linhas A-H/1-12 colunas). 50 pL do extrato diluido (controle de esterilidade das
amostras) foram depositados na primeira coluna. Na segunda coluna foram depositados 100 pL de
cada extrato, sendo o contetido dos orificios homogeneizados com o meio e transferidos para os
orificios da coluna seguinte, repetindo-se o procedimento até a coluna 12, sendo os 100 pL finais
desprezados. As concentragdes avaliadas variaram entre 2000 e 1,95 pg/mL. Adicionou-se nas
colunas de 2 a 12 um volume de 100 pL do indculo padronizado (esporos, leveduras ou bactérias),
selando-as com parafilm.

As placas foram incubadas em estufa a 25 °C por 24 h para as bactérias. Apds o
tempo de incubacgéo, foram depositados em todos os pocos 50 pL de solucdo 0,1% de cloreto de
trifenil tetrazolio (CTT) e as placas reincubadas por um periodo de 2h. O CTT confere ao meio o

aparecimento da coloragdo vermelha quando as células apresentam atividade respiratoria (NCCLS,
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2003). A CIM foi definida como a menor concentracdo capaz de impedir o aparecimento de
coloragéo vermelha.

Ap06s o periodo de incubagdo das bactérias foram adicionados 50 pL da solucdo de CTT
e as placas reincubadas por 3 h. A CIM foi definida como a menor concentragéo da amostra, capaz
de impedir o aparecimento de coloracao vermelha, conferida ao meio quando as células apresentam
atividade respiratoria.

Apo6s o periodo de incubagdo da levedura e do filamentoso foi verificada mudanca de
coloragéo do meio RPMI-1640, de rosa (cor original) para amarelo, o que indica mudanca de pH

ocasionada pelo crescimento microbiano.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 OBTENCAO DO OE1 E RESIDUO SOLIDO DE PRIPRIOCA (PRI-RES)

Para o processo industrial realizado na Empresa Beraca em Belém-PA, sob supervisdo do
professor Lauro Barata, foi necessaria a producdo de uma tonelada dos rizomas da espécie, que
depois de seca em estufa por trés dias foi extraida por meio do processo de arraste a vapor, gerando
cerca de 2,2 litros do OE1, um rendimento de 0,45%. Corumba (2009) relata que o rendimento do
OE de priprioca pode atingir a percentuais de até 1%, utilizando-se métodos mais sofisticados de
extracdo, como a extracdo com fluido supercritico (CO.). Observou-se que os rizomas de priprioca
possuiam 45% de umidade. Até o momento ndo ha relatos na literatura acerca da utilizacdo desse
residuo por parte de indudstrias cosméticas. Apés a extracdo do 6leo essencial, estes residuos foram
submetidos a extragdo com solventes organicos.

Apbs extracdo do OE restou uma quantidade aproximada de 500 kg de residuos sélidos
(borra), dos quais uma aliquota foi o objeto de nossos estudos. Calcula-se que pelo menos 10 ton
de rizomas de priprioca sdo extraidos anualmente na Empresa Beraca para produzir cerca de 50 kg
de OE, considerando um rendimento de ~0,5%, onde a maior parte é fornecida a Natura.
Aparentemente, o residuo que sobra do processo (em torno de 9,5 ton), é desperdicado,
transformado em adubo ou queimado nas caldeiras para gerar vapor (BARATA, 2015)8. Sabe-se
que os rizomas da priprioca sdo ricos em susbstancias sesquiterpénicas, principalmente das classes
dos patchulanos, eudesmanos, cariofilanos e rotundanos (ZOGHBI et al., 2008). Estudos realizados
pelo Laboratério P&DBio sobre a composi¢do quimica do 6leo essencial de priprioca corroboram
com os dados informados pela literatura.

A Tabela 1 mostra a composicao quimica do OE1 dos rizomas de priprioca cultivados em
Santarem-PA, extraidos pela técnica de arraste a vapor na Empresa Beraca. O 0leo essencial foi
caracterizado por cromatografia gasosa acoplado a detector seletivo de massas (CG-EM)’ no
CPQBA-UNICAMP em parceria com o Lab. P&DBIO. A caracterizacgdo revela as mesmas classes
de substancias encontradas por Zoghbi et al. (2008) embora ndo necessariamente 0s mesmos

percentuais descritos.

5 Informag@es pessoais de Lauro E. S. Barata.
" Cromatogramas em ANEXOS.



Tabela 1: Composicéo quimica do OE1 dos rizomas de priprioca cultivados em
Santarém-PA, coletatos em marco de 2014, extraidos em dorna industrial na Empresa Beraca

tr (min) IR Identificacdo % rel.
5,54 933 a-pineno 4,85
6,05 953 tuja-2,4(10)-dieno 0,56
6,66 977 B-pineno 1,94
8,08 1024 p-cimeno 0,83
8,21 1028 limoneno 0,49
9,70 1071 M =152 2,12
10,35 1090 p-cimeneno 1,47
12,26 1139 trans-pinocarveol 3,08
12,64 1148 n.i. 0,69
13,39 1167 para-menta-1,5- 1,33
dien-8-ol
14,37 1191 alfa-terpineol 1,19
14,62 1198 mirtenol 4,21
15,11 1209 verbenona 2,77
21,66 1366 ciclosativeno 0,69
22,06 1375 a-Copaeno 6,57
22,99 1398 cipereno 3,29
23,25 1404 M =202 2,79
25,38 1457 rotundeno 2,06
26,00 1473 M =202 1,32
26,12 1476 d-cadineno 2,28
26,53 1486 B-selineno 8,45
27,01 1498 M =220 2,45
27,29 1505 M =204 2,38
27,61 1513 M =202 0,86
27,96 1523 trans-calameneno 2,52
28,32 1532 M =220 2,40
28,42 1534 M =220 1,72
28,73 1542 a-calacoreno 2,63
29,04 1550 M =220 0,90
29,69 1567 M =220 1,41
30,20 1581 oxido de cariofileno 1,28
30,62 1591 M =220 1,12
31,46 1614 M =220 1,19
33,29 1664 M =218 1,66
33,61 1672 M =222 0,92

continua
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33,84 1679 mustacona 10,65
34,36 1693 ciperotundona 1,49
34,91 1708 cis-tujopseno 3,44
35,91 1737 M =234 1,04
36,36 1750 ciclocolorenona 6,99

As estruturas quimicas de todas as substancias listadas nesse trabalho sdo apresentadas
ANEXOS.

O residuo solido proveniente da extracdo do OE1 foi o utilizado neste estudo. No entanto,
0 seu hidrolato ndo pdde ser utilizado para estudos, pois 0 mesmo apresentou-se contaminado com
furfural, provavelmente proveniente do recipiente no qual o mesmo foi armazenado. Portanto, foi
necessaria uma nova extracdo de 6leo essencial dos rizomas de priprioca cultivada na comunidade

Tabocal para a obtencéo do hidrolato de priprioca livre de contaminacdes.

4.2 PROCESSO 2: EXTRACAO DO OE2 E HIDROLATO DE PRIPRIOCA

Os rizomas de priprioca utilizados no processo 2 foram coletados no periodo chuvoso
(junho de 2015) da Regido Amazonica brasileira. A obtencdo do OE2 gerou o hidrolato estudado.
A caracterizacdo quimica do Oleo essencial foi realizada para auxiliar na comparacdo da
composicdo quimica do hidrolato obtido, visando também a utilizacdo deste subproduto em
cosméticos e domissanitarios devido ao odor intenso e agradavel. Obteve-se 3,13 g de o6leo
essencial de priprioca com rendimento de 0,15%. Os componentes majoritarios identificados estdo

relacionados na Tabela 2.

Tabela 2: Composicdo quimica do OE2 dos rizomas de priprioca cultivada em
Santarém-PA extraido em dorna prototipo no Laboratorio P&DBio

tr (min) IR Identificacéo % rel.
5,502 970 a-pineno 3,27
6,619 997 B-pineno 1,97
12,205 1136 trans-pinocarveol 1,72
14,519 1194 mirtenal 3,23
21,996 1380 a-Copaeno 9,91
22,939 1403 d-selineno 55

continua
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23,204 1410 cipereno 3,98
25,338 1463 M=204 2,47
26,460 1491 a-selineno 10,74
29,669 1571 M=206 5,42
29,897 1577 M=220 2,95
30,384 1589 oxido de cariofileno 8,63
32,878 1651 B-humuleno 4,12
33,768 1686 mustacona 15,19
34,864 1700 aristolona 1,9
36,310 1736 2(1H) naftalenona- 4,81

3,5,6,7,8,8a-hexahidro-
4,8a-dimetil-6-(1-
metiletenil)

Houve ainda a extracdo do 0leo essencial (OE3) para fins comparativos, a coleta ocorreu
em novembro de 2014, periodo seco na Amazbnia. O OE3 apresentou um percentual de
aproximadamente 21,5 % de monoterpenos e aproximadamente 77,15% de sesquiterpenos

A composicdo quimica do OE3 de priprioca apresentou como compostos majoritarios a
isocorimbolona (18,61%), a mustacona (14,24%), a aristolona (9,85%), o trans-pinocarveol (5,9%)
e 0 oxido de cariofileno (5,34%). Outros compostos com concentracdes superiores a 2% também
foram encontrados: mirtenol (4,67%), viridifloreno (2,83%), verbenona (2,74%), 1,3,8-p-
mentatrieno (2,73%), B-humuleno (2,7%), trans-calameneno (2,4%), a-selineno (2,08%), além de
dois compostos ndo identificados com concentracOes de 4,33% e 2,61% respectivamente.

Ja 0 OEL, com os rizomas coletados em mar¢o de 2014, periodo chuvoso na Amazonia,
apresentou como compostos majoritarios as seguintes substancias mustacona (10,65%), B-selineno
(8,45%), ciclocolorenona (6,99%), a-copaeno (6,57%), a-pineno (4,85%), mirtenol (4,21%), cis-
tujopsenal (3,44%), cipereno (3,29%), trans-pinocarveol (3,08%).

Em contrapartida, o OE2, com rizomas coletados em junho de 2015 apresentou 0s
seguintes compostos majoritarios identificados: mustacona (15,19%), a-selineno (10,74%), a-
copaeno (9,91%) oxido de cariofileno (8,63%), &-selineno (5,50%), naftalenona (4,81%), B-
humuleno (4,12%) e cipereno (3,98%).

O Quadro 1 mostra a comparacao dos constituintes majoritarios da composi¢cdo quimica

dos 0leos essenciais cultivados em Santarém-PA, nos periodos chuvoso e seco e 0s compostos
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majoritarios encontrados por Zoghbi et al (2008), cultivados em diferentes municipios paraenses

(Caratateua, Santarém Novo, Igarapé-Acu e Vigia).

Quadro 1: Comparacao entre a composi¢do quimica do dleo essencial de priprioca
obtidos de rizomas coletados em diferentes periodos sazonais (OE1, OE2, OE3) e dos coletados
em diferentes municipios paraenses (ZOGHBI)

OE1 (periodo OE3 (periodo seco - | OE2 (periodo chuvoso ZOGHBI et al
chuvoso - 2014) 2015) - 2015) (2008)
mustacona isocorimbolona mustacona (15,19%o) mustacona
(10,65%) (18,6%) (6,6-14,5%)

B-selineno (8,45%)

mustacona (14,2%o)

a-selineno (10,74%)

trans-pinocarveol
(1,8-8,1%)

ciclocolorenona
(6,99%)

aristolona (9,85%)

a-copaeno (9,91%)

oxido de cariofileno
(6,7-13,7%)

a-copaeno (6,57%) | trans-pinocarveol oxido de cariofileno a-pineno (4,7-
(5,90%) (8,63%) 11,9%)
a-pineno (4,85%) 6xido de cariofileno d-selineno (5,50%) epoxido de
(5,34%) humuleno (1,5-
11,2%)

mirtenol (4,21%)

mirtenol (4,67%)

naphtalenona (4,81%)

cipereno (0,6-8,9%)

cis-tujopsenal
(3,44%)

viridifloreno (2,83%)

B-humuleno (4,12%)

mirtenol (3,8-8,3%)

cipereno (3,29%)

verbenona (2,74%)

cipereno (3,98%)

iedol (2,5-8,3%)

trans-pinocarveol
(3,08%)

1,3,8-p-mentatrieno
(2,7%)

a-pineno (3,27%)

B-pineno (3,1-7,4%)

verbenona (2,77%)

S-humuleno (2,7%)

mirtenal (3,23%)

eudesma-311-dien-5-
ol (0,9-3,6%)

a-calacoreno
(2,63%)

trans-calameneno
(2,4%)

B-pineno (1,97%)

ciperotundona (2,6-
5,3%)

trans-calameneno
(2,52%)

a-selineno (2,08%)

aristolona (1,9%)

B-selineno (0,0-
3,3%)

As porcentagens relativas medias descritas por Zoghbi (2008) e as observadas nos 6leos

OE1, OE2 e OE3 dos rizomas de priprioca cultivados em Santarém-PA, representam uma grande

varia¢do na composicdo quimica do 6leo essencial de priprioca. Os OE1, OE2 e OE3 apresentaram

uma composicdo quimica variada, mesmo todos sendo provenientes de rizomas cultivados no

mesmo local (Tabocal 01). A grande variacdo na composicdo quimica de Oleos essenciais é
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resultado da influéncia de diversos fatores bidticos e abidticos. Entre os fatores bidticos estdo a
herbivoria e a protecdo contra patdgenos (PROBST, 2012). Ja entre os fatores abidticos estdo o
estresse hidrico, o solo, a temperatura, a radiacdo solar, o horario de colheita e o processo de
colheita e pos colheita (MORAES, 2009; GLOBBO-NETO e LOPES, 2007).

