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RESUMO
O presente trabalho de conclusédo de curso descreve o estudo quimico,
atividade bioldgica de folhas de_ espécie do bioma Cerrado
do Distrito Federal, conhecida popularmente como cabelo de negro. Além de
desenvolver e validar um método analitico por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) para quantificar o marcador fitoquimico rutina no extrato aquoso

de _ Durante este trabalho foi identificado por RMN

(Ressonancia Magnética Nuclear) de *C e *H o flavonéide isoquercetrina no extrato
etanodlico das folhas de _ e o flavonoide rutina na analise
comparativa do padrao de rutina e o extrato aquoso das folhas por CLAE, nas folhas
do extrato hexanico submetida a CCD em comparacdo com padrdo de lupeol,
sugeriu a presenca desse composto. As folhas dos extratos brutos hexanico,
etandlico, aquoso e fracdo aquosa do extrato etandlico apresentaram baixa
toxicidade utilizando como modelo larvas de Artemia salina, pelo qual, amostras que
apresentam DLsy > 1000ppm sao consideradas inativas. Na avaliacdo da atividade
alelopatica, foi determinada a acdo dos extratos brutos sobre a germinacdo e
crescimento das sementes de Lactuca sativa. Dos extratos estudados nenhum foi
capaz de inibir a germinacdo de sementes de sementes de Lactuca sativa, nas
concentracbes teste. Em relacdo ao crescimento radicular a fracdo aquosa do
extrato etandlico apresentou inibicdo dose-dependente, sendo inibido
moderadamente o0 crescimento das partes aéreas. O extrato aquoso nao inibiu o
crescimento das partes aéreas de sementes de L. sativa, ocorrendo inibicdo dose-
dependente apenas do crescimento radicular. Os extratos etandlico, aquoso e fracao
aguosa do extrato etanolico foram avaliados quanto a atividade antioxidante atraves
do modelo de reducao do complexo de fosfomolibdénio, realizado segundo PRIETO
(1999), no qual os extratos apresentaram significativa atividade antioxidante quando
testados com o BHT, quercetina e acido ascorbico. No que diz respeito a validacdo
de método, o presente trabalho conseguiu desenvolver uma répida e confiavel
técnica de CLAE para determinacéo do flavonoide rutina no extrato aquoso de folhas
de _ Sendo assim, validado de acordo com todos os parametros

determinados tanto nacionalmente quanto internacionalmente.

Palavras Chaves: _ Cerrado e cabelo de negro.
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ABSTRACT
This study of the course completion describes the chemical, biological activity
of leaves of _ species of the Cerrado biome of the Federal
District, popularly known as black hair. In addition, develop and validate an analytical
method by high performance liquid chromatography (HPLC) to quantify the marker

phytochemical rutin in aqueous extract of _During this work

it was identified by NMR (Nuclear Magnetic Resonance) 13C and 1H isoquercitrin the
flavonoid in ethanol extract of the leaves of _ and the
flavonoid rutin in the comparative analysis of the pattern of rutin and aqueous extract
of leaves by HPLC, in leaves of hexane extract was submitted to CCD compared with
standard lupeol, suggested the presence of such compound. The leaves of the crude
hexane extracts, ethanol, aqueous and aqueous fraction of the ethanol extract
showed low toxicity in the model of the larvae of Artemia salina, whereby samples
with LDso> 1000 ppm are considered inactive. In assessing the allelopathic activity
was determined the action of extracts on germination and growth of Lactuca sativa
seeds. None of the extracts tested were able to inhibit the germination of Lactuca
sativa seeds in the tested concentrations. In relation to root growth the aqueous
fraction of the ethanol extract showed dose-dependent inhibition, moderately
inhibited the growth of the aerial parts. The aqueous extract did not inhibit the growth
of aerial parts of L. sativa seeds, occurring only dose-dependent inhibition of root
growth. The ethanolic, aqueous and aqueous fraction of the ethanol extract were
evaluated for antioxidant activity through the reduction model complex
phosphomolybdenum, performed according PRIETO (1999), in which the extracts
showed significant antioxidant activity when tested with the BHT, quercetin and
ascorbic acid. In respect to method validation, this work develops a rapid and reliable
technique for HPLC determination of flavonoid rutin in aqueous extract of leaves of
_. It was validated according to all parameters determined both nationally

and internationally.

Keywords: _ Cerrado and Black Hair.
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CAPITULO 1 - INTRODUCAO
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1. Introducéao

Do territério nacional o cerrado corresponde de 20 a 25%, este gradiente
fisiondbmico varia de uma paisagem campestre (0s campos limpos) até paisagem
com aparéncia florestal (os cerraddes), intermediadas por campos sujos, campos
cerrados e cerrados sensu stricto. A flora do cerrado é bastante rica e diversificada,
com cerca de 6.062 espécies de faner6gamas e 267 espécies de pteriddfitas
(BIERAS; SAIO, 2004).

Durante a historia os relatos mostram que o homem utiliza os recursos
naturais em seu proveito. Os conhecimentos para tal utilizacdo foram passados
oralmente por geracoes, ligados muitas vezes com mitos e rituais, tornando parte
importante das culturas locais até hoje (AGUIAR & BARROS, 2012). Em paises em
desenvolvimento o uso da medicina tradicional (MT) e das plantas medicinais &
largamente observado como base normativa para a manutencdo de saude (ONU,
1996). Nesses paises, a medicina ainda aproveita grande parte dos conhecimentos
tradicionais e crencgas locais, como suporte de cuidados com a saude (BRASIL,
2006).

