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RESUMO

Introducdo: Rosmarinus officinalis L. (Lamiaceae) é uma planta
medicinal e aromatica e esta distribuida em diversas regides do mundo.
E apontada por possuir alta capacidade antioxidante, sendo muito
utilizada na medicina tradicional e também na alimentacdo. Objetivos:
0 objetivo deste trabalho foi investigar fitoquimicamente a espécie R.
officinalis e avaliar os efeitos antibacteriano, anti-inflamatério e
antidepressivo. Metodologia: partes aéreas da planta foram secas e
maceradas em etanol 96% durante dez dias, produzindo o extrato bruto.
O extrato bruto foi particionado através de filtracdo em silica utilizando
solventes de polaridade crescente resultando nas fragfes hexano, acetato
de etila, etanolica e aquosa. As fragcdes hexano e acetato de etila foram
submetidas a procedimentos cromatograficos para o isolamento dos
compostos. Os compostos foram quantificados no extrato bruto e
fracBes utilizando as técnicas de CLAE-UV e EC. O efeito anti-
inflamatério de R. officinalis foi analisado no modelo da pleurisia
induzida pela carragenina em camundongos. O efeito antibacteriano foi
avaliado pelo método de microdiluicdo em caldo. Finalmente, o estudo
antidepressivo foi analisado frente aos modelos do nado forgado e da
suspensdo em cauda. Resultados: a analise do 6leo essencial apresentou
como majoritario o composto 1,8 cineol. Pela andlise fitoquimica, foi
possivel elucidar quatro compostos: trés terpenos, acido betulinico,
acido ursolico, oleanolato metilico e um diterpeno fendlico, o carnosol.
Além disso, verificou-se que diferentes solventes interferem na
degradagdo do extrato bruto. Em relacdo a atividade anti-inflamatoria,
podemos destacar que em relacdo a inibicdo na migracéo leucocitaria, a
fracdo etandlica e o composto isolado acido ursélico apresentaram
melhores resultados, obtendo o mesmo perfil frente a migracdo de
neutrofilos e a exsudagdo. A inibicdo da enzima MPO, foi mais evidente
guando os animais foram tratados com o extrato bruto e com o terpeno,
acido betulinico. Ja a produgdo de metabdlitos do 6xido nitrico (NOy), a
fracdo mais efetiva foi novamente a fragdo etandlica, e 0 composto mais
efetivo foi o carnosol. Finalmente, a inibicdo da liberagdo das citocinas
pré-inflamatérias IL-1p e TNF-qa, foi fortemente inibida pelo extrato
bruto e pelo terpeno acido betulinico. No estudo antibacteriano de R.
officinalis, o composto isolado &cido ursélico exibiu 6tima atividade
antibacteriana frente ao Streptococcus pyogenes e boa atividade contra
Staphilococcus aureus Resistente a Meticilina (MRSA). J& o é&cido



betulinico foi considerado inativo contra as bactérias testadas. O
carnosol demonstrou bom efeito antibacteriano contra Streptococcus
faecalis, Shigella flexinerii, Salmonella typhi e Staphylococcus aures
Resistente a Meticilina (MRSA). O estudo antidepressivo do extrato
bruto, compostos isolados e dleo essencial da Rosmarinus officinalis,
demonstrou resultados importantes. Muitos deles comparados aos
resultados apresentados pela fluoxetina, com destaque para o extrato
bruto, &cido ursélico e 6leo essencial, 0 que sugere a possibilidade de
utilizacdo da planta no tratamento da depressdo. Conclus&o: de acordo
com os resultados obtidos, foi possivel verificar que o alecrim possui
importante  propriedade  anti-inflamat6ria,  antibacteriana e
principalmente antidepressiva. Estes efeitos podem ser atribuidos a
presenca dos compostos isolados como o carnosol e principalmente o
acido ursolico o qual demonstrou os melhores efeitos farmacoldgicos.



ABSTRACT

Introduction: the Rosmarinus officinalis L. (Lamiaceae) is an aromatic
and medicinal plant and is distributed in various regions of the world
and is identified as having high antioxidant capacity, and is widely used
in traditional medicine as well as food. Objectives: the objective of this
study was investigate the phytochemistry of R. officinalis and evaluate
possible biological activities of this plant through tests to assess anti-
inflammatory, antibacterial and antidepressant activities. Metodology:
the methodology as follows: the aerial parts of the plant were dried and
soaked in 96% ethanol for ten days, yielding the crude extract. The
crude extract was partitioned by filtration on silica using increasingly
polar solvents resulting in hexane, ethyl acetate, ethanol and aquous
fractions. The fractions hexane and ethyl acetate were subjected to
chromatographic procedures for isolation of compounds. The
quantification of compounds in the crude extract and fractions were
made by HPLC-UV and CE.The anti-inflammatory effect of R.
officinalis was analyzed in the model of carrageenan-induced pleurisy in
mice. The antibacterial effect was assessed using the microdilution
method. Finally, the study of the antidepressant effect was assesed by
the models of forced swim and tail suspension. Results: the essential oil
presented as majority compound 1,8 cineol. Through phytochemical
analysis, it was possible to elucidate four compounds: three terpenes,
betulinic acid, ursolic acid, methyl oleanolato and a diterpene phenol
carnosol. Furthermore, it was found that different solvents interfere with
the degradation of crude extract fractions. The results of anti-
inflammatory activity, we highlight that for inhibition of leukocyte
migration, and the ethanol fraction isolated compound ursolic acid
showed better results, achieving the same profile front neutrophil
migration and exudation. The inhibition of the enzyme MPO was more
evident when the animals were treated with the crude extract and the
terpene betulinic acid. The production of nitric oxide metabolites (NOx),
the most effective fraction was again the ethanol fraction, and the
compound most effective was the carnosol. In the study of antibacterial
activity of R. officinalis, the isolated compound ursolic acid exhibited
excellent antibacterial activity against the Streptococcus pyogenes and
good activity against Methicillin Resistant Staphylococcus aureus
(MRSA). Already betulinic acid was found inactive against all bacteria
tested. The carnosol demonstrated good antibacterial effect against
Streptococcus faecalis, Shigella flexinerii, Salmonella typhi and MRSA.
Finally, inhibition of the release of proinflammatory cytokines IL-1j



and TNF-a, was strongly inhibited by the crude extract and betulinic
acid. Finnaly, the study of antidepressant action of crude extract,
isolated compounds and essential oil from Rosmarinus officinalis,
showed startling results. Many of them, similar to presented by
fluoxetine, highlights to crude extract, ursolic acid and essential oil
which suggests the possibility of using the plant to treat depression.
Conclusions: according to the results was possible to verify that the R.
officinalis has an important anti-inflammatory, antibacterial and
principally antidepressant properties. These effects may be attributable
to isolated compounds such as carnosol and especially to ursolic acid
which showed the best pharmacological effects.
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1 INTRODUCAO

A utilizacdo de plantas com fins medicinais, para tratamento, cura
e prevencdo de doencas, € uma das mais antigas formas de pratica
medicinal da humanidade. Ao longo do tempo tém sido registrados
diferentes tratamentos utilizando plantas medicinais. Apesar da grande
evolucdo da medicina alopatica a partir da segunda metade do século
XX, existem obstaculos béasicos na sua utilizacdo pelas populacdes
carentes, que vado desde 0 acesso aos centros de atendimento
hospitalares a obtengdo de exames e medicamentos. Estes motivos,
associados com a facil obtencdo e a grande tradicdo do uso de plantas
medicinais, contribuem para sua utilizacdo pelas populacdes dos paises
em desenvolvimento (CALIXTO, 2005; VEIGA-JUNIOR & MELLO,
2008).

Detentores de um mercado extremamente lucrativo, 0s
fitofarmacos, como por exemplo, ginkgo, kava pironas, ginseng, erva de
S&o Jodo, etc, sdo de grande interesse da indUstria farmacéutica pelos
produtos de origem vegetal. Por volta de 1990, estimou-se que cerca de
80% da popula¢do mundial procuravam nas plantas a fonte principal de
medicamentos. E estd comprovado hoje, que grande parte da populacéo,
principalmente aquelas de paises em desenvolvimento, usa como
medicamentos extratos ou porg¢des oriundas de plantas. Embora existam,
nos dias atuais, diversas estratégias e metodologias disponiveis para que
se possa sintetizar e descobrir novos farmacos, a quimica de produtos
naturais representa uma destas alternativas de sucesso, historicamente
privilegiada (MONTANARI, 2001).

A biodiversidade do Brasil é considerada uma fonte potencial de
substancias biologicamente ativas e sua preservacgdo e fundamental tanto
pelo valor intrinseco dessa imensa riqueza biolégica ou como enorme
potencial como fonte de novos farmacos (BARREIRO, 2009). Muitos
metabolitos secundarios de plantas se notabilizaram como matérias-
primas valiosas para a producdo de inimeros medicamentos contem-
poraneos, 0 que comprova que a parceria entre farmacologistas e/ou
bidlogos e quimicos de produtos naturais é uma boa estratégia para a
descoberta de farmacos inovadores.

Nas Ultimas décadas, uma mudanca importante no paradigma das
sociedades ocidentais fez com que os produtos de plantas passassem
novamente a ocupar papel de destaque nos paises desenvolvidos e em
desenvolvimento. De maneira indireta, este tipo de cultura medicinal
desperta o interesse de pesquisadores em estudos envolvendo &reas
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multidisciplinares, como por exemplo, botanica, farmacologia e
fitoquimica, que juntas enriquecem os conhecimentos sobre a fonte
medicinal (MACIEL et al., 2002).

Devido a tais constatagcGes, os produtos naturais e derivados
foram, e continuam sendo, notoriamente, de importéncia crucial em
determinados setores de uma sociedade moderna, mesmo considerando-
se 0 grande numero de produtos produzidos por sintese. O interesse na
busca por substancias com atividade bioldgica visando ndo somente uma
fonte de recurso terapéutico, mas também como futuro medicamento é o
objetivo principal do presente trabalho destacando-se a avaliagcdo de
potencial efeito anti-inflamatdrio, antibacteriano e antidepressivo.

1.1 A importéncia dos produtos naturais e o desenvolvimento de
farmacos

Segundo a OMS (Organizacdo Mundial de Salde) 65 a 80% da
populacdo mundial, especialmente em paises em desenvolvimento,
ainda confiam nos produtos a base de plantas medicinais no tratamento
de doencas, ou utiliza a medicina tradicional (ou alternativa, nédo
convencional, ndo ortodoxa ou medicina complementar) na atencdo
primaria & saide (RAHMAN & SINGHAL, 2002). Esses produtos sdo
utilizados para varias finalidades, sob diversas combinacGes (com
medicamentos alopaticos, homeopaticos, entre outros) baseados em
evidéncias historicas ou pessoais, onde geralmente ndo é atribuido
nenhum evento adverso (SILVEIRA et al., 2008).

A terapéutica moderna, composta de um grande nimero de
medicamentos com agdes especificas sobre receptores, enzimas e canais
ibnicos, ndo teria sido possivel sem o suporte dos produtos naturais,
especialmente das plantas superiores, das toxinas animais e dos
microrganismos. S&0 indmeros o0s exemplos de medicamentos
desenvolvidos direta ou indiretamente de fontes naturais, sobretudo das
plantas. Destacam-se a morfina, a pilocarpina, os digitalicos, os curares,
a quinina, a artemisinina, a atropina, a escopolamina, as estatinas, 0
cromolin, os farmacos usados no tratamento de céncer (vimblastina,
vincristina, taxol, campotecinas), 0s imunossupressores, 0s antibidticos,
os inibidores da enzima conversora de angiotensina, como o Captopril ®
(VERPOORTE, 1998; BARREIRO, 2002).

Nas Ultimas décadas, ocorreram fatos importantes que
produziram mudancgas fundamentais no conceito de medicamentos de
origem vegetal. A insatisfacdo com a eficiéncia e o custo da medicina
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moderna, aliada & admiragdo pelas coisas “naturais” e “orginicas”,
levou milhdes de pessoas em todo 0 mundo a apreciar melhor o uso dos
medicamentos naturais classicos para o tratamento de muitas doencas.
As principais inddstrias farmacéuticas reconhecem que certas plantas,
gue a populacdo sempre utilizou para fins terapéuticos, sdo
provavelmente uma das melhores fontes de protétipos para o
desenvolvimento de novos medicamentos (ROBBERS, 1997).

Com o surgimento de alguns medicamentos importantes obtidos
de fontes naturais, que cientistas e indUstrias voltaram a interessar-se
pelo ramo. Pode-se, assim, observar que, atualmente, os produtos
naturais atualmente sdo responsaveis, direta ou indiretamente, por cerca
de 40% de todos os farmacos disponiveis na terapéutica moderna e, se
considerarmos o0s usados como antibiéticos e antitumorais esta
porcentagem é de aproximadamente 70% (CALIXTO, 2001).

1.2 Consideragdes sobre a espécie Rosmarinus officinalis L.
1.2.1 Aspectos botanicos

A planta Rosmarinus officinalis L. (Figura 1) pertence a familia
botanica das Lamiaceae (antiga Labiatae, Adanson - ou Labiadas) que
compreende atualmente de 236 a 258 géneros e de 6970 a 7193
espécies, sendo subdividida em 7 subfamilias. Ha cerca de 20 géneros e
232 espécies nativas do Brasil. S8o cosmopolitas, porém tém como
centros de origem as regides do mediterrdneo, o Oriente Médio e as
montanhas subtropicais (JOLY, 2002). E uma planta medicinal e
aromatica e vem sendo cultivada por muitos anos. E um arbusto perene,
podendo atingir até 2 metros de altura. Apresentam folhas opostas,
pequenas, lineares, coriaceas, aromaticas, flores bilabiadas, de cor lilas
claro ou branco. No entanto ndo sobrevive a invernos rigorosos e altos
indices de pluviosidade, necessitando de solos bem drenados e sol pleno
(LORENZI e MATOS, 2006).


http://pt.wikipedia.org/wiki/Fam%C3%ADlia_%28biologia%29
http://pt.wikipedia.org/wiki/Bot%C3%A2nica
http://pt.wikipedia.org/wiki/G%C3%AAnero_%28biologia%29
http://pt.wikipedia.org/wiki/Esp%C3%A9cie
http://pt.wikipedia.org/wiki/Sete
http://pt.wikipedia.org/wiki/Brasil
http://pt.wikipedia.org/wiki/Mediterr%C3%A2neo
http://pt.wikipedia.org/wiki/Oriente_M%C3%A9dio
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Fonte:http://www.viagem-do-fazer.com/para/para+que+serve+o+alecrim/ (em
28/10/2012)
Figura 1- Rosmarinus officinallis L. (alecrim)

CLASSIFICACAO BOTANICA
O estudo taxondmico classifica a espécie Rosmarinus officinalis L.
€Omo segue:
Reino: Plantae
Filo: Magnoliophyta
Classe: Magnoliopsida
Ordem: Lamiales
Familia: Lamiaceae
Género: Rosmarinus
Espécie: R. officinalis
Nomenclatura Binominal: Rosmarinus officinalis L. (Labiatae)
Sinonimia botanica: Rosmarinus latifolius Mill.
Nomes populares: alecrim-de-jardim; alecrim; rosmarino; labinotis;
alecrinzeiro; alecrim comum; alecrim-de-cheiro; alecrim-de-horta; erva-
coada; flor-do-olimpo; rosa-marinha; rosmarinho (LORENZI e
MATQOS, 2006).

1.2.2 Aspectos quimicos

Dentre as diferentes classes de compostos presentes no extrato de
Rosmarinus, a classe dos diterpenos fendlicos (Figura 2) é que vem
recebendo muita atengdo, principalmente o diterpeno carnosol [1], por
causa dos seus beneficios medicinais incluindo efeito antioxidante, anti-
inflamatério e antitumoral. Entre os constituintes dos extratos de
alecrim, 90% do total da atividade antioxidante derivam do carnosol e
acido carnédsico [2]. Munné-Bosch e Alegre (2001) mostraram que o
acido carndsico protege os cloroplastos da oxidacdo, sequestrando
radicais livres, durante situaces de estresse da planta, quando
submetidas as condicOes de secas e altas temperaturas. As ervas secas de


http://www.viagem-do-fazer.com/para/para+que+serve+o+alecrim/
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alecrim contém aproximadamente 0,2-1% de carnosol e extratos
disponiveis comercialmente podem conter até 10,3% de carnosol (LIAN
etal., 2010).

Estudos in vitro demonstraram, que o &cido carndsico é o
diterpeno fenodlico precursor de estruturas y- ¢ 6 -lactona. Na presenca
de oxigénio, o acido carnosico é, em alguns dias, degradado em carnosol
e rosmanol [3]. Estudos realizados por Luis e colaboradores (1994),
sugerem que in vivo, o 4cido carnésico também pode sofrer converséo
enzimatica estimulada pelo oxigénio singleto para formar as lactonas
(exceto 6) rosmanol [3], isorosmanol [4], 11,12-di-O-metilrosmanol [5],
12-O-metil-acido carnésico [6] e o rosmadial [7].

OH

CHO
CHO

[7]

Figura 2. Diterpenos fendlicos de Rosmarinus officinalis L.
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Outros terpenos também ja foram descritos para a espécie
como os triterpenos acidos ursoélico [8], oleandlico [9], micromérico
[10] e betulinico [11] (ALTINIER et al., 2007).

[9]

[11]

Figura 3. Terpenos isolados de R. officinalis L.