A variacdo da composicdo quimica em Oleos essenciais ndo € um fator desejavel,
especialmente em escala industrial. No caso da priprioca, a mustacona € a principal substancia
responsavel pelo odor agradavel da planta e também por sua atividade antiplasmédica (Rukunga,
2007). Sendo assim, 6leos essenciais com maiores percentuais de mustacona serdo mais eficientes
para esta finalidade. Observa-se que a mustacona ndo foi o composto majoritario apenas no OE3,
cuja coleta dos rizomas ocorreu no periodo seco. A tarefa de manter um padrdo de qualidade de
produtos naturais mostra-se desafiadora.

O dleo essencial de rizomas de priprioca cultivados em Santarém-PA apresenta uma
qualidade olfativa Unica devido as baixas concentraces de pineno, um composto que apresenta
impacto odorifico negativo®, além de apresentar grandes porcentagens de mustacona.

O 6leo essencial de priprioca possui um alto valor de mercado devido a sua qualidade
olfativa e fixativa, portanto, é utilizado para a fabricacdo de perfumes nobres, como faz a Natura®,
que atualmente comercializa o perfume que leva o nome Priprioca. De acordo com Tuccorri et al.
apud Zogbhi (2008), o 6leo de priopioca fornece difusdo, frescor e carater distinto (madeira
molhada, verde, spicy), contribui para as notas de cabeca, de coracédo e de fundo do perfume, sendo
assim, a reconstituicao é muito dificil e ndo fornece as mesmas caracteristicas.

Ao que tudo indica, a inclusdo do OE de priprioca na perfumaria, embora recente, tende a
ser permanente, garantindo a producgdo dos subprodutos residuo sélido e hidrolato.

O hidrolato de priprioca (Fig 12) apresenta um odor muito agradavel e é gerado em

grandes quantidades durante o processo de extracao de 6leo essencial:

8 Informac3o pessoal do Prof. Dr. Lauro E. S. Barata, repassada por perfumistas.
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Figura 12: Oleo essencial na fase superior do hidrolato de priprioca.

A quantidade de OE presentes no hidrolato de priprioca foram avaliadas apartir da
extracdo liquido-liquido de 500 g de hidrolato com 150 mL de CH.Cl,. Devido a apolaridade das
substancias orgénicas presentes no hidrolato, estas tém mais afinidade para o diclorometano,
passando facilmente da fase aquosa para a fase orgénica extrativa. Obteve-se 120 mg de
concentrado de substancias remanescentes do OE2, ou seja, rendimento de 2,4% no hidrolato. O
concentrado obtido da extracdo liquido-liquido do hidrolato de priprioca foi caracterizado

quimicamente por CG-EM. A Tabela 3 corresponde a caracterizagéo via CG-EM:

Tabela 3: Composicdo quimica do hidrolato de priprioca caracterizado por CG-EM

tr (Min) IR Identificacéo % rel.

9,52 1070 M=152 1,95
12,081 1134 trans-pinocarveol 8,82
12,475 1144 M=137 2,71
13,232 1162 M=152 3,63
14,026 1182 p-cimen-8-ol 3,62
14,204 1187 M=150 2,97
14,452 1193 mirtenol 6,96
14,945 1205 verbenona 23,1
31,679 1621 M=218 2,7
33,197 1659 M=221 2,03

continua
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33,613 1670 mustacona 11,9
33,748 1673 M=218 5,73
34,159 1683 M=218 2,79
35,342 1713 M=236 4,043
35,731 1722 M=234 3,09
36,914 1752 M=218 2,38
38,091 1781 M=234 0,31
39,712 1821 M=236 3,89
40,792 1848 corimbolona 7,32

O perfil cromatografico mostrou que o componente majoritario presente no OE obtido a
partir do hidrolato de priprioca é a mustacona (11,9%) além da verbenona (23,1%). O OE obtido
do hidrolato ainda apresentou altas porcentagens relativas de trans-pinocarveol (8,82%), a
corimbolona (7,32%) e o mirtenol (6,96%).

Realizou-se ainda a analise do hidrolato utilizando a técnica de HS-SPME para
identificacdo dos compostos mais volateis. Os compostos identificados pela técnica encontram-se

relacionados na Tabela 4:

Tabela 4: Composicdo quimica do hidrolato de priprioca caracterizado por HS-SPME

tr (Min) IR Identificacéo % rel.
12,049 1132 trans-pinocarveol 2,46
14,401 1191 mirtenol 2,48
14,882 1203 verbenona 2,5
31,684 1621 M=218 4,16
32,924 1652 M=220 2,94
33,713 1672 mustacona 41,46
33,792 1673 M=218 2,56
34,194 1684 M=218 8,62
34,74 1697 aristolona 8,42
36,159 1732 7-isopropenil-1,4a-dimetil- 8,43

4,435, 6,7,8-hexahidro—
3H-naftalen-2-ona

55,942 2225 Ni 15,93

A composicdo quimica do concentrado de substancias remanescentes extraidas por
particdo liquido-liquido e por headspace do hidrolato demostram uma discrepancia entre 0s

compostos majoritarios encontrados. Isso ocorre porque no SPME apenas as substancias muito
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volateis (aquelas que ddo a caracteristica olfativa), sdo volatilizadas e se fixam na resina. No SPME
observa-se grande relevancia da substdncia mustacona (41,46%). Esse resultado é muito
significativo, pois demonstra que a mustacona é a maior responsavel pelo agradavel aroma do
hidrolato de priprioca. Rukunga (2007) sugeriu utilizar a mustacona como marcador quimico da
espécie C. articulatus, devido a sua importante atividade antiplasmddica. Sugere-se que a
mustacona seja considerada o marcador quimico da fragrancia do hidrolato de priprioca, podendo-
se estabelecer um parametro da qualidade olfativa do mesmo.

Na Tabela 3 e no Quadro 1 pode-se observar que a composicdo dos OE é pobre em
verbenona (~2,7%), diferentemente da composicdo do hidrolato que tem 23% desta mesma
substancia. No entanto, a verbenona, por ser um monoterpeno, com estrutura quimica de baixo
peso molecular e alguma polaridade conferida pelo grupo C=0O tera mais afinidade pela agua,
solvente mais polar, que do 6leo, mais apolar. As Tabelas 3 e 4 mostram que todos 0s sequiterpenos
presentes no hidrolato sdo oxigenados e que 0os monoterpenos sao hidroxilados, ou seja, apresentam
a funcdo alcool. Os alcoois sdo substancias que fazem facilmente ligacbes de hidrogénio com a
agua, isso explica a afinidade com a agua e a presenca dessas moléculas na fase aquosa. Observa-
se que alguns monoterpenos, que também enriquecem o hidrolato estdo presentes em menor
proporcao no 6leo essencial.

Portanto, o hidrolato de priprioca possui muitos compostos organicos remanescentes em
sua composicdo, 0s quais podem ser prejudiciais quando descartados de maneira inadequada no
ambiente aquatico. Um estudo realizado por Pinheiro et al. (2015) avaliou a toxicidade aguda do
hidrolato de priprioca em alevinos de tambaqui (Colossoma macropomum Cuvier) indicando no
teste de concentracdo letal em 96 h (CLso9sn) Um percentual de toxicidade de 12,1%. Se
considerarmos as 10 toneladas de rizomas que aparentemente sdo extraidas na empresa Beraca,
chega-se ao numero de cerca de 30 toneladas de lixo industrial (residuo liquido) jogados no
ambiente, causando incalculavel dano aos rios na regido amazoénica. Assim sendo, o processo de
agregar valor ao hidrolato de priprioca evitando o seu descarte além de tornar o processo mais
sustentavel e valorozo para industrias, evita danos ambientais.

O hidrolato de priprioca apresenta grande potencial para 0 uso em perfumaria e em
cosmeética, devido ao agradavel odor proveniente de seus constituintes quimicos e ao baixo custo

do residuo liquido, atualmente sem uso e sem valor agregado.
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Para mostrar as possibilidades dos Produtos Amazonicos, e principalmente do uso de um
residuo industrial, um hidratante protétipo tendo por base o hidrolato de priprioca e com o aroma
natural da planta, foi desenvolvido durante as aulas da disciplina Pesquisa e Desenvolvimento
Sustentavel de Produtos Naturais da Amazonia, ministradas pelo professor Dr. Lauro Barata.

O hidratante (Fig 13) foi produzido com base na seguinte formulagéo: 40 % de hidrolato
de priprioca (esséncia), alcool cetilico, acido estearico, monoestearato de glicerila, polawax, 6leo
de silicone, miristrato de isopropila, vaselina liquida, 6leo de améndoas, nipazol, nipagim,
trietanolamina, propilenoglicol, dgua deionizada, uma composicdo comum a muitos hidratantes
comerciais, no entanto, o aroma € muito peculiar aos produtos com priprioca. O hidrolato consiste
num produto sustentavel e com grande potencialidade na industria cosmética.

Figura 13: Desenvolvimento de um hidratante aromatizado com um produto sustentavel da Amazénia: o hidrolato
de priprioca

4.3 OBTENCAO DOS EXTRATOS ORGANICOS DO RESIDUO SOLIDO DE
PRIPRIOCA

A extragdo via Soxhlet apresenta-se como um dos mais eficientes métodos de extracao de
material vegetal devido a constante renovacdo do solvente utilizado, ja que a massa vegetal
permanece dentro do extrator, diferentemente dos demais métodos que por vezes a eficiéncia da
extracdo é comprometida devido a saturacdo do solvente (SANTQOS, 2013).

O residuo sélido de priprioca foi triturado para aumentar a superficie de contato com o

solvente, aumentando a eficiéncia de extragdo. Devido ao material vegetal haver passado pelo
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processo de extracdo de Oleo essencial, os compostos apolares encontram-se em quantidade
reduzida, compostos como mono, di e sesquiterpenos sdo extraidos com o 6leo essencial, no
entanto, como as extracdes nao apresentam 100 % de eficiéncia, os compostos que estdo na planta
em grande quantidade ainda estardo presentes nos rizomas ap0s 0 processo de extracao, ou seja,
deve-se encontrar na massa vegetal ainda algum 0leo essencial residual. Principalmente, se a
extracdo por araste a vapor ndo tiver sido eficiente. Raizes, tubérculos e madeiras costumam ser
extraidas por longo tempo no sistema de arraste a vapor, até 6 h seguidas, ndo é incomum usar-se
vapor sob pressdo para aumentar a eficiéncia quando se usam estes materiais. Como no nosso caso,
o0 sistema é aberto (tanto o Clevenger quanto a dorna piloto) espera-se que a retirada do 0Oleo
essencial da massa vegetal ndo seja mesmo completa. Mesmo no sistema industrial, usado pela
Beraca, com dornas de 2000 L o processo foi equivalente, sem pressdo, mesmo que tenha levado
6 h.

Os solventes utilizados para as extragdes sucessivas apresentam polaridades diferentes. O
hexano (CeH12) composto apenas por carbono e hidrogénio é um solvente apolar, portanto tera
afinidade com substancias apolares, extraindo-as. O diclorometano (CH.Cl,) e o acetato de etila
(C4HsO.) apresentam polaridades proximas, sendo o acetato de etila o mais polar, os atomos de
cloro conferem polaridade intermediaria ao cloreto de metileno e os dois oxigénios presentes no
acetato de etila elevam a polaridade deste. J& o etanol (C2HsO) possui caracteristicas polares
conferida pela hidroxila, extraindo portanto, substancias bem mais polares. Baseado no principio
que apolar extrai apolar e polar extrai polar, pode-se esperar substancias apolares no hexano e
substancias muito polares no extrato etandlico. Adicionalmente, o etanol por ter uma “cabega”
polar num “corpo” apolar, tem a capacidade de extrair, tanto substancias polares como apolares,
dai o fato de ser deixado por ultimo no processo. Observa-se que o rendimento das extracdes
aumentou conforme a polaridade do solvente utilizado.