Além disto, as plantas medicinais, os produtos naturais isolados e as
preparacdes fitofarmacéuticas representam um mercado de bilhdes de dolares, tanto
em paises industrializados e em desenvolvimento (BRASIL, 2006.). O mercado
mundial de plantas medicinais totalizou US$ 22 bilh6es, em 2002. Sendo que a
Europa e os Estados Unidos juntos contribuem com uma parcela de mais da metade
deste mercado US$14,8 bilhdes, na Europa movimentou US$ 8,5 bilhdes e nos
Estados Unidos US$ 6,3 bilhdes. Considerando o mercado mundial amplo de
suplementos alimentares e fitoterapicos, esse valor chega a US$ 50,6 bilhdes.
(RODRIGUES & BARBOSA, 2012)

Segundo a Associacdo Brasileira das Empresas do Setor Fitoterapico,
Suplemento Alimentar e de Promocéo da Saude (ABIFISA), o mercado brasileiro de
fitoterdpicos alcancou um faturamento de R$ 660,5 milhdes e uma quantidade
vendida de 37,5 milhdes de unidades, em 2007, niameros estes bem abaixo de
paises como os Estados Unidos, porém o Brasil vem investindo cada vez mais
nesse setor. Nos dados disponibilizados por esta associagdo mostra que o

crescimento do faturamento no mercado fitoterapico foi de mais de 20% em relacao
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a 2006 enquanto a quantidade vendida cresceu aproximadamente 18% nesse
periodo (RODRIGUES & BARBOSA, 2012).

As taxas de crescimento dos mercados farmacéutico e fitoterapico mostram
gue o primeiro foi mais dinamico em 2006, mas foi ultrapassado pelo crescimento do
mercado de fitoterdpicos tanto em quantidade, quanto em faturamento no ano de
2007. Nota-se que a dindmica no mercado de fitoterapico vem aumentando.
Contudo, se pararmos para analisar o tamanho da biodiversidade brasileira, o
mercado mundial (cerca de 40 vezes maior), e também a participacao relativa deste
segmento no mercado farmacéutico nacional de apenas 3%, fica claro que ainda
existe muito espago para avancar (RODRIGUES & BARBOSA, 2012). Segundo
Hasenclever, em 2008 identificou-se 727 registros de produtos fitoterapicos e 171
empresas neste ramo. Em 2006, o numero era de 367 medicamentos fitoterapicos e
103 empresas (BRASIL, 2007). Significando crescimento consideravel de 98,0% no
namero de medicamentos e de 66,0% no numero de empresas registradas.

O desenvolvido a partir da visdo moderna dos sistemas nacionais de
inovacado, desenvolvimento local e, no caso, a partir de cada bioma, representa uma
alternativa concreta e viavel para chegarmos a novos produtos, novas metodologias,
realizando em termos globais a vantagem competitiva dos nossos recursos naturais,
promovendo um grande salto tecnoldgico na producédo de medicamentos, quebrando
o ciclo vicioso de competirmos com 0 mundo realizando os mesmos paradigmas de
desenvolvimento tecnolégico de medicamentos desenvolvido em paises com
biodiversidade que ndo se compara a brasileira (Béas & Gadelha, 2007).

Sabendo de todas essas necessidades, a Organizacdo Mundial de Saude a
algum tempo incentiva a utilizacdo de plantas medicinais, mediante a Resolucdo WA
31.33 (1978) e 40.33 (1987), com o conteudo que reafirma a importancia das plantas
medicinais nos cuidados com a saude, recomendando entre outros aspectos a
criacdo de programas globais para a identificacdo, validacdo, preparacdo, cultivo e
conservacdo das plantas medicinais utilizadas na medicina tradicional, bem como
assegurar o controle de qualidade dos fitoterapicos. (OLIVEIRA, et al., 2006)

No Brasil, o Ministério da Saude baixou Diretrizes e Prioridades de
Investigagdo em Saude mediante a portaria 212 (1981), incluindo as plantas
medicinais. Em 1988, a Comissao Nacional Interministerial de Planejamento e
Coordenacédo (CIPLAN) insere a Fitoterapia como pratica oficial da medicina e

orienta sua inclusdo nos servicos primarios de saude. Esta recomendacao
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condiciona o uso de plantas medicinais a estudos cientificos, que incluem a
investigacdo antropoldgica-botanica aliada a medicina popular tradicional popular;
isolamento e caracterizacdo de substancias ativas; transformacéo quimica gerando
novos farmacos, ensaios farmacologicos, toxicolégicos, pré-clinicos e clinicos
(OLIVEIRA, et al., 2006).

Em 2006, o decreto n° 5813, iniciou-se a Politica Nacional de Plantas
Medicinais e Fitoterapicos, com finalidade de garantir acesso seguro e uso correto
de plantas medicinais e fitoterapicas pela populacdo, promover a utilizacéo
sustentavel de biodiversidade brasileira e fortalecer a industria nacional. (BRASIL,
2006.) Esse foi um importante passo conseguido no Brasil para incentivar
comprovacdo cientificamente com pesquisas para a utilizacdo de fitoterapicos e
aumentar também a competitividade de um pais que detém quase um terco da flora
mundial e pouco utiliza essa vantagem ao seu favor (Boas & Gadelha, 2007).

Mesmo com todos os incentivos descritos antes, a quantidade de espécies
medicinais do Cerrado registradas com substancias ativas para fabricacdo de
medicamentos fitoterapicos, representando menos de 1% do total de espécies do
bioma e, aproximadamente, 7% das espécies ja utilizadas na medicina popular. Tais
nameros reafirma a intensa necessidade de realizacdo de estudos etnobotanicos
das plantas nativas do Cerrado e estimulos para implantacao de laboratérios que as
utilizem economicamente (RODRIGUES & BARBOSA, 2012).