Também foram encontrados os diterpenos quinona rosmaquinona
A [12], rosmaquinona B [13] além dos compostos p-quinona &cido
roileanonico [14], betulina [15], &cido 23-hidroxibetulinico [16] e
roficerona [17] (MAHMOUD et al., 2005).
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[12]: R = B-OCHj3
[13]: R = a-OCH;

[14]

-
2 T

[15]: R1 = CH,OH; R2 = H - [17]

[16]: R1= COOH; R2 = OH

Figura 4. Diterpenos e outros compostos isolados de R. officinalis

Os terpenos Cy-Cis que fazem parte da composicdo dos 6leos
essenciais, igualmente chamados de 6leos volateis, correspondem a
fracdo oleosa responsavel pelo aroma dos vegetais (flores, folhas,
sementes, frutas, raizes, etc.). Embora possam ter um componente
majoritario, os 6leos esséncias sdo normalmente constituidos por uma
mistura de compostos apolares de baixo peso molecular, onde
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encontramos a predominancia de terpenos e fenilpropandides (BURT,
2004), podendo, ndo raro, estarem presentes alcanos, alcenos, alcoois,
aldeidos e ésteres.

A composicdo do dleo volatil de alecrim é de 95 a 98% de
monoterpenos e derivados e 2 a 5% de sesquiterpenos. Os principais
compostos volateis no alecrim séo: canfora [18] e 1,8-cineol [19],
seguido de borneol [20], verbenona [21], a-pineno [22] e canfeno [23]
(Figura 5) (SZUMNY et al., 2010).

HO
(@] “
, |
[16] [19] [20]
X
N\ \O 23
O oy [22] [23]

Figura 5. Componentes terpénicos encontrados no 6leo essencial de

Rosmarinus officinalis L.

Embora a grande atengdo dada para os principios ativos de R.
officinalis seja para a classe dos diterpenos, a presenga de flavondides
na espécie também ¢é constatada. Del Bano e colaboradores (2004)
isolaram e identificaram 7 flavondides, sendo eles: eriocitrina [24],
hesperidina [26] (flavononas); luteolina 3"O-B-D-glucuronideo [25],
diosmina [27], isoescutelareina 7-O-glicosideo [28], hispidulina 7-O-
glicosideo [29] e gencuanina [30] (flavonas). Outras flavonas também
foram isoladas, incluindo a diosmetina [31], luteolina [32] e apigenina
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[33] (SILVA et al, 2008); 6-hidroxi-luteolina-7-glicosideo [34],
escutelareina [35], cirsimaritina [36], 4-metoxitectocrisina [37] (Tabela
1) identificados no extrato por CLAE-UV (ALMELA et al., 2006).

[24]

OH

OCHj
o )

RamGiliO l
\

OH O [26]

Figura 6. Flavonoides isolados de R. officinalis L.

R4

Figura 7. Esqueleto basico estrutural de flavonas



Tabela 1. Flavondides descritos para a espécie de R. officinalis L.
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R1 R2 R3 R4 R5 R6

[25] H OH H O- OH H
Glicuronideo
[27] H O-Glicose- OH OCH; H
Ramnose

[281 OH  O-Glicose H H OH H
[29] H O-Glicose ~ OCHj, H OH H
[30] H OCH, H H OH H
[31] H OH H OH OCH; H
[32] H OH H H OH OH
[33] H OH H H OH H
[34] H O-Glicose OH H OH OH
[35] H OH OH H OH H
[36] H OCHj; OCHj, H OH H
[37] H OCH, H H OCH; H

Segundo a familia Lamiaceae mostra ser uma fonte rica de

espécie que contém grandes quantidades de acidos fendlicos,
especialmente em formas de depsideos, como por exemplo, o &cido
rosmarinico [38] (ZGORKA e GLWNIAK, 2001), caféico [39],
clorogénico [40] e neoclorogénico [41] (SILVA et al., 2008).
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[38]

[41]

Figura 8. Fenilpropanoides isolados de R. officinalis L.

1.2.3 Aspectos Bioldgicos e Farmacol6gicos

A industria alimenticia esta cada vez mais interessada em
plantas aromaticas, principalmente as que pertencem a familia
Lamiaceae, devido a crescente demanda de consumidores por alimentos
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saudaveis e de origem natural. Estes produtos sdo utilizados, nédo
somente como aromatizantes e/ou conservantes, mas também com
outros propdsitos terapéuticos como anti-inflamatérias ou também como
antioxidantes. Além da industria alimenticia, as plantas da familia
Lamiaceae sdo também utilizadas na tinturaria, fragrancias, cosméticos,
bebidas e indUstrias de tabaco. A familia de plantas Lamiaceae é muito
rica em compostos antioxidantes que podem ser usados na conservagao
de alimentos contra processos oxidativos, como por exemplo, o alecrim,
orégano, manjericdo, salvia e tomilho, que sdo plantas aromaticas
populares que crescem em muitas regides do mundo (HOSSAIN et al.,
2010).

O alecrim €é a Unica especiaria disponivel comercialmente para
uso como antioxidante na Europa e Estados Unidos, comercializadas
sob forma de um o6leo soltvel, pd seco e também dispersaveis em agua
(BOZIN et al., 2007).

As propriedades antioxidantes dos extratos de alecrim vém
recebendo consideravel atencdo nos Ultimos anos. Na indUstria de
alimentos, seu efeito antioxidante é considerado superior aos do
antioxidante sintético butil- hidrdxi-anisol (BHA) e semelhante ao do
butil-hidréxi-tolueno (BHT). Comercialmente, usa-se em combinagédo
com tocoferdis, onde se observa sinergia entre o alecrim e o a-tocoferol.
O alecrim também mostra efeito sinérgico com o &cido citrico e com o
antioxidante BHA (JUSTO et al., 2008). Este apresenta importante acéo
antioxidante e reduz a peroxidacao lipidica, além de inibir a producéo de
espécies reativas de oxigénio, reduzindo a inflamacdo. O &cido
carnosico e seus derivados possuem caracteristicas estruturais Unicas
contendo um grupo catecol e duas regides hidrofdébicas constituidas pelo
grupo isopropil e pelo anel “A” com o grupo dimetil. O grupo catecol ¢
reconhecidadente a unidade estrutural responsavel pela captura de
radicais livres de espécies reativas de oxigénio. Por outro lado, o anel
“A” e o grupo isopropil conferem a estas moléculas a capacidade de
fazer interacBes hidrofobicas com as membranas e outros alvos
bioldgicos, permitindo uma maior biodisponibidade de seu potencial
antioxidante.

Muitas atividades bioldgicas reportadas para 0s compostos
e extratos de alecrim estdo provavelmente relacionadas com a habilidade
de reduzir dano oxidativo causado por radicais livres sobre os elementos
celulares como DNA, proteinas e membranas fosfolipidicas. Supde-se
gue estas moléculas antioxidantes podem agir como sequestradores de
radicais livres, mas adicionalmente podem desempenhar um papel na
regulagdo da atividade e/ou expressdo de certos sistemas enzimaticos
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implicados em processos fisioldgicos relevantes como apoptose,
destruicdo de células tumorais, transducdo do sinal intracelular ou na
regulacdo também das enzimas que metabolizam xenobiéticos no figado
(superoxido dismutase, catalase e glutationa transferase). A natureza
lipofilica dos derivados diterpénicos de alecrim levam a pensar que as
membranas biol6gicas podem ser um dos principais alvos para a sua
atividade, visto que, de fato, o acido carndsico e seus derivados foram
encontrados associados a membranas de cloroplastos, provavelmente
desempenhando um papel antioxidante de protecdo (PEREZ-FONS et
al., 2006).

A Tabela 2 mostra outras atividades farmacologicas descritas
para o extrato, fragdes, compostos e dleo essencial de R. officinalis.
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Tabela 2. Atividades farmacoldgicas para R. officinalis L.

EXTRATO/
COMPOSTO

ATIVIDADE
BIOLOGICA

REFERENCIA

Extrato etandlico

Hipoglicemiante
Antiespasmadica
Anticancer

BAKIREL et al., 2008

VENTURA-

MARTINEZ et al., 2011

TAl etal., 2012

Acido rosmarinico,
extrato metanodlico e
Oleo essencial-QT-

Inibigdo das enzimas
acetilcolinesterase e
butirilcolinesterase

ORHAN et al., 2008

cineol
Oleo essencial Repelente de
QT-canfora mosquito GILLW etal., 2008
Inibicdo da 5-

Carnosol e 4cido
carnésico

lipoxigenase e
supressao da resposta
pré-inflamatoria

POECKEL et al., 2008

Acido carnésico

Efeito neuroprotetor

SATOH et al., 2008

Inibigdo da ativagéo

Carnosol de LIAN et al., 2010
] NF-kappa B
Acido micromérico, - Agdoanti- | 1\iER 6t al 2007
ursélico e oleandlico  inflamatdria topica
Acédo

Oleo essencial

hipoglicemiante

AL-HADER et al., 1994

12-metdxi-trans-

acido carndsico,

acido carndsico e
carnosol

Atividade
antimicrobiana

OLUWATUYI et al.,

2004

Extrato metanélico,
acido carndsico,
sesamol, carnosol e
acido rosmarinico

Atividade
antioxidante

ERKAN et al., 2008
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1.2.4 Usos populares de Rosmarinus officinallis L.

Os antropdlogos e arquedlogos encontraram evidéncias que as
ervas de alecrim eram usadas com virtudes medicinais, culinarias e
cosméticas no Egito antigo, Mesopotdmia, China e india
(STEFANOVITS-BANYAI et al., 2003).

No México e Guatemala, o alecrim é utilizado principalmente
como um remédio “postpartum”, e também para tratar doencas
respiratérias e contra infecgdes de pele. Segundo a etnofarmacologia
nesses paises, 0 Rosmarinus é também utilizado para combater
disturbios: da musculatura esquelética, gastrointestinais, de pele,
respiratérios, circulatérios, do sistema nervoso central e ginecoldgico
(HEINRICH et al., 2006).

Além disso, o alecrim ¢é popularmente utilizado como
estimulante do SNC, no combate a azia, gastrite, contra a tosse, previne
formacdo de gases intestinais, anti-hipertensivo, estimula a liberacdo da
bilis da vesicula para o duodeno, favorecendo a digestdo de gorduras,
como estimulante do fluxo menstrual, antireumautico e diurético
(CARVALHO e ALMANCA, 2003), e também no tratamento de
doencas respiratorias de carater inflamatério, como a asma brénquica
(ALBUQUERQUE et al., 2007).

Os Oleos essenciais sdo amplamente utilizados na industria
cosmeética, mais especialmente na producdo de aguas de col6nia, logcdes
de banho, lo¢Bes de cabelo, xampus, e ainda como constituintes de
desinfetantes e inseticidas. Os compostos fenolicos, presentes nos 6leos
essenciais, sdo conhecidos por possuirem atividade antimicrobiana e por
serem seguros, portanto, sdo utilizados para prevenir o crescimento de
bactérias contaminantes em plantas colocadas em estoque pés-colheita.
Os 6leos essenciais obtidos de orégano (Origanum vulgare), tomilho
(Thymus vulgaris), salvia (Salvia officinalis), alecrim (Rosmarinus
officinalis), cravo (Syzygium aromaticum), coentro (Coriandrum
sativum), alho (Allium sativum) e cebola (Allium cepa),
comprovadamente demostraram atividade antimicrobiana, sendo
amplamante utilizados com este fim (OKOH et al., 2010).

J4, na aromaterapia, o alecrim é comumente usado para estimular
a mente e a memdria. Angioni e colaboradores (2004) comprovaram a
eficdcia do Oleo essencial de alecrim, em aumentar o desempenho
cognitivo de seres humanos saudveis submetidos a uma bateria de
testes cognitivos computadorizados, demonstrando que o impacto
olfatorio causado por esse Oleo essencial realga significativamente a
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qualidade total da memdria e dos fatores secundarios da memoria
(ANGIONI et al., 2004).

1.3 Ensaios para a verificagcdo da atividade bioldgica de produtos
naturais

O grande incremento do uso de plantas para fins medicinais neste
final de século tem promovido interesse pelo conhecimento das
caracteristicas dos farmacos delas originados, incluindo sua morfologia,
composicdo quimica e propriedades farmacolégicas, especialmente
quando se trata de plantas brasileiras (SIMOES et al., 2003). Hoje, com
a disponibilizacdo de ensaios bioldgicos especificos, eficientes e
rapidos, 0s ensaios para screening biolégico vém sendo utilizados dia a
dia nas pesquisas em busca de novas substancias. Os bioensaios guiados
por semelhancgas estruturais e/ou interacdo com receptores constituem
uma verdadeira revolugdo na busca de principios bioativos. Os estudos
do metabolismo de farmacos e as observacdes clinicas também sdo
ferramentas poderosas na descoberta de novas substancias promissoras.

1.3.1 Avaliacao da atividade anti-inflamatoéria

A inflamacdo é um fendbmeno complexo de alteragdes que ocorre
nos tecidos em resposta a um estimulo lesivo, como por exemplo: a
radiacdo ultravioleta, estimulos quimicos, as infecgdes e o choque
mecanico. Todas as etapas da reacdo inflamatdria sdo orquestradas por
interacdes complexas entre as células e o que chamamos de mediadores
do processo inflamatério. Atualmente, sdo conhecidos inUmeros
mediadores, dentre eles podemos destacar: aminas vasoativas (histamina
e serotonina), sistema complemento como, por exemplo: C3a, C5a-C5b-
C9, componentes da coagulacdo e de fibrindlise (fibrino-peptideos,
produtos da degradacdo da fibrina, entre outros), metabdlitos do &cido
araquidénico (AA) como os produtos da via da ciclooxigenase (COX),
incluindo as prostaglandinas (PGs) e tromboxanos (TX) e da
lipooxigenase (leucotrienos (LT), &cidos hidroxiperoxieicosatetraendico
(HPETE) e hidroxieicosatetraendico (HETE), espécies reativas
derivados do oxigénio e do nitrogénio, 6xido nitrico (NO), citocinas,
entre outros (ROCCA e FITZGERALD, 2002; CHAKRABORTI,
2003).

Didaticamente podemos dividir a inflamacdo em trés fases
distintas: a fase inicial, onde existe o reconhecimento do estimulo
lesivo; a fase de amplificagdo, onde diversos mediadores inflamatérios
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sdo liberados com objetivo de destruir o estimulo lesivo, e finalmente a
fase de término do processo, onde mediadores inibitérios sdo liberados
com a funcéo de finalizar o processo inflamatério. Em alguns casos, o
estimulo inflamatorio pode ndo ser “vencido” pelo organismo, se
estabelecendo entdo a inflamagdo crbnica, a qual pode levar a perda
funcional do ¢rgdo afetado. Uma das condicdes mais importantes
associada a este tipo de evolugdo é a artrite reumatdide, em que a
inflamacdo cronica resulta em dor e destruicdo do 0sso e da cartilagem
(SILVA et al, 2002).

A inflamag@o aguda é caracterizada por uma resposta inicial a
lesdo tecidual e é mediada pela liberacdo de substancias como
histamina, serotonina, bradicinina, prostaglandinas e leucotrienos, e, em
geral, precede o desenvolvimento da resposta imune. Essas substancias,
em especial, a histamina, aumentam o fluxo sangiiineo local e também a
permeabilidade dos capilares venosos, o que permite que grandes
guantidades de liquido e de proteina sejam transportadas da circulacdo
para os tecidos, resultando em edema localizado. A resposta imune
aparece, quando as células imunologicamente competentes (linf6citos)
sdo ativadas em resposta a organismos estranhos ou substancias
antigénicas liberadas durante a resposta inflamatéria aguda ou crénica
(SCHMID-SCHOBEIN, 2006; HOFSETH, 2008).

Neste trabalho, avaliamos a atividade anti-inflamatoria da
espécie Rosmarinus officinalis L. no modelo de inflamacdo aguda
induzida pela carragenina em camundongos, que ¢ um modelo de facil
execucdo, e que permite a quantificacdo das células envolvidas e dos
mediadores inflamatérios, sem que se tenha que utilizar procedimentos
complexos de extracdo (SALEH et al., 1996).

1.3.2 Avaliacédo da atividade antibacteriana

A descoberta e 0 desenvolvimento de novos farmacos eficientes
no combate a infeccdes bacterianas revolucionaram o tratamento médico
causando uma diminuicdo bastante significativa na mortalidade causada
por doengas microbianas, mas durante as Ultimas décadas, novas
doencas infecciosas surgiram e algumas infeccGes tém reemergido. Este
episodio, juntamente com a disseminacdo do uso indiscriminado de
antibiéticos, lamentavelmente, fez com que as bactérias também
desenvolvessem defesas relativas aos agentes antibacterianos, com o
conseqliente aparecimento da resisténcia bacteriana (SILVEIRA et al.,
2006). Em adic@o a estes problemas, os antibioticos sdo algumas vezes
associados a efeitos diversos que incluem hipersensibilidade, redugéo da
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flora intestinal e das mucosas, imunossupressao e reacdes alérgicas.
Portanto, existe uma grande necessidade em desenvolver farmacos
antimicrobianos alternativos para o tratamento de doencas infecciosas
(AHMAD, 1998).

Diante deste cenario alarmante, percebe-se que o problema da
resisténcia bacteriana é crescente e a perspectiva futura do uso de drogas
antibacterianas, incerta. Por esta razdo, é que existe uma demanda
crescente por novas substancias capazes de inibir processos vitais de
uma ou mais espécies de microrganismos resistentes e que tem
provocado uma verdadeira corrida em busca de agentes antibacterianos
de origem natural, semi-sintéticos ou sintéticos cada vez mais eficientes.
Para isso, torna-se entdo imperativo adotar medidas para enfrentar o
problema, entre elas a do controle no uso de antibi6ticos, a do
desenvolvimento de pesquisas para uma melhor compreensdo dos
mecanismos genéticos da resisténcia microbiana e a da continuagéo dos
estudos acerca de novas drogas, sejam elas sintéticas ou naturais
(NASCIMENTO et al., 2000).