Os rendimentos dos extratos obtidos a partir da extracdo a quente via Soxhlet estdo

descritos na Tabela 5.
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Tabela 5: Médias das massas obtidas e do rendimento para cada solvente ao extrair o residuo
solido de priprioca em equipamento tipo Soxhlet

Massa PRIr-RES Solvente Massa extrato  Rendimento Cadigo
409 Hexano 0,810 ¢g 1,85% PRIr-S-HEX
40 g Diclorometano 0,980 ¢g 2,24% PRIr-S-DIC
40 ¢ Acetato de Etila 1,059 2,40% PRIr-S-ACOET
40 g Etanol 3,02¢g 6,91% PRIr-S-ET

A analise dos dados mostra 0 aumento nos rendimentos das extracdes diretamente
proporcional ao aumento da polaridade dos solventes utilizados, isso indica a presenca majoritaria
de substancias de média e alta polaridade no PRI-RES. De acordo com Ngo Bum et al. (1991) os
rizomas integros de priprioca contém substancias das classes dos terpenos, taninos, flavonoides,
saponinas e acglcares. Devido estas substancias, taninos, flavonoides, saponinas e agucares, ndo
serem extraidas pelo processo de arraste a vapor, espera-se que estejam concentradas no residuo
solido, com excessdo de agucares que necessitariam um solvente ou mistura de solventes bem mais
polar.

Devido ao material vegetal utilizado ser os residuos sélidos dos rizomas de priprioca, a
grande maioria dos compostos apolares deve ter sido extraida pelo processo de extragdo do 6leo
essencial, restando poucos volateis apolares. Ja as substancias como diterpenos, flavonoides,
saponinas e esteroides que ndo sdo extraidos com o Oleo essencial, deverdo estar presentes nos
residuos solidos da priprioca, objeto desse estudo.

A extracdo com solventes organicos com diferentes graus de polaridade agrupa as
substancias com polaridades similares, facilitando a caracterizagdo fitoquimica do extrato e a

avaliacdo de sua atividade biologica.

4.4 PARTICAO LIQUIDO-LIQUIDO DO EXTRATO ETANOLICO E TESTES DE
TOXICIDADE FRENTE A Artemia salina

A extracdo com solventes é um método simples, empregado na separacao e isolamento de
sustancias componentes de uma mistura. A técnica de extracdo envolve a separacdo de um
composto, presente na forma de uma solucédo (ou suspensdo) em um determinado solvente, atraves

da agitacdo com um segundo solvente, no qual 0 composto organico seja mais soltvel e que seja
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pouco miscivel com o solvente que inicialmente contém a substancia (BARATA, CASTRO e
TAUBE JR., 2014).
A eficiéncia da extracdo depende da afinidade do soluto pelo solvente da extracdo, da

razdo das fases e do numero de extracoes.

Fluxograma 1: Partigdo liquido-liquido do extrato etandlico de priprioca

Extrato etanélico solubilizado
em etanol/agua 7:3

Extracdo com hexanico Extragdo com diclorometano Extracdo com acetato de etila
m =0,5338¢g m =2,6201g m = 0,4494
4,85% 23 ;31% 4,08%
Cdédigo= PRIr-P-HEX L Cdédigo= PRIr-P-ACOET
Cddigo= PRIr-P-DIC

A particdo liquido-liquido resultou trés fracdes com rendimentos diferentes. A extracao
com hexano resultou no rendimento de 4,85%, diclorometano 23,81% e acetato de etila 4,08%.

Algumas classes de compostos sdo mais provaveis de serem separadas de acordo com o0 a
afinidade e poder de extragédo de cada solvente:

Extracdo com hexano: esteroides, 4acidos graxos, terpenos, hidrocarbonetos e

acetofenonas.

Extracdo com diclorometano: lignanas, flavonoides metoxilados, sesquiterpenos,

lactonas, triterpenos e cumarinas.

Extracdo com acetato de etila: flavonoides, taninos, xantonas, &cidos triterpénicos,

saponinas e compostos fenélicos em geral.
(SIMOES et al., 2000).

O teste de toxicidade em A. salina foi realizado com as trés fragdes obtidas da particdo
liquido-liquido PRIr-P-HEX, PRIr-P-DIC e PRIr-P-ACOET. O design experimental foi
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inteiramente casualizado com trés repeticbes em esquema fatorial 3X4. Os fatores observados
foram as fracOes do extrato etandlico (primeiro fator) e as diferentes concentracdes: 50, 5,0, 0,50 e
0,05 pg/mL (segundo fator). O controle positivo e 0 negativo foram etanol e solucdo salina
respectivamente. O grafico abaixo relaciona concentracdo da amostra, mortalidade e periodo (Graf.
04):

Ensaios de toxicidade frente a Artemia salina no
2 periodo de 24 horas
© 35
= 30
©
§ 25 Concentragéo 50 ug/mL
E by Concentragdo 5 ug/mL
2 3
% 75 Concentragéo 0,50 ug/mL
§ 10 Concentragéo 0,050 ug/mL
=]
s 5
S
S 0

PRIr-P- PRIr-P- PRIr-P-

HEX DIC ACOET
Extratos de priprioca

Gréfico 04: Avaliacdo da toxicidade aguda das fragdes do extrato etandlico do PRI-RES frente a A. salina

O ensaio de toxicidade aguda das fraces do extrato etandlico do PRI-RES frente a A.
salina revelou a fracdo PRIr-P-HEX como mais toxica, causando a mortalidade de 100% dos
nauplios de A. salina na concentracdo mais elevada, indicando que as substancias apolares
presentes no PRI-RES séo responsaveis pela toxicidade frente ao microcrustaceo.

O ensaio utilizando A. salina pode indicar correlacdo com atividade citotoxica em alguns
tumores humanos sélidos. Esse ensaio levou a descoberta do Annonaceous acetogenins como nova
classe de agentes antitumorais ativos (MCLAUGHLIN et al., 1998). Portanto, confirmada a
atividade toxica de extratos de PRI-RES, optou-se por avaliar tambem a atividade antiproliferativa
de extratos de PRI-RES obtido por meio de extragdo via Soxlhet com solventes com diferentes

graus de polaridade.
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4.5 ENSAIOS ANTIPROLIFERATIVOS COM EXTRATOS DO RESIDUO SOLIDO DE
PRIPRIOCA

Em estudos anteriores realizados pela pds-doutoranda Inés Ribeiro, do Laboratorio
P&DBio, testou-se 0 dleo essencial e o extrato etandlico do residuo sélido da priprioca. Foram
testadas as linhagens tumorais humanas U251 (glioma), MCF-7 (mama), NCI-H460 (pulmao) nas
concentragdes: 0,25; 2,5; 25 e 250 pug/mL. A concentracao efetiva TGI (Total Growth Inhibition)
foi analisada por meio de regressao linear simples. De acordo com os valores de TGl o 6leo
essencial extraido por arraste a vapor dos rizomas de priprioca cultivada em Santarém-PA
apresentou atividade citotoxica na concentracdo de 250 pg/mL, para as trés linhagens celulares.
Esse valor de TGI € considerado elevado. Ja para o extrato etandlico do residuo, os valores de TGl
foram considerados citotoxicos nas concentracBes acima de 100 pg/mL para as trés linhagens
celulares.

Devido aos resultados positivos do extrato etandlico do residuo sélido de priprioca nos
ensaios antiproliferativos optou-se pela continuidade dos estudos utilizando extratos do residuo
solido de priprioca obtidos via Soxhlet por meio de extracBes sucessivas com 0s seguintes
solventes: PRIr-S-HEX, PRIr-S-DIC, PRIr-S-ACOET, PRIr-S-ET. Devido a diferenca de
polaridade dos solventes, cada extrato apresenta um perfil quimico, que varia do mais apolar
(PRIr-S-HEX) ao mais polar (PRIr-S-ET). Assim é possivel avaliar qual grupo de substancias
possui atividade antiproliferativa, entretanto, ha a possibilidade da atividade diminuir ao longo dos
fracionamentos, pois muitas vezes 0S cCOmpostos presentes nos extratos vegetais atuarem
conjuntamente.

De acordo com Costa (2012), o extrato de uma planta pode apresentar seletividade, ou
seja, diferentes perfis de atividade inibitoria dependendo da linhagem celular, portanto foram
utilizadas neste estudo oito linhagens tumorais humanas de diferentes origens histoldgicas e
geneéticas: U251 (glioma - ectoderme), MCF7 (mama - ectoderme), 786-0 (rim - mesoderme), NCI-
460 (pulméo - endoderme), PC-3 (prostata - mesoderme), OVCAR-03 (ovario - mesoderme), HT-
29 (colon - endoderme), K562 (leucemia - mesénquima). Além disso, a atividade antiproliferativa
foi avaliada em células com fenotipos ndo-tumorais (HaCat/queratinocito humano).

A técnica utilizada para determinacdo do crescimento celular foi a espectrofotometria por
meio do corante proteico sulforrodamina B (SRB) (Fig 14). O corante sulforrodamina B

(C27H30N207S2) apresenta a coloracao fortemente rosada e brilhante, possui dois grupos sulfénicos
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e é soluvel em agua. Em condicdes &cidas a sulforrodamina liga-se aos aminoacidos da proteina
bésica, em células viaveis fixadas previamente com &cido tricloroacético (TCA). O corante SRB ¢
utilizado como indicador quantitativo de conteldo proteico, sendo este contetdo
proporcionalmente linear a densidade das células. Portanto, a quantidade de corante presente na
cultura celular indica o grau de citotoxicidade causado pelo composto em estudo. Assim sendo,
pogos fortemente coloridos de rosa indicam baixa citotoxicidade do composto, ja pogos sem a
presenca do corante indicam compostos altamente citotéxicos (SKEHAN et al., 1990; MONKS et
al., 1991).

Figura 14: Placas de 96 pocos coradas com SRB.

A porcentagem de crescimento celular e a concentragdo das amostras testadas encontram-
se relacionadas nos gréaficos abaixo. Os valores entre 0 e 100% representam a inibicdo de
crescimento, ou seja, efeito citostatico, no qual a linha 0 é o marco para inibicdo total do
crescimento, quando a quantidade de células ao final do experimento é a mesma que a quantidade
inicial (placa To). Por outro lado, os valores negativos significam morte celular, logo o nimero de
células ao final do experimento é menor do que a quantidade do momento da adicdo (placa To)
(Monks et al., 1991). A tabela 6 indica os valores de TGI (Total Growth Inhibition), ou seja, a
concentracdo de amostra necessaria para inibir totalmente o crescimento celular em 48 h de

tratamento.
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A técnica da triagem in vitro permite uma avaliacdo da atividade antiproliferativa com

especificidade, rapidez, eficiéncia e reprodutibilidade, portanto tal triagem seleciona os compostos

mais promissores para estudos mais aprofundados em modelos experimentais de cancer utilizando

animais (Monks et al., 1991).

O quimioterapico doxorrubicina foi utilizada como controle positivo neste teste.

100 +
75
50

25

150112 Doxorrubicina

-25 -

Crescimento Celular (%)

-50 4
-75 4

-100

-@- U251
—¥- MCF7
786-0
—@— NCI-H460
PC-3
—@- OVCAR-3
HT29
—@— K-562
~@— HaCaT

1 0-3 1 (I)-z 0,025 1 6-1 0,25 160 25 1 01 25
Concentragao (ng/mL)

Gréfico 5: Atividade antiproliferativa da doxorrubicina em painel de 08 linhagens tumorais humanas e 01

linhagem ndo-tumoral, ap6s 48 horas de tratamento. O grafico relaciona a porcentagem de crescimento celular e a
amostra em suas diferentes concentragdes (0,25; 2,5; 25 e 250 pg/mL).

Em seguida foram avaliados os extratos de PRI-RES obtidos em extracdo via Soxhlet
PRIr-S-HEX, PRIr-S-DIC, PRIr-S-ACOET, PRIr-S-ET:

PRIr-S-HEX (Gréfico 6) inibiu o crescimento de todas as células analisadas em funcéo

das concentracGes empregadas e induziu a morte celular de todas as linhagens, com excecéo a K-

562 (leucemia). Este extrato apresentou os menores valores de TGI dos extratos testados, sendo as
linhagens mais sensiveis U251 (glioma), MCF7 (mama) e NCI-H460 (pulméo) com valores de TGI

abaixo de 10pg/mL.
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Extrato hexanico
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Gréfico 6: Atividade antiproliferativa PRIr-S-HEX em painel de 08 linhagens tumorais humanas e 01
linhagem ndo-tumoral, ap6s 48 horas de tratamento. O grafico relaciona a porcentagem de crescimento celular e a
amostra em suas diferentes concentragdes (0,25; 2,5; 25 ¢ 250 pg/mL).
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Grafico 7: Atividade antiproliferativa do PRIr-S-DIC em painel de 08 linhagens tumorais humanas e 01
linhagem ndo-tumoral, apés 48 horas de tratamento. O grafico relaciona a porcentagem de crescimento celular e a
amostra em suas diferentes concentragdes (0,25; 2,5; 25 e 250 pg/mL).