Sabendo da caréncia de informacfGes e importancia na pesquisa de novos
compostos de um dos maiores biomas do mundo, cerrado, o trabalho teve como
objetivo a escolha de uma planta (_ deste bioma que
relativamente possui pouco estudado para desenvolver e validar um método
analitico por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) para quantificar o
marcador fitoquimico rutina no extrato aquoso de_ Segundo
a RDC n° 48 da Anvisa, marcador é componente ou classe de compostos quimicos
(ex: alcaldides, flavondides, acidos graxos, etc.) presente na matéria-prima vegetal,
idealmente o proprio principio ativo, e preferencialmente que tenha correlagdo com o
efeito terapéutico, que é utilizado como referéncia no controle de qualidade da
matéria-prima vegetal e dos medicamentos fitoterapicos (BRASIL, RDC 48, 2006).
Além de identificar os constituintes quimicos e biolégicos das suas folhas em
diversos extratos (hexanico, aquoso, etandlico e fragdo cloroférmica do extrato

etandlico).
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A familia_ € composta por quatro géneros: _
I (+=GNAUER, 1981). O género

_ abrange cerca de 250 espécies de arvores tropicais, vastamente
distribuidas na América do Sul, Africa e Madagascar (SANTOS; LIMA; SILVEIRA,

2003). Ha muitas informacdes a respeito de espécies produtoras de

presentes neste género, encontrados em apenas 2 espécies e 4 variedades

I, - onia
I PLOWMAN, et al., 1982). Contudo, para a
espécie _ pouco tem sido relatado na literatura acerca de

suas atividades quimicas e bioldgicas (VIOLANTE, 2008).

Entre as propriedades etnofarmacolégicas do género, destaca seu uso como
estimulante, para induzir euforia, contra a fadiga, alivio da sensag¢do de fome,
problemas estomacais, cefaleia e dor de garganta. Também tem sido utilizada contra
desordens hepaticas e renais, como anestésico local, afrodisiaco, anti-hemorragico,
anti-inflamatério, cicatrizante e combate a febre. Farmacologicamente sao estudados
extratos de véarias das espécies do género, sendo avaliado o efeito citotdxico, a
atividade antibacteriana, atividade antiviral, entre outras (GONZALEZ-LAVAUT, et

al., 2008). No que diz respeito a espécie _ conhecida popularmente

como _ seu uso na medicina popular é restrito a processos

inflamatorios e como planta abortiva (SOMAVILLA, 1998).

Os metabolitos secundarios mais registrados na familia_séo
alcaldides tropanicos, diterpenos, e flavonoides glicosidicos (ZUANAZZI, et al., 2001,
GONZALEZ-GUEVARA, et al., 2006; BARREIROS, et al., 2007). Para os flavonoides
identificam-se: flavonais, flavanonas, flavanos, isoflavonas, flavonas e chalconas, ja
para os alcal6ides, 93% dos registros correspondem a alcalbides do tipo tropano. Os
orgdos da planta onde se isolou a maioria dos metabdlitos secundérios sdo as
folhas, tronco, casca da raiz e casca de ramos (GONZALEZ-GARCIA, et al., 2005).

Por meio de levantamento bibliografico realizado no Scielo e Google
Académico foi localizado apenas um registro relativo a estudos sobre os metabdlitos
secundarios bioativos da espécie _ Foram identificados no extrato
etandlico dos galhos componentes identificados como misturas de triterpenos
(acidos ursélico e oleandlico) e diterpenos (7-oxo-16-hidroxi-abiet-15 (17)-en-19-al,
7-oxo0-abiet-15 (17)-en-16-ol, 7a,16-di-hidroxi-abiet-15 (17)-en-19-al, ent-12a-hidroxi-
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Kaur-16-en-19-al e ent-7a, 15B-di-hidroxi-kaur-16-en-19-oato de metila) é o primeiro
relato deste composto de forma natural. Além de misturas de diglicerideos e
diterpenos, flavonoides ombuina-3-rutinosideo, catequina e epicatequina, o
aminoacido L-aspartato de etila e os esteroides (6-O-Acil)-3-b-Dglucopiranosil
sitosterol e o 3-O-b-D-glucopiranosil sitosterol. O estudo quimico do extrato etandlico
das folhas resultou na obtencdo do flavonoide quercetina-3-rutinosideo, em
quantidade significativa, e rutina (quercetina-3-rutinosideo), além do diterpeno (E)-
fitol (NASCIMENTO, 2012). Além disso, durante este trabalho foi identificado por
RMN (Ressonancia Magnética Nuclear) de **C e 'H o flavonoide isoquercetrina no
extrato etanodlico das folhas de _ e o flavonoide rutina na
analise comparativa do padrdo de rutina e o extrato aquoso das folhas por CLAE
(Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia).

A rutina (Figura 1) é um flavonoide da subclasse dos flavondis, essa
substancia € constantemente pesquisada e o0s resultados estdo interessando
constantemente as industrias farmacéuticas. Dentre os flavonoides estudados a
rutina tem se destacado em funcdo das suas diversas atividades farmacoldgica
(PEDRIALLI, 2005). Entre as atividades terapéuticas da rutina, estd a melhora nos
sintomas de insuficiéncia dos vasos linfaticos e venosos aliado com algumas
doencas hemorrdgicas ou de hipertensdo, por promover a normalizacdo da
resisténcia e permeabilidade da parede destes vasos. Outros sintomas de fragilidade
capilar também séo melhorados, entre eles, a perda da acuidade visual e alteracdes
do campo visual. Estes efeitos podem ser da rutina isoladamente, ou associada ao
acido ascorbico, cuja absor¢cdo melhora quando administrado junto com a rutina
(PATHAK, et al., 1991).

