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RESUMO

Cordia verbenacea DC. € a principal planta representante da familia
Boraginaceae no Brasil. Trata-se de um arbusto encontrado em grande parte do
litoral brasileiro, principalmente na regido da Floresta Tropical Atlantica.
Popularmente conhecida como erva-baleeira, tem acao anti-inflamatdria, anti-ulcera
e cicatrizante. A acao anti-inflamatéria se deve aos componentes do 6leo essencial,
principalmente o a-humuleno e (E)-cariofileno. Além disso, o 6leo essencial de C.
verbenacea possui baixa toxicidade, o que torna seu uso seguro. Em um trabalho
realizado anteriormente por nosso grupo de pesquisa, foi demonstrado que os
extratos etandlico, hidroetandlico 70% e aquoso de C. verbenacea apresentam
potencial antioxidante. Neste trabalho foi realizada uma analise cromatografica do
Oleo essencial de C. verbenacea e avaliacdo da acao antioxidante e fator de
protecao solar (FPS) do mesmo. O ¢6leo essencial foi extraido das folhas de C.
verbenacea utilizando um Clevenger modificado e foi armazenado em congelador.
Para avaliagao da atividade antioxidante, foi utilizado o método de captura do radical
DPPH- e acido ascorbico como padrao, que foram analisados em espectrofotdmetro.
Ja para a avaliacdo do FPS, foram desenvolvidas quatro formulacbes do tipo
emulsao O/A a frio. Dessa forma, foi possivel observar que o 6leo essencial nao
possui componentes com atividade antioxidante significativa, nem que possam ser
utilizados na protecédo solar. As analises cromatograficas permitiram obter perfis
quimicos do 6leo essencial, bem como identificar os compostos a-humuleno e (E)-

cariofileno.
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1. INTRODUGAO
1.1 Cordia verbenacea DC. (Boraginaceae)

Principal representante da familia Boraginaceae no Brasil, Cordia
verbenacea DC. é um arbusto muito ramificado com cerca de dois metros de altura,
encontrado em grande parte do litoral brasileiro, principalmente na regido da
Floresta Tropical Atlantica, compreendendo a faixa entre Santa Catarina, Parana e
Sao Paulo. O género Cordia pode ser encontrado na Australia, Nova Caledénia,
América Central e Guiana, que correspondem as regides tropical e subtropical
(GILBERT; FAVORETO, 2012; RODRIGUES et al., 2012).

Cordia verbenacea é conhecida como erva-baleeira, camarinha, catinga-de-
bardo, maria-milagrosa, entre outras denominagdes (GILBERT; FAVORETO, 2012).
Suas partes aéreas sao utilizadas popularmente na forma de extratos etandlicos,
decocgao e infusdo (PASSOS et al.,, 2007) no tratamento de artrite, reumatismo,
tendinite cronica, entre outros (RAMOS et al., 2005), ja que possuem agao anti-
inflamatadria, anti-reumatica, analgésica e cicatrizante (FERNANDES et al., 2007). A
acao anti-inflamatéria pode ser atribuida aos componentes de seu 6leo essencial
(RAMOS et al., 2005), uma mistura complexa de substancias volateis e lipofilicas
(SIMOES et al., 2004), a qual é composta basicamente por monoterpenos e
sesquiterpenos. Entre seus constituintes principais pode-se citar o a-pineno, o
aloaromadendreno, o (E)-cariofileno, o B-gurjuneno e o a-humuleno, sendo o ultimo
o principal responsavel pela agao anti-inflamatéria (ARAUJO, 2007). O efeito anti-
inflamatdrio das folhas de C. verbenacea é obtido tanto pelo uso tdpico, na forma de

compressas e pomadas, quanto pelo uso oral, na forma de cha. De acordo com
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Gilbert e Favoreto (2012), ndo foi observada toxicidade aguda significante, o que
sugere sua segurancga de uso (GILBERT; FAVORETO, 2012).

O a-humuleno é um sesquiterpeno com forma molecular CisHys € € a
principal substancia ativa da C. verbenacea, responsavel pela sua atividade anti-
inflamatoéria (FERREIRA, 2012). Ja o (E)-cariofileno é encontrado em diversas
familias botanicas e possui, além da atividade anti-inflamatéria, atividades
antitumoral e antiespasmodica (CARVALHO et al.,, 2013). Além disso, tanto a-
humuleno quanto (E)-cariofileno, de acordo com a literatura, apresentam atividades

antibacteriana, fungicida e inseticida (ALMEIDA et al., 2005).