1.3.3 Avaliacdo da atividade antidepressiva

De acordo com a OMS, a depressdo unipolar foi projetada para
2020 como a segunda doenga mais proeminente da populacdo mundial.
A doenca é caracterizada pela diminuicdo do humor, perda do interesse
geral, incapacidade de concentragdo, disturbios do sono e do apetite,
baixa energia, culpabilidade, além de ideac¢do de suicidio. A doenca é
preocupante, pois afeta principalmente individuos em pleno auge da
capacidade produtiva. Com relacdo a medicamentos com agédo
antidepressiva de origem natural, h4 uma lacuna. Com excecdo dos
estudos relacionados ao Hipericum perforatum e a confirmagdo dos
efeitos da hipericina, o qual é indicado para casos de depressdo leve,
nenhuma outra planta ou um fitoconstituinte foi estudado a ponto de se
tornar um medicamento para o tratamento da depressdo unipolar ou
depressdo maior (BRESOLIN e CECHINEL FILHO, 2010).

A depressdo € uma sindrome crénica comum, e muitas vezes
refratéria ao tratamento com medicamentos, e que acabam por afetar a
qualidade de vida e a produtividade destes pacientes. A depressdo é
comumente aceita por ser um distdrbio devido a perturbacfes em fungdo
dos neurotransmissores, principalmente a serotonina, noradrenalina e
dopamina. A reducdo de serotonina no cérebro foi relatada por ser um
dos fatores etiol6gicos mais importantes para a génese da depresséo, e
por isso, um dos antidepressivos mais utilizados sdo os inibidores de
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recaptacdo da serotonina que acabam por aumentar a disponibilidade de
serotonina extracelular (SCHREIBER et al., 1995). Além disso, 0s
sistemas noradrenérgico (noradrenalina) e dopaminérgico (dopamina)
sdo relatados por também estarem envolvidos, agindo em conjunto ao
sistema serotonérgico (serotonina) (BILICI et al., 2001).

O estresse oxidativo tem sido relatado por ser de fundamental
importancia na génese da depressdo. Estudos clinicos mostram que
pacientes com maior depressdo, apresentaram elevada atividade de
enzimas antioxidantes e aumento da peroxidacao lipidica. A superoxido
dismutase (SOD), uma enzima antioxidante, causa uma dismutagdo no
radical &nion superoxido em perdxido de hidrogénio, que é gerado no
processo de desaminacdo mitocondrial das catecolaminas pela enzima
MAO (monoaminooxidase). O tratamento com medicamentos
antidepressivos diminui significativamente o0s niveis de enzimas
antioxidantes e a peroxidacdo lipidica em pacientes (SINGH et al,
2009).
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2 Objetivos

2.1 Objetivo geral

Realizar o isolamento e caracterizacdo dos constituintes quimicos

de Rosmarinus officinalis L., assim como utilizar técnicas analiticas para
a quantificacdo dos compostos bioativos, além de avaliar as atividades
bioldgicas do extrato, fragdes, compostos isolados e 6leo essencial.

2.2 Objetivos especificos

>

Determinacdo do quimiotipo de R.officinalis pela caracterizacdo de
seu Oleo essencial usando CG-DIC , CG-EM e indices de
retencao;

Caracterizacdo estrutural dos principios ativos isolados utilizando
métodos espectroscopicos de ressonancia magnética nuclear,
infravermelho, e técnicas analiticas de CLAE-UV e EC;

Utilizacdo de EC e CLAE-UV como ferramenta para a obtencao do

perfil micromolecular e quantificacdo dos constituintes presentes

nos extratos e fracoes;

Avaliacdo da degradacgéo do extrato de alecrim por CLAE-UV;

Estudo da potencial atividade biol6gica do extrato bruto, fracGes,
compostos obtidos e 6leo essecial de R. officinalis:

o Avaliacdo atividade antibacteriana utilizando o método
de Concentracdo Inibitdria Minima, contra bactérias
gram  positivas, gram negativas e bactérias
multiresistentes;

o Avaliacdo da atividade no sistema nervoso central
dando énfase a agdo antidepressiva utilizando
camundongos frente aos modelos de nado forgado e
teste de suspensdo da cauda;

o Avaliacdo da atividade anti-inflamatéria utilizando
camundongos no modelo de pleurisia induzido pela
carragenina.






3 Metodologia

3.1 Materiais utilizados e equipamentos

Os solventes utilizados na filtracdo em silica, cromatografia em
coluna (CC), cromatografia em camada delgada (CCD) e cromatografia
gasosa (CG) foram de grau analitico PA. Para as andlises de
cromatografia liquida (CL) os reagentes utilizados foram de grau
analitico CLAE/UV.

Para o procedimento de isolamento e purificagdo dos
compostos por CC, foi utilizado como fase estacionaria silica gel 60 -
200 mesh para CC normal e 230 - 400 mesh para CC flash.

As fracbes e compostos obtidos foram analisados através de
CCD, utilizando-se placas de aluminio recobertas por silica gel 60
GF254, de marca Merck, com 0,25 mm de espessura e particulas entre 5
a 40 pm de didmetro. As substancias separadas nas placas
cromatograficas foram visualizadas utilizando varios métodos:
revelacdo em camara de iodo, revelagdo com reagente cloreto férrico e
revelacdo com reagente anisaldeido-sulfirico seguido de aquecimento a
110 °C. Este reagente foi preparado do seguinte modo: A 9 mL de etanol
foram adicionados sequencialmente, com agita¢do e banho de gelo, 0,5
mL de &cido sulfurico (conc.), 0,1 mL de acido acético glacial e 0,5 mL
de anisaldeido. O reagente foi estocado sob refrigeracéo.

Para medir o0 ponto de fusdo dos compostos isolados, foi utilizado
um aparelho digital Micro Quimica MQA PF — 301. Este equipamento
é provido de lupa para a visualizacdo da fusdo da amostra e uma chapa
aquecida, sobre o qual é colocada a amostra entre a lamina e laminula.

Para a obtencdo dos espectros dos compostos isolados na regido
do infravermelho (1V), utilizou-se o espectrdmetro Perkin Elmer FTIR
16 PC, com as amostras preparadas em pastilhas comprimidas de KBr,
sendo os valores registrados em centimetros ™ (cm™).

Os espectros de RMN de *H e **C foram obtidos utilizando-se o
espectrometro Varian AS-400, operando em 400 MHz para 'H e 100
MHz para *C. As amostras foram dissolvidas em metanol, cloroférmio
e/ou piridina deuterados, empregando-se tetrametilsilano (TMS) como
referéncia. Os deslocamentos quimicos (&) foram registrados em valores
adimensionais, a constante de acoplamento J em Hz, a multiplicidade
dos sinais foi indicada como s = simpleto, d = dupleto, dd = duplo
dupleto, ddd= duplo duplo duplete, t = tripleto e m = multipleto.

O cromatograma do 6leo essencial foi obtido utilizando-se um
Cromatografo Gasoso com Detector de lonizacdo de Chama — CG-DIC,
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modelo SHIMADZU 14 B. O espectro de massa foi obtido utilizando-se
um Espectrémetro de Massas (CG-EM), modelo VARIAN CP 3800,
com ionizacdo por elétrons de 70 eV e temperatura da fonte de ions de
170°C.

O equipamento de eletroforese capilar utilizado para as analises
foi da marca Agilent Technologies (Palo Alto, CA, USA), modelo
HP3DCE, equipado com um detector de arranjo de diodos. A aquisi¢do
e tratamento dos dados foi feito com o software HP ChemstationTM. As
medidas foram efetuadas a uma temperatura de 25 °C, em capilares de
silica fundida com revestimento externo de poliimida (32 cm x 50 pm
D.I. x 375 um D.E.) procedentes da empresa Polymicro (Phoenix, AZ,
USA).

Para a analise da degradacdo do extrato bruto, foi utilizado um
Cromatografo Liquido de Alta Eficiéncia (CLAE), modelo VARIAN
PROSTAR 230/310, detector de UV (A = 210nm), coluna C18 fase
reversa (250 x 4,6mm)

3.2 Material vegetal

A espécie Rosmarinus officinalis L. foi coletada na cidade de
Santo Amaro da Imperatriz, Santa Catarina, identificada pelo Prof. Dr.
Daniel de Barcelos Falkenberg e depositada no herbario FLOR, no
Departamento de Botéanica da Universidade Federal de Santa Catarina
tendo como nimero de exsicata 34.918.

3.3 Preparacéo do extrato bruto

Partes aéreas (folhas e galhos) de Rosmarinus officinalis L.,
foram secas em estufa com circulagdo de ar a 50 °C, triturada em
moinho de facas e submetida ao procedimento de maceragdo em etanol
hidratado 96 % durante dez dias. O extrato obtido foi evaporado em
rota-evaporador (60 °C) com condensador acoplado sob vacuo, sendo
concentrado até seu volume ser reduzido. Este mesmo procedimento foi
realizado por mais duas vezes resultando no final das extracGes 61 g de
extrato bruto seco, correspondendo a 10,16 % da planta seca.

3.4 Andlise do 6leo essencial de Rosmarinus officinalis L.

3.4.1 Extracao do 6leo essencial
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Parte das folhas frescas (200g) de R. officinalis foram submetidas
ao processo de extracdo do 6leo essencial, sendo este obtido pela técnica
extracdo por arraste de vapor, em aparelho de Clevenger, como descrito
por HOUGHTON e RAMAN (1998). Em um bal&o de fundo redondo, o
material fresco a ser extraido foi adicionado de agua, e destilado durante
4 horas. O vapor, contendo o 6leo, depois de condensado, foi recolhido
em reservatério graduado onde a fase oleosa foi separada.
Adicionalmente, a fase aquosa restante foi extraida com éter etilico e
seco com sulfato de sddio anidro. O material obtido foi armazenado sob
refrigeracdo, para posterior analise em CG-DIC e CG-EM. Apds esta
etapa, obteve-se 1,5 mL de 6leo essencial, com rendimento de 0,75% em
relacdo a massa fresca.

3.4.1.1 Obtenc&o do Extrato Bruto sem Oleo Essencial

Apos a obtencdo do 6leo essencial e retirada do hidrolato, o
material foi submetido a maceracdo em etanol durante 5 dias em etanol
96% para a obtencdo do Extrato Bruto sem Oleo Essencial (EBSO),
gerando 10,439 deste extrato, com rendimento de 5,11% em relacdo a
massa fresca.

3.4.2 Condic@es de anélise do 6leo essencial

A analise por cromatografia gasosa acoplada a um espectrémetro
de massas (CG-EM) foi realizada no laboratdrio de cromatografia do
IPTB — FURB, em Blumenau, sob a supervisdo do Prof. Dr. Edésio L.
Simionatto. Neste protocolo, utilizou-se um cromatografo gasoso
Varian®CP 3800, acoplado ao espectrdmetro de massas Saturn®2000 e
equipado com uma coluna CP Sil 8 CB (30 m x 0,25 mm, filme de 0,25
um). Como gas de arraste foi usado Hélio, com fluxo constante de 1
mL/minuto. Programacdo da temperatura do forno: isoterma inicial de
50° C por 1 min, seguida de uma taxa de aquecimento de 3° C/ min até a
temperatura final de 240° C; temperatura do injetor: 250° C.

3.4.3 ldentifica¢do dos componentes do 6leo essencial

A identificacdo dos componentes do dleo essencial foi baseada na
biblioteca NIST® 98 e no calculo dos indices de retencéo linear (I1A)
para cada substancia, juntamente com a analise e comparacdo dos seus
espectros de massa com a literatura (ADAMS, 1995). Os indices de
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retencdo foram obtidos pela co-injegdo com uma série de
hidrocarbonetos lineares (C1y — Csp) € calculados para cada composto a
partir da equacéo 1, a seguir:

IA = 100.P, + 100 [(RT(x) - RT(P;)) /
(RT (Pz+1) = RT(Py))]

Onde:

P, = nimero de atomos de carbonos do hidrocarboneto com tempo de
retencdo inferior ao do composto alvo

RT(x) =tempo de retencdo do composto alvo

RT(P,) = tempo de retencdo do hidrocarboneto imediatamente inferior
ao tempo de retencdo do composto alvo

RT(P, + 1) = tempo de retencdo do hidrocarboneto imediatamente
superior ao tempo de retenc¢do do composto alvo

3.4.4 Quantificacdo dos componentes do 6leo essencial

A quantificagdo dos componentes do 6leo essencial foi realizada
através das areas relativas dos picos do cromatograma obtido em um
Cromatografo a Gas com detector de lonizagdo em Chama (CG-DIC),
modelo SHIMADZU 14 B, coluna OV-5 (30m x 0,25 mm d.i. x 0,25
um de espessura de filme). Neste procedimento, utilizou-se N, como gas
de arraste, com pressdo constante de 80 kPa. A razdo de split foi de
1/150 e injetou-se 0,3 pL do 6leo puro. A temperatura do detector foi de
300 °C e do injetor de 250 °C. A temperatura inicial da coluna foi de 50
°C (3 min), com taxa de aquecimento de 5 °C/min até 270 °C de
temperatura final com isoterma de 8 min.

3.5 Fracionamento cromatografico do extrato bruto hidroalcodlico

O extrato bruto foi fracionado previamente por filtracdo em
coluna de silica gel utilizando solventes de diferentes polaridades, sendo
estes 0 hexano, acetato de etila, etanol e agua, conforme o esquema
apresentado na figura 9. Este procedimento resultou nas fragGes Hexano
(FHEX), Acetato de etila (FACOEt 1 e 2), Etandlica (FETOH) e Aquosa
(FAQ), ap6s completa remoc¢do dos solventes por rota-evaporador. A
FACOEt foi separada em 2 fracGes, sendo que a FACOEt 1 foi separada
da 2 por apresentar-se sob uma forma mais escura e resinosa. As
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fragdes FHEX, FACCcOEt2 e FETOH obtidas, foram cromatografadas
em coluna de silica gel e a separacdo monitorada por cromatografia em
camada delgada (CCD). Nestes procedimentos obtiveram-se compostos
isolados em quantidade suficiente para submissdo aos ensaios de
atividade bioldgica.

Material vegetal
fresco

Material vegetal seco e
moido

Maceragéo em etanol 96%
Filtracéo
Evaporagéo do solvente

Extrato bruto
hidroalcodlico

Filtracdo em silica

Fracéo Fracdo Acetato Fracéo Fracédo
Hexano de etila etandlica aquosa
(FHEX) (FACOEt 1 e 2) (FEtOH) (FAQ)

Figura 9: Procedimento geral de fracionamento do extrato de R. officinalis
L.
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3.5.1 Fracionamento da fracdo Hexano

Parte da fracdo hexanica (9,37g) foi submetida a uma
cromatografia em coluna de silica gel e eluida com misturas de hexano
(HEX) e acetato de etila (ACOET) para obter um gradiente crescente de
polaridade. Nesta etapa, foram coletadas 13 sub-fra¢Ges, as quais foram
reunidas conforme similaridade por cromatografia em camada delgada.
As sub-fragtes 8 e 9, eluidas com HEX:ACOEt (75:25 v/v) foram
reunidas e purificadas resultando no isolamento do diterpeno carnosol

).

Composto (1): purificado por recristalizacdo em acetona obtendo-se
cristais incolores. P.f.: 215°C-219°C; P.f. literatura: 211 °C

IV (KBr) cm™: 3493, 3290, 2966, 2939, 2871, 1714 (y-lactona), 1586,
1453, 1322, 1199, 1032, 918, 771.

RMN de H* (CD30OD, ppm): 6 H-19 (s, 0,87), H-18 (s, 0,87), H- 17 (d,
1,19, J = 6,83 Hz), H-16 (d, 1,20, J = 6,84 Hz), H-3p (ddd, 1,33, J =
3,51, 13,47, 13,67 Hz), H-3a (d, 1,51, J = 13,08 Hz), H-2B (dt, 1,60, J =
3,2,3,2,3,7,45, 15,1 Hz), H-5 (dd, 1,69, J = 5,47, 10,55 Hz), H-2a (dt,
1,91, J= 13,78, 3,2, 3,2, 0,8, 0,8), H-6a (m, 1,85), H-6pB (dt, 1,92, J =
3,32, 1,66 Hz), H-1B (ddd, 2,57, J=15,12, 14,06, 4,49Hz), H-1o (dddd,
2,80,J=1,97, 3,33, 3,8, 15,12), H-15 (m, 3,24), H-7a. (d, 5,42, J = 2,54
Hz), H-14 (s, 6,69).

3.5.2 Fracionamento da fracao Acetato de etila2

Parte da fracdo AcOEt 2 (8.83 g) também foi submetida a uma
cromatografia em coluna de silica gel e eluida com misturas de HEX e
AcOEt para obter um gradiente crescente de polaridade. Foram
coletadas 33 sub-fragGes, as quais foram reunidas conforme similaridade
por cromatografia em camada delgada. As sub-fragbes 7 a 9 eluidas com
HEX:ACOEt (75:25, v/v), foram reunidas e purificadas resultando no
isolamento do triterpeno acido betulinico 2 (43 mg), acido betulinico
(AB). As sub-frages 20-33 (coluna A) foram reunidas e purificadas por
cromatografia flash e eluida no modo isocratico com HEX:Acetona
(80:20 v/v), obtendo-se 52 sub-fragbes. Este procedimento permitiu o
isolamento de trés terpendides: o éster metilico do &cido oleandlico (3)
(5mg), o &cido ursdlico(4) (87 mg), e também o diterpeno carnosol 1
(52mg). Neste experimento, ainda foi identificado também, a presenca
de duas misturas dos triterpenos acido ursélico, oleandlico e betulinico.
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Composto 2: purificado em etanol obtendo-se um precipitado branco.
P.f: 296°-298°C. P.f. Literatura: 296,5°C

IV (KBr) cm™: 3450, 2943, 2869, 1687, 1641, 1452, 1236, 882.

RMN de H' (piridina-D5, ppm): & H-3 (dd, 3,53, J=11,71, 4,49 Hz), H-
13 (ddd, 2,74), H-18 (m, 1,85), H-19 (m, 3,45), H-23 (s, 1,22), H-24 (s,
1,00), H-25 (s,0,81), H-26 (s, 1,05), H-27 (s, 1,06), Ha-29 (s, 4,94), Hp-
29 (s,4,762, H-30 (s, 1,78).