PRIr-S-DIC (Gréafico 7), da mesma forma que o PRIr-S-HEX, inibiu o crescimento de
todas as linhagens celulares, com excegdo da linhagem K-562 (leucemia). A linhagem HT29

(c6lon) apresentou inibigdo do crescimento, porém os resultados sugerem que ndo houve indugéo
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a morte celular, permanecendo o nimero de células igual a To. Portanto, o TGI de K-562 e HT29
foram >250 pg/mL. As demais linhagens foram induzidas a morte celular entretanto os valores de
TGI foram mais elevados que os apresentados pelo extrato hexanico, com valores acima de 70

pg/mL. As linhagens mais sensiveis ao extrato diclorometanico foram U251 (glioma) e OVCAR-
3 (ovério).
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Gréfico 8: Atividade antiproliferativa do PRIr-S-ACOET em painel de 08 linhagens tumorais humanas e
01 linhagem ndo-tumoral, ap6s 48 horas de tratamento. O grafico relaciona a porcentagem de crescimento celular e a
amostra em suas diferentes concentragoes (0,25; 2,5; 25 e 250 pg/mL).

Assim como o PRIr-S-HEX e o PRIr-S-DIC, o PRIr-S-ACOET (Grafico 8) inibiu o
crescimento de todas as linhagens celulares, com excecdo da linhagem K-562 (leucemia). As
demais linhagens foram induzidas a morte celular e os valores de TGI foram superiores PRIr-S-
HEX, mas consideravelmente inferiores ao PRIr-S-DIC, sendo a linhagem celular mais sensivel
OVCAR-3 (ovério).

A amostra PRIr-S-ET (Gréafico 9) néo apresentou atividade antiproliferativa. Esse extrato
ndo inibiu 50% do crescimento celular, portanto é considerado inativo para todas as linhagens
testadas, mesmo em concentra¢Ges mais elevadas.
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Gréfico 9: Atividade antiproliferativa do PRIr-S-ET em painel de 08 linhagens tumorais humanas e 01
linhagem ndo-tumoral, ap6s 48 horas de tratamento. O grafico relaciona a porcentagem de crescimento celular e a

amostra em suas diferentes concentragdes (0,25; 2,5; 25 e 250 pg/mL).

Os valores de TGI foram calculados por meio de regressao ndo linear com o auxilio do

programa Origin® e encontram-se relacionados na Tabela 6:

Tabela 6: Valores de TGI (ug/mL) para as 08 linhagens tumorais humanas e para a
linhagem tumoral ndo-humana em testes com os extratos do residuo sélido de priprioca

2 M 7 4 p O H K Q
Doxorubicina 0,18 0,15 0,32 0,32 1,17 0,85 2,1 1,2 0,28
PRIr-S-HEX 51 9,3 11,1 8,3 25,3 6,8 38,6 >250 35,7
PRIr-S-DIC 95,3 108,6 135,8 119,8 201,6 73,2 >250 >250 215,1
PRIr-S-ACOET 40,1 82,2 45,7 53,1 47,6 29,8 81,1 >250 70,8
PRIr-S-ET >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250

Linhagens tumorais humanas: 2 = U251 (glioma); m = MCF-7 (mama); 7 = 786-0 (rim); 4 = NCI-H40 (pulmao, tipo
ndo pequenas células); P= PC-3 (prostata); 0 = OVCAR-3 (ovario); h = HT29 (c6lon); k = K562 (leucemia).

Linhagem ndo tumoral humana: q = HaCat (queratinécitos imortalizados).

PRIr-S-HEX apresentou valores promissores de TGI, especialmente para as linhagens
tumorais U251 (glioma), MCF-7 (mama), 786-0 (rim), NCI-H40 (pulméo), OVCAR-3 (ovario). O
valor mais significativo foi obtido para a linhagem glioma com TGI de 5,1 pug/mL; os valores de

TGl variaram de 5,1-38,6 pg/mL. Para fins comparativos, Riva et al. (2012) também demonstraram
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que o extrato hexanico de Sinningia allagophylla foi 0 mais ativo em testes antiproliferativos, com
valores de TGI variando entre 15,5-32,7 pg/mL.

PRIr-S-ET (de maior polaridade) apresentou-se inativo (TGI>250ug/L) para todas as
linhagens celulares testadas, 0 que sugere que as substancias mais polares presentes no residuo
solido de priprioca ndo apresentam atividade antiproliferativa.

PRIr-S-DIC e PRIr-S-ACOET apresentaram polaridade semelhantes e ambos
apresentaram valores intermediarios de TGI, sendo que PRIr-S-ACOET (mais polar que o extrato
diclorometanico) se mostrou mais eficiente que o PRIr-S-DIC. Esse resultado encontra-se em
conformidade com o ensaio de toxicidade realizado em A. salina, no qual PRIr-P-HEX foi a fracéo
mais toxica, seguida por PRIr-P-ACOET e, por fim, PRIr-P-DIC.

Nenhum extrato obtido do residuo solido dos rizomas de priprioca foi efetivo contra
células tumorais do tipo K-562 (leucemia) apresentando valores de TGI acima de 250ug/L.

Porém a atividade citocida seletiva sobre células cancerosas observada em modelos in
vitro pode ndo se refletir necessariamente numa atividade in vivo. Nesse ultimo modelo, as
informacdes sobre a farmacocinética e farmacodindmica da droga em estudo séo obtidas, enquanto
em testes in vitro esses dados ndo podem ser obtidos. Portanto, o estudo necessita de continuidade
para avaliar os efeitos citocidas in vivo (SMITH, 2005).

As anélises ocorrem com parametros de TGI, ndo de LC50 ou GC50, pois nem todas as
linhagens tumorais foram inibidas, no caso, a linhagem K-562 n&o foi inibida por nenhuma fracao.

A amostra PRIr-S-HEX apresentou maior atividade antiproliferativa no ensaio in vitro, ou
seja, menores valores de TGI (5,1-38,6 pg/mL), sendo, portanto, a escolhida para caracterizacéo
fitoquimica por CG-EM, fracionamento em cromatografia em coluna flash, novos testes

antiproliferativos e testes antimicrobianos.

4.6 ESTUDO FITOQUIMICO DA FRACAO PRIR-S-HEX

O hexano (CeH12) é um hidrocarboneto de cadeia aberta e devido a sua apolaridade é
caracteristico por extrair &cidos graxos, esteroides, terpenos, hidrocarbonetos e acetofenonas.

Foi necessaria a extracdo de uma nova cota do mesmo material vegetal (PRI-RES) com
hexano para a obtencdo de mais quantidade de extrato hexanico, a extragdo ocorreu com a mesma

metodologia, gerando-se o extrato PRIr-S-HEX2.
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O extrato PRIr-S-HEX2 foi analisado por CG-EM com o intuito de averiguar a

similaridade das substancias terpénicas remanescentes no residuo sélido comparando-as com as do

Oleo essencial dos rizomas. A técnica de CG-EM ¢ aplicada facilmente para andlise de Gleos

essenciais, ou substancias volateis, mas ndo € a mais adequada para extratos. Apesar disso, 0 extrato

hexanico mostrou por CG-EM sesquiterpenos, 0s quais também estdo presentes no 6leo essencial

de priprioca, além de esteroides e acidos graxos. Portanto a técnica possibilitou uma caracterizacdo

parcial de tal extrato (Tabela 7), sendo que para as substancias nao identificadas foi possivel apenas

a determinacdo de sua massa molecular. Para tal caracterizacao utilizou-se a biblioteca NIST e a

bibliografia disponivel (ADAMS, 2007).

Tabela 7: Anélise por CG-EM do PRIr-HEX2

Tempo de retencéo Analito Porcentagem relativa
11.936 a-Copaeno 0.230%
14.596 B-guaieno 0.388%
15.893 a-calacoreno 0,246%
18.502 M=212 0.321%
18.648 M=218 0.498%
18.953 mustacona 3.652%
19.348 M=218 1.014%
19.507 M=236 0.310%
19.602 aristolona 1.384%
19.838 M=220 0.367%
20.022 M=236 0.849%
20.239 M=238 1.239%
20.506 7-isopropenil-1,4- 3.041%
20.659 M=236 0.530%
20.951 M=234 1.300%
21.091 M=218 2.734%
21.352 M=236 0.814%
21.581 M=232 1.528%
21.670 M=234 3.150%
21.886 M=216 2.424%
22.039 M=223 0.765%
22.109 M=234 0.561%
22.211 M=236 1.108%
22.573 M=236 2.401%
22.669 M=236 3.594%
23.070 corimbolona 2.855%

continua




57

23.178 M=218 1.150%
23.337 M=234 3.092%
23.649 M=220 4.445%
24.107 M=218 0.284%
24.374 M=216 0.394%
25.220 acido palmitico 0.396%
26.645 M=239 0.470%
26.849 M=220 0.219%
28.299 M=263 0.233%
28.401 éster etilico do acido 0.526%
oleico
28.821 M=334 0.507%
32.301 M=281 0.928%
34.928 M=368 0.455%
37.499 M=429 0.470%
37.658 M=429 0.328%
38.676 M=423 0.208%
39.375 M=429 0.308%
39.700 M=429 0.380%
40.260 M=405 0.920%
40.552 dodecil palmitato 1.628%
40.851 M=429 0.574%
41.386 M=439 0.571%
41.640 M=429 0.390%
43.364 vitamina E 1.096%
43.453 M=430 1.506%
43.854 éster tetradecil do 0.851%
acido palmitico
45.241 campestanol 1.418%
45.960 estigmasterol 1.354%
47.080 M=424 0.938%
47.353 M=429 1.966%
48.040 M=405 0.452%
48.454 M=424 2.519%
48.702 M=480 1.050%
48.867 M=424 0.684%
49.033 M=429 1.616%
49.357 espinasterona 2.297%
50.674 M=438 7.731%
51.170 M=422 8.388%
53.582 M=414 2.344%
54.759 M=424 2.344%
57.271 M=428 4.162%
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A andlise de CG-EM, que define as substancias volateis presentes na amostra, indica um
extrato muito complexo. As substancias identificadas em comparagdo com a biblioteca digital
NIST e com a bibliografia Adams (2007) sdo da classe dos sesquiterpenos hidrogenados e
oxigenados, 0s quais também se encontram presentes no 6leo essencial, indicando que o método
de extragdo de dleo essencial ndo apresenta 100% de eficiéncia, restando muitos sesquiterpenos no
PRI-RES. A eficiéncia do método extrativo depende de muitos fatores, tais como a granulometria
do material, o tempo de extracdo e a pressao na dorna. Sesquiterpenos oxigenados e diterpenos ndo
sdo extraidos facilmente sem as boas condic¢des do processo.

Além de sesquiterpenos, foram identificados esteroides: espinasterona, estigmasterol e
campestanol, e a estrutura da vitamina E, um tocoferol.

Observando o perfil do extrato hexanico, percebe-se que 0 mesmo é composto por muitas
substancias mas, em porcentagens relativas baixas, sdo poucas as substancias consideradas
majoritarias. Essa abundancia de compostos dificulta a purificacdo e o isolamento de substancias
bioldgicas ativas, adicionalmente, a atividade bioldgica pode estar relacionada ao sinergismo,
quando todas 0s compostos atuam concomitantemente.

A mustacona, como sugere Rukunga (2008), deve ser utilizada como marcador
quimiotaxonémixo da espécie C. articulatus var. nodosus, pois € a considerada o principio ativo
do 6leo essencial da priprioca, sendo responsavel total ou parcialmente pelos efeitos terapéuticos e
pelo aroma da planta. A mustacona, sendo um sesquiterpeno oxigenado, poderia-se supor que seria
extraida pelo processo de extracao de 6leo essencial, no entanto, este estudo confirmou a presenca
de mustacona tanto no residuo sélido quanto no hidrolato de priprioca.

O extrato hexanico dos rizomas integros de C. articulatus foi alvo de pesquisas em
Camardes para o tratamento de oncocercose humana. A oncocercose (também conhecida como
cegueira dos rios) é uma doenca parasitaria cronica decorrente da infeccdo produzida pelo
nematddeo Onchocerca volvulus. Ocorre ap6s a picada de um mosquito preto, encontrado nas
proximidades de rios com forte correnteza. Ap0s 0 verme parasitario se estabelecer, produz
milhares de larvas que infectam a pele e os olhos, e quando estes morrem liberam toxinas que
causam forte irritacdo e lesdes nos olhos, que, geralmente, levam a cegueiras irreversiveis
(METUGE et al, 2014).

Estudos anteriores realizados por Metuge et al. (2014) mostraram que 0 extrato hexanico

dos rizomas integros de C. articulatus foi ativo contra vermes adultos do parasita bovino
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Onchocerca ochengi, parente proximo do O. volvulus. Estudos foram direcionados ao isolamento
de mustacona e &cido linoleico presentes no extrato hexanico de priprioca. Concluiu-se que 0s
compostos foram capazes de matar o O. ochengi tanto quanto O. volvulus dependendo da dose.
Sendo assim concluem que esses dois metabolitos podem auxiliar no desenvolvimento de farmacos
para tais doencas (METUGE et al., 2014).