Figura 1. Estruturas quimicas dos compostos a-humuleno e (E)-cariofileno
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O Laboratorio Farmacéutico Aché® desenvolveu, em 2005, um medicamento
a base do 6leo essencial de C. verbenacea. O Acheflan® é indicado para tratar
processos inflamatérios locais e tornou-se conhecido por ser o primeiro
medicamento fitoterapico desenvolvido com tecnologia 100% nacional. Apresenta-se
nas formas farmacéuticas de aerossol e creme, cada uma contendo 5,0 mg do dleo
essencial da erva-baleeira, padronizado em 2,3-2,9% de a-humuleno (COUTINHO et

al., 2009). Além disto, a espécie vegetal esta incluida na lista de 71 plantas com
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potencial terapéutico indicadas pelo Sistema Unico de Satude (SUS) para estudos e
no Formulario Nacional de Fitoterapicos da Farmacopeia Brasileira (COUTINHO et

al., 2009; BRASIL, 2011).

Figura 2. Cordia verbencea DC. Fotografada por Juhan A. S. Pereira no CPQBA UNICAMP em
Paulinia — SP.

1.2 Envelhecimento cutaneo e antioxidantes

O envelhecimento cutaneo envolve alteragbes gradativas da pele causadas
pelo avancgo da idade ou por fatores ambientais e é caracterizado pela diminuicdo da
funcionalidade das células desse tecido. Os principais sinais de envelhecimento sao
0 aparecimento de rugas, a perda de firmeza, da elasticidade, da densidade e
tonicidade da pele e atrofia (BEGATIN, 2009). O envelhecimento cutaneo pode ser
dividido em intrinseco ou cronoldgico e extrinseco ou fotoenvelhecimento (COSTA,
2012). O primeiro é causado por fatores genéticos e acompanha o processo ocorrido
com outros 06rgaos, decorrente da degeneracdo natural do corpo. Ja o
fotoenvelhecimento € consequéncia das radiagdes ultravioletas A e B, que sao
responsaveis por mudancas moleculares e producdo de radicais livres e espécies

reativas, causando degradacao do tecido cutaneo (SBCD, 2010).
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O envelhecimento € uma consequéncia do chamado estresse oxidativo, que é
o desequilibrio do mecanismo de defesa antioxidante presente no organismo
(SCOTTI et al., 2007). Assim, com o aumento da expectativa de vida da populagao,
vem aumentando a procura de antioxidantes, que sdo substancias que retardam ou
bloqueiam reacdes de oxidagao causadas por oxidantes (SCOTTI et al., 2007). Entre
as substancias antioxidantes podem-se citar a vitamina E, acido ascérbico, selénio,
entre outros (SOUSA et al., 2007).
Recentemente, ha um maior incentivo em pesquisas sobre tratamento,
prevencao e controle do envelhecimento cutaneo, principalmente utilizando ativos
vegetais, com o intuito de incorpora-los em formulagdes cosméticas (DIEAMANT et

al., 2012).

1.3 Cromatografia

Cromatografia € um método fisico-quimico de separagao de substancias pela
distribuicao diferencial dos componentes de uma mistura entre as fases estacionaria
e movel (DEGANI et al., 1998), com o objetivo de separar, identificar e quantificar
espécies quimicas (COLLINS et al., 2006). O principio dos métodos cromatograficos
se da pelas diferentes interagdes entre os componentes da mistura estudada e as
duas fases imisciveis que compdem a cromatografia: fase moével e fase estacionaria
(DEGANI et al., 1998). Essa diferenca de afinidade entre os componentes da
amostra e as fases movel e estacionaria resulta na separagao dos componentes da

mistura (COLLINS et al., 2006).
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A cromatografia pode ser dividida em: cromatografia planar, quando a fase
estacionaria fica disposta em uma superficie plana, e cromatografia em coluna,

quando a fase estacionaria € colocada em um tubo cilindrico (COLLINS et al., 2006).