RMN de “*C (piridina-D5, ppm): & C-28(178,91), C-20 (151,36), C-29
(110,01), C-3 (78,15), C-17 (56,67),C-5 (55,94), C-9 (50,98), C-19
(49,78), C-18 (48,59), C-14 (47,82),C-8 (41,14), C-4 (39,57), C-1
(39,31), C-13 (38,64), C-10 (37,63),C-22 (37,55), C-16 (34,85), C-15
(32,91), C-21 (31,24), C-23, (30,32), C-2 (28,71), C-12 (28,34), C-11
(26,14), C-30 (21,24), C-26 (19,51), C-6 (18,82), C-24 (16,45), C-25
(14,95), C-27 (14,93).

Composto 3: purificado em metanol obtendo-se um precipitado branco.
Literatura: 300°C.

IV (KBr) cm™: 3439, 2947, 2864, 1725, 1635, 1464, 1162.

RMN de H* (piridina-D5, ppm): & H-3 (m, 3,44), H-12 (t, 5,4), H-18
(dd, 3,09), H-23 (s, 1,25), H-24 (s, 1,04), H-25 (s, 0,86), H-26 (s, 0,92),
H-27 (s, 1,21), H- Me éster C-30 (s, 3,71), H-29 (s, 0,92), H-30 (s,
0,91).

RMN de *C (piridina-D5, ppm):5 C-28 (178,01), C-13 (144,12), C-12
(122,47), C-3 (78,04), C-5 (55,7), MeOOC-28 (51,59), C-9 (47,9), C-17
(46,9), C-19 (46,04), C-14 (41,9),C-18 (41,7), C-8 (39,6), C-4 (39,3), C-
1 (38,8), C-10 (37,3), C-21 (33,9), C-29 (33,06), C-7 (32,75), C-22
(30,7), C-20 (30,7), C-23 (28,75), C-15 (28,04), C-2 (28,04), C-27
(26,08), C-30 (23,7), C-16 (23,6), C-11 (23,37), C-6 (18,74), C-26
(17,14), C-24 (16,5), C-25 (15,5).

Composto 4: purificado em metanol obtendo-se um precipitado branco.
P.f: 286-287,5°C. Literatura: 283-285°C.

IV (KBr) cm™: 3443, 2939, 2872, 1694, 1457, 1387.

RMN de H* (CD,0D): § H-3 (m, 3,14), H-5 (d, 0,88), H-12 (s, 5,22), H-
18 (d, 2,18);

RMN de *C (CD30D, ppm): & C-28 (181,63), C-13 (139,62), C-12
(126,90), C-3 (79,69), C-5 (56,74), C-18 (54,35), C-9 e C-17 (43,24), C-
14 (40,78), C-8 (40,42), C-4 (39,99), C-19 (39,89), C-1 (38,10), C-22
(34,33), C-7 (31,77), C-21 (29,21), C-10 (28,78), C- 15 e C-23 (27,89),
C-2 (25,32), C-16 (24,37), C-11 (24,10), C-30 (21,58), C-6 (19,48), C-
26 (17,80), C-29 (17,66), C-24 (16,39), C-25 (16,03).
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3.5.3 Fracionamento da fracao etandlica

Parte da fracdo etandlica (1,47g) foi submetida a uma
cromatografia em coluna de silica gel e eluida com misturas de HEX e
ACOET para obter um gradiente crescente de polaridade. Foram
coletadas 10 sub-fracGes, as quais foram reunidas conforme similaridade
por cromatografia em camada delgada. As fracdes 1 a 4, eluidas com
HEX:ACOEt (60:40 v/v) promoveram reacdo positiva com o reagente
anisaldeido-sulfurico, foram reunidas e purificadas resultando no
isolamento em 22mg de acido ursolico (4).

As estruturas dos compostos isolados foram elucidadas pelas
andlises dos respectivos espectros de Infravermelho, Ressonancia
Magnética Nuclear (RMN) de 'H e *C. A confirmacéo das estruturas
veio da comparagdo dos dados espectroscOpicos com aqueles da
literatura e por co-eluicdo em CCD com padrdes.

3.6 Quantificacdo dos compostos no extrato bruto e frages de
Rosmarinus officinalis L. por Eletroforese capilar e CLAE-UV

3.6.1 Quantificacdo do acido rosmarinico e carnosol por EC-UV

As analises por Eletroforese Capilar foram realizadas no Labec-
Departamento de Quimica da UFSC. Primeiramente o capilar (50um X
32cm) foi condicionado a 25 °C da seguinte forma: 30 minutos com uma
solucdo de NaOH 1 mol L™, 30 minutos com &gua deionizada e 10
minutos com o eletrélito de corrida a ser utilizado na andlise. O
condicionamento entre as corridas foi de 1 minuto com o eletrolito de
corrida. As solugBes padrdo e as amostras foram introduzidas na
extremidade do capilar mais proxima do detector, outlet, sob injecdo
hidrodindmica, com uma pressdo de 50 mbar/8s. A separacdo dos
analitos foi efetuada aplicando-se a voltagem de 25 kV, com polaridade
positiva no lado da injecdo. A deteccdo foi realizada
espectrofotometricamente com monitoramento no comprimento de onda
de méaxima absor¢do 200nm. Todos os reagentes usados nos
experimentos foram de grau analitico. Tetraborato de sddio (TBS) foi
obtido da Merck (Rio de Janeiro, Brasil) e metanol (MeOH) foi
adquirido da Tedia Brazil (Rio de Janeiro, Brasil). O padrdo de acido
rosmarinico foi obtido da Sigma Aldrich (S&o Paulo, Brasil) e o padrdo
de carnosol foi obtido conforme procedimento conforme 3.5.1. Uma
soluco estoque de TBS na concentragdo de 100 mmol L™ foi utilizada
para a preparacdo do eletrélito de corrida. Agua deionizada (Milli-Q
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deionizer, Millipore, Bedford, MA, USA) foi utilizada no preparo das
solucdes. Solugdes estogque dos padrbes (100 ppm) foram preparados em
agua desionizada para o &cido rosmarinico e 1000 ppm em metanol para
0 carnosol, para a construcdo da curva analitica. O composto fendlico 4-
nitrofenol na concentracdo de 20 ppm foi utilizado com padréo interno.
A porcentagem de MeOH utilizada foi de 10% e o eletrélito de corrida
considerado satisfatorio para a separagéo dos analitos foi constituido por
20 mmol L-1 TBS. A fim de minimizar o tempo de analise, optou-se
pela injecdo hidrodindmica, injecdo pelo “outlet”. A injegdo realizada
desse modo permitiu detectar o acido rosmarinico e o carnosol em
menos de 3 minutos nas amostras que o continham.

3.6.2 Quantificacdo dos triterpenos por CLAE-UV

Para auxiliar na identificagdo e quantificacdo dos compostos, foi
utilizado um Cromatografo Liquido com detector de Ultravioleta
(Shimadzu LC10-AVP). A analise foi realizada no comprimento de
onda a 210 nm, utilizando uma coluna C18 fase reversa Phenomenex
Gemini-NX (250 x 4,6 mm x 5 um), com fluxo de 1,0 ml/min. Os
padres acido ursolico, oleandlico e betulinico utilizados foram da
marca Sigma-Aldrich. O sistema de solvente utilizado foi o mesmo
proposto por LIANG e colaboradores (2009), sendo no modo isocratico
de eluicdo durante 15 minutos e a mistura composta de
acetonitrila:metanol:H,O:acetato de amonio (70:10:20:0,2).

3.7 Avaliagdo da degradacgéo do extrato de Rosmarinus officinalis L.
por CLAE-UV

Para realizar a avaliagdo da degradacéo do extrato de alecrim, o
mesmo foi diluido em diferentes solventes (10mg/mL), sendo etanol,
etanol + 1% de acido acético, hexano, acetona e metanol. Nesta etapa,
foram realizadas 4 leituras nos tempos 0, 10, 24 e 36h. O sistema de
solvente utilizado foi: (A) metanol, (B) acetonitrila e (C) agua.
Programagdo: 0-7,5 min, 60%A:40%C (isocratico); 7,5-20 min.,
gradiente linear até 60%B; 20-30min, 100% B (isocrético).

3.8 Atividade biol6gica
3.8.1 Atividade anti-inflamatéria

3.8.1.1 Animais
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Camundongos suicos, pensando entre 18-25g foram alojados em
condi¢des padronizadas a temperatura ambiente constante (22 £ 2 ° C),
com a alternancia de periodos de 12 h de luz e escuriddo, umidade 50-
60%. Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Animais
Pesquisa da Universidade Federal de Santa Catarina (Licenga N ° -
PP00197), e os experimentos foram realizados em conformidade com as
normas do Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA).
Estes experimentos foram desenvolvidos no laboratério de pesquisa em
Imunologia pela mestre em Farmacia Jucélia Benincd, sob orientacdo da
prof. Dra Ténia Silvia Frode do Departamento de Analises Clinicas da
UFSC.

3.8.1.2 Pleurisia induzida por carragenina em camundongos

A pleurisia, em camundongos foi induzida segundo metodologia
descrita por SALEH et al., 1996; DALMARCO et al., 2002, 2004. De
acordo com o protocolo experimental, para o estudo da curva dose
resposta, diferentes grupos de animais receberam tratamento prévio (0,5
h) com diferentes doses de extrato bruto, fracbes e compostos,
administrado por via intraperitonial (i.p.). A analise da resposta
inflamatdria foi realizada 4 h apds a administracdo da carragenina (1%).
Os animais foram sacrificados com overdose de pentobarbital (80

mg/Kg, i. p.).
3.8.1.3 Determinacdo do Grau de exsudagdo

Para a avaliagdo indireta da exsudagdo, os animais foram
tratados com uma solucdo do corante azul de Evans (25 mg/Kg, 0,2
mL/animal) administrado por via intraorbital (i.0.) 10 min antes da
indugdo da pleurisia. Apés respeitado o periodo de pleurisia (4 hs), 0s
animais foram sacrificados e os lavados pleurais obtidos foram lidos em
leitor de ELISA a 620 nm (Organon Teknika, Roseland, NJ, USA) para
a determinagdo das concentracdes de azul de Evans.

3.8.1.4 Determinacao dos niveis de Leucdcitos Totais e Neutrofilos

A contagem dos leucdcitos totais no lavado pleural foi realizada
com o auxilio de um hematocitbmetro (Camara de Neubauer). Os
resultados foram expressos em ndimero total de leucdcitos x10°. Para a
contagem diferencial dos leucdcitos, os lavados pleurais foram
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centrifugados em citocentrifuga (Citospin®, Fanem, modelo: 248, Sdo
Paulo, Brasil) e corados pelo método de May-Griinwald-Giemsa. A
contagem celular diferencial (Neutrdfilos) foi realizada em microscépio
optico comum. Os resultados foram expressos em numero total de
células x 10° (SALEH et al., 1996, 1999; DALMARCO et al., 2002,
2004).

3.8.1.5 Determinacdo da atividade da Mieloperoxidase

As amostras dos lavados das cavidades pleural foram coletadas
e imediatamente processadas para a quantificacdo das concentracdes de
mieloperoxidase de acordo com a metodologia descrita por Rao et al.,
1993. Curvas-padrdo com concentra¢des conhecidas da MPO (0,7 — 140
U/L) e suas densidades oticas (450 nm) também foram determinadas,
permitindo a quantificacdo dos valores desconhecidos em U/L, com o
auxilio da equacédo da reta. A leitura foi realizada em Espetrofotdmetro
(Quick-Lab, Drake Eletrénica e Comércio Ltda., Sdo Paulo, Brasil)
(FRODE e MEDEIROS, 2001). Esta dosagem tem a finalidade principal
verificar se o tratamento dos animais propiciou uma redugdo na ativacao
dos neutrofilos.

3.8.1.6 Anélise quantitativa dos niveis de Nitrito/Nitrato

Os niveis de oxido nitrico (NO) foram quantificados pela
formag&o de seus metabdlitos nitrito (NO,") e nitrato (NO3"), utilizando a
reacdo de Griess (GREEN et al., 1982). As amostras dos lavados das
cavidades pleurais foram coletadas para a determinacdo das
concentragBes de nitrato/nitrito (Di ROSA et al., 1996). A reacdo foi
guantificada através da medida das densidades d&ticas em
Espetrofotdmetro (Quick-Lab, Drake Eletronica e Comércio Ltda., Sdo
Paulo, Brasil) em 543 nm. Curvas-padrdo com concentracdes
previamente conhecidas de NO, ou NO3 (0-150 uM) e suas densidades
Oticas também foram determinadas, permitindo a quantificacdo dos
valores de nitrito/nitrato no exsudato em uM, com auxilio da equacgéo da
reta (SALEH et al., 1999).

3.8.1.7 Quantificacao dos niveis das interleucinas IL-1p e TNF-a
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Para a analise das citocinas, o lavado pleural foi coletado e
imediatamente preparado para a quantificacdo dos niveis de citocina.
Neste protocolo, foram utilizados kits de ELISA comerciais seguindo as
instrucdes do fabricante. Os niveis de citocinas mostrados foram
estimados por médias de leituras colorimétricas em 450 nm em um leitor
de ELISA por extrapolagdo da curva padrdo previamente realizada. A
dosagem das citocinas teve como objetivo verificar se os produtos
naturais seriam capazes de reduzir a ativacdo e a perpetuacao das células
gerenciadoras do processo inflamatdrio, os mononucleares, ji que estas
citocinas sdo produzidas principalmente por este tipo celular.

3.8.2 Atividade antibacteriana

Avaliacdo da Concentra¢do Inibitéria Minima (CIM) e
Concentracgéo Bactericida Minima (CBM)

As amostras do extrato bruto, fragdes e compostos isolados
foram dissolvidas em dimetilsulféxido (DMSO), com objetivo de se
produzir solu¢bes-méde contendo 100 mg/mL e para 0S compostos
isolados solugBes-mde na concentragcdo de 2mg/mL. Posteriormente
foram realizadas diluicBes seriadas destas solugdes em caldo Brain
Heart Infusion (BHI), produzindo concentragfes variando de 50 mg/mL
a 1,5 pg/mL, distribuidas em volumes de 100 puL em cada orificio teste
da placa de microdiluicao estéril de 96 pogos. Em cada orificio teste foi
adicionado 5 pL do indculo bacteriano contendo 5 x 10° UFC/mL de
cada microorganismo testado. Os experimentos foram realizados em
duplicata e as placas incubadas em aerobiose a 36°C + 1°C por 24 horas.
Apo0s esta incubacédo inicial, adicionou-se 10 pL de cloreto de 2,3,5
trifenil-tetrazélio (5% v/v) em metanol, a cada microcavidade da placa
utilizada no experimento (CLSI, 2005). Em seguida, realizou-se outra
incubacdo em aerobiose por 30 minutos a temperatura de 36°C + 1°C,
onde foi possivel verificar a mudanca de coloragdo para vermelho nos
micropocos onde ha presenca de bactérias vidveis, ou seja, onde 0s
extratos, fracfes e compostos ndo foram capazes de inibir o crescimento
bacteriano. O teste do tetrazolio baseia-se na atividade das enzimas
desidrogenases presentes nos processos respiratorios dos tecidos.
Durante a respiracdo celular, ocorre a liberacdo de ions hidrogénio, com
os quais o sal 2,3,5 trifenil cloreto de tetrazolio reage formando uma
substancia de cor vermelha e insollvel, denominada de formazam
(JOHNSON et al., 1985; RAHMAN et al., 2004). Para a
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classificacdo da atividade antibacteriana de extratos e fragdes, foi
utilizado o critério proposto por Machado e colaboradores (2005). Os
extratos e as fragGes que apresentaram valores de CIM menores que 10
pg/mL foram considerados excelentes; valores entre 10 e 100 pg/mL
bons; valores entre 100 e 500 pg/mL atividade moderada; valores entre
500 e 1000 pg/mL fraca atividade e para valores de CIM acima de 1000
pg/mL, inativos. Ja para a classificacdo da atividade antibacteriana dos
compostos isolados, foi utilizado o critério proposto por Rios e Recio
(2005), o qual classifica como moderada atividade compostos com
valores entre 10 a 100 pug/mL; e como excelente atividade antibacteriana
compostos com CIM abaixo de 10 pg/mL e inativos atividade superior a
100 pg/mL. Como controle de inibigdo bacteriana foi utilizado o
antibiético de referéncia gentamicina, um antibiético que apresenta boa
atividade contra todas as cepas testadas. Estes ensaios foram realizados
pelo Prof. Dr. Eduardo Monguilhott Dalmarco na Universidade
Regional de Blumenau.

3.8.3 Atividade antidepressiva

O extrato bruto, fracbes, compostos isolados e 6leo essencial
foram avaliados frente aos ensaios de atividade antidepressiva nos
modelos do nado for¢ado (NF) e suspensdo da cauda (SC).

3.8.3.1 Teste do nado forcado (NF)

O teste do nado forcado é utilizado como um modelo preditivo do
efeito antidepressivo (CRYAN et al., 2002). O procedimento foi
realizado de acordo com modelos animais padronizados e validados no
laboratério de Neurobiologia da Depressdo do Departamento de
Bioquimica da Universidade Federal de Santa Catarina pela aluna
Daniele Guilhermano sob orientacdo da professora Dra. Ana Lucia
Severo Rodrigues (BROCARDO et al., 2008; ECKELI et al., 2000;
KASTER et al., 2005; ZOMKOWSKI et al., 2004). Os camudongos sdo
colocados individualmente em uma cuba cilindrica aberta (didmetro 10
cm, altura 25 cm), contendo 19 cm de dgua a 25+1 °C. A hipotese é que
0s animais nadam vigorosamengte pelo instinto de sobrevivéncia. No
entanto logo ficam deprimidos (2-3 min.) e desistem de lutar pela vida
ficando apenas flutuando e tentando manter as narinas acima da
superficie da gua. O efeito antidepressivo se manifesta no retardamento
do periodo de imobilidade e do tempo de imobilidade.
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3.8.3.2 Teste de suspenséo da cauda (SC)

A duracdo total da imobilidade induzida por suspensdo pela
cauda foi medido de acordo com o método descrito por Steru et al.,
1985. Resumidamente, os camundongos tanto acustica quanto
visualmente isolados foram suspensos 50 cm acima do chdo por fita
adesiva colocados a aproximadamente 1 cm da ponta da cauda. O tempo
de imobilidade foi cronometrado pelo observador durante um periodo de
6 min (CUNHA et al, 2008; MACHADO et al, 2007; RODRIGUES et
al, 2002).