O PRI-RES embora tenha passado pelo processo de extracdo de 6leo essencial, ainda
conserva grande parte dos sesquiterpenos que estdo presentes no Oleo essencial, inclusive o
marcador quimico da espécie: mustacona. Ja os acidos graxos, como o acido linoleico, ndo sao
extraidos no processo de arraste a vapor ou hidrodestilacdo, assim ndo estdo presentes no 6leo
essencial mas estdo presentes no residuo solido. Concluimos que o residuo sélido também
apresenta grande potencial para o desenvolvimento de farmacos ativos para oncocercose. Pesquisas
posteriores serdo realizadas a fim de verificar a eficacia da utilizacdo do residuo no tratamento
desta enfermidade.

Em Gana na Africa, a decocgdo dos rizomas de C. articulatus é utilizada com sucesso no
tratamento de tuberculose (NGUTA, 2015). Devido ao resultado positivo na inibicdo do
crescimento de células tumorais e no ensaio de citoxicidade com Artemia salina, o extrato PRIr-
S-HEX2 foi selecionado para fracionamento em cromatografia de coluna flash.

O fracionamento do PRIr-S-HEX2 levou a obtencgéo de 5 fragcdes que foram submetidas a
analise em cromatografia de camada delgada (CCD). Apos a analise das fracdes em CCD, optou-
se pela reunido das fracGes 1 e 2, 0 que totalizou quatro fragdes. O Fluxograma 2 apresenta o
rendimento das fragcdes obtidas ap6s o fracionamento.

O rendimento das fracdes aumentou de acordo com 0 aumento da polaridade da fase
movel. A coluna cromatografica apresentou uma eficiéncia de 97,4%. As fracBes receberam os
codigos: PRIr-S-HEX-Fr1,2; PRIr-S-HEX-Fr3; PRIr-S-HEX-Fr4 e PRIr-S-HEX-Fr5.

As fases moveis utilizadas foram: CH:Cl2:MeOH 99:1, CH:Cl>:MeOH 98:2,
CH2Cl2:MeOH  97:3, CH:Cl>:MeOH 95:5, CH.Cl>:MeOH 90:10, CH.CIl>:MeOH 80:20,
CH2Cl2:MeOH 70:30, CH2Cl2:MeOH 50:50, MeOH 100%.
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Fluxograma 2: Fracionamento do extrato hexanico do residuo sélido de priprioca em
coluna cromatografica flash

Extrato HexAnico

Massa: 2,24 g
I
| | I |
Fracdo 1,2 Fragdo 3 Fragio 4: Fragdo 5
Massa: 362 mg Massa: 398 mg Massa: 475 mg Massa: 95 mg
Rendimento: 16,2% Rendimento: 17,8% Rendimento:21,2% Rendimento: 42.2%

O rendimento das fraces aumentou de acordo com o aumento da polaridade da fase
movel. A coluna cromatografica apresentou uma eficiéncia de 97%. CCDs (Fig 15) foram eluidas
com Hex:CH2Cl, 30%, CH2Cl, 100% e CH2Cl2:MeOH 2%, CH2Cl2:MeOH 10%. O eluente
escolhido para compor a fase movel foi o CH2Cl, 100% pois apresentou a melhor resolucdo da
placa e as substancias presentes no extrato hexanico e em suas fracdes apresentarem caracteristicas

apolares.

Figura 15: CCD do extrato hexanico e suas fragdes: A: visivel (UV-254 nm), B: ultravioleta (366 nm) e
C: ap6s a revelagdo com anisaldeido utilizando CH»Cl; como fase mével.



61

Anaélises por CG-EM e comparagdo com a biblioteca NIST e a bibliografia Adams foram
realizadas para identificar os componentes majoritarios presentes nas fracdes.

A fracdo Frl,2 (Tab 8) contém muitos dos sesquiterpenos encontrados no 0leo essencial.
Infelizmente a técnica CG-EM ndo € a mais indicada para extratos vegetais sendo possivel uma
identificacdo apenas parcial dos compostos volateis presentes. Observou-se a presenca de acidos
graxos e esteroides, 0s quais ndo sdo extraidos com as técnicas de extracdo de 6leo essencial como
arraste a vapor e hidrodestilacao, assim como a Vitamina E.

Na fracdo Fr3 (Tab 9), os compostos volateis caracterizados via CG-EM apresentam-se
em namero reduzido quando comparado a Fracdo Frl,2. A maioria dos sesquiterpenos presentes
no 6leo essencial foram extraidos na primeira fragdo, com a fase movel de menor polaridade. A
porcentagem relativa da mustacona destaca-se nesta fracdo. Observou-se a presenca de um
componente majoritario com porcentagem relativa em destaque (27,962%%) e massa molecular
elevada (422 g/mol), entretanto, com as ferramentas disponibilizadas ndo foi possivel sua
identificacéo.

Da mesma forma a Fracdo Fr3, a Fracdo Fr4 (Tab 10) apresentou um nimero menor de
compostos volateis em comparacdo a Frl,2. Com as ferramentas disponibilizadas, apenas 04
compostos foram identificados. Destaque para mustacona e a corimbolona, ambas caracteristicas
no 6leo essencial da espécie.

N&o foi possivel a identificacdo de nenhuma substancia presente na Fracdo Fr5, que
contém susbtancias muito pouco volateis, e que portanto a técnica de CG-EM néo se apresenta
como o método mais adequado para este extrato. Entretanto, € possivel afirmar que esses
compostos sdo 0s mais polares encontrados no extrato hexanico do residuo sélido de priprioca, ja
que a fase madvel utilizada para a extragdo foi MeOH 100%.



Tabela 8: Andlise quimica por CG-EM da PRIr-S-HEX-Fr1,2

FRACAO Fr1,2

TR (Tempo de Analito % relativa
retencéo)
11,930 a-copaeno 0,761%
12,541 Cypereno 0,507%
14,596 d-selineno 1,574%
15,015 -guaieno 0,613%
15,416 trans-calameneno 1,000%
15,893 a-calacoreno 0,904%
16,924 vinil éster do acido 0,544%
laurico vinilester
18,495 M=212 0,797%
18,648 2(1H) naphthalenona- 1,235%

3,5,6,7,8,8a-hexahidro-4,8a-
dimetil-6-(1-metiletenil)

18,903 Cadaleno 1,806%
18,960 Mustacona 2,127%
19,501 M=218 0,839%
19,602 aristolona 1,099%
20,245 M=234 1,914%
20,512 M=234 3,675%
23,178 M=230 0,547%
25,233 Ester etilico do Acido 4,695%
palmitico
28,306 Ester etilico do Acido 2,565%
linoleico
28,420 Etil oleato 5,248%
32,225 Ester etilico do Acido 0,194%
eicosanoico
34,636 M=390 1,317%
34,942 M=368 2,224%
34,404 M=400 0,557%
37,499 M=366 1,408%
37,829 M=366 2,492%
38,224 M=396 2,015%
38,676 M=462 0,917%
39,375 M=419 0,915%
40,266 M=394 1,844%
40,559 Dodecil palmitato 2,943%
40,972 M=424 0,813%
43,377 Vitamina E 2,326%
43,460 M=430 2,575%

continua
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43,861 Ester tetradecil do 1,960%
Acido palmitico

48,740 M=480 3,184%

48,893 M=424 3,481%

50,827 M=438 24,235%

51,234 M=440 8,662%

Tabela 9: Anélise quimica por CG-EM da PRIr-S-HEX-Fr3

FRACAO Fr3
tr (Tempo de Analito % relativa
retencéo)
18,966 mustacona 8,643%
19,354 M=218 3,637%
20,512 7-isopropenil-1,4a- 5,133%
dimetil-4,4a,5, 6,7,8-
hexahidro—3H-naftalen-2-ona
20,958 M=234 2,402%
21,091 M=234 1,494%
23,706 M=218 1,768%
40,851 M=429 1,028%
45,979 M=429 2,678%
47,385 [3-estigmasterol 5,051%
48,505 M=430 6,261%
49,065 Ergosta-4,6,8(14)(22)- 3,574%
tetraen-3-one
49,396 M=426 6,215%
50,700 M=438 7,142%
51,291 M=422 27,962%
57,329 M=428 8,158%
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Tabela 10: Anélise quimica por CG-EM da PRIr-S-HEX-Fr4

FRACAO Fr4
tr (Tempo de Analito % relativa
retencéo)
18,954 mustacona 1,810%
20,023 M=236 3,476%
20,182 M=236 4,079%
21,104 M=234 9,519%
21,588 M=232 7,460%
21,677 M=234 4,768%
21,893 M=234 5,953%
22,217 M=236 3,440%
22,580 M=236 4,849%
22,676 M=236 7,307%
23,064 M=236 1,756%
23,344 Corimbolona 5,524%
23,662 M=236 11,024%
24,381 -rotunol 1,953%
32,301 M=281 2,357%
45,967 M=429 3,809%
47,366 Estigmasterol 4,622%
51,158 M=425 8,954%
57,278 M=428 7,338%

Observa-se que algumas substéncias identificadas nas fracdes do PRIr-S-HEX2 nédo foram
identificadas no préprio extrato PRIr-S-HEX2. Isso ocorre devido a mistura extremamente
complexa que forma o extrato hexanico. Nos cromatogramas de CG-EM geralmente cada pico
corresponde a uma substancia, mas em alguns casos, dois ou mais picos estdo sobrepostos devido
a similaridade no tempo de retencdo (Tr) das substancias. Além disso, alguns picos possuem uma
porcentagem relativa tdo baixa no extrato que sdo desconsiderados durante a integracdo do
cromatograma. Apos o fracionamento, ocorre a purificagdo da mistura e as substancias encontram-
se mais concentradas em determinados extratos, logo séo integradas no cromatograma, podendo

ser identificadas.
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4.6.1 Derivatizacdo do PRIr-S-HEX2 e analise CG-EM

Na derivatizacdo do extrato hexanico substituiu-se o diazometano por trimetil-
diazometano (TMSD), devido a toxicidade do reagente diazometano, embora forneca a reacdo mais
rpida. O reagente diazometano possui a capacidade de formar o ion diazénio na presenca de
prétons relativamente &cidos. O ion diazdnio metila hidroxilas alcodlicas, fun¢bes amino, tidis e
carboxilas de estruturas bioldgicas (LEGGIO apud BOAVENTURA JR., 2015).

O diazometano, além de ser toxico, é fotossensivel, inflamavel, termicamente instavel e
explosivo. O processo de preparo € atraves do reagente N-metil-N-nitroso uréia, no entanto este
composto é altamente cancerigero, o que dificulta sua manipulacéo. Na reacdo de esterificacdo dos
acidos graxos do extrato hexanico utilizou-se diazometano gerado in situ a partir de trimetilsilil-
diazometano, um composto disponivel comercialmente e seguro. O TMSD reage na presenca de
um nucledfilo prético, como no caso o metanol, liberando o diazometano no meio reacional que é
convertido em ion metil diazénio. O TMSD pode ser utilizado na medicina e na biologia, j& que
ndo ofere riscos para a saude (LEGGIO apud BOAVENTURA JR., 2015).

A reacdo de esterificacdo dos &cidos graxos foi acompanhada em placas de CCD (Fig 16):

L,«"h ¢S ‘\r ~t "

Figura 16: CCD do extrato hexanico e do extrato hexanico metilado: A: visivel (UV-254 nm), B:
ultraviolate (366 nm) e C: ap0s a revelagdo com anisaldeido utilizando CH,Cl, como fase mével.

A tabela 11 mostra o perfil quimico do extrato hexanico ap6s a derivatizacao:



Tabela 11: Analise quimica por CG-EM do PRIr-S-HEX derivatizado
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tr (Tempo de retencéo) Analito % relativa
3,144 M=159 1,899
5,466 M=218 0,499
6,115 M=230 1,048
7,852 M=258 26,495
9,283 M=227 0,855
9,417 M=258 0,587
15,321 Acido laurico metil 0,905
éster

15,970 M=285 0,763
18,954 Mustacona 2,682
19,602 2(1H) 1,035

naphthalenona-3,5,6,7,8,8a-

hexahidro-4,8a-dimetil-6-(1-

metiletenil)
19,812 Metil tetradecanoate 0,842
20,506 2,2,7,7- 2,411
tetramethyltricyclo
[6.2.1.0(1,6)]-undec-4-en-3-
one
20,767 M=357 2,424
21,091 M=234 1,345
21,664 M=234 1,687
21,874 M=234 1,406
22,567 M=221 1,019
22,663 M=236 1,859
23,337 M=218 1,357
23,642 M=264 2,869
23,929 Ester metilico do 8,266
Acido palmitico
27,110 Ester metilico do 6,555
10,13- acido octadienoico
27,230 Acido linoleico 14,579
27,689 Metil éster do Acido 2,10
octadecanoico
34,343 Ester metilico do 0,761
acido docosanoico
37,314 Ester metilico do 1,810
Acido tetracosanoico

40,075 Ester metilico do 1,137

Acido hexacosanoico

continua
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43,237 Ester metilico do 1,057
Acido 25-metil-
heptacosanoico
50,668 M=438 4,078
51,151 M=422 4,787

A identificagdo de muitos acidos graxos metilados ndo identificados no PRIr-S-HEX2

comprovaram a eficacia do processo de derivatizagéo.