A importancia da rutina para as indastrias farmacéuticas, o desenvolvimento
de método analitico e seu processo de validacao para esta planta do cerrado é uma
boa contribuicdo cientifica no que diz respeito ao estabelecimento de parametros de
gualidade numa planta pouca estudada do cerrado brasiliense. Além disto, o estudo
guimico e biolégico dos seus extratos auxilia no conhecimento de mais uma planta
com potencial terapéutico que pode ser devidamente explorada para fins médicos e

econdmicos.



FIGURA 1: Estrutura da Rutina.
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OBJETIVOS
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Objetivo Geral:
Os dados do trabalho foram omitidos para fins de processo de patente, assim
sendo, ndo foi informada a familia, espécie, género ou termos que identificasse a

planta estudada.

Realizar o Trabalho de Conclusdo de Curso através dos dados obtidos
durante os Projetos de Iniciacdo Cientifica na graduacdo, sob a orientacdo das
professoras Dra. Damaris Silveira e Dra. Yris Maria Fonseca.

Determinar a composi¢cdo quimica e atividade bioldgica de extratos das folhas

de _ e utilizar a cromatografia liquida de alta eficiéncia

(CLAE) para desenvolvimento e validacdo de método analitico.

Objetivos Especificos:
Realizar o estudo fitoquimico dos extratos hexanico e etandlico de folhas de
Avaliar as possiveis atividades bioldgicas apresentadas pelos extratos brutos
hexanico, etandlico, fracdo aquosa do extrato etandlico e extrato aquoso.

Desenvolver e validar um método analitico por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) para quantificar rutina no extrato aquoso de _
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CAPITULO 2 — MATERIAIS E METODOS
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2.1. METODOS GERAIS:
Todos os ensaios quimicos e de atividade biologica foram realizados no
laborat6rio de Ensaios Quimicos e no laboratério de Controle de Qualidade, ambas
da Faculdade de Ciéncias da Saude, UnB, sob a orientacdo das professoras

Damaris Silveira e Yris Maria Fonseca.

2.1.1. - Cromatografia em coluna delgada (CCD):

Utilizada silica gel ALUGRAM Sil G Machery-Nagel (60/0.2 mm) utilizando a
visualizacdo sob luz ultravioleta, seguida de revelacdo com vapor de iodo e/ou
reagentes anisaldeido/ H,SO, e/ou NP/PEG para visualizacdo (Wagner &
Bladt,1996).

2.1.2. —Cromatografia em coluna (CC) (BARROS, 2008):
2.1.2.1. - Silica gel Merck 60 A:

Foram realizadas colunas cromatogréficas usando silica gel Merck 60 A
(0.063 - 0.200 mm) como fase estaciondria, para a fase moével foi utilizado
inicialmente o solvente hexano como gradiente de eluicdo, aumentando a polaridade
dessa fase com o acompanhamento de cromatografia em camada delgada (CCD) e

formas de revelacao anteriormente elucidadas.

2.1.3. — Analise Espectrométrica (BARROS, 2008):
Foi realizado no laboratério do Instituto de Quimica, UnB, pela professora Ines
Sabinal Reck.

2.1.3.1. - Ressonancia Magnética Nuclear (RMN):
Obtidos no espectrémetro VARIAN Mercury Plus (300MHz, 7,04T, E.U.A.) sondas de
deteccdo inversa de 5mm de didmetro interno. O solvente utilizado para diluir a
amostra foi CDClIs, referenciado com tetrametilsilano (TMS). Os deslocamentos
quimicos (8) foram expressos em ppm e as respectivas constantes de acoplamentos
(J), em Hertz.
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2.1.4. Ensaios Biolégicos
2.1.4.1. - Atividade Citotoxica
2.1.4.1.1. — Teste de Toxicidade as Larvas de Artemia salina (MEYER
et al., 1982):

Esse ensaio realizado de acordo com o método de Meyer (Meyer et al., 1982).
Uma solucéo de sal marinho (36,5 g/L) foi preparada e ajustada, com uma solucao
0,1M de NaOH, até pH 8-9. Esta solucédo foi utilizada para a eclosdo dos ovos de
Artemia salina e para o preparo da diluicdo do extrato hexanico da _Os
ovos de Artemia salina foram postos para eclodir em solugdo salina por 48 horas
com aeracao constante e expostos a luz.

O extrato foi solubilizado em 200 pL de dimetilsulfoxido (DMSO) e o volume
completado para 20 mL com a solucdo salina. A partir desta solugcdo foram
preparadas diluigcbes seriadas. O experimento foi realizado em triplicata. A cada tubo
foram adicionadas 10 larvas de A. salina. Estes foram mantidos sobre iluminacgéo e
as larvas sobreviventes foram contadas ap0s 24h horas. Dicromato de potassio foi

usado como o padréo da referéncia.

2.1.4.1.2. - Germinacdo e Crescimento (BORGHETTI; FERREIRA,
2004)

Preparo das Sementes:

Sementes selecionadas de alface (Lactuca sativa) previamente tratadas com
hipoclorito de sbédio 2% por 3 minutos e lavadas com agua destilada, foram
colocadas para germinar em placas de petri de 9 cm de diametro. As placas foram

previamente esterilizadas em autoclave, revestidas com papel de filtro Wathman n°1.