3.8.3.3 Analise estatistica

- Ensaio anti-inflamat6rio: a comparagdo entre 0s parametros
inflamatdrios dos controles inflamados e os tratados com os produtos
naturais, foi realizada através do teste t de Student (Ndo paramétrico).
Valores de P < 0,05 foram considerados significativos entre cada um
dos grupos em comparagdo ao controle inflamado.

- Ensaio antidepressivo: as comparagfes entre 0S grupos
experimentais e de controle foram realizadas por curvas dose-resposta
ou ANOVA de dois fatores, seguido por teste de Tukey quando
necessério. Um valor de P<0,05 foi considerado significativo.



4 Resultados e discusséo
4.1 Composicao do 6leo essencial

O cromatograma da figura 10 mostra o perfil cromatografico do
6leo essencial (OE) de R. officinalis representando 86,97% do 6leo. A
andlise quantitativa da proporcao relativa dos constituintes do OE foi
calculada pelas areas dos respectivos picos cromatograficos. A
identificacdo dos constituintes foi realizada pela interpretacdo dos
espectros de massas otidos da andlise por CG-EM e por comparagéo
com os IRL (indices de retencdo linear) (Tabela 3).
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Figura 10. Cromatograma de ions totais do 6leo essencial de R. officinalis
L.

O cromatograma da figura 10 mostra que o composto majoritario
do 6leo essencial é o0 monoterpeno 1,8 cineol, representando 45,1 % do
6leo total, seguido de canfora com 21,8 %. Resultados semelhantes
também foram encontrados por Hussain e colaboradores (2010), os
guais encontraram também como componente majoritario o 1,8 cineol
representando 38,5 % do 6leo. Em relagdo ao grupo quimico dos
constituintes, verifica-se que a maior parte séo monoterpenos do tipo
oxigenados, representando 78,6% do total do 6leo.
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Tabela 3. Compostos, férmula molecular, tempo de retencdo e %

relativa dos constituintes do éleo essencial.

Compostos TR FM %REL IRLt |IRLc
1 a-pineno 11.42 CioH1e 4,62 932 931
2 Canfeno 12.13 CioH16 1,37 946 948
3 B-pineno 13.61 CioH16 1,07 974 972
4 B-mirceno 14,57 CioHis 0,54 988 986
5 p-cimeno 16.23 CioH1a 0,76 1020 1018
6  1,8cineol 16.61  CyH;sO 4514 1026 1024
7 Linalol 20.34  CyoH4g0 1,26 1095 1093
8 Canfora 22.49 C1oH160 21,75 1141 1139
9 Borneol 23.65 C1oH180 4,77 1165 1164
10  4-terpineol  24.25  CyoH;g0 1,12 1174 1171
11  o-terpineol  24.95  CyoH;g0 457 1186 1185

TR: tempo de retencdo; FM: férmula molecular; %REL: porcentagem relativa;
IRLt: indice retencdo linear teérico (literatura); IRLc; indice retencdo linear

calculado

De acordo com Guillén e colaboradores (1996), existem 3
quimiotipos (QTs) principais em Rosmarinus officinalis L., classificados
de acordo com o composto majoritario encontrado no 6leo essencial. O
QT1 refere-se a plantas originarias da Espanha e que possui alto teor em
canfora, o QT2 originario da Franca, Inglaterra e india de maior teor em
cineol (eucaliptol) e 0 QT3 encontrado somente na Franca e que possui
predominancia da cetona verbenona. O 6leo essencial de Rosmarinus
officinalis, ndo possuindo teores aprecidveis de cénfora, cineol ou
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verbenona na sua composi¢do quimica, altera totalmente seu uso. Por
exemplo, o dleo de alecrim é indicado para problemas hepéticos e da
vesicula, mas o detalhe é que tais indicacdes sdo restritas somente ao
QT3 verbenona, pois esta cetona € seu maior principio ativo neste
quimiotipo.

A espécie em estudo aproxima-se do quimiotipo QT2,
considerando seu alto teor de cineol. Isto lIhe confere propriedades
farmacoldgicas peculiares, pois o cineol apresenta efeito anestésico,
antisséptico, bactericida, expectorante e, também, atividades herbicida e
inseticida sendo, em funcdo disso, muito utilizado na industria
farmacéutica (ARAUJO et al., 2010). O uso deste 6leo em fitoterapia
também estd relacionado principalmente as atividades como
antimicrobiana, espasmolitica, carminativa, hepatoprotetora, antiviral,
anticarcinogénica, entre outros (BOZIN et al., 2007).

Um detalhe importante que também foi observado, é que embora
0 0Oleo de alecrim possua a verbenona como sendo um dos compostos
majoritarios presentes no 6leo, a presenca deste ndo foi encontrado. De
acordo com o seu indice de retencdo linear, 961, este apareceria no
tempo de retencdo entre os compostos 2 e 3. Como podemos observar
no cromatograma da figura 10, ndo existe nenhum pico entre estes
compostos, confirmando assim a sua auséncia neste 6leo.

4.2 Fracionamento do extrato de Rosmarinus officinalis L.

A partir de 600g de material vegetal seco, o extrato bruto
hidroalcodlico obtido teve um rendimento 10,16%. O fracionamento do
extrato bruto por filtracdo em silica gel rendeu 21,93% da fracdo
hexano, 45,75% da fracdo acetato de etila 1 e 2, 21,68% da fracéo etanol
e 10% da aquosa. As fraches obtidas (exceto a aquosa) foram
submetidas a avaliacdo de suas possiveis atividades biologicas, e as
fracBes que apresentaram resultados promissores, foram submetidas a
fracionamentos cromatograficos para o isolamento dos constituintes
micromoleculares e  determinacdo  das  estruturas  (ensaios
biomonitorados) (Figura 11).
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Figura 11. Esquema de fracionamento da espécie R. officinalis L.
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4.3 Estudo fitoquimico da fragdo Hexano - FHEX

O sistema de fracionamento cromatografico (Figura 12) da
FHEX em coluna de silica gel foi eluido com HEX/ACOET no modo
gradiente de polaridade, gerando 13 sub-fragcbes conforme mostra a
figura abaixo:

Fracéo
HEX 9,379
Sub-fragGes Sub-fragdes Sub-fragdes Sub-fragdes
1-2 3-6 7-9 10-13
Composto 1
74,8 mg

Figura 12. Esquema de fracionamento da fracdo HEX.

As sub-fracbes 7-9 foram reunidas e purificadas por
recristalizacdo em acetona fornecendo 74,8 mg do composto 1, sob
forma de um cristal incolor. O espectro de infravermelho em pastilha de
KBr (Figura 13) apresentou um perfil de absorcéo tipico de estruturas
diterpénicas. Neste espectro, foram observadas duas bandas, uma
intensa e fina absorcdo em 3493 cm™ caracteristica do estiramento da
ligacdo O-H livre e outra em 3290 cm™ sugerindo a presenca de OH
com algum tipo de interacdo do tipo ligacdo de H; um grupo de bandas
de absorcéo para estiramentos C-H na regido de 2980-2840 cm™, cuja a
intensidade indica a presenca de uma grande cadeia hidrocarbonada.
Além disso, observou-se uma banda fina e intensa em 1714 cm™,
correspondente a absorcdo de estiramento de ligacdo (C=0), que pela
frequéncia de absorcdo sugere ser ser uma carbonila de y-lactonas
(Figura 13).
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Figura 13. Espectro de Infravermelho (KBr) do composto 1.

O espectro de RMN de *H (Figura 14) confirma o perfil de uma
estrutura terpénica. No espectro de RMN de 'H, sdo observadas entre
outros sinais, dois simpletos em 0,87 ppm referentes aos hidrogénios
ligados ao C-18 e C-19 das duas metilas geminais em C-4; duas metilas
dupletos em 1,19 e 1,20 ppm (J=6,84 Hz) conectadas ao septeto centrato
em 3,24 ppm identifica um fragmento isopropil, que pela desprotecéo
anisotrépica do CH, esta ligado a um anel aromatico. O grupo de
absorcGes na regido de 1,25 e 3,4 sdo tipicos de estruturas terpénicas.
Para melhor visualiza¢do dos sinais dos hidrogénios la (figura 15), 1p
(figura 16), 2a (figura 17) e 2P (figura 18), foi utilizado a ferramenta de
simulacdo de acoplamentos FOMSC3. A presenca do duplo duplo
dupleto (ddd) centrado em 2,57 ppm (J= 15,12, 14,06, 4,49Hz) e um
guadruplo dupleto (dddd) em 2,80 ppm (J= 15,12; 3,8, 3,3, 1,9Hz) sdo
referentes aos sinais de H-1p (figura 15) e H-la (figura 14)
respectivamente. A multiplicidade do hidrogénio dddd engloba um
acoplamento a longa distancia com o hidrogénio 5. O sinal centrado em
1,60 ppm é referente ao H-2p, com acoplamentos (J=15,1, 4,5, 3,7, 3,2,
3,2 Hz) (Figura 17). J& o sinal centrado em 1,90 ppm, € referente ao H-
20, com acoplamentos (J=13,8, 3,2, 3,2, 0,8, 0,8 Hz) (figura 16).
Podemos destacar ainda o duplo dupleto em 5,42 ppm (J=1,46Hz;
3,33Hz) referente ao H-7a e 0 simpleto em 6,69 ppm referente ao H-14
ligado a carbono sp® do anel aromatico. Os dados de RMN H' do
composto 1 comparados com a literatura estdo listados na tabela 3.
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Methanol-d4
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Figura 14. Espectro de RMN de *H (CD;OD/400MHz) do composto 1.

H-la
J1 =15,12 Hz .
J2 - 3 3 Hz 1
P e
Ji =197 Hz r M A
2’00 285 280 2775 270 2565
Deslocamento quimico (ppm)

Figura 15. A- simulacdo dos acoplamentos com a ferramenta FOMSC3; B-
Ampliacéo do espectro na regido entre 2,7 e 2,85 ppm referente ao H-1a.

H-1B
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H7
J1=15,12 Hz
J2 = 14,06 Hz
J3 = 4,49 Hz A
270 265 260 255 2750 2.5

Deslocamento quimico (ppm)

Figura 16. A- simulacao dos acoplamentos com a ferramenta FOMSC3; B -
Ampliacéo do espectro na regido entre 2,50 e 2,65 ppm referente ao H-1p.

H-2a
J1 = 13.78 Hz
J2 =3.2 Hz
J3 = 3.2 Hz
J4 =0.8 Hz
J5 =0.8 Hz
2.00 1.95 1.'90 1.85 1.80
Deslocamento quimico (ppm)

Figura 17. A- simulacdo dos acoplamentos com a ferramenta FOMSC3; B-
Ampliacéo do espectro na regido entre 1,85 e 2,00 ppm referente ao H-2a.
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H-28
3.8 Hz _J__

J1 = 1
J2 = 4.5 Hz
J3 =3.7 Hz
J4=3.2 Hz A
J5 = 3.2 Hz J‘|

1.70 1.65 1.60 1.55 150 1.5

Deslocamento quimico (ppm)

Figura 18. A- simulacao dos acoplamentos com a ferramenta FOMSC3; B -
Ampliacao do espectro na regido entre 1,55 e 1,65 ppm referente ao H-2p

Apbs a anélise dos espectros de 1V e RMN de 'H, comparacéo
com dados de literatura (Tabela 4) e também com a ajuda da ferramenta
FOMSC3, foi possivel concluir que o composto 1, trata-se do diterpeno
fendlico carnosol (Figura 19).
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Tabela 4. Valores de deslocamentos quimicos de RMN de *H para o
composto 1 comparados com a literatura (PUKALSKAS et al., 2005).

0 deslocamento quimico (ppm)

oy literatura

Compesio f MeOD, 400MHz
2,80 ddd (J =15,1, 3,8, ~
lo 33,16 F) 2,80d (J=14,3)
2,57 ddd (J=15,1, 14,1, _
1B 45 1) 2,57 ddd ( J=4,4, 14,1)
1,90 dt (13,8, 3,2, 3,2,
20 0.8, 0.8) 1,89 m
1,60 dt (J=13,8, 4,5, 3,7 _
28 32,32 1) 1,62 dt (J=137, 4,9)
3a 1,51d (J3=13.1) 1,51d (J=13,1)
3 1,33ddd (J=13,7, 13,5, 1,32 ddd ( J=13,5, 133,
3,5 Hz) 3,1)
5 1,69dd (J=10,5,5,5Hz) 1,69 dd (J=10,6, 5,7)
601 1,85 m 1.84m
6p 1,92 dt (J=13,6, 3,3 Hz) 220m
Ta 5,42 dd (J=1,4, 3,3 Hz) 5,43d (J=2,8)
78 ] -
14 6,695 6,695
15 324m 3.25m
16 1,20 d (J=6.8 Hz) 1,20d (J=6,7)
17 1,19 d (J=6.8 Hz) 1,19d (J=6,6)
18 0,875 0,875
19 0875 0875

20
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Figura 19. Estrutura do composto 1, carnosol.

4.4 Estudo fitoquimico da fracdo acetato de etila 2 — FACOEt2

O fracionamento cromatografico (Figura 20) da FAcOEt2-8,83g,
em coluna de silica gel eluida com HEX/ACOET no modo gradiente de
polaridade, resultou em 33 sub-fragdes das quais foram isolados os
compostos 2, 3, 4 e o carnosol novamente, além de outras duas fracoes
cujas analises por CLAE-UV revelaram se tratar de uma mistura de
triterpenos. A andlise por CCD das 33 sub-fracfes reveladas com
anisaldeido, indicou a presenca de estruturas terpenoidicas nas sub-
fragdes 1-12 e 20-33.

As sub-fracBes de 1 a 12 foram reunidas e purificadas em etanol,
resultando em um sélido branco amorfo com ponto de fusdo 296°C-
298°C. O espectro de IV em pastilha de KBr (figura 21) também
apresentou um perfil de absorcdo tipico de estruturas terpénicas. Duas
bandas, uma intensa e larga com maximo de absorcdo em 3450 cm™
caracteristica do estiramento de hidroxila; um grupo de bandas de
absorgdo para estiramentos C-H na regido de 2943-2868 cm™, cuja
intensidade indica a presenga de uma grande cadeia hidrocarbonada néo
linear. Além disso, observou-se uma banda fina e intensa em 1687 cm™,
correspondente a absorcdo de estiramento de ligacdo (C=0). Nos acidos
carboxilicos, onde o grupo —COOH esta rodeado de grupos volumosos,
estes se encontram na forma de monémeros e absorvem em 1678-1690
cm™. Se o 4cido se encontra na forma de dimero a absorcéo localiza-se
em 1742 a 1745 cm™ (Figura 21) (CINTA PINZARU et al., 2002).



Fracdo

AcOEt
2(8,83g)
Coluna A

68

Sub-fragdes

Sub-fragdes

Sub-fragdes
20-33 (2,88q)

1-12 13-19
COLUNA Al
1-3 4-20 (1,80) 21-33
— COLUNA A2
| [ [ |
1-3 4-11 12-24 25-52
/ 1,14g
/ l | Carnosol 52 mg
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5mg 87 mg COLUNA A3
Sobrenadante das sub-
fracdes 4-11 +
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/ \

Figura 20. Esquema de fracionamento da fracdo AcOEt de Rosmarinus

officinalis L.
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Figura 21. Espectro de IV (KBr) do composto 2.

Os espectros de RMN de *H (Figura 22) e **C (Figura 23) do
composto 2 confirmam o perfil de uma estrutura triterpénica. O espectro
de RMN de *H mostrou sinais para 6 grupos metila em 8H (3H, s): 0,81
(H-25); 1,00 (H-24); 1,05 (H-26); 1,06 (H-27); 1,22 (H-23); 1,78 (H-
30). Os sinais em 4,94 (1H, s, H-290a) e 4,76 (1H, s, H-29p) tipico de um
grupo metileno sp? (=CH,) que juntamente com a metila alilica em 1,78
ppm sugere a presenca de um fragmento isopropenil. O grupo de
absorcGes na regido de 0,7-2,8 sdo tipicos de estruturas terpenoidicas
com destaque ao duplo tripleto (dt) centrado em 2,61 ppm (J=13,1, 3,7
Hz) para o hidrogénio ligado ao C-13 e um duplo duplo dupleto (ddd)
centrado em 2,74 ppm (J=11,5, 8,60, 2,7 Hz) referente aos hidrogénios
de C-21. A presenca do duplo dupleto em 3,53 ppm (J=11,7, 4,5 Hz) é
indicativo de H-3 carbindlico tipico da C-3 hidroxilagdo comum nos
terpenos. Os valores das constantes de acoplamento entre 0 H3 e o
metileno vicinal sugerem a B-hidroxilacdo. O multipleto centrado em
3,45 ppm é atribuido ao hidrogénio metinico em C-19, cuja desprotecdo
se deve ao efeito anisotrépico da cadeia lateral isopropenil.