4.7 ENSAIOS ANTIPROLIFERATIVOS COM AS FRACOES DO PRIr-S-HEX

Devido ao resultado positivo frente a testes antiproliferativos principalmente com PRIr-
S-HEX, optou-se pelo fracionamento do extrato PRIr-S-HEX2 em cromatografia de coluna flash
obtendo-se as seguintes fracbes: PRIr-S-HEX-Frl,2; PRIr-S-HEX-Fr3; PRIr-S-HEX-Fr4 e
PRIr-S-HEX-Fr5.

Foram utilizadas neste estudo oito linhagens tumorais humanas de diferentes origens
histoldgicas e genéticas: U251 (glioma - ectoderme), MCF7 (mama - ectoderme), NCI-ADR-RES
(ovéario com fendtipo de resisténcia a multiplos farmacos - mesoderme), 786-0 (rim - mesoderme),
NCI-460 (pulmao - endoderme), PC-3 (préstata - mesoderme), HT-29 (célon - endoderme). Além
disso, a atividade antiproliferativa foi avaliada em células com fend6tipos ndo-tumorais
(HaCat/queratindcito humano).

Novamente o quimioterapico doxorrubicina foi utilizado como controle positivo (Grafico
10).
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Gréfico 10: Atividade antiproliferativa do quimioterapico Doxorrubicina em painel de 07 linhagens
tumorais humanas e 01 linhagem ndo-tumoral, ap6s 48 horas de tratamento. O grafico relaciona a porcentagem de
crescimento celular e a amostra em suas diferentes concentragdes (0,25; 2,5; 25 € 250 pg/mL)

Os gréaficos abaixo representam a atividade antiproliferativa oriunda das fracées do PRIr-
S-HEX.

PRIr-S-HEX2 (Gréafico 11) apresentou atividade antiproliferativa contra todas as
linhagens tumorais testadas, sendo mais ativo contra glioma, mama e rim, como verificado em
testes anteriores. O objetivo de testar fracdes do extrato bruto traduz-se em averiguar se a atividade
antiproliferativa é resultante da acdo do sinergismo, quando a mistura complexa de substancias
presentes em extratos vegetais é a responsavel pela atividade bioldgica, fato muito comum quando

se trata de produtos naturais, ou se a agdo é proveniente principalmente de um composto presente
no extrato bruto.
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Gréfico 11: Atividade antiproliferativa do PRIr-S-HEX2 em painel de 07 linhagens tumorais humanas e
01 linhagem ndo-tumoral, ap6s 48 horas de tratamento. O grafico relaciona a porcentagem de crescimento celular e a
amostra em suas diferentes concentragdes (0,25; 2,5; 25 e 250 pg/mL).

O Gréfico 12 relaciona a porcentagem de crescimento celular e o PRIr-S-HEX-Fr1,2 nas
diferentes concentracdes testadas.
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Grafico 12: Atividade antiproliferativa da PRIr-S-HEX-Fr1,2 em painel de 07 linhagens tumorais
humanas e 01 linhagem ndo-tumoral, apds 48 horas de tratamento. O gréafico relaciona a porcentagem de crescimento
celular e a amostra em suas diferentes concentragdes (0,25; 2,5; 25 e 250 pg/mL).
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A PRIr-S-HEX-Fr1,2 apresentou-se inativa frente a todas as linhagens tumorais testadas.
A fracdo reduziu a praticamente 0% o crescimento celular da linhagem tumoral MCF7 (mama) na
concentracdo mais alta, o que significa que a amostra apresenta atividade citostatica, entretanto néo
a caracteriza como citocida.

A composicéo quimica dos compostos volateis presentes na fracdo e caracterizados via
CG-EM indicou a presenga de sesquiterpenos também presentes no 6leo essencial de C. articulatus.
No entanto, estudos anteriores avaliando a atividade antiproliferativa do 6leo essencial de priprioca
indicaram citotoxicidade em concentracdes de 250 pg/mL, 0 que sugere que ndo sao apenas estas
substancias responsaveis pela atividade antiproliferativa, j& que os extratos, em especial 0 extrato
hexanico apresentam citotoxicidade em concentracbes menores. Portanto, essa fragcdo consiste na
fracdo mais apolar presente no extrato hexanico do residuo sélido de priprioca, a mais similar em
termos de sesquiterpenos com o 6leo essencial dos rizomas de priprioca, entretanto, PRIr-S-HEX-
Fr1,2 foi considerada inativa frente as linhagens tumorais avaliadas.

O Gréfico 13 relaciona a porcentagem de crescimento celular e a PRIr-S-HEX-Fr3 nas
diferentes concentracdes testadas:
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Grafico 13: Atividade antiproliferativa da Fracdo da PRIr-S-HEX-Fr3 em painel de 07 linhagens
tumorais humanas e 01 linhagem ndo-tumoral, ap6s 48 horas de tratamento. O grafico relaciona a porcentagem de
crescimento celular e a amostra em suas diferentes concentracdes (0,25; 2,5; 25 e 250 pg/mL).

A PRIr-S-HEX-Fr3 apresentou atividade inibitoria frente a todas as linhagens celulares
testadas, sendo mais ativa contra a linhagem tumoral PC-3 (prostata), 786-0 (rim) e U251 (glioma)
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e a linhagem de células com fenotipo ndo-tumoral (HaCaT/queratindcito humano) entretanto em
concentragdes elevadas.

Analises de CG-EM identificaram a presenca da mustacona como um dos componentes
majoritarios presentes na fragéo.

O Gréfico 14 relaciona a porcentagem de crescimento celular e a PRIr-S-HEX-Fr4 nas
diferentes concentracdes testadas:
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Gréfico 14: Atividade antiproliferativa da PRIr-S-HEX-Fr4 em painel de 07 linhagens tumorais
humanas e 01 linhagem ndo-tumoral, apds 48 horas de tratamento. O gréfico relaciona a porcentagem de crescimento
celular e a amostra em suas diferentes concentragdes (0,25; 2,5; 25 ¢ 250 pg/mL).

PRIr-S-HEX-Fr4 revelou-se a fracdo mais ativa atuando na inibicao de todas as linhagens
tumorais testadas, sendo mais eficiente nas linhagens PC-3 (prostata), MCF7 (mama) e U251
(glioma).

Comparacdo de espectros de massa por CG-EM revelaram a presenga de mustacona e
corimbolona na fragdo. Embora alguns componentes (como, por exemplo, a mustacona) estejam
presentes em mais de uma fracéo, a corimbolona encontra-se presente somente na fracdo PRIr-S-

HEX-Fr4.

O Gréfico 15 relaciona a porcentagem de crescimento celular e a Fracdo PRIr-S-HEX-
Fr5 nas diferentes concentracdes testadas:
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Gréfico 15: Atividade antiproliferativa da PRIr-S-HEX-Fr5 em painel de 07 linhagens tumorais
humanas e 01 linhagem nédo-tumoral, apds 48 horas de tratamento. O grafico relaciona a porcentagem de crescimento
celular e a amostra em suas diferentes concentragdes (0,25; 2,5; 25 ¢ 250 pg/mL).

A fracdo PRIr-S-HEX-Fr5 apresentou atividade inibitoria frente apenas a uma linhagem
tumoral testada NCI/ADR-RES (ovario com fendtipo de resisténcia a maltiplos farmacos), o que
indica que a fragdo € seletiva.

Com as ferramentas disponibilizadas ndo foi possivel identificar os componentes
presentes na PRIr-S-HEX-Fr5, no entanto, devido a alta polaridade da fase movel utilizada para
extracdo (MeOH 100%), a fracdo contém os compostos de maior polaridade presentes no extrato
hexanico do residuo sélido de priprioca.

A Tabela 12 mostra os valores de TGI, os quais representam a concentracdo de amostra
(ug/mL) necesséaria para inibir completamente a proliferacdo celular, calculados por meio de
regressao linear simples, com o auxilio de software Origin®:

Os resultados da atividade antiproliferativa das fragdes do extrato hexanico indicaram
maior atividade antiproliferativa das fracGes de polaridade intermediaria (PRIr-S-HEX-Fr3 e,
principalmente, PRIr-S-HEX-Fr4), enquanto as fra¢cbes PRIr-S-HEX-Frl,2 e PRIr-S-HEX-Fr5
foram consideradas inativas. A PRIr-S-HEX-Fr4 obteve valores menores de TGI que o extrato
hexanico bruto (com exce¢do a NCL-ADR/RES).
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Tabela 12: TGI: concentracdo de cada amostra (ug/mL) necessaria para inibir completamente a
proliferagéo celular para cada linhagem testada

2 M a 7 4 P H O

Doxorubicina 2,6 25 10,7 91 0,10 090 22 0,56
PRIr-S-HEX?2 718 651 770 854 123,1 76,0 117,6 804
PRIr-S-HEX-Fr1,2 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250
PRIr-S-HEX-Fr3 80,0 914 819 1009 1215 685 1595 823
PRIr-S-HEX-Fr4 645 628 1208 675 726 47,1 112,0 55,9
PRIr-S-HEX-Fr5 250 250 118,0 >250 >250 >250 >250 >250

Linhagens tumorais humanas: 2 = U251 (glioma); m = MCF-7 (mama); a = NCI-ADR/RES (ovario com fenétipo de resisténcia a
multiplos farmacos); 7 = 786-0 (rim); 4 = NCI-H40 (pulmdo, tipo ndo pequenas células); p = PC-3 (prostata); h = HT29 (c6lon).
Linhagem ndo tumoral humana: q = HaCat (queratindcitos imortalizados).

Portanto, estudos devem ser direcionados as fracdes PRIr-S-HEXFr3 e PRIr-S-HEX-Fr4,
buscando o isolamento de compostos para averiguar se h& apenas uma substancia atuando
biologicamente, ou se ha sinergismo, j& que as fracBes ainda apresentam uma composi¢do quimica

complexa.

4.8 EXTRACAO ACIDO-BASE COM SOLVENTES REATIVOS

A técnica de extracdo por solventes reativos necessita a utilizacdo de um reagente
(solvente) que reaja quimicamente com o composto a ser extraido. Essa técnica pode ser utilizada
para remocao de impurezas assim como para a separa¢ao de componentes de uma mistura. Entre
as solugdes mais utilizadas estéo: solugdes aquosas de NaOH, NaCOs, HCI, ou outras que possuam
caracteristicas acidas ou basicas (BARATA, CASTRO e TAUBE JR., 2014).

A técnica baseia-se nas reac@es do tipo acido-base, utilizando-se solu¢do aquosa basica
para remover acidos organicos e fendis em solugdo, baseando-se no principio de que o sal sédico
do acido e do fenol sdo soltveis em solucdo aquosa basica. Da mesma maneira, um composto
basico (como um alcaloide) pode ser removido de uma solu¢do de um solvente orgénico, pelo
tratamento com a solucdo aquosa &cida reativa.

Tendo por principio que solventes &cidos extraem substancias basicas e inversamente
solventes basicos extraem substancias basicas, utilizou-se do acido cloridrico (HCI) para a extracéo
de substancias basicas eventualmente presentes no extrato etanodlico e a utilizacdo de bases

(NaHCO3z e NaOH) visou a extragdo de substancias &cidas. As substancias presentes no extrato as
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quais ndo reagiram nem com &cidos e nem com bases sdo consideradas substancias neutras como

se vé no fluxograma 3.

Fluxograma 3: Fracionamento do extrato etandlico dos residuo solido de priprioca por
meio de solventes reativos

10 g de extrato etanélico dos residuos solidos de priprioca

1) HCI (3 X 30mL)
2) Separar as fases em um funil de Squibb

Fase organica

1) NaHCOz 10% (3 X 30mL)
2) Separar as fases

Fase aquosa

1) Neutralizar com NaOH 5M
2) AcOEt(3 X 30mL)
3) Separar asfases

Fase organica

Fase aquosa

1) HCI concentrado
2) Precipitacédo

1) NaOH 10% (3 X 30mL)
2) Separar as fases

3) Filtrar em Bichner

Fase aquosa Fase organica 4) Secar

1) Lavar com agua go_mpostos
2) Secar com NazS04 acidos (401 8
3) Filtrar mg; 8176 AJ)

Descarte 4) Evaporar Fase aquosa
Compostos 1) HCI concentrado 1) Lavar com agua
béasicos(201 2) Precipitagdo 2) Slecarcom Na;SO4
mg; 4,22%) 3) Filtrar em Buchner 3) Filtrar

4) Secar 4) Evaporar

f Compgsfo?d Compostos neutros
racamenteacidos || ~ g3 ma-19 149)

(506 mg; 10,61%)

Os rendimentos de cada fracdo indicam que compostos neutros sdo predominantes no PRI-
RES.