Preparo das amostras e controles:

As placas de Petri montadas com discos de papel-filtro foram umedecidas

com 10 mL de solugdo adequada (hexano, etanol e dgua) dependendo do extrato

analisado das folhas de _ nas concentracdes de 1,0; 2,0 e

4,0 mg/mL.
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Para o ensaio de germinacdo, apos a adicao da solucao foram adicionados a
cada placa 25 diasporos das espécies-alvos, foram distribuidas de forma aleatoria
sobre o papel. O conjunto foi mantido sobre condicbes de luminosidade e
temperatura ambiente. Para cada tratamento foram feitas 3 repeti¢cdes totalizando 75
sementes por grupo. Como controle, 0 mesmo procedimento foi utilizado, entretanto
sem o extrato vegetal. A ocorréncia de germinagédo das sementes foi monitorada nos
intervalos de 24, 48, 72, 96 e 120 horas. As sementes germinadas eram excluidas

do experimento a cada intervalo de observacéao.

Para o ensaio de crescimento, ap0s adicdo da solucdo foram adicionados a
cada placa 10 didsporos das espécies-alvos, foram distribuidas de forma aleatoria
sobre o papel. O conjunto foi mantido sob as condicbes de luminosidade e
temperatura ambiente. Para cada tratamento foram feitas 3 repeti¢cdes totalizando 30
sementes por grupo.Como controle, 0 mesmo procedimento foi utilizado, entretanto,
com a auséncia do extrato vegetal. Os diasporos estavam em periodo de
crescimento prévio de trés dias foram escolhidas pelo tamanho de crescimento
neste periodo, as medidas da radicula e das partes aéreas das 10 plantulas por

placa foram feitas apos sete dias de crescimento.

Anélise Estatistica:

Para a andlise dos testes de germinacdo foi usada a variavel: Taxa de
inibicdo da germinabilidade, baseada na comparacdo entre controle e demais
tratamentos. Sendo o resultado fornecido em porcentagem por meio da férmula

descrita por Condessa, 2011.

TIG = (GC - GT)/GC.100%

Onde:

TIG = taxa de inibicdo da germinabilidade;
GC = germinabilidade do controle;

GT = germinabilidade do tratamento;
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Para a analise dos testes de crescimento foram usadas a variavel: taxa de
inibicdo do crescimento radicular, onde ocorre a comparagdo entre o0 controle e
demais tratamentos. Sendo o resultado fornecido em porcentagem por meio da

férmula descrita por Condessa, 2011.

TICR = (CRC - CRT)/CRC.100%

Onde:

TICR = taxa de inibicdo do crescimento radicular;
CRC = comprimento da radicula no controle;

CRT = comprimento da radicula no tratamento.

Valores negativos de TICR indicam estimulo ao crescimento e os valores

positivos indicam inibigdo do crescimento.

Os dados de crescimento foram submetidos Analise de Variancia (ANOVA)
nao paramétrica seguido de Dunnet (p<0,05). Os dados de germinabilidade foram
submetidos a Analise de Variancia (ANOVA) oneway seguido do teste de Tukey
(p<0,05).

Na andlise de germinacdo o parametro avaliado foi germinabilidade (G) e nos
ensaios de crescimento foi avaliado o crescimento radicular (CR) apos 7 dias em

contato com os extratos testados.

2.1.4.2. Avaliagcdo do potencial antioxidante pelo Modelo de Redugéo
do Complexo de Fosfomolibdénio.

A atividade antioxidante foi avaliada pelo método de redugédo do complexo de
fosfomolibidénio (PRIETO, 1999). Curvas padrdo de trés compostos de atividade
antioxidante conhecida (BHT, acido ascoérbico e quercetina) foram construidas e
comparadas as amostras. Para construgcdo das curvas, aligxuotas de 0,1 mL das

solugbes estoque (Img/mL) e das diluicbes em etanol de cada composto e dos
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extratos foram misturadas a 1 mL de reagente, em triplicata. A reacéo foi incubada a
95°C por 90 minutos e apos resfriamento foram medidas as absorbancias em 695
nm em cubetas de poliestireno (caminho éptico 1 cm). Para cada diluicdo foi
preparado um controle com 1 mL da solucéo reagente + 0,1 mL da solucdo padréao
de cada composto testado (de referéncia e extratos). Um branco preparado com 1
mL da solugéo reagente + 0,1 mL de etanol foi utilizado para zerar o aparelho.

O reagente foi preparado pela mistura de 0,025 L de solugdo aquosa de
fosfato de sddio (NasPO,, 28 mM), 0,025 L de solucdo aquosa de molibdato de
amonio tetrahidratado [(N4)sM07024.4H,0, 4 mM,] e 0.025 L de solugcdo aquosa de
acido sulfarico (H2SO4, 0,6 M).

Os dados foram analisados estatisticamente utilizando o programa Prisma e

curvas-padrao foram construidas pelo método de regresséo linear.

A Tabela 1 apresenta a concentracdo das solucbes de quercetina, média e
desvios das absorbancias utilizadas para a construgéo da curva-padréo (FIGURA 1),

que apresentou boa linearidade (r? = 0,994).

A Tabela 2 apresenta a concentracao das solucfes de &cido ascorbico, média
e desvios das absorbancias utilizadas para a construcao da curva-padréo (FIGURA

2), que apresentou boa linearidade (r* = 0,989).

A Tabela 3 apresenta a concentracao das solucdes de BHT, média e desvios
das absorbancias utilizadas para a construcdo da curva-padréo (FIGURA 3), que
apresentou boa linearidade (r* = 0,941).

TABELA 1: Leitura de absorbancias da quercetina para a construgdo da curva

padréo.