Figura 3. Representacdo esquematica dos diferentes tipos de cromatografia
(DEGANI et al., 1998). CCD: cromatografia em camada delgada; CP: cromatografia
em papel; CSC: cromatografia supercritica; CLAE: cromatografia liquida de alta

eficiéncia; CGAR: cromatografia gasosa de alta resolugao

Cromatografia
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| | [ |
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A cromatografia em camada delgada (CCD) é utilizada como um método de
analise, seja para analisar uma determinada amostra ou para avaliar os resultados
de uma separacdo (SIMOES et al., 2004). A separacdo dos componentes se da
através da migracao diferencial destes sobre a fase estacionaria (COLLINS et al.,
2006). E uma técnica de facil execucdo e interpretacdo, rapida e de baixo custo
(COLLINS et al., 2006). A fase estacionaria mais utilizada é a silica gel, ja que,
gragcas aos grupos silandis, ela possui alta polaridade. Ja a fase movel pode ser
composta de um ou mais solventes que devem ter polaridade média a baixa quando
se utiliza silica gel. A identificagdo em CCD baseia-se na comparagao do fator de
retencao (R¢) e coloragdo da banda de um padrédo com uma banda correspondente

na amostra. O R¢ consiste na razdo entre a distancia percorrida pela substancia e a
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distancia percorrida pela fase movel. Geralmente, € necessario utilizar um revelador
para analisar o resultado pois, na sua maioria, os compostos organicos sao incolores
(DEGANI et al., 1998).

A cromatografia gasosa (CG) é utilizada principalmente na separagao de
substancias de uma mistura de compostos volateis (SIMOES et al, 2004). A
separagao ocorre pela distribuicido dos componentes entre a fase estacionaria, que
pode ser sdlida ou liquida, e a fase movel, que é gasosa (COLLINS et al., 2006). A
amostra é injetada no interior de uma coluna contendo a fase estacionaria e, de
acordo com as propriedades da amostra (volatiidade e polaridade) e da fase
estacionaria, os componentes da amostra ficam retidos na fase estacionaria e saem
da coluna em tempos diferentes, possibilitando a detec¢cdo e a quantificacdo das

diferentes substancias que compdem a amostra (COLLINS, 2006).

Figura 4. Representacao de uma analise por CG
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2. JUSTIFICATIVA

O dleo essencial de C. verbenacea € muito estudado no ponto de vista de sua
atividade anti-inflamatoria. Porém, durante analise bibliografica, foi possivel notar a
escassez de informagdes sobre sua atividade antioxidante e ag&o fotoprotetora.
Além disso, foi possivel encontrar alguns estudos sobre atividade antioxidante em
Oleos essenciais de outras espécies, como é o caso de Caryophillus aromaticus L.
(Scherer et al., 2009) e espécies de Crotons (Morais et al., 2006). Em um trabalho
realizado pelo nosso grupo de pesquisa, pela aluna de pés-graduacao Gabriela
Brasil Roméao, foi demonstrado que extratos etandlico, hidroetandélico 70% e aquoso
de C. verbenacea apresentaram atividade antioxidante significativa.

Este estudo teve como objetivo avaliar a atividade antioxidante do éleo
essencial de C. verbenacea e sua acéao fotoprotetora, ambos ‘in vitro”, com o intuito
de incorpora-lo em uma formulagdo cosmética, ja que seria extremamente vantajoso
o desenvolvimento de uma formulagdo com acao anti-inflamatéria, antioxidante e
fotoprotetora, além de realizar uma breve analise cromatografica do 6leo essencial

de C. verbenacea.

3. OBJETIVOS
3.1 Objetivos gerais

O objetivo deste trabalho foi realizar uma analise cromatografica do 6leo
essencial extraido de folhas de Cordia verbenacea DC. e avaliar sua atividade
antioxidante e a agao fotoprotetora de uma formulagao fitocosmética contendo o

oleo essencial.
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3.2 Objetivos especificos

-Extrair o éleo essencial das folhas de C. verbenacea;

-Avaliar a atividade antioxidante por método “in vitro”,

-Desenvolver uma formulagdo fitocosmética para avaliagdo do Fator de
Protecéo Solar (FPS);

-Avaliar o éleo essencial por Cromatografia em Camada Delgada (CCD) e por
Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (CG-EM) para

caracterizagao fitoquimica.

4. MATERIAIS E METODOS
4.1 Materiais

Os reagentes 1,1-difenil-2-picrilhidrazila (DPPH+) e o acido ascérbico foram
adquiridos da empresa Sigma—AIdrich®; os solventes metanol, tolueno, acetato de
etila, hexano e diclorometano foram obtidos da empresa Synth®.