O espectro de RMN de **C de 2 (Figura 23) mostrou sinais para
30 carbonos, caracteristicos de triterpenos. Além disso, a presenca dos
carbonos sp? em (0110,01) e (6151,36), um oximetinico (6 78,15) e
também um carbono carbonilico (8 178,91), permitiram sugerir a
estrutura do triterpeno &cido de esqueleto lupano.
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Figura 22. Espectro de RMN de 'H (400 MHz/ Pi) do composto 2.
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Figura 23. Espectro de RMN de **C (100 MHz/ Pi) do composto 2.
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A comparagdo dos dados obtidos com os descritos na literatura
(LEAL et al., 2010) (Tabela 5) permitiu a identificagdo do composto 2
como sendo o &cido betulinico (Figura 24) .


http://www.scielo.br/img/revistas/rbfar/v16n1/a18tab1f.gif
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Tabela 5. Valores de deslocamentos quimicos de RMN de **C para o
composto 2 comparados com a literatura (LEAL et al., 2010).

0 deslocamento quimico (ppm)

C oc literatura
Composto 2 MeOD, 500MHz
1 35,5 39,5
2 28,3 28,3
3 78,1 78,1
4 39,3 39,3
5 55,9 55,9
6 18,8 18,8
7 34,8 34,8
8 41,4 41,1
9 50,9 50,9
10 37,5 37,5
11 21,2 21,2
12 26,1 26,1
13 38,6 38,6
14 42,8 42,8
15 30,3 30,3
16 32,9 32,8
17 56,6 56,6
18 49,7 49,7
19 47,8 47,8
20 151,3 151,3
21 31,2 31,2
22 37,6 37,6
23 28,7 28,7
24 16,4 16,4
25 16,4 16,4
26 16,3 16,3
27 14,9 14,9
28 178,9 178,9
29 110,0 109,9

30 19,5 19,5
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Figura 24. Estrutura do composto 2, &cido betulinico.

As sub-fragdes 20-33 recromatografadas em coluna de silica gel,
resultaram no isolamento de um sélido branco com ponto de fusdo
196,5-198,8°C, o0 composto 3. O espectro de IV (Figura 25) em pastilha
de KBr também apresentou um perfil de absor¢do tipico de estruturas
terpénicas. Uma banda larga em 3439 cm™ tipico de estiramento de
hidroxila; um grupo de bandas entre 2940 e 2860 cm™ referente a
estiramentos de ligacdo C-H. Além disso, pode-se observar uma banda
bem definida em 1725 cm™, caracteristica de estiramento C=O de
ésteres e também uma banda pequena e fraca em 1635 cm™, o que
indica estiramento de C-C de dupla ligacéo.
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Figura 25. Espectro de infravermelho (KBr) do composto 3.
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Os espectros de RMN de *H (Figura 26) e de **C (Figura 27) do
composto 3 confirmam novamente uma estrutura triterpénica. O
espectro de RMN de 'H mostra um grupo de sinais entre 0,75 e 2,45
ppm tipicos de estruturas terpenoidicas. Além disso, pode-se observar
um duplo dupleto em 3,11 ppm (J=14,1, 3,7 Hz), indicando H ligado a
carbono sp® alilico referente a0 H-18, que também estd sob a
desprotecdo da carbonila em C-28. O duplo dupleto em 3,45 ppm, com
constantes de acoplamento iguas a 5,47 e 10,94 Hz, indicam a presenca
de hidroxilagdo 3-f. Ocorre também um simpleto em 3,71 ppm referente
a hidrogénio metoxilico e um tripleto em 5,4 ppm indicativo de
hidrogénio ligado a carbono sp’ de uma ligacdo dupla endociclica
trissubstituida.

Através do espectro de RMN de **C, foi possivel observar 31
sinais, indicando ser um derivado triterpeno. Além disso, a presenca de
dois carbonos sp? C-12 e C-13 (6 122,47 e 144,12 respectivamente) que
juntamente com o deslocamento de C-20 em 30,7 ppm e também um
oximetinico em (0 78,04), permitiram sugerir que a substancia trata-se
de um ftriterpeno de esqueleto oleanano. A presenca de carbono
carbonilico em 178,01 ppm confirmou ser carbonila de éster, pois se
fosse carbonila de 4cido, este sinal estaria mais deslocado,
aproximando-se de 180 ppm. Outro sinal importante para ajudar na
caracterizacdo encontra-se em 51,59 ppm, o que € confirmado pela
presenca de um carbono ligado a oxigénio exociclico.
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Figura 26. Espectro de RMN de *H (400 MHz. Pi) do composto 3.
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Figura 27. Espectro de RMN de **C (100M Hz, Pi) do composto 3.
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A comparagdo dos dados obtidos com os descritos na literatura
(FLORES et al., 2005) (Tabela 6) permitiu concluir que o composto 3
trata-se do éster metilico do acido oleandlico (Figura 28).


http://www.scielo.br/img/revistas/rbfar/v16n1/a18tab1f.gif
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Tabela 6. Valores de deslocamentos quimicos de RMN de **C para o
composto 3 comparados com a literatura (FLORES et al., 2005).

0 deslocamento quimico (ppm)

Oc literatura

Com?E)osto CDCl, C\EBDS
100MHz

1 38,8 38,4 38,7
2 28,04 27,1 27,4
3 78,04 78,9 78,7
4 39,3 38,7 38,8
5 55,7 55,1 55,5
6 18,7 18,3 18,5
7 32,7 32,6 32,5
8 39,6 39,2 39,5
9 479 47,6 48,1
10 37,3 36,9 37,2
11 23,3 23,0 23,3
12 122,4 122,3 122,6
13 144,1 143,7 143,9
14 41,9 41,6 41,8
15 28,04 27,6 27,9
16 23,6 23,3 23,5
17 46,9 46,7 46,6
18 41,7 41,2 41,6
19 46,0 45,8 46,0
20 30,7 30,6 30,6
21 33,9 33,8 34,0
22 32,7 32,3 32,5
23 28,7 28,0 28,2
24 16,5 15,5 15,7
25 15,5 15,3 15,3
26 17,1 16,8 16,9
27 26,0 25,9 25,9
28 178,0 178,3 1779
29 33,0 33,1 33,1
30 23,7 23,6 23,6
Me-COO- 51,5 51,5 51,2

C28
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Figura 28. Estrutura do composto 3, oleanolato metilico.

As sub-fracbes de 4 a 11 da coluna A2, foram reunidas e
purificadas por precipitacdo em metanol, obtendo-se um sélido branco
amorfo, o composto 4. O espectro de infravermelho em pastilha de KBr
(Figura 29) também apresentou um perfil caracteristico de estruturas
terpénicas. Uma banda larga em 3443 cm™ o que corresponde a
estiramentos de hidroxila. Um grupo de bandas entre 2870 e 2940 cm™
referentes a estiramentos de ligacdo C-H. Além disso, observamos uma
banda em 1694 cm™ tipica de estiramento de ligagdo C-O de carbonilas
de &cido.

. ﬁ “ P
Cl p \ :L; Ll,f"’».lM
= \

ﬁ"\r" f\H‘E)%

1694

Figura 29. Espectro de infravermelho (KBr) do composto 4.
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Os espectros de RMN de *H (Figura 30) e de *C (Figura 31) do
composto 4 sdo também carcteristicos de uma estrutura triterpénica. O
espectro de RMN de *H apresenta o grupo de sinais entre 0,5 e 2,5 ppm
caracterizando a estrutura hidrocarbonada de triterpenos com destaque
para cinco metilas simpletos em 0,77 (s, H-25), 0,88 (d, H-30, J=6,25
Hz), 0,84 (s, H-24 e 26), 0,96 (d, H-29, J=6,05 Hz) e 1,11 (s, H-23 e 27)
ppm e duas metilas dupletos 0,96 (d, H-29, J=6,05 Hz). Este dados
juntamente com o dupleto presente em 2,18 ppm com constante de
acoplamento J=12,3 Hz, corresponde ao H-18, sugere a estrutura do
esqueleto ursano. Um duplo dupleto em 3,14 ppm caracteristico de
hidrogénio carbindlico em C-3, com constantes de acomplamento J,. e
Jaa (J=4,3 e 10,7 Hz), indicando a orientagdo B-hidroxilagdo e um
tripleto em 5,22 ppm relativo a hidrogénio ligado a carbono sp? de dupla
ligagdo endociclica trissubstituida (H-12).

A andlise do espectro de RMN de *C permitiu verificar a
presenca de 30 sinais, confirmando ser uma estrutura triterpénica. Neste
contexto, foi observado a presenca de dois sinais para carbonos sp® em
139,6 e 126,9 ppm correspondentes aos carbonos da ligacdo dupla
endociclica 12-13, a presenca do sinal de carbonila de acido em 181,6
ppm e também do sinal de carbono carbinélico em 79,6 ppm.
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Figura 30. Espectro de RMN de 'H (400MHz, CD;0D), do composto 4.
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Figura 31. Espectro de RMN de **C (100 MHz, CD;0D), composto 4.

A comparacdo com os dados obtidos experimentalmente com o0s
dados da literatura (SEEBACHER, 2003) (Tabela 7), foi possivel
identificar o composto 4 como sendo o &cido ursélico (Figura 32).
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Tabela 7. Valores de deslocamentos quimicos de RMN de **C para o
composto 4 comparados com a literatura (SEEBACHER, 2003).

0 deslocamento quimico (ppm)

C
Oc literatura
Composto 4 Pi. 600MHz

1 39,8 39,2
2 27,8 28,2
3 79,6 78,2
4 40,7 39,6
5 56,7 55,9
6 19,4 18,8
7 34,3 33,7
8 43,2 40,1
9 48,5 48,1
10 38,5 37,5
11 24,1 23,7
12 126,9 125,7
13 139,6 139,3
14 48,2 42,6
15 28,7 28,8
16 24,3 25,0
17 48,3 48,1
18 54,3 53,6
19 40,4 39,5
20 39,9 39,4
21 31,7 31,1
22 38,1 37,4
23 29,2 28,8
24 16,3 16,5
25 16,0 15,7
26 17,6 17,5
27 25,3 24,0
28 181,6 179,7
29 17,8 17,5

30 21,5 21,4
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Figura 32. Estrutura do composto 4, &cido ursolico.

As fracbes chamadas de 5 e 6 foram separadas de uma mistura
dos sobrenadantes das sub-fracBes 4-24 da coluna A2 (Figura 20) e
eluidos com HEX/ACOEt em ordem crescente de polaridade. Os dois
compostos foram purificados por precipitagdo com metanol
apresentando-se sob forma de um po branco, porém, a placa de CCD
revelada com anisaldeido mostrou a presenca de duas manchas tipicas
de terpenos. Para a identificacdo destes compostos, foi realizada uma
andlise em CLAE-UV (Figura 34) conforme metodologia descrita no
item 3.7. Portanto, primeiramente foi realizada uma varredura destes
compostos de 200 a 500 nm em Espectrometro UV/VIS (Figura 33) para
determinar o melhor comprimento de onda para a anélise da mistura.
Apo6s a varredura, foi possivel verificar, que o melhor comprimento de
onda foi o de 210nm. Para comparacgdo, foram utilizados os padrGes de
acido betulinico, acido oleandlico e acido ursdlico.

1\ ] N ° ] Iy

0.0+ e r , 0.0 — —— \
200 250 200 350 400 200 250 300 380 400
{nm) (nm)

Figura 33. Espectro de UV-visivel de mistura de triterpenos.
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Figura 34. Perfil cromatogréfico em CLAE-UV (210 nm) das fragdes 5 e 6.

Apo6s a analise em CLAE das fracdes 5 e 6, comparadas com 0s
padrdes de triterpenos, foi possivel identificar que 5 e 6 sdo misturas dos
triterpenos &cidos betulinico, oleandlico e ursolico. A diferenca esta
somente na proporcao dos componentes das misturas. Em 5, a proporcao
relativa é: 24,3% de &cido betulinico (AB), 3,3% de acido oleandlico
(AO) e 72,3% é&cido ursélico (AU) e em 6 a proporcao relativa é 40,1%
de AB, 11,3% de AO e 48,6% de AU.

5 Quantificagdo dos compostos no extrato bruto e fracbes por
Eletroforese Capilar (EC) e Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE)

A eletroforese capilar também é uma técnica muito utilizada para
a andlise de compostos fendlicos em plantas, principalmente porque
permite a injecdo direta de extratos sem necessidade de purificagdo dos
principios ativos, utilizacdo de volumes reduzidos de amostras, baixo
consumo de reagentes e automacdo das andlises. Os métodos
desenvolvidos neste protocolo foram propostos com base nas estruturas,
nos valores de pKj,, no comprimento de onda maximo de absorcéo e em
curvas de mobilidade versus pH dos compostos em estudo.

Na EC, a separagdo ocorre devido & migracdo diferencial de
compostos idnicos ou ionizaveis em um campo elétrico, a qual é funcédo
da razdo entre carga e tamanho do ion e da presenca do fluxo
eletroosmoético (resultado da carga das paredes internas do capilar apés
aplicacdo do campo elétrico) para um dado pH (SUNTORNSUK, 2002;
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ISSAQ, 2000). Como os compostos fenolicos sdo &cidos fracos, os
experimentos sdo conduzidos com solucdes tampéo de pH préximo a 10,
para a melhor separacdo dos componentes. A técnica de eletroforese foi
utilizada para a quantificacdo do &cido rosmarinico e carnosol.

5.1 Preparo da curva analitica e linearidade

Ap0s determinar as condicdes eletroforéticas ideais para a analise
de &cido rosmarinico (AR) e carnosol (CAR) construiu-se uma curva de
calibracdo interna. A curva para o0 acido rosmarinico foi realizada na
concentracdo de 10 a 90 mg/L e o padrdo interno (4-nitrofenol) em uma
concentracdo fixa de 20 ppm; a curva para o carnosol na concentracao
de 11,4 a 114,0 mg/L com padréo interno também com uma concentr¢édo
fixa de 20 ppm. Para a construcdo da curva de calibracéo, foi utilizada a
média das razbes da area do padrdo do composto dividida pela area do
padrdo interno x concentracdo do padrdo (Figura 35). As curvas foram
realizadas com 5 pontos duplicados, sendo que todos os pontos da curva
foram preparados dissolvendo-se em agua Milli Q. Os eletroferogramas
(Figura 36) foram todos obtidos a 200nm.
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1 R?=0,997 2 y=0,077x-0,119
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Figura 35. Curva de calibracéo para o carnosol (A) e &cido rosmarinico
(B). TBS 20 mmol.L™, 50 mBar/5s, 25Kv, 10% metanol.

5.2 Quantificacao do carnosol e &cido rosmarinico

Para a realizacdo da quantificacdo (Tabela 8), o extrato bruto e
fragcBes também foram dissolvidos em agua Milli Q em concentra¢Ges
gue variaram de 150 a 280 ppm. As amostras também foram injetadas
em duplicata. Os eletroferogramas obtidos nas analises estdo
demonstrados na figura 36.
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Figura 36. Eletroferogramas A- EBSO; B-EB; C-FHEX; D-FAcOEt 1; E-
FACOEt 2; TBS 20 mmol.L™, 50 mBar/5s, 25Kv, 10% metanol.
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Tabela 8. Quantificagdo de carnosol (CAR) e acido rosmarinico (AR)
(mg/q) por Eletroforese Capilar.

AMOSTRAS [CAR] *CV,% [AR] *CV,%
EBSO 451,43 £ 1,49 2,02 n.d. n.d.
EB 157,14 £ 2,58 7,21 34,88 £ 0,06 0,85
FHEX 215,61+1,44 3,42 n.d. n.d.
FACOEt 1 501,90 £ 0,18 0,14 n.d. n.d.
FACOEt 2 201,31+0,2 0,37 28,76 £ 0,02 0,34
FETOH n.d. n.d. n.d. n.d.

*CV- Coeficiente de variacdo; EBSO-Extrato Bruto sem 6leo essencial; EB-
extrato bruto; FHEX-fragdo hexano; FACoOEt 1- fracdo acetato 1; FACOEt 2-
fracdo acetato 2; FETOH-fraco etanolica; n.d. — ndo detectado.

Uma das técnicas mais utilizadas para a separagdo e quantificacio
de compostos fenolicos e diterpendides em extratos de plantas, é a
técnica de CLAE-UV. No entanto, na grande maioria destes relatos cita
ser necessario longos tempos de corrida, durante os quais, 0s compostos
fendlicos inerentemente instaveis podem se degradar, ou ainda,
necessitam de uma boa separacdo de linha da base em relacdo a estes
compostos, o que compromete e dificulta a quantificacdo dos mesmos
(ZHANG et al, 2012). Como opc¢do, a técnica analitica de eletroforese
capilar (EC), que foi desenvolvida no inicio dos anos 80, tem atraido
cada vez mais pesquisadores como alternativa a técnica de CLAE-UV
para otimizar as andlises fitoquimicas. Em comparacdo a técnica de
CLAE, a EC apresenta muitas vantagens incluindo separacdo de alta
eficiéncia, tempos de analises bastante reduzidos, e o uso reduzido de
solventes, tornando assim esta técnica com um grande ndmero de
adeptos a sua utilizacdo na quimica de produtos naturais (CHEUNG e
ZHANG, 2008).

A utilizac@o deste protocolo mostrou-se bastante satisfatorio, uma
vez que foi possivel separar e identificar os dois compostos sem a
utilizacdo de tratamentos prévios, além de reduzido tempo de andlise
total. As concentragdes dos compostos variaram de 157,14 a 501,90
mg/g de extrato ou fracdo para o carnosol e 28,76 a 34,88 mg/g de
extrato ou fracdo de acido rosmarinico. A FACOEt1 apresentou a maior
concentracdo de carnosol, representando 50,19% do total da fracéo,
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seguido do EBSO representando 45,14% do total do extrato. J& para o
AR, a identificacdo dele sé foi possivel no EB e FACOEt2.