Uma avaliacédo utilizando CCDs indicou 0s compostos basicos mais propicios para um
fracionamento em coluna cromatografica. Teste com reagente de Draggendorff foi realizado para
detectar a presenca de alcaloides, entretanto, ndo houve a precipitacdo de cristais laranja, portanto
o resultado foi considerado negativo. Na literatura ndo ha registro de alcaloides para a espécie C.

articulatus.
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4.8.1 Cromatografia em coluna

Os compostos basicos (PRIr-Bases) extraidos com HCI no processo de extragdo com
solventes reativos foram fracionados em cromatografia de coluna utilizando-se 142,5 mg da
amostra. A coluna cromatografica (Fig 17) foi preparada em coluna de vidro com silica 60 mesh e
as fases moveis utilizadas foram: CH2Cl>:MeOH 1%, CH.Cl>:MeOH 2%, CH2Cl2:MeOH 97:3,
CH2Cl2:MeOH  95:5, CH2Cl2:MeOH 90:10, CH2Cl>:MeOH 80:20, CH>Cl2:MeOH 70:30,
CH2Cl2:MeOH 50:50, MeOH 100%.

Figura 17: Coluna cromatogréfica feita com silica-gel 60 mesh para o fracionamento do PRIr-Bases.

Anélises com CCD permitiram o agrupamento das fracdes obtidas totalizando 08 fragdes
(Fig 18):
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Figura 18: CCDs das fragdes de PRIr-Bases obtidas por fracionamento em coluna cromatografica

Foi observado apenas uma mancha nas analises por CCD em trés fracbes utilizando

diferentes fases moveis:

Figura 19: CCD das 03 fragdes de PRIr-Bases priprioca consideradas purificadas e enviadas para analise em UPLC

Para a fracdo PRIr-Bases-B3 obteve-se 7,9 mg e rendimento de 5,5%. J& para a fracéo
PRIr-Bases-B4 obteve-se 4,4 mg e rendimento de 3,1% e para a fragdo PRIr-Bases-B7 obteve-se
8,6 mg e rendimento de 6%. Embora seja observado apenas uma mancha em cada fracdo na CCD,
é possivel que essas amostras ainda sejam misturas de varias substancias sobrepostas.
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4.8.2 Analises em UPLC

As analises UPLC foram realizadas para as amostras: PRIr-S-ET, PRIr-Bases, PRIr-
Acidos, PRIr-Fendis, PRIr-Bases-B3, PRIr-Bases-B4 e PRIr-Bases-B7.Foram considerados os
arquivos ESI (EletroSpray lonization) dos extratos, espectros de massa que séo obtidos pela infuséo
direta do extrato. Essas analises fornecem o “fingerprint”, ou seja, a impressao digital do extrato,
indicando os ions presentes na amostra.

As siglas UPLC correspondem ao termo em inglés (Ultra Performance Liquid
Chromatography), ou Cromatografia Liquida de Ultra Performance, consiste numa técnica
cromatografica que melhorou trés &reas relacionadas a cromatografia liquida: resolugdo
cromatografica, velocidade e sensibilidade das analises. UPLC consiste no aprimoramento da
técnica HPLC (Hight Performance Liquid Chormatography) (SRIVASTAVA et al, 2010).

A técnica de lonizacdo por Eletrospray (ESI) é uma técnica de ionizacdo amplamente
utilizada para a producdo de ions em fase gasosa (sem a fragmentacdo), as moléculas podem
produzir fons positivos (quando sdo protonadas), ou ions negativos, quando sdo desprotonadas. E
possivel selecionar qual tipo de ionizacao pretende-se obter (BANERJEE e MAZUMDA, 2012).

O extrato PRIr-S-ET € o resultado da extragdo do residuo de priprioca com EtOH. PRIr-
S-ET foi analisado no detector de massas pelo modo positivo. Através de seu espectro de massas
(Espectro 1) observa-se inimeros picos, que correspondem & ions de massa molecular+1 de uma
ampla variedade de substancias quimicas. Existe a possibilidade de alguns desses ions serem
fragmentos de ions de outras massas, resultado da colisdo entre moléculas levando a fragmentacao.
Outra possilibidade menos comum é a fragmentacdo de moléculas pelo gas de dessolvatacdo (N2)
utilizado para evaporar o solvente, para que o mesmo ndo interfira nas leituras. Portanto, as
substancias visualizadas no espectro positivo encontram-se ionizadas positivamente (protonadas),
logo sua massa molecular estara acrescida de massa 1. Por exemplo: o pico de maior intensidade
representa o ion de massa molecular 219m/z, portanto, sua massa molecular € 218 m/z. Por meio
dos cromatogramas de CG-EM sabe-se que 218 m/z é massa molecular comum de sesquiterpenos
caracteristicos dos rizomas de priprioca, como a mustacona. Entretanto, nessa técnica o fato do
pico ser mais intenso nao significa necessariamente que a substancia (ion) é a mais abundante, a

mais provavel significagdo é que a substancia é facilmente ionizavel. Neste caso, sabe-se que a
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massa molecular 218 m/z é caracteristica da espécie, entdo pode-se considerar que seja a substancia

mais abundante, e portanto a substancia “marcadora” do extrato da C. articulatus.
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Figura 20- Espectro de massas ESI de PRIr-S-ET no modo positivo

As analises do extrato PRIr-Acidos foram realizadas em modo negativo e portanto néo

podem ser comparado diretamente com o PRIr-S-ET, ja que o ultimo foi executado em modo

positivo. Optou-se pelo modo negativo pois quimicamente, os &cidos tendem a desprotonar. No

modo negativo as moléculas perdem um proéton, obtendo uma carga negativa, logo a massa sera

M-1. O espectro negativo dos compostos acidos apresentou 10 picos, correspondento aos ions e

destacando-se o0 de maior intensidade de massa molecular 327 m/z. Como provavelmente esta

molécula perdeu um proéton, sua real massa molecular é 328 m/z.
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Figura 21- Espectro de massas ESI de PRIr-Acidos no modo positivo
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As andlises do extrato PRIr-Fendis foram realizadas no modo positivo e no modo

negativo (Espectro 2 e 3 ja que as substancias fenolicas apresentam caracteristicas fracamente
4cidas. Comparando o modo negativo com PRIr-Acidos, observa-se que espectro de PRIr-Fenois
apresenta uma composicao rica muito mais variada. O espectro no modo positivo apresenta menor

namero de substancias o que indica que PRIr-Fendis é composto majoritariamente por substancias

com a tendéncia a desprotonar, como esperado.
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Figura 22: ESI do PRIr-Fen6is no modo positivo
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Figura 23: ESI do PRIr-Fendis no modo negativo
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Jé& as amostras do PRIr-Bases foram realizadas no modo positivo, pois compostos basicos
tendem a receber protons. O espectro revelou uma composi¢do quimica rica, embora ndo tanto
quanto o extrato etandlico bruto inicial PRIr-S-ET. As fracdes de PRIr-Bases foram avaliadas em
seguida. O objetivo da realizacdo da cromatografia em coluna era a purificagdo e o isolamento de
substancias, entretanto, o espectro positivo das fragdes mostrou que estas ndo estdo puras, ainda
apresentam mistura de uma grande variedade de compostos. Certamente a fragdo mais purificada
foi a PRIr-Bases-B4, que apresentou o pico majoritario 277m/z, correspondendo a uma substancia

com a massa molecular 276m/z.
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Figura 24: ESI do PRIr-Bases no modo positivo
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Figura 27: ESI do PRIr-Bases-B7 no modo positivo

Moléculas neutras ndo ionizam, portanto nao séo detectadas pela técnica ESI. Neste caso,
futuramente poderiam ser avaliadas por HPLC ou outras técnicas de espectrometria de massas.

Em conclusdo, pode-se afirmar pela analise dos espectros de massa, que 0s extratos
Acidos e Fendlicos (PRIr-Acidos e PRIr-Fenois) sdo compostos por um perfil rico de substancias,

principalmente sesqui e diterpenos, tendo grupamentos acidos (Ar-CO2H) e fendlicos (Ar-OH)

4.9 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DE EXTRATOS DE PRI-RES
E DO HIDROLATO DE PRIPRIOCA

As cepas utilizadas para os ensaios antimicrobianos estdo assim referenciadas: Aspergillus
niger — ATCC 16404; Candida albicans - ATCC 10231; Pseudomonas aeruginosa - ATCC 13388;
Escherichia coli - ATCC 11775; Staphylococcus aureus - ATCC 6538; Bukorolderia cepaceae —
ATCC 25416.

PRIr-S-HEX, as fracdes (PRIr-S-HEX-Frl,2; PRIr-S-HEX-Fr3; PRIr-S-HEX-Fr4; PRIr-
S-HEX-Fr5) e o hidrolato de priprioca foram testados frente a quatro linhagens bacterianas:

Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Staphylococcus aureus e Burkholderia cepacea,
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contra a levedura Candida albicans e o fungo filamentoso Aspergillus niger nas concentragdes
2000; 1000; 500; 250; 125; 62,5; 31,25; 15,62; 7,81; 3,90 e 1,95 pg/mL.

Para a leitura dos resultados para bactérias: apos o periodo de incubacéo, adicionou-se 50

puL de CTT (cloreto de trifenil tetrazélio) e as placas foram reincubadas por 3 h. O CTT é um
corante de oxirreducgéo utilizado para detectar o crescimento microbiano. Para o preparo de 100
mL de solucdo aquosa séo necessarios 1 mg de CTT (solido branco). Em solucdo o CTT apresenta-
se como um liquido incolor pois esta em sua forma oxidada. Na presenca de H* sofre reducéo e
forma o trifenilformazan, que possui coloracdo avermelhada. Logo, o aparecimento da coloracéo
vermelha indica atividade celular bacteriana (Fig 28).

Figura 28: Placas de 96 pogos utilizadas para testes com linhagens bacterianas

Para a leitura dos resultados de levedura e fungos filamentosos: os resultados foram

avaliados de acordo com o método CIM, Concentracdo Inibitéria Minima, ou seja, a concentracao
minima exigida da substancia em questdo para obter efeito bacteriostatico/fungistatico ou
bactericida/fungicida. Apos o periodo de incubacéo a verificagdo da mudanca de coloragdo do meio
RPMI-1640, de rosa (cor original) para amarelo indica mudanca de pH ocasionada pelo

crescimento microbiano (Fig 29).
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Figura 29: Placas de 96 pocos utilizada nos testes com linhagens flingicas

Os valores de CIM para os extratos e as fraces dos extratos de residuo solido e para o

hidrolato de prioprioca para as linhagens microbianas testadas estdo listadas na Tabela 13:

Tabela 13: Valores de CIM (ug/mL) do PRIr-S-HEX e suas fraces e do hidrolato de
priprioca para as linhagens microbianas testadas

CIM (ug/mL)
Microrganismo  PRIr- PRIr-S- PRIr- PRIr-  PRIr- Hidrolato Antibiotico
S-HEX  HEX S- S- S-

Fr1,2 HEX- HEX- HEX-
Fr3 Fra Fr5
*

P.aeruginosa * * * * * 0,062
B. cepaceae * * * * * * 0,015
S. aureus * * * * * * 0,007
E. coli * * 1,0 * * * 0,004

C. albicans * * * * * * 0,002
A. niger * * * * * * 0,002

*CIM > 2,0 pg/mL.

Antibidticos utilizados:
Para as bacteérias: cloranfenicol — solucéo 0,5 ng/mL.

Para o fungo e levedura: nistatina — solucdo 0,5 png/mL.

A PRIr-S-HEX-Fr3 apresentou CIM > 1,0 ug/mL, portanto, realizou-se a MBC

(Minimum Bactericidal Concentration), que consiste na mais baixa concentracdo requerida para

matar uma bactéria especifica (Fig 30).
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\
\ 3
Figura 30: Zoom da placa relativa a MBC da PRIr-S-HEX-Fr3

A PRIr-S-HEX-Fr3 foi testada nas concentragdes 2,0 e 1,0 ug/mL e em ambas observou-
se 0 crescimento do microrganismo, sendo a amostra considerada bacteriostatica.

Também foram testados os compostos &cidos e 0s compostos fracamente &cidos
(fendlicos) do residuo sélido de priprioca (Tabela 14), oriundos do processo extrativo com

solventes reativos, frente a0s mesmos microrganismos nas concentragdes anteriormente citadas.

Tabela 14: Valores de CIM (ug/mL) de PRIr-Acidos e PRIr-Fenois para as linhagens
microbianas testadas

CIM (ug/mL)

Microrganismos PRIr-Acidos PRIr-Fendis Antibioticos
P. aeruginosa * * 0,062
B. cepaceae * * 0,015
S. aureus 1,0 2,0 0,007
E. coli * * 0,004
C. albicans * * 0,002
A. niger * * 0,002

* CIM >2,0pug/mL

E conhecido o fato que 6leos essenciais apresentam uma atividade antimicrobiana mais
abrangente quando comparados aos extratos etanolicos, uma vez que as classes das substancias
obtidas durante as extracdes sdo distintas (DUARTE, 2006). Entretanto, Duarte (2006) observou
em seus estudos que a maioria dos Gleos essenciais e 0s extratos etanélicos correspondentes
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(originado das mesmas plantas) apresentam atividade microbioldgica contra as mesmas linhagens
bacterianas.