Os seguintes equipamentos foram utilizados: balanca analitica (Acculab®),
estufa de circulacado de ar, aparelho tipo Clevenger modificado (WASICKY, 1963),
espectrofotbmetro com cubetas Shimadzu® modelo 1800 e aparelho para

determinacdo de FPS Optometrics® modelo SPF-290S.

4.2 Obtencao do material vegetal e extragao do 6leo essencial (OE) das folhas
de C. verbenacea DC (Boraginaceae)

As folhas da C. verbenacea foram coletadas no Centro Pluridisciplinar de
Pesquisas Quimicas, Biologicas e Agricolas (CPQBA) da Universidade Estadual de

Campinas (UNICAMP), localizado em Paulinia-SP (coordenadas aproximadas de
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22°47°15.91”S 47°06’42.8770) entre os dias 15/01/2015 e 18/03/2015, entre as dez
da manh& e o meio-dia. O material vegetal foi submetido a secagem em estufa com
circulagao de ar a 40° C por 72 h.

O OE foi obtido através de extracdo por hidrodestilacdo em aparelho tipo
Clevenger modificado (WASICKY, 1963) acoplado a baldo de 5 L. Foram feitas cinco
extragdes e em cada extracdo, utilizou-se cerca de 100 g de folhas de C.
verbenacea e 2,5 L de agua deionizada. Apos o final da extragéo, o 6leo foi retirado
utilizando um conta-gotas e armazenado em congelador em frascos do tipo vial; as
goticulas de agua que foram retiradas juntamente com o OE do Clevenger formaram

pequenos cristais de gelo e, desta forma, foi possivel retirar a agua.

Figura 5. Aparelho tipo Clevenger modificado acoplado a baldo com manta de

aquecimento (WASICKY, 1963).

oleo €ssencial

tubo
graduado

4.3 Ensaio de atividade antioxidante utilizando radical 1,1-difenil-2-
picrilhidrazila (DPPH-)
O ensaio de atividade antioxidante com o OE foi feito seguindo o método

descrito por Sharma e Bhat (2009), utilizando DPPHe.. A solu¢do de DPPH- foi
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preparada em metanol na concentragcao de 200 uM. Primeiramente, foi adicionado 1
mL de solugdo de DPPH+ em 3 mL de solugcdo de amostras de OE em diferentes
concentragdes (Figura 6). O ensaio foi realizado em ftriplicata utilizando as seguintes
concentragdes de OE: 2,0; 4,0; 6,0; 8,0; 10,0; 12,0; 14,0 e 16,0 mg/mL. As solugbes
foram mantidas ao abrigo da luz por 30 min e as leituras das absorbé&ncias foram
feitas em 517 nm em espectrofotdbmetro UV/Vis de cubetas. Entdo, foram calculadas
as médias das absorbancias de cada concentragdo e a porcentagem de captura do
radical DPPHe. Esse mesmo ensaio foi realizado com &cido ascoérbico, que foi
utilizado como substancia antioxidante padrao. O acido ascorbico foi solubilizado em

agua deionizada em diferentes concentracgées (0,9; 1,8; 2,6; 3,5; 4,4 e 5,3 ug/mL).

Figura 6. Esquema do procedimento realizado para a determinagdo da atividade

antioxidante. A: amostra (6leo essencial), B: branco e P: padrao (acido ascorbico)

30 min e [Espectrofotdmetro
final (A=517 nm)

auséncia de luz

3,0 mL 1,0 mL
(A.BouP) DPPHe 200uM

metanol

4.4 Preparacgao das formulagoes

Para que houvesse uma avaliagdo adequada do fator de protecédo solar,
foram desenvolvidas quatro formulagdes do tipo emulsdo O/A a frio para que nao
houvesse perda de substancias volateis. Essas formulagdes foram denominadas de
A a D, sendo A uma base, B a base contendo metoxicinamato de octila, um filtro
solar quimico, C a base contendo OE de C. verbenacea e D consiste na base
contendo o filtro solar e o OE. Os componentes utilizados e suas concentragcbes sao

descritas na Tabela 1, abaixo:
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Tabela 1. Componentes utilizados para a preparagao das formulagdes.