Quercetina (mg/mL) Absorbéancia a 695 nm Média | DP

0,05 0,068 0,075 0,076 0,073 |0,003




0,10 0,101 0,125 0,119 0,115 |0,007
0,20 0,374 0,330 0,331 0,345 |0,015
0,40 0,682 0,701 0,688 0,690 (0,006
0,60 1,073 1,070 1,071 1,071 |0,001
0,80 1,477 1,380 1,537 1,465 |0,046
1,00 1,839 1,820 2,034 1,898 |0,068

FIGURA 2: Atividade redutora da quercetina no método do fosfomolibdénio. Curva

padrdo construida com as absorbancias obtidas com concentracdes crescentes da

quercetina.
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TABELA 2: Leitura de absorbancias do acido ascorbico para a construcdo da curva

padrao.

CURVA PADRAO DA QUERCETINA

r?=0,994

y=1,92x- 0,056

0.0 0.5
Quercetina (mg/mL)

15



Acido
AsCOrbico|  Apsorbancia a 695 nm Média| DP
(mg/mL)
0,05 0,175 0,216 0,203 0,198 | 0,0122
0,10 0,728 0,743 0,725 0,732 | 0,0056
0,20 1,349 1,244 1,293 1,295 | 0,0303
0,40 1,648 1,824 1,964 1,812 | 0,0914
0,60 2,332 2,346 2,205 2,294 | 0,0448
0,80 2,767 2,724 2,722 2,738 | 0,0147
1,00 3,275 3,283 3,243 3,256 | 0,0212

FIGURA 3: Atividade redutora do acido ascorbico no método do fosfomolibdénio.

Curva padrdo construida com as absorbancias obtidas com concentracdes

crescentes do acido ascorbico.
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TABELA 3: Leitura de absorbancias do BHT para a constru¢éao da curva padréo.

BHT(mg/mL) Absorbéancia a 695 nm Média| DP
0,05 0,036 0,040 0,018 0,031 0,007
0,10 0,089 0,088 0,046 |0,074 0,014
0,20 0,103 0,118 0,098 0,106 (0,006
0,40 0,137 0,145 0,132 0,138 (0,004
0,60 0,167 0,160 0,166 |0,164 (0,002
0,80 0,198 0,178 0,184 {0,187 |0,006
1,00 0,231 0,243 0,228 |0,234 /0,008

FIGURA 4: Atividade redutora do BHT no método do fosfomolibdénio. Curva padréo

construida com as absorbancias obtidas com concentracdes crescentes do BHT.

ABS
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0.00

CURVA PADRAO DO BHT

y=0,158x + 0,036

r? = 0,941

0.0

0.5 1.0 15
BHT (mg/mL)



2.2. —PARTE EXPERIMENTAL

2.2.1. Descricao botanica:

33
cenero: [ NEGEGEG sinonimia Popular: || N

FIGURA 5: Planta adulta de ||| G

2.2.2. Obtencao do material botéanico:

Folhas de _ foram coletadas na regido do Park

Way, Distrito Federal, pelo Professor da Universidade de Brasilia (UnB) Dr.

Christopher William Fagg. Uma exsicata foi depositada no Herbario da UnB e
esta em fase de catalogacao.
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2.2.3. Obtencéo dos extratos brutos:

2.2.3.1. - Extrato hexanico bruto (EHB):

As folhas de _ foram secas em estufa a 35° e

posteriormente pulveriza. O material botanico pulverizado (669,31g) foi submetido a
extracdo por maceragao, utilizando hexano seguido de etanol como solvente. O
processo de maceracao foi repetido quatro vezes. As solucdes obtidas foram
filtradas e, apds o processo de filtracdo, passaram pelo processo de concentracéo
no rotavaporador, sob vacuo a uma temperatura de aproximadamente 40 °C. Apos
evaporacdo do solvente, foram obtidos os extratos brutos hexénico e etandlico
(8,56g de rendimento 1,28% e 65,154 g de rendimento 9,73% respectivamente) o

qual se constitui objeto deste estudo, como apresentado na Tabela 4.

TABELA 4: Rendimentos dos extratos brutos de _

Extrato Folhas Extrato Rendimento
Etandlico 669,31g 65,1549 9,73%
Hexanico 669,319 8,58g 1,28%

2.2.3.2. - Extrato etandlico bruto (EEB):

As folhas de _contendo (669,31g) foram submetidas

a extracdo por maceracao, utilizando primeiramente hexano como solvente, sendo
que o processo de maceracao foi repetido quatro vezes. Em seguida, o material
botanico foi submetido a extracdo por etanol, sendo utilizado o mesmo método
anterior. As solucdes extrativas obtidas foram filtradas, passando em seguida pelo
processo de concentracdo no rota-evaporador, a temperatura de aproximadamente
40 °C. Apos evaporacédo do solvente, foram obtidos os extratos hexanico e etanélico
brutos, sendo que o segundo objeto desse estudo forneceu (65,154 g, 9,73 % de

rendimento).
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2.2.3.3. —Fracdo Aquosa do Extrato Etanodlico (FAEE):

As folhas de _ foram secas em estufa a 35°C e

posteriormente pulverizadas. O material botanico pulverizado (669,31g) foi
submetido a extragcdo por maceracao, utilizando hexano seguido de etanol como
solvente. O processo de maceracao foi repetido quatro vezes. As solucdes obtidas
foram filtradas e, apds o processo de filtracdo, passaram pelo processo de
concentracdo no rotavaporador, sob o0 vacuo a uma temperatura de
aproximadamente 40 °C. Apds evaporacdo do solvente, foram obtidos os extratos

brutos hexanico e etandlico (65,154 g, 9,73 % de rendimento).