Diversos estudos tém demostrado a auséncia de atividade inibitoria do oleo essencial e do
extrato etandlico dos rizomas integros de priprioca frente a testes com a levedura Candida albicans.
Almeida (2011) reportou a auséncia de atividade inibitéria do 6leo essencial de priprioca (C.
articulatus) sobre o crescimento de cepas de Candida albicans isoladas de pacientes HIV positivos.

A atividade anti-candida de plantas brasileiras foi constatada nos estudos de Duarte et al.
(2005) sendo uma destas plantas a priprioca. Foram testados o 6leo essencial e o extrato etandlico
dos rizomas integros da espécie. O 6leo essencial foi considerado moderadamente inibitério,
enquanto que o extrato etandlico foi considerado fracamente inibitorio. Os autores concluiram que
para se atingir a concentracdo inibitéria minima seriam necessarias altas concentracfes.do 6leo
essencial e do extrato.

As fragdes provenientes de PRI-RES também néo apresentaram atividade inibitoria frente
a Candida albicans.

Ensaios antibacterianos tém sido realizados em diferentes regides da Africa, onde os
rizomas de C. articulatus apresentam grande destaque na medicina tradicional. Ensaios realizados
por Oladosu et al. (2011) buscavam comparar as acdes inibitdrias dos éleos essenciais de duas
espécies de C. articulatus cultivados na Nigéria: a espécie vermelha e a espécie preta. Estudos
demonstraram grandes diferengas na composicdo quimica das espécies, sendo que o Oleo
proveniente do tipo vermelho mostrou-se abundante em ciperotundona, piperitona, maaline,
germacrona, alfa-pineno e cipereno, enquanto o 6leo do tipo preto apresentou 0s constituintes
cedro, guaia-5-en-11-ol, ciperotundona, sabineno, alfa-pineno e trans-pinocarveol (OLADOSU et
al., 2011).

As bactérias testadas no estudo de Oladosu et al., (2011) foram: Bacillus megaterium,
Bacillus cereus, Streptococcus pyogenes, Staphylococcus epidermis, S. aureus, Escherichia coli,
Proteus mirabilis, Klebsiella pneumonia, Serratia marcescens e Pseudomonas aeruginosa. O 6leo
do tipo vermelho apresentou atividade inibitoria contra B. cereus, S. epidermidis e S. aureus. Trés
bactérias gram-negativas foram sensiveis ao 6leo do tipo vermelho: P. mirabilis, K. pneumonia e
S. marcescens. O 6leo apresentou atividade moderada contra E. coli e P. aeruginosa. Ja o tipo preto
apresentou atividade inibitoria contra quatro bactérias gram-positivas: B. megaterium, S. pyogenes,
S. epidermidis e B. cereus.
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Desmarchelier (1996) estudou a decoccéo de rizomas de C. articulatus coletados na area
do rio Tambopata, em Madre de Dios, Peru, durante o més de Janeiro de 1994. Testes
antimicrobianos revelaram que Staphylococcus aureus foi totalmente inibida pela decoccéo de C.
articulatus, no entanto ndo apresentaram efeito inibitorio contra E. coli, Salmonella gallinarum,
Klebsiella pneumoniae e Candida albicans.

Neste estudo, PRIr-Fendis e PRIr-Acidos apresentaram atividade inibitoria frente a S.
aureus. A fracdo PRIr-S-HEX-Fr3 pode ser considerada moderadamente inibitoria para E. coli,
entretanto nao apresentou atividade inibitdria contra P. aeruginosa.

Devido a inexisténcia de um padréo de valores de CIM que classifiguem a atividade
antimicrobiana de materiais vegetais, alguns autores tendem a propor valores classificatérios.
Aligianis et al. (2001) propos a seguinte classificacdo: CIM até 500 pug/mL.: forte inibicdo; CIM
entre 600-1500 pg/mL.: inibicdo moderada e CIM acima de 1600 pg/mL: fraca inibicdo (Duarte,
2006).

Com base na afirmacdo anterior, a fracdo PRIr-S-HEX-Fr3 pode ser considerada
moderadamente inibitoria para E. coli, enquanto PRIr-Fendis podem ser considerados apenas
fracamente inibitorios frente a S. aureus e PRIr-Acidos moderadamente inibitorio frente a S.
aureus. Um estudo realizado por Duarte (2006) revelou que o 6leo essencial de priprioca inibiu
também na concentracdo de 1,0 pg/mL a bactéria Staphylococcus epidermides.

O hidrolato de priprioca ndo apresentou atividade microbioldgica frente as linhagens
testadas.

Os dados obtidos nas pesquisas sdo de dificil comparacéo devido a diferenca com respeito
as técnicas empregadas para investigacdo da acdo de compostos de plantas e a grande variacédo

encontrada na composicao quimica dessas (FANTI, 2008).
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5. CONCLUSAO

v O residuo solido (PRI-RES) e o hidrolato de priprioca, rejeitos da inddstria de
extracdo de 6leo essencial, apresentam um grande potencial do ponto de vista biolégico, quimico,
econdmico e tecnoldgico.

v Para o estudo fitoquimico obteve-se extratos e fracbes purificadas com diferentes
graus de polaridade, sendo para isso utilizadas diferentes metodologias.

v O estudo fitoquimico por CG-EM do PRI-RES e do hidrolato indicaram a presenca
de alguns sesquiterpenos presentes no Oleo essencial de priprioca, moléculas com atividade
bioldgica comprovada tais como mustacona e corimbolona. Também foram identificados acidos
graxos, esteroides e a vitamina E, um tocoferol. Esses resultados sugerem potencial atividade
antiplasmaodica (presenca de mustacona e corimbolona) e anti-oncocercose (mustacona e acido
linoleico) do PRI-RES.

v A analise feita por UPLC mostrou extratos e fragdes com composi¢do quimica
complexa.
v Ensaios com Artemia salina mostraram toxicidade dos extratos de PRI-RES.

Constatou-se que 0 extrato mais toxico frente ao microcrusticeo foi o PRIr-P-HEX, seguido do
PRIr-P-ACOET e por fim PRIr-P-DIC.

v A atividade antiproliferativa foi constatada sendo o extrato mais ativo o PRIr-S-
HEX. Os extratos de PRIr-S-DIC e PRIr-S-ACOET foram ativos porém em concentra¢fes mais
elevadas. O extrato PRIr-S-ET foi inativo frente a todas as linhagens celulares, o que sugere que
as substancias mais apolares presentes no PRI-RES sdo as responsaveis pela atividade
antiproliferativa e ndo as substancias e de maior polaridade.

v O extrato PRIr-S-HEX demonstrou atividade antiproliferativa superior a
apresentada pelo oOleo essencial de priprioca. Sendo assim, 0s sesquiterpenos presentes em alta
concentracdo no 6leo essencial provavelmente ndo sdo os Unicos responsaveis pela atividade
bioldgica.

v PRIr-S-HEX foi fracionado em cromatografia de coluna flash resultado em quatro
fracOes avaliadas em novos testes antiproliferativos. A fragdo mais apolar PRIr-S-HEX-Fr1,2 e a

fracdo mais polar PRIr-S-HEX-Fr5 foram consideradas inativas e as frages de polaridade
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intermediaria PRIr-S-HEX-Fr3 e PRIr-S-HEX-Fr4 foram consideradas ativas, com énfase para a
fracdo PRIr-S-HEX-Fr4, a qual apresentou os menores valores de TGI.

v Foram, ainda, realizados testes antimicrobianos os extratos PRIr-S-HEX, PRIr-S-
HEX-Fr1,2; PRIr-S-HEX-Fr3; PRIr-S-HEX-Fr4, PRIr-S-HEX-Fr5, PRIr-Acidos e PRIr-
Fenais.

v Apenas a fracdo PRIr-S-HEX-Fr3 apresentou inibicdo frente a E. coli na
concentracdo de 1,0 ug/mL e pode ser considerada moderadamente inibitéria. Realizou-se MBC
da mesma fracdo e foi determinado que a mesma é bacteriostatica, ndo bactericida. PRIr-Acidos
foi considerada fracamente inibitoria frente a S. aureus e PRIr-Fenois foi considerada
moderadamente inibitoria frente a S. aureus.

v Para demonstrar a potencialidade do hidrolato, residuo industrial liquido cujo
descarte em rios da regido podem afetar a biofauna, desenvolveu-se neste trabalho um protétipo de
hidratante aromatizado com hidrolato de priprioca. A composicdo quimica do hidrolato de
priprioca e o odor agradavel do mesmo indicam possibilidades de utilizacdo para fins de

aromatizacdo de ambientes e formulagéo de cosméticos.
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ANEXOS

ANEXO A - Cromatograma do 6leo essencial dos rizomas de priprioca extraido pela Empresa Beraca-OE1

ANEXO B - Cromatograma 6leo essencial dos rizomas de priprioca extraido no laboratério P&DBIO-OE2
ANEXO C - Cromatograma do hidrolato de priprioca
ANEXO D - Cromatograma do HS-SPME do hidrolato de priprioca

ANEXO E - Cromatograma do PRIr-S-HEX

ANEXO F - Cromatograma do PRIr-S-HEX derivatizado

ANEXO G- Cromatograma do PRIr-S-HEX-Fr1,2

ANEXO H - Cromatograma do PRIr-S-HEX-Fr3

ANEXO | - Cromatograma do PRIr-S-HEX-Fr4

ANEXO J - Cromatograma do PRIr-S-HEX-Fr5

ANEXO K: Sobreposigdo dos cromatogramas obtidos por meio de CG-EM e HS-SPME do hidrolato de priprioca
(Em preto o cromatograma obtido via CG-EM, em azul o cromatograma obtido via HS-SPME.

ANEXO L: Estruturas quimicas das substancias presentes no OE, PRI-RES e hidrolato de priprioca citadas ao longo

do texto.

ANEXO M: Relatério técnico do solo da area de cultivo de priprioca em Santarém-PA
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ANEXO C: Cromatograma do hidrolato de priprioca
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ANEXO F: Cromatograma do PRIr-S-HEX derivatizado
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ANEXO H: Cromatograma do PRIr-S-HEX-Fr3
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ANEXO I: Cromatograma do PRIr-S-HEX-Fr4

Abundance
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ANEXO J: Cromatograma do PRIr-S-HEX-Fr5
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ANEXO K: Sobreposi¢do dos cromatogramas obtidos por meio de CG-EM e HS-SPME do hidrolato de
priprioca (Em preto o cromatograma obtido via CG-EM, em azul o cromatograma obtido via HS-SPME.
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ANEXO L: Estruturas quimicas das substancias presentes no OE, PRI-RES e hidrolato de

priprioca citadas ao longo do texto.
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RN R
L o
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HO
éﬂ >
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OH o
OH
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R
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HO
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o-copaeno trans-calameneno B-selineno
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ANEXO M: Relatorio técnico do solo da &rea de cultivo de priprioca em Santarém-PA realizado
pelo Pos-doutorando Michelly Rios Arévalo

A coleta dos rizomas de priprioca (Cyperus articulatus var. nodosus) utilizadas neste
estudo foi realizada na comunidade Tabocal, BR-163, km 23, adentrando cerca de 3 km no ramal
da Terra Preta, municipio de Santarém-PA (-54.71.7102 e -2.62.8533) (Fi. 1).

LEGENDA

@ Ponis da Propredase

Mapa Estado do
Para

B Santarém
S Belterra

P PP 2T PP PR
Fonte: Projegio Universal Transversa de Mercator Datum Oficial -SAD 69, 2004 -
Elaborado por: Hennque Marting

1:400.000

Figura 1: Localizagdo da area de cultivo de priprioca Tabocal 01, localizada em Santarém-PA.
Fonte: Arquivos pessoais de Michelli Rios Arévalo.

Foram realizadas a analise granulométrica (Tab 1) analise da composi¢do quimca e de
macro e micronutrientes (Tab 2 e Tab 3).

Tabela 1: Analise granulométrica do solo da area experimental Tabocal 01

Granulometria ( g/ke)
. . Prof. . , . Determinacio da
Identificacio cm Areia Areia Silte Argila Umidade
Erossa fina total w5
Solo arenoso 1 (-20 110 339 332 200 5.1



Tabela 2: Andlise de solo da area experimental Tabocal 01 de cultivo de priprioca

Amosiras Prof. | pH N MO K Na Ca  CatMg Al HAl
(cm) | doua %% okz ————m, g-"d.ms ----- -——-cmal dm’eex
Solo arenoso 1 0-20 | 50 015 460 31 21 17 23 0.4 3,14

Tabela 03: Disponibilidade de micronutrientes, cations trocaveis e saturacdo por bases

Amostras Cu Mn Fe Zn CiC CTC Vv
TOTAL EFETIVA
cmol./dm® cmol /dm’ L
Solo arenoso 1 23 101 372 0.1 3.61 287 44 04
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