Componentes A B C D
Helianthus Annuus (Sunflower) Seed Oil; 4,5% 4,5% 45% | 4,5%
Polyacrylic Acid; Xylityl Sesquicaprylate;
Glyceryl Stearate; Euphorbia Cerifera
(Candelilla) Wax; Sodium Hydroxide;
Tocopherol
Isopropyl Palmitate 1,3% 1,3% 1,3% | 1,3%
Octyl stearate 0,7% 0,7% 0,7% | 0,7%
Ethylhexyl Methoxycinnamate - 6,0% - 6,0%
Oleo Essencial - - 1,0% | 1,0%
Glycerin 3,0% 3,0% 3,0% | 3,0%
Phenoxyethanol;, Methylparaben; 0,6% 0,6% 0,6% | 0,6%
Ethylparaben; Propylparaben;
Butylparaben
Disodium EDTA 0,1% 0,1% 0,1% | 0,1%
Aqua qgsp 100% 100% 100% | 100%

O preparo de todas as formulagbes foi semelhante: adicionou-se os
componentes da fase oleosa em um béquer (Helianthus Annuus (Sunflower) Seed
Oil; Polyacrylic Acid; Xylityl Sesquicaprylate; Glyceryl Stearate; Euphorbia Cerifera
(Candelilla) Wax; Sodium Hydroxide; Tocopherol, Isopropyl Palmitate; Octyl stearate,
Ethylhexyl Methoxycinnamate e o Oleo essencial); em outro beéquer, foram
adicionados todos os componentes da fase aquosa (Glycerin, Phenoxyethanol;
Methylparaben; Ethylparaben; Propylparaben; Butylparaben, Disodium EDTA e
Aqua). Entédo, a fase aquosa foi vertida sobre a oleosa e a mistura foi agitada até

apresentar consisténcia uniforme.
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4.5 Avaliacao do fator de protegcao solar (FPS) da formulagao
As quatro formulagdes foram avaliadas em aparelho do tipo Optometrics®
SPF-290s, seguindo as determinagcbes do fabricante. Cerca de 110 mg de
formulacdo foram aplicados sobre uma fita Transpore®. Em seguida, a fita contendo

a formulac&o foi submetida a incidéncia da radiacédo UV (290-400 nm) e foi feita a

leitura das absorbancias e o FPS foi determinado pelo software SPF.

4.6 Analise do OE por cromatografia em camada delgada (CCD)

A fase estacionaria utilizada foi silica-gel (0,25 mm). Com relagdo a fase
movel, inicialmente foram feitos varios testes para ajustar sua composicdo com a
finalidade de obter melhor resolugcéo entre as bandas e valores de R; entre 0,2 € 0,8.
As fases moveis avaliadas foram: tolueno: acetato de etila (97:3; 94:6; 90:10);
hexano: acetato de etila (90:10; 80:20) e hexano: diclorometano (70:30). Ja para a
analise dos padrdes foi utilizado hexano como fase mével. O OE foi solubilizado em
hexano na concentragdo de 10 mg/mL e os padrdes a-humuleno e (E)-cariofileno na

concentracao de 5 mg/mL. A revelacgao foi feita com anisaldeido sulfurico.

4.7 Cromatografia Gasosa acoplada a espectrometria de massas

Foi realizada uma analise preliminar do 6leo essencial por CG-EM para
avaliar se a resolucdo obtida entre os pares de picos do cromatograma utilizando o
método descrito por Adams (2007) seria adequada. Condi¢gdes cromatograficas:
temperatura do injetor: 240° C, razéo de split 1/20, gas de arraste hélio, gradiente de
temperatura: 60 a 246° C (3° C/ min), coluna Rtx-5MS (30 m x 0,25 mm d.i.; 0,25 pym

filme interno).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Ensaio de atividade antioxidante
O valor de Clspindica a porcentagem de 6leo essencial que € necessaria para
inibir 50 % dos radicais livres em solugcédo. Apds o preparo das solugdes e leitura a
517 nm, foram obtidos os graficos de inibicdo do radical DPPHe para o OE (Figura 7)
e para o acido ascorbico (Figura 8). A porcentagem de captura do radical DPPH?- foi

calculada pela Equacéo 1:

% Illlblgﬁo = Amax — Aamostra X 100 (Equagﬁo _l)
A]l].ﬁ}‘;

Onde:
% Inibicdo = porcentagem de inibicdo do DPPH-
Amax = absorbancia da solugdo de DPPH+ na auséncia da amostra