Foram separados 10,3g do extrato etandlico que, posteriormente, foram
submetidos a filtracdo com diferentes solventes, fornecendo trés fracdes diferentes
de acordo com a polaridade. O método foi dividido em duas etapas. Na primeira
etapa foi utilizada como solvente a mistura metanol:agua:hexano na proporgéo 1:1:2,
na qual foram obtidas duas fracdes: a fracdo hexéanica | (1,27 g, 12,66 %
rendimento), e a fracdo hidrometandlica 1l (7,10 g, 70,79 % rendimento). Na segunda
etapa, a fragdo de Metanol: Agua foi submetida a uma nova particio com
diclorometano na mesma proporcdo do volume da fragdo de Metano:Agua na qual
foi obtida a fracéo de diclorometano Il (0,29 g, 2,89 % rendimento). Apos a particao,
foram obtidas trés fracBes: hexanica, de diclorometano e aquosa (Tabela 5)

(Fluxogramal).

TABELA 5: Rendimentos das fracfes derivadas do extrato etandlico.

Fracoes Massa Rendimento
| 1,279 12,66%
Il 7,109 70,79%

Il 0,299 2,89%
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FLUXOGRAMAL: Esquema da particdo do extrato etandlico

Extrato Etandlico
Bruto
(10,03g)

| Hexano
L Metanol-Agua 1:1

Fracdo Hexanica Frac&o Metanol-Agua
(1,27 g, 12,66 %
rendimento)

L Diclorometana

Fracdo diclorometan Fracdo Aquosa
(0,299,289 % (7,10 g, 70,79 %
rendimento) rendimento)

2.2.3.4. - Extrato Aquoso Bruto (EAB):
Parte do material botanico pulverizado (129 g) foi submetida a extracéo por
infuséo, utilizando a gua destilada (3L) a aproximadamente 70 °C. A mistura foi
deixada arrefecer até aproximadamente 40 °C, sendo entdo submetida a filtracéo.

Apoés congelamento, a solucdo extrativa foi submetida a liofilizacdo, fornecendo o

extrato aquoso bruto liofilizado (Fluxograma 2).
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FLUXOGRAMA 2: Obtencédo do extrato aquoso bruto liofilizado de_

Folhas de
(129g)

L Agua

L Liofilizac&o

Torta Extrato aguoso
bruto (6,5g)

Rendimento
(5,04%)

2.2.4. — Isolamento e Identificacdo de constituintes quimicos das folhas

o« I

2.2.4.1. - Fitoquimica do extrato hexanico (EHB)

Parte do extrato hexanico bruto (5g) foi submetido a cromatografia em coluna
de silica gel (CC), monitorada por cromatografia em camada delgada (CCD). As
fracOes retiradas da CC que apresentaram semelhanca por CCD foram reunidas
e posteriormente purificadas por métodos classicos e submetidas a analise
(CCD) com substancias padrao. Foram colhidas 176 fracdes e reunidas em 38
grupos.

Grupo 35 (fracdes 160-168)- Obtida diretamente a partir de cromatografia em
coluna do extrato hexanico bruto das folhas de _a partir do eluente
hexano: acetato de etila (9:1).

2.2.4.2. —Fitoguimica do Extrato etanélico bruto (EEB):

O extrato etandlico (5,324g) foi submetido ao fracionamento por

cromatografia em coluna de silica gel (altura= 27 cm; diametro= 4,1cm),
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utilizando a seguinte ordem de eluigéo: Hexano; Hexano:Acetato de Etila; Acetato
de Etila: Metanol; Metanol, em diferentes propor¢oes.

As fracbes (50mL) foram coletadas, concentradas a secura sob vacuo e
monitoradas por cromatografia de camada delgada (CCD). As fracbes com perfis

cromatograficos semelhantes foram reunidas em grupos. (Tabela 6)

Nas colunas cromatograficas (CC) foi utilizada silica gel 60G. A
cromatografia em camada delgada (CCD) foi desenvolvida utilizando placas
cromatograficas de silica 60G, utilizando o reagente anisaldeido/ H,SO,4 para

visualizacéao.

As fragOes foram submetidas a lavagem com solvente, recristalizagéo e/ou
cromatografia em camada delgada preparativa (CCP), permitindo o isolamento
de substancias purificadas. A caracteriza¢do quimica dessas foi realizada a partir

de métodos espectrométricos de analise (RMN de *H e »C).

TABELA 6: Resultados das fracdes obtidas da cromatografia em coluna de silica
gel (CC).

Nimero Peso do Peso da Ndmero Peso do Peso da
da fracao Frasco Substéancia da fracao frasco Substéncia
1 até 19 16,0468g 0,0116g 181-186 16,2078g 0,0149¢g
20 15,7595¢g (-0,00089) 187-207 15,46769g 0,0484g
21 16,21g 0,0007g 208-224 15,7927¢g 0,0258g
22 15,7865¢g 0,0006g 225-233 16,85169g 0,0192¢g
23 16,9823¢g (-0,00049) 234-237 15,60809g 0,0688g
24 15,6114g 0,0001g 238-239 16,2632g 0,0045¢g
25 até 40 16,4955¢g 0,0029¢g 240-264 16,4499 0,0409¢g
41 15,9652¢g 0,0009g 265-273 15,83569g 0,0193¢g
42 até 58 15,3462g 0,0008g 274-279 16,2718g 0,0123¢g
59 até 67 15,0607g 0,0766g 280 16,60409g 0,0027g
59 até 67 i 15,0607g 0,0165¢g 281 16,5530g 0,017g
59 até 67 15,9375¢g 0,0679g 282 24,8087g 0,588g
A

68 15,8127¢g 0,00549 283 24,7903¢g 0,4507¢g
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69-73 a 16,2395¢g 0,033¢g 283i 24,7903g 0,1521g
75-85