A composicdo e concentragdo de compostos bioativos em plantas
podem apresentar grandes diferencas, sendo que estas dependem de
muitos fatores, como por exemplo, sua origem, a espécie, a variadade, o
controle genético, fase vegetal, fatores externos como clima, solo,
temperatura, exposi¢do a microorganismos, entre outros (LAMIEN-
MEDA et al, 2010). E estes sdo alguns dos fatores que acabam
dificultando muitas vezes a comparacdo entre os resultados encontrados
com outros obtidos para espécie em estudo.

Estas diferencas podem ser observadas no estudo apresentado por
Bauer e colaboradores 2012, que em uma comparagdo entre diversas
coletas de uma planta da mesma familia do alecrim (Lamiaceae), a
espécie de Salvia officinalis apresentou concentracbes de carnosol
variado entre 8 a 25 % nos extratos. Por outro lado, diferentes extratos
de alecrim apresentaram concentra¢Ges de carnosol que variaram de 3 a
13% e de &cido rosmarinico de 0,3 a 0,6% no extrato seco conforme
observado por Del Bano e colaboradores, 2004.

O extrato que estudamos no presente trabalho possui altos teores
de carnosol, tornando-se portanto, uma fonte rica deste diterpeno.

5.3 Quantificagdo dos triterpenos por CLAE-UV

Para a quantificacdo dos triterpenos (Tabela 9) foram realizadas
curvas de calibracdo externa com 5 pontos duplicados para cada padréo
de &cido betulinico, acido oleandlico e ursolico (figura 37) nas
concentragBes que variaram de 100 a 900 ppm. Os padrfes foram
diluidos em metanol grau CLAE. As amostras foram injetadas em
duplicata.
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Figura 37. Curva de calibracéo para os padrdes A- &cido betulinico; B-
&cido oleandlico e C-4cido ursolico por CLAE-UV.

Tabela 9. Quantificacdo dos triterpenos (mg/g) de &cido betulinico (AB),
acido oleanolico (AO) e acido ursolico (AU) por CLAE-UV

AMOSTRAS [AB] *CV,% [AQ] *CV,% [AU] *CV, %
EBSO 45,0+3,63 9,71 53,12+0,82 1,86 69,3+2,55 4,43
EB 26,9+183 5,25 59,9+2,54 3,26 134,4+1,45 0,83
FHEX n.d. - n.d. - n.d -
FACOEt 1 53,0+3,16 4,59 81,0+7,90 7,51 53,3+3,92 5,66
FACOEt 2 10,3+0,09 0,88 123,1+1,57 1,24 375,5+11,8 3,05
FETOH n.d. - 33,6+1,10 3,90 109,6+0,05 0,05

*CV- Coeficiente de variacdo; EBSO-Extrato Bruto sem 6leo essencial; EB-
extrato bruto; FHEX-fragdo hexano; FACOEt 1- fracdo acetato 1; FACOEt 2-
fracdo acetato 2; FETOH-fracdo etandlica; n.d. — ndo detectado
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Os triterpenos pentaciclicos sdo estruturas bastante comuns de
serem isoladas em plantas, principalmente em plantas da familia
Lamiaceae. Estes triterpenos, nas ultimas décadas, vem ganhando
grande relevancia em relagdo aos seus efeitos farmacolégicos, devido as
suas propriedas anti-inflamatoria, anti-tumoral, hepatoprotetora e ainda
associado a baixa toxicidade (CHATURVEDI et al., 2008). Além disso,
esses triterpenos, sdo geralmente encontrados em diversas plantas em
concentracBes acima de 3% em relacdo ao extrato seco.

Considerando a diversidade de técnicas analiticas disponiveis, a
cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de ultravioleta €
uma das técnicas que tem dominado a separacdo e determinacdo de
triterpendides pentaciclicos (LIANG et al., 2009). No entanto, ela é um
pouco limitada em relacdo a separagdo de isdmeros de posi¢do, o qual
possuem estruturas muito semelhantes e também por serem estruturas
ndo cromoforas (RAZBORSEK et al., 2008). Entretanto, através da
técnica de CLAE-UV foi possivel identificar e quantificar os compostos
nas respectivas fracdes e extratos de R. officinalis (Figura 38).

Podemos verificar que a FACOEt2 possui a maior quantidade de
AO e AU com 123,1 e 375,53 mg/g de fracdo respectivamente. Ja a
maior presenca de AB foi verificada na FACOEtl com 53 mg/g de
fracio. Embora os triterpenos acima analisados possuam
hidrofobicidade para serem solubilizados em hexano, ndo foi possivel
verificar a presenca dos mesmos na fragdo hexanica.

Segundo Jager e colaboradores 2009, em um estudo realizado
com diferentes plantas e diferente tratamento para obtencdo de uma
fragdo rica em triterpenos, o qual utiliza n-heptano e aquecimento,
nossos resultados podem ser comparados com diversas plantas e frutas,
incluindo o extrato de folhas de R. officinalis, o qual também obtiveram
concentracBes de aproximadamente 50% do somatério dos triterpenos
AB, AO e AU.

Esses resultados mostram que o alecrim além de apresentar uma
grande quantidade de carnosol, a planta mostrou ser também uma fonte
rica em triterpenos acidos principalmente o acido ursélico. Embora o
acido ursolico seja um triterpeno bastante comum de metabdlito
secundario encontrado em plantas, ele tem grande importancia
principalmente em atividades como a hepatoprotecdo, inibicdo de
peroxidacdo lipidica, antimicrobiana, anti-inflamatoria, anti-depressiva
entre outros (LIU, 1995). Além disso, estudos recentes com o 4cido
ursélico mostram que este triterpeno é capaz de produzir aumento de
musculo e diminui¢do de gordura em camundongos (KUNKEL et al.,
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2011) e também sugerem a eficacia na reducdo de mudancas mediadas
pelo estresse oxidativo no figado de ratos.
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Figura 38. Cromatogramas dos extratos e fragdes de R. officinalis por
CLAE-UV (200nm).
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6 Avaliacdo da degradacdo do extrato de Rosmarinus officinalis L.

Nos Ultimos anos, 0s compostos naturais, tais como 0s acidos
fendlicos, diterpenos e triterpenos fendlicos, presentes em varias plantas,
tém sido objeto de investigacdo intensa devido a seus potenciais
beneficios para a salde humana. Tem sido demonstrado que a atividade
antioxidante de captacdo de radicais sdo as principais propriedades
destes compostos. Portanto, eles podem contribuir para a prevencao
cardiovascular ou doencas inflamatorias e cancer, que sdo causados,
entre outros fatores, pelos efeitos nocivos dos radicais livres. Além da
sua atividade antioxidante, os compostos também exibem uma variedade
de fungBes bioldgicas tais como antibacteriano, citotoxicos, atividades
antivirais e fungistatica (RAZBORSEK et al., 2007).

O é&cido carnosico (AC) tem sido relatado como o principal
responsdvel pela atividade antioxidante do alecrim, seguido por
carnosol, &cido rosmarinico, rosmanol e rosmadial, sendo o principal
composto encontrado nas folhas de alecrim. O &cido carnésico é um
antioxidante lipofilico capaz de neutralizar oxigénio, radicais hidroxila e
peroxil e assim, inibir a peroxidagdo lipidica
e diminuindo os danos da membrana celular. Assim, os extratos de
alecrim
ttm um grande interesse como fonte de compostos ativos para
a industria de alimentos (RODRIGUEZ-MEIZOSO et al., 2007).

Estudos de degradacdo realizados por Munné-Bosch e
colaboradores (2000) e Masuda e colaboradores (2002) mostraram que,
0 acido carndsico é instavel em solucdo, principalmente em solventes
polares e sua degradacdo pode ser induzida pelo oxigénio do ar,
formando outros derivados como o carnosol e o rosmanol. O carnosol e
outros diterpenos sdo formados a partir de uma cascata de oxidagdo do
acido carndsico conforme a Figura 39. Esta cascata de oxidacdo é muito
interessante do ponto de vista da atividade antioxidante das plantas,
porque os novos fendis antioxidantes formados, tais como carnosol e
rosmanol, possuem forte acdo antioxidante também. Este é um
fendmeno importante que mostra a razdo pela qual extratos de salvia e
alerim sdo potentes antioxidantes. A atividade antioxidante,
especialmente do tipo que quebra a cadeia, é uma atividade tipica
baseada em uma reacdo quimica em que o antioxidante €
sacrificialmente oxidado para evitar a oxidacdo da substancia biolégica.
Geralmente, um antioxidante perde a sua atividade, ap6s esta reacao.
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Figura 39. Mecanismo antioxidante proposto a partir do acido carndsico
quinona. *: composto com capacidade antioxidante.

Devido ao acido carndsico ser um composto instavel e de dificil
isolamento por técnicas cromatograficas comuns, é que foi realizado um
estudo da verificacdo de sua degradagdo no extrato em diferentes
solventes utilizando a técnica de CLAE- UV.

A grande dificuldade de se isolar o &cido carndsico no presente
trabalho, pode ser explicada pela alta instabilidade deste metabolito
como descrito acima, colocando-se a hipdtese de diferentes solventes
interferirem nos procedimentos de isolamento deste cido. De acordo
com os resultados obtidos (Figura 40), pode-se perceber com clareza
que conforme o tempo que o extrato fica em contato com o solvente, o
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acido se degrada, formando carnosol e outros derivados. Isso ocorre
principalmente no extrato diluido em solventes mais polares. J& em meio
acidificado, a area do AC manteve-se constante durante todo o periodo e
com hexano, a area do acido foi maior durante as primeiras 24hs.
Quando o extrato foi diluido em metanol, apds 10 horas de contato com
0 solvente, o &cido carndsico ja esta totalmente degradado. Com isso,
pode-se concluir que os solventes interferem com grande significancia
na degradacdo do acido carnosico, principalmente os mais polares,
produzindo como maior metabdlito o carnosol.
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Figura 40. Perfil cromatografico por CLAE-UV da degradagdo do AC (&cido
carnoésico). A- etanol; B-hexano; C- etanol + 1% de &cido acético; D- acetona; E-
metanol; CAR-carnosol
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7 Atividade anti-inflamatéria

A avaliacdo da atividade anti-inflamatéria de Rosmarinus
officinalis L., foi realizada, utilizando-se o modelo de inflamagéo aguda
induzida pela carragenina em camundongos, que ¢ um modelo de facil
execucdo e que permite a quantificacdo das células e mediadores
inflamatdrios envolvidos na inflamacdo, sem que se tenha que utilizar
procedimentos complexos de extracdo (SALEH et al., 1996).

Os resultados obtidos neste estudo (Tabela 10) apresentam
evidéncias diretas de que o extrato bruto de R. officinalis L., suas
fragdes, bem como os compostos isolados, possuem efeito anti-
inflamatorio notavel no modelo de pleurisia induzida pela carragenina
em camundongos, inibindo a liberacdo de importantes mediadores pro-
inflamatdrios, incluindo 6xido nitrico (NOx), a interleucina 1 beta (IL-
1B) e o fator de necrose tumoral alfa (TNF- o), além de reduzir a
migracdo leucocitaria para a cavidade pleural (Tabela 10). Estes
resultados enfatizam e corroboram com o uso desta planta na medicina
tradicional/popular, para o tratamento de doengas inflamatérias
(ALBUQUERQUE et al, 2007).

O estudo também revelou que a planta além de inibir a migracao
de leucdcitos para a cavidade pleural, também reduziu a ativacdo destas
células. Afirmacéo esta, feita devido a significativa reducdo na atividade
da enzima mieloperoxidase, enzima presente em grandes quantidades
dentro dos leucdcitos do tipo neutrdfilos (Tabela 10).

Dentre os principais constituintes, presentes na Rosmarinus
officinalis, destacaram-se 0 carnosol e os triterpenos acidos betulinico e
ursélico, que de maneira significativa demonstraram potente acdo anti-
inflamatoria (Tabela 10), resultados corroborados por diversos autores
gue anteriormente também demonstraram efeitos anti-inflamaté6rio
destes compostos em outros modelos (ALTINIER et al., 2007; FU et al.,
2005; LEE et al., 2008; LO et al.,, 2002; PAUR, AUSTENAA, &
BLOMHOFF, 2008; POECKEL et al, 2008; TAKADA &
AGGARWAL, 2003; YOON et al.,, 2010). Embora, ndo podemos
excluir a possibilidade da presenca de outros compostos minoritarios
estarem também contribuindo para este efeito. A exemplo disto,
diversos outros compostos como 0 acido rosmarinico, rosmanol, acido
micromérico que ja foram isolados desta planta por outros autores
demonstram também importante propriedade anti-inflamatéria pela
diminuicdo de edema, estresse oxidativo, inibicdo da atividade da COX-
2 e reducdo na sintese de leucotrienos, em outros modelos inflamatérios
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(ALTINIER et al, 2007; ALMELA et al., 2006; LAI et al., 2009;
POECKEL et al., 2008; SCHECKEL et al., 2008).

Comparando-se os resultados de atividade anti-inflamatéria do
extrato bruto hidroalcéolico, fragdes e compostos isolados, podemos
destacar que em relacdo a inibicdo na migracdo leucocitaria, a fracdo
etandlica e o composto isolado acido ursélico apresentaram melhores
resultados. Este mesmo perfil foi mantido quando avaliamos a a¢éo dos
produtos naturais frente a migracdo de neutrofilos (tipo de leucécito
predominante na pleurisia induzida pela carragenina) e a exsudagdo
(edema) (Tabela 10).

A inibicdo da enzima mieloperoxidade foi mais evidente quando
os animais foram tratados com o extrato bruto e o terpeno &cido
betulinico (Tabela 10). Ja a producdo de metabodlitos do 6xido nitrico
(NOy), a fragdo mais efetiva foi novamente a fracdo etandlica, e o
composto mais efetivo foi o carnosol (Tabela 10). Finalmente, a inibi¢do
da liberacéo das citocinas pro-inflamatérias IL-1 beta e TNF-alfa, foram
fortemente inibidas pelo extrato bruto e pelo terpeno &cido betulinico
(Tabela 10). Este é mais um resultado que reforca a agdo dos compostos
inibindo a atividade dos leucécitos, ja que estas citocinas pro-
inflamatdrias sdo sintetizadas e liberadas por este tipo celular
(SOEHNLEIN e LINDBOM, 2010).

Os resultados apresentados acima, confirmam as propriedades
anti-inflamatérias do Rosmarinus officinalis, e ainda suportam a
hipotese que esta atividade é atribuida, pelo menos em parte, a presenca
de carnosol, e dos &cidos betulinico e ursolico no extrato. No entanto,
ndo podemos descartar a possibilidade de outros compostos também
participarem desta acdo, mesmo que Se apresentem em pequenas
guantidades que ndo nos permitiram o isolamento, identificagdo e
disponibilidade para o teste bioldgico. Além disso, nossos resultados
reforcam e confirmam dados populares quanto ao uso do alecrim como
planta com atividade anti-inflamatéria (HEINRICH et al., 2006).
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Tabela 10. Atividade anti-inflamatéria de R. officinalis.

GElé]ng;/l?gc;SE Leucdcitos Neutréfilos Exsudagdo MPO NOx IL-1B TNF-a
S 0.94+0.11 0.16 +0.03 1.95+0.12 600+962 1.71+079 70.7+9.39 453+479
c? 4.80 +0.17 4.06 +0.15 11.6+0.53  408+51.0 149+1.15  1156+119 2945+ 379
EB® (50) 3.06+0.26°  244+0307 9.86+056  196+51.0°0 6.87+1.10° 466577  577+62.9

FHEX" (25) 2.82+0407 237+0317  9.31+0.84"  260£223°  104+1.61° 619+854° 812+111"

FACOEt2’ (10)  311+024”  242+018"  817+104  250+339"  6.28+092 565:67.9" 800+88.2"
1.46+0.21 7.56 +0.43 287 +39.4 488+068" 733+64.8" 1858 +218

FETOH" (50)  1.87+0.26
AB" (2.5) 3.91+0.33 3424027 6514035 202+16.07  105+1.28"  487+86.6" 670+47.2"
CAR® (2.5) 386+0.17"  346+0.16 82040447 2294496 7.96+0.86" 707457.7° 953+210"
AU’ (25) 13140127 0.88+008" 577+0497 1964237 103+0.96 6264577 1032+24.2"
Indo” (5) 226+0327 17840257 7.93+056 120+13.7" 7.40+0.907  764+722°  1553+140

Dexa” (0.5) 17540297 133+0217 651+049" 136+565  580+120" 516+33.4"  1376+270"

a = administrado via intrapleural; b= administrado via intraperiotonial; S= grupo controle negativo (salina); C= controle
positivo inflamado (carragenina); Dexa = grupo controle tratado com o anti-inflamatério dexametasona; Indo = grupo controle
tratado com o anti-inflamatério indometacina; EB = extrato bruto; FHEX = fracdo hexano; FACOEt2 = fracdo acetato de etila
2; AB = Acido betulinico; CAR = carnosol; AU = écido ursélico. * = P < 0.05; ** = P < 0.01. Os resultados apresentados

nesta tabela, ja foram publicados em Beninca et al., 2010.
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8 Atividade antibacteriana

8.1 Avaliacdo da atividade antibacteriana do extrato bruto, fracfes
e compostos isolados de Rosmarinus officinalis L. pela metodologia
de microdiluicdo em caldo

As doencas infecciosas sdo causadas por bactérias, virus,
parasitas e fungos, e isto é devido a uma complexa interacdo entre o
hospedeiro, patégeno e o ambiente. A descoberta dos antibioticos a
partir da década de 1920, tinha diminuido drasticamente as infec¢des
gue até entdo assolavam a humanidade, mas o seu uso indiscriminado
com o passar dos anos, acabou levando ao desenvolvimento de
patégenos multirresistentes (SILVEIRA et al, 2006).