Aamostra = absorbancia da solu¢éao de DPPH+ na presenga da amostra

Figura 7. Grafico da porcentagem de inibicao (captura) do radical DPPHe, versus a

concentracao de 6leo essencial (mg/mL).
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Figura 8. Grafico da porcentagem de inibicao (captura) do radical DPPH. versus a
concentracéo de acido ascorbico (mg/mL).
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A partir dos resultados do ensaio para a determinagdo do potencial
antioxidante do dleo essencial de C. verbenacea utilizando o radical DPPH- foi
possivel observar que o valor de Clsy obtido pelo OE foi de 10,93 mg/mL,
aproximadamente 4.000 vezes superior ao Clsp do acido ascoérbico, que foi de
0,0027 mg/mL. Isto demonstra que os componentes do OE possuem uma baixa
capacidade de inibicao do radical DPPHs«, indicando baixa atividade antioxidante por
este mecanismo.

Morais et al. (2006) demonstrou em um estudo que o 6leo essencial extraido
de espécies de Croton encontradas no nordeste do Brasil apresentaram atividade
antioxidante significativa. Além disso, um estudo realizado por Scherer et al. (2009)
também descreveram a excelente atividade antioxidante apresentada pelo dleo
essencial extraido de cravo-da-india (Caryophillus aromaticus L.) utilizando o

método do DPPH., obtendo Clsg proximo de 7,8 ug/mL.
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Um estudo realizado pela aluna de pds-graduagdo do Laboratorio de
Farmacognosia da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Araraquara, Gabriela
Brasil Rom&o, mostrou que extratos etandlico, hidroetandlico e aquoso obtidos a
partir de folhas de C. verbenacea possuem significativa atividade antioxidante,
principalmente o extrato hidroetandlico e, para isso, foram utilizados diferentes
métodos “in vitro”, como: DPPHe, ABTS™, anion radicalar superdxido (O, ),
descoramento da crocina, espécie reativa HOCI/OCI" e espécie reativa H,O,. Em
todos os métodos avaliados, o extrato hidroetandlico 70% obteve atividade
antioxidante com significativa, sendo, em alguns casos, semelhantes aos valores
obtidos pelo acido ascérbico, padrao utilizado no experimento. Pelo método do
radical DPPHe, o Clsy obtido pelos extratos etandlico, hidroetandlico 70% e aquoso
foram, respectivamente, 35,83 pg/mL, 13,44 ug/mL e 47,73 pg/mL, indicando

atividade antioxidante significativa (ROMAO, 2016).

5.2 Avaliagao do fator de protecgao solar
Os valores de FPS das quatro formulagdes A a D estdo representados na
Tabela 2.

Tabela 2. Fator de protecao solar das formulagdes A, B, C e D.

FORMULAGOES FPS + DESVIO PADRAO
A (base) 1,04 £ 0,02
B (base + filtro solar) 11,28 + 1,21
C (base + 6leo essencial) 1,135 £ 0,04
D (base + filtro solar + 6leo essencial) 10,58 + 1,26
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Analisando os resultados obtidos na avaliacdo da atividade fotoprotetora das
formulacdes (Tabela 2), o valor de FPS obtido para a formulagdo C, que consistia na
base adicionada de OE, é semelhante ao FPS da formulagéo A (base). Isto indica
que o OE de C. verbenacea nao apresenta componentes responsaveis pela
protecdo solar. Os valores de FPS das formula¢des B (base contendo filtro solar) e D
(base contendo filtro solar e OE) também foram semelhantes, indicando que o OE
nao foi capaz de atuar sinergicamente com o filtro solar e, dessa forma, aumentar

sua poténcia.

5.3 Analise qualitativa por cromatografia em camada delgada

Para a realizacdo da analise qualitativa por CCD, primeiramente foi
necessario encontrar a condicdo mais adequada. Foram utilizadas diversas fases
moveis, como mostra a Figura 9, na qual podemos observar os perfis

cromatograficos do OE em diferentes condigdes.
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Figura 9. Cromatoplacas do 6leo essencial de Cordia verbenacea utilizando
diferentes fases moveis. Condigdes cromatograficas:
Fase estacionaria: silica-gel
Fase movel: A: tolueno: acetato de etila (97:3); B: tolueno: acetato de etila (94:6); C:
tolueno: acetato de etila (90:10); D: hexano: acetato de etila (80:20); E: hexano:

acetato de etila (90:10); F: hexano: diclorometano (70:30).