Os produtos naturais, principalmente os isolados e/ou derivados
de fungos e bactérias sempre foram a principal fonte para o
desenvolvimento de novos antibacterianos. Enquanto 25 a 50% de
produtos farmacéuticos correntes sdo derivados de plantas, nenhum sdo
utilizados como agentes antimicrobianos. Embora o0s curandeiros
tradicionais tenham utilizado plantas para prevenir ou curar doengas
infecciosas, a medicina ocidental vem tentando seguir estes passos. As
plantas particularmente sdo ricas em uma ampla variedade de
metabolitos secundarios, tais como 0s taninos, terpendides, alcaldides e
flavonoides, que tém se demonstrado por experimentos realizados in
vivo e em in vitro, como possuidores de importante atividade
antimicrobiana (RIOS e RECIO, 2005; ARIF et al, 2009).

A busca por substancias antimicrobianas derivadas de plantas,
parece apenas estar comegando. Um rapido olhar para a natureza nos
tem evidenciado facilmente que de alguma forma as plantas tem
sobrevivido ao contato diario e intenso com microorganismos que se
encontram a nivel ambiental, sem que isso tenha gerado algum tipo de
extincdo vegetal. Por este motivo, tem se acreditado que as pesquisas na
busca pelas substancias responsaveis por esta "defesa” vegetal contra os
microorganismos ambientais, nos leve em pouco tempo a uma nova era
no desenvolvimento de farmacos com atividade antimicrobiana, a era
dos antimicrobianos derivados de plantas (HEMAISWARY et al, 2008).

A determinacdo da atividade antimicrobiana, in vitro, de
Rosmarinus officinalis contra microorganismos bacterianos, foi
realizada através da metodologia da concentracdo inibitdria minima
(CIM). Observando os resultados demonstrados na tabela 11, pode-se
verificar que o extrato bruto (EB) da Rosmarinus officinalis apresentou
atividade que variou de 500 a 15 pg/mL, mostrando ser mais ativo
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contra a bactéria gram positiva Streptococcus pyogenes (15 ug/mL), e
gue segundo os critérios de de avaliacdo citados por Machado e
colaboradores (2005), pode ser classificada como boa atividade. A
diferenca nos resultados da atividade antibacteriana, dentre as diferentes
bactérias testadas, pode ser atribuida a grande diversidade de compostos
quimicos presentes no extrato e também pela proporcdo relativa dos
constituintes individuais, além das diferencas entre as bactérias testadas.
No caso do EB, o diterpeno carnosol (15,71%) e o triterpeno acido
ursolico (13,44%) sdo 0s compostos majoritarios presentes neste extrato,
e devido a isso acreditamos que sejam 0s principais compostos que
contribuiram para tal efeito (HORIUCHI et al, 2007; HORIUCHI,
2007).

Levando-se em conta a classificacdo da atividade proposta por
Machado e colaboradores (2005), verificamos que a fracdo HEX
demonstrou boa atividade contra a bactéria gram positiva Streptococcus
pyogenes com CIM de 30 pg/mL (Tabela 11), sendo que esta fragdo
apresenta uma maior concentracdo de carnosol representando 21,56%
desta fracdo. A FETOH apresentou atividade considerada moderada
frente a todas as bactérias testadas. J& a FACOEt2, apresentou boa
atividade contra as bactérias gram positivas Streptococcus pyogenes
(CIM = 17 pg/mL) e também contra a cepa multi-resistente de
Staphylococcus aureus, 0 MRSA (Staphylococcus aureus Resistente a
Meticilina) (CIM = 33 pg\mL). Em relagdo a constituicdo da fracdo,
podemos verificar que a mesma foi a que apresentou a maior
concentracdo do triterpeno acido ursélico (37,55%), além de carnosol
(20,13%).

Para a avaliagdo da atividade antibacteriana dos compostos
isolados da espécie Rosmarinus officinalis, foi utilizado a proposta de
classificacdo adotada por Rios e Recio, (2005). O composto isolado
acido ursolico, apresentou de uma maneira geral atividade moderada,
exceto para a bactéria Streptococcus pyogenes o qual apresentou
atividade considerada excelente, com um CIM de 8,5 pg/mL (Tabela
11). Outros resultados também significativos foram encontrados contra
as cepas gram positivas Enterecoccus faecalis (CIM = 15 pg/mL) e
também contra 0 MRSA (CIM = 15 pg/mL). Este resultado poderia
explicar, pelo menos em partes, a atividade antibacteriana verificada na
fracdo AcOEt e também no extrato bruto, j& que ambas possuem grande
concentracao de tais compostos.

Com resultados apresentados pelo EB, FHEX, FACOEt2 e ETOH
podemos sugerir que seus efeitos antibacterianos devem-se
principalmente a presenca dos triterpenos, ja que quando testados
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isoladamente apresentaram o mesmo perfil de atividade. Por este
motivo, acreditamos que a ruptura da membrana celular bacteriana é o
mecanismo de acdo principal pelo qual o EB e as fragdes isoladas de
Rosmarinus officinalis destroem as bactérias gram-positivas (COWAN,
1999).

Embora o0 mecanismo de acdo de terpenos ainda ndo seja
totalmente compreendido, especula-se que ha um envolvimento da
ruptura de membrana pelos compostos lipofilicos, o qual permite
romper os lipidos da membrana celular bacteriana e mitocdndrias,
perturbando as estruturas e tornando-os mais permeaveis. Esta ruptura
pode ser entendida pela diminuicdo da fluidez da membrana bacteriana
ao incorporar o &cido oleandlico, ursélico ou betulinico. Por exemplo,
nas membranas biolégicas dos animais, elas possuem diferentes
concentracBes de colesterol, cuja principal fungdo é controlar o grau de
fluidez das membranas. Estruturas que necessitam de membranas mais
rigidas incorporam uma maior quantidade de colesterol. O provavel
aumento da rigidez da membrana celular bacteriana devido a
incorporacéo do triterpeno é possivel que leve a uma diminui¢do em sua
mobilidade, podendo assim, ocasionar sua ruptura (COWAN, 1999).

O outro triterpeno isolado, o composto &cido betulinico,
apresentou atividade fraca contra todas as cepas testadas. Ja o carnosol,
apresentou boa atividade antibacteriana contra a maioria das bactérias,
mostrando ser bastante ativo contra Enterococcus faecalis (CIM = 18
ug/mL), Staphylococcus aureus (CIM = 18 pg/mL) e também para a
multi-resistente MRSA (CIM = 18 pg/mL). Resultado semelhante
também foi encontrado por Oluwatuyi e colaboradores (2004), os quais
encontraram uma atividade antibacteriana com um CIM de 16 pg/mL
contra MRSA. Embora o carnosol seja um terpenodide, 0 mesmo €
considerado um composto fendlico devido a presenca de 2 hidroxilas em
orto formando um grupamento catecol. Segundo Cowan (1999), os
catecOis mostraram ser toxicos aos microorganismos. O nimero de
hidroxilas nos grupos fenolicos esta diretamente relacionado com a
toxicidade frente aos microorganismos, 0 que evidencia que o aumento
da hidroxilagdo resulta em um aumento da toxicidade. Em adig&o,
alguns autores também descobriram que quanto mais oxidado o fenol,
maior atividade antibacteriana ele tera.

O achado mais relevante que podemos destacar em no0SS0S
experimentos, foi a atividade moderada do &cido ursélico e também do
carnosol, frente ao Staphylococcus aures resistente a meticilina
(MRSA), que é uma bactéria diretamente envolvida em casos de
infeccdo hospitalar que acabam muitas vezes a levar o paciente a 6bito
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por falta de antimicrobianos eficazes no arsenal terapéutico atual
(ALVAREZ et al, 2010).



Tabela 11. Concentragdo Inibitoria Minima do extrato bruto, fragdes e compostos isolados (em pug/mL).
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FACOEt
EB FHEX FETOH FACOEt1 2 AU AB CAR GE
Bactérias Gram-Positivas

Bacillus cereus ATCC 11778 62 125 625 37 67 60 250 37 0,37
Enterococcus faecalis ATCC
29212 250 500 625 62 125 15 125 18 2,5
Listeria monocytogenes
ATCC 35152 250 125 625 62 125 60 250 37 5
Staphylococcus aureus ATCC
25923 125 125 625 62 125 60 250 18 0,75
Streptococcus pyogenes ATCC

15 30 312 17 17 8,5 125 37 0,37

Bactérias Gram-Negativas

Acinetobacter baumanii ATCC
17978 125 125 156 125 250 62 62 37 4
Escherichia coli ATCC 25922

500 500 625 250 500 125 250 150 15
Klebsiella pneumoniae ATCC
31488 250 250 312 125 250 62 125 75 7,5
Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853 250 250 312 125 500 125 250 150 1,5
Salmonella typhi ATCC 250 250 312 125 250 125 125 18 1,8
Shigella  flexinerii ~ ATCC
12022 125 250 312 125 250 125 125 18 15

Multiresistentes

MRSA” 125 125 625 25 33 15 250 18 > 40,0
KPC™ 500 250 625 125 500 125 250 75 > 20,0

EBSO= Extrato Bruto sem dleo essencial; EB = Extrato bruto hidroalcodlico; FHEX = fracdo hexano; FAcOEt1= fracdo
acetate de etilal; FACOEt2= fragdo acetato de etila 2; FETOH = fracdo etandlica; AU = Acido ursélico; AB = Acido
betulinico e CAR = Carnosol; GE = Gentamicina; *Meticilina resistente Staphylococcus aureus; **Klebsiella pneumoniae
produtor de carbepenemases; ATCC — American type collection culture.
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9 Atividade antidepressiva

A depressdo é o transtorno mental humano mais prevalente sendo
que é reconhecida por ser sintomaticamente, psicologicamente e
biologicamente heterogénea. Esta desordem é caracterizada pela apatia,
perda de energia, retardo do pensamento e da atividade normal como um
todo, bem como profundos sentimentos de desespero e ideagédo suicida.
Apesar da disponibilidade de medicamentos antidepressivos, como 0s
antidepressivos  triciclicos, inibidores seletivos reversiveis da
monoamina-oxidase A (MAO-A), inibidores seletivos da recaptacéo da
serotonina (SSRIs) e inibidores seletivos da recaptacdo de noradrenalina
(SNRIs), a depressdo continua a ser um grande problema médico,
principalmente pelo motivo que a maioria destes medicamentos
demoram algumas semanas para comecarem a exercer seus efeitos
(THASE e HOWLAND, 1995; YU et al.; 2002). Além disso, existe um
ntmero consideravel de efeitos colaterias, sendo 0s mais comuns, como:
alteracdo do sono e apetite, alteragdes gastrintestinais (diarréia ou
obstipagdo intestinal), retencdo urinaria, alergias de pele, sudorese,
diminuigdo da libido ou retardo da ejaculacdo, aumento ou diminuicdo
de peso, nausea, tontura e tremores.

A neurociéncia béasica oferece a possibilidade de melhorar a
nossa compreensdo da fisiopatologia da doenga, permitindo se
identificar novos mecanismos envolvidos, que por sua vez, podem ser
alvo de mais farmacoterapias eficazes além de possibilitarem a triagem
de substancias de origem natural ou sintética. Esta consideragdo implica
na busca de novos agentes antidepressivos que possuam um rapido
inicio de acdo, com menos efeitos colaterais e uma margem de
seguranca maior, sendo as plantas reconhecidamente uma fonte de
medicina complementar e uma alternativa para 0 manejo de transtornos
do humor (SANTOSH et al., 2011).

Neste trabalho foi avaliado o efeito antidepressivo do extrato
bruto (teste do nado forgado e no teste da suspensdo da cauda), fracoes,
compostos isolados e 6leo essencial da Rosmarinus officinalis (no
modelo da suspensdo em cauda). Os modelos aqui utilizados sdo
modelos comportamentais preditivos do efeito antidepressivo e que séo
sensiveis aos antidepressivos de diferentes classes farmacoldgicas,
inclusive extratos e compostos isolados de plantas (MACHADO et al.,
2009).

Como citado anteriormente, o efeito do extrato bruto de
Rosmarinus  officinalis  foi investigado em dois modelos
comportamentais: o teste do nado forgado e o de suspenséo da cauda em
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camundongos. O extrato bruto hidroalc6olico produziu um significativo
efeito antidepressivo, uma vez que o tratamento agudo dos camundogos
com o extrato por via oral, reduziu significativamente o tempo de
imobilidade no teste do nado forcado (na dose de 100 mg/kg) e da
suspensdo em cauda (nas doses de 10 e 100 mg/kg), quando comparado
com o grupo controle sem alteragfes (Figura 41).
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Figura 41. Efeito do tratamento agudo de camundongos com extrato bruto
de R. officinalis (1 - 300 mg/kg, v.0.) sobre o tempo de imobilidade (teste do
nado forcado - (A) e no teste da suspensdo da cauda - (B)). Cada coluna
representa a média + erro padrdo. N = 6-10 animais. ** P < 0.01,
comparado com o grupo tratado com o veiculo (controle).

<

Em seguida, verificamos que o extrato manteve seu efeito,
mesmo quando os animais foram tratados de forma cronica (14 dias
consecutivos), que caracterizou efeito mesmo em logos tratamentos. Um
dos principais problemas dos antidepressivos convencionais, ja que 0s
mesmos perdem seus efeitos ao longo do tratamento. Neste
experimento, a repeticdo da administracdo do extrato durante 14 dias por
via oral, continuou a produzir um significante efeito antidepressivo no
teste de suspensdo em cauda (nas doses de 100 e 300 mg/kg) (Figura
42).
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Figura 42. Efeito do tratamento repetido (14 dias) de camundongos com
extrato bruto de R. officinalis (10 - 300 mg/kg, v.0.) e da fluoxetina (10
mg/kg, v.0.) sobre o tempo de imobilidade no teste da suspensdo da cauda.
Cada coluna representa a média + erro padrdo. N = 6-10 animais. * P <
0.05 e ** P < 0.01, comparado com 0 grupo tratado com o veiculo
(controle).

Quando avaliamos o efeito das fracBes de R. officinalis no teste
antidepressivo da suspensdo em cauda, verificamos que todas as fracfes
te stadas, bem como os compostos isolados (carnosol e acido betulinico)
foram capazes de reduzir de maneira significativa (P < 0.05) o tempo de
imobilidade quando comparados com o grupo controle tratados apenas
com o veiculo de diluicdo dos produtos naturais e de maneira
semelhante ao resultado apresentado com o antidepresivo fluoxetina (P
> 0.05) (Figura 43).
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Figura 43 - Efeito do tratamento agudo de camundongos com fragdes,
compostos isolados e o6leo essencial da Rosmarinus officinalis e da
fluoxetina (10 mg/kg, v.0.) sobre o tempo de imobilidade no teste da
suspensdo da cauda. FACOEt 1= fracdo acetato de etila 1 (1 mg/kg, v.0.);
FACOEt 2 = fracdo acetato de etila 2 (1 mg/kg, v.0.); FHEX = fracdo
hexano (1 mg/kg, v.0.); FETOH= fracéo etandlica (0,1mg/kg, v.0.); EBSO=
exatro bruto sem 6leo essencial (100 mg/kg, v.0.); Oleo essencial (10mg/kg)
AU = 4cido ursdlico (0,1 mg/kg, v.0.); CAR = carnosol (0,1 mg/kg, v.0.); AB
= 4cido betulinico (10 mg/kg, v.0.). Cada coluna representa a média * erro
padrdo. N = 6-10 animais. ** P < 0.01, diferenca significativa comparado
com o grupo tratado com o veiculo (controle).



10 Conclusbes

- Em relacéo ao estudo fitoquimico:

Foi possivel isolar e identificar 4 compostos distribuidos nas
fracGes hexano e acetato de etila 2, sendo que o carnosol foi isolado da
fracdo hexano e acetato de etila 2 e os triterpenos acido betulinico,
oleanolato metilico e &cido ursolico foram isolados da fragdo acetato de
etila 2;

O ¢leo essencial de R. officinalis foi identificado como sendo do
quimiotipo cineol;

O carnosol e o &cido rosmarinico foram encontrados em maior
guantidade nas fracbes FACOET1 e no extrato bruto; e os triterpenos
acidos AB na fracdo FACOET1, AO na fracdo FACOET2 e 0 AU na
FACOET?;

- Em relacéo ao estudo anti-inflamatério:

Os resultados obtidos nos experimentos de avaliacdo da atividade
anti-inflamatéria da Rosmarinus officinalis, confirmam as propriedades
anti-inflamatoérias da planta, e ainda suportam a hipdtese que esta
atividade é atribuida, pelo menos em parte, a presenca de carnosol, e dos
acidos betulinico e ursolico no extrato. Embora, ndo podemos descartar
a possibilidade de outros compostos também participarem desta acéo,
mesmo 0S que Se apresentam em pequenas quantidades que ndo nos
permitiram o isolamento, identificacdo e disponibilidade para o teste
bioldgico.

Além disso, nossos resultados reforcam e confirmam dados
populares quanto ao uso do alecrim como planta utilizada no tratamento
de doencas inflamatorias.

- Em relagédo ao estudo antibacteriano:

O estudo antibacteriano de Rosmarinus officinalis, demonstrou
boa atividade antibacteriana, com destaque para o acido ursélico e para
o carnosol. Inclusive demonstrando boa atividade frente a bactérias
resistentes como Staphylococcus aureus resitente a meticilina (MRSA)
e Klebsiella pneumoniae produtora de carbepenemase (KPC) que é um
microorganismo hospitalar, o qual ndo existe tratamento antimicrobiano
disponivel.

Ja o &cido betulinico foi considerado inativo contra as bactérias
testadas.

- Em relacéo ao estudo antidepressivo:
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O estudo antidepressivo do extrato bruto, fragdes, compostos
isolados e Oleo essencial da Rosmarinus officinalis, demonstraram
resultados bastante significativos nos modelos do nado forgado e da
suspensdo da cauda. Muitos deles comparados aos resultados
apresentados pela fluoxetina, com destaque para o extrato bruto, &cido
ursélico e 6leo essencial, 0 que sugere a possibilidade de utilizacdo da
planta no tratamento da depressao.
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