A condicdo de fase moével que proporcionou melhor resolugao entre as
manchas foi tolueno: acetato de etila 90:10, observando-se 8 bandas. Nesta
condicdo os padrdes utilizados apresentaram valor de Rf préximo a 1,0. Utilizando
hexano como fase maovel, foi possivel reduzir a eluicdo das substancias e foi obtida a
melhor resolugéo para o a-humuleno e (E)-cariofileno (Figura 9), sendo seus valores
de R¢ e das bandas correspondentes no OE de 0,64 e 0,74, respectivamente. Porém,

nesta ultima condigdo n&o foi possivel visualizar as outras bandas.
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Figura 10. Cromatoplaca (silica gel) do OE utilizando hexano como fase movel.

Padrdes: A: (E)-cariofileno e B: a-humuleno.

(B)

A anadlise do OE por cromatografia em camada delgada mostrou resultados
satisfatorios quando determinou-se as condigbes de fase movel adequadas: a)
tolueno: acetato de etila 90:10 para avaliagdo de um perfil cromatografico mais
amplo; b) hexano para identificagdo de a-humuleno e (E)-cariofileno, marcadores
ativos, responsaveis pela atividade anti-inflamatéria que o OE apresenta

(FERNANDES et al., 2007).

5.4 Cromatografia Gasosa
As Figuras 11 e 12 mostram o cromatograma obtido a partir da analise do OE
por CG-EM e sua expansao, respectivamente. Ja a Tabela 3 corresponde a proposta

de identificagdo dos componentes do OE.
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Figura 11. Cromatograma obtido por CG-EM do 6leo essencial de C. verbenacea.

Condicdes de analise: 60 a 246° C - 3° C/ min; temperatura do injetor: 240° C; split.

1/20; coluna Rtx-5MS (30m x 0,25 mm d.i.; 0,25 ym filme interno).
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Tabela 3. Proposta de identificacdo de componentes do OE a partir de analises por

CG-EM
CG Proposta de identificagcao
Pico tR (min) Area (%)
1 6,91 14,64 a-pineno

2 8,07 0,66 sabineno

3 8,21 1,20 B-pineno

4 10,00 0,97 Biciclo[3.1.1]hept-2-eno
5 10,11 1,47 cineol

6 22.91 3,27 Biciclo[4.1.0]hept-2-eno
7 25.22 1,93 ciclohexano

8 26,46 15,09  (E)-cariofileno

9 27,81 4,74 a-humuleno

10 28,12 5,75 aloaromadendreno

11 28,90 1,93 1,6-ciclodecadieno

12 29,54 1,40 longifoleno

13 29,91 1,81 cis-a-bisaboleno

14 32,71 0,96 espatulenol

15 32,94 2,00 acido 10-12-Pentacosadiinoico
16 34,62 0,96 B-voltireneno

17 36,17 1,39 trans-bergamotol

18 36,47 1,99 a-santalol

Os trés picos majoritarios observados correspondem ao a-pineno, a-humuleno
e (E)-cariofileno, sendo os dois ultimos responsaveis pela atividade anti-inflamatéria
do OE e identificados com o uso de padrdes. O numero de substancias observadas
foi maior do que o obtido no perfil por CCD, ja que a técnica de CG-EM tem maior
sensibilidade e poder de resolugao.

O método empregado demonstrou resolugdo adequada entre os picos
observados no cromatograma para a identificacao (indice de retencéo e similaridade
de espectros de massas) e quantificagdo (normalizagdo das areas) dos

componentes.
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6. CONCLUSAO

O dleo essencial de C. verbenacea apresentou baixa atividade antioxidante
no ensaio utilizando o radical DPPHe. Além disso, ndo foi encontrada acéao
fotoprotetora significativa do OE incorporado em formulagdo cosmética a 1 % (m/m)
e nao foi capaz de atuar sinergicamente com o filtro solar comercial a 6,0 %, para
potencializar seu efeito.

As condicdes de CCD avaliadas permitiram obter um perfil quimico do OE e,
também, identificar os marcadores a-humuleno e trans-cariofileno. A analise por CG-
EM, além de fornecer um perfil quimico do OE, possibilitou identificar estes mesmos
sesquiterpenos, sendo ambos componentes majoritarios do OE e responsaveis por

sua atividade anti-inflamatoéria.
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