69-73 a 16,2395¢g 0,0037¢g 283A.1.1 50,6557¢g 0,0612g
75-85 i

69-73 a 25,2095¢g 0,0287¢g 283A.1.2.1 24,7445¢g 0,0168g
75-852

74 16,0915¢g 0,0027g 283A.1.2.2 24,5847¢g 0,1321g
86-87 16,0485¢g 0,0025¢g 283A.2 25,3531g 0,0423¢g
88 15,5131g 0,0014g 283A.3.1 24,75169g 0,0408g
89 até 114 15,8887¢g 0,0865¢g 283A.3.2 24,76519g 0,0125¢g
115-117 15,7549¢g 0,0359¢g 284 15,9871g 0,3061g
118-145 16,3697¢g 0,038g 285 16,2570g 0,1991g
146-164 16,1278g 0,042g 286-287 24,8320g 0,3728g
165-171 15,9405¢g 0,0153¢g 28 8 16,10109 0,13969g
172-180 15,8432¢g 0,0224g 289 ultima 24,74729g 0,7759g

Fracao

2.3. Avaliacéo do perfil cromatogréfico por CLAE e determinacgéo de rutina

no extrato aquoso de [ NG

Condicdes cromatogréficas:

Foi utilizado cromatdgrafo liquido de alta eficiéncia(CLAE) LaChrom Elite
(Hitachi, Tokyo, Japan), contando com bombal2130, injetor L2200, forno para
coluna L2300,mantido a 25 °C e detector L2455 DAD (Hitachi, Tokyo, Japan). O
detector foi ajustado para coletar dados na faixa de 230 nm e 400 nm, sendo
extraido um cromatograma em 354nm. A fase movel foi constituida de solugdo
aquosa de acido fosférico 1%(Bomba A) e acetonitrila (Bomba B), sendo o gradiente
deeluicdo demonstrado na Tabela 7. O fluxo de fase movel foi 0,6 mL/min. A coluna
utilizada foi PurospherStar RP C18e (150 x 4.6 mm, 5 mm, Merck, Germany) (Part.
n°945681), acoplada a pré-coluna de mesmas caracteristicas(4 x 4; 5mm
particlesize, Merck, Germany).Os dados foram adquiridos por EZChrom Elite

software (version 3.3.2 SP1 Scientific Software. Inc.).
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TABELA 7: Gradiente de eluigdo na andlise por CLAE.

Tempo (min) BombaA Bomba B
0 90% 10%
40 70% 30%
50 50% 50%
55 90% 10%

Preparac&o da amostra:

O equivalente a 10mg de extrato aquoso liofilizado de _foi
pesado, exatamente, sendo dissolvidos em 1,2 mL de H,O e 0,8 mL de MeOH grau

UV/CLAE (5mg/mL). A solucao obtida foi posteriormente filtrada.

2.3.1. Validacdo da metodologia
A metodologia analitica acima descrita foi validada de acordo com a RE n°
899, de 29 de maio de 2003 — ANVISA e o guia internacional para o setor industrial,
Q2Bvalidagéo de procedimentos analiticos: Metodologia (ICH, 1996).

2.3.1.1. Seletividade

A seletividade do método, que € a capacidade de medir exatamente um
composto em presenca de outros componentes, foi verificada pela andlise de
produtos de degradacdo da amostra por inducdo de hidrélise &cida/ basica. Desta
forma, foi pesado 17,5 mg de extrato aquoso de _solubilizado em 1mL
de HCI 1IN ou NaOH 1N, sendo posteriormente incubada a 60°C por 60 minutos.
Apos resfriamento, a solucdo foi neutralizada com 1mL de NaOH 1N ou HCI 1N,
respectivamente e adicionada 1,5mL de metanol (5mg/mL). Realizou a anélise por
CLAE em triplicata (3n), comparou-se o tempo de retencéo (TR) e as areas obtidas
do pico referente a rutina, nas amostras preparadas sem inducéo de hidrolise acida/

basica, com amostras apos indugéo de hidrdlise acida/bésica.
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2.3.1.2. Linearidade
A linearidade, que busca demonstrar que o0s resultados obtidos sé&o
diretamente proporcionais a concentracdo do analito na amostra, foi avaliada atraves
do método de regresséao linear de 3 (trés) curvas de calibracdo auténticas, usando-
se 7 (sete) concentragdes (7,8; 15; 63; 125; 250; 500; 1000 pg/mL).Foi determinado
o coeficiente de correlacdo (r), intercepta, inclinacdo e desvio padréo relativo. O

flavonoide rutina foi empregado nos ensaios de linearidade.

2.3.1.3. Preciséo
Na repetibilidade, 6 (seis) replicatas de extrato aquoso de _
100% da concentracdo do teste, foram analisadas por CLAE no mesmo dia. A
precisdo inter-dia foi determinada em triplicata e analisada em trés dias diferentes
com o mesmo analista. Sendo a repetibilidade e preciséo inter-dia expressa como
desvio padréo relativo (DPR). Determinado pela equagao:

DPR= _ DP <00
CMD

Onde: DP= Desvio padrédo; CMD= Concentracdo média determinada.

2.3.1.4. Limite de Detecgéo (LD)
A estimativa do limite de deteccdo, menor quantidade do analito (rutina)
presente em uma amostra que pode ser detectado, foi feita com base no desvio

padréo da resposta e da inclinagéo. Determinado pela equacao:

Onde: 0 =€ o desvio padrao do y-intercepta, de 3 curvas de calibracao; IC = &

a inclinagéo da curva de calibracéo.
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2.3.1.5. Limite de Quantificagcdo (LQ)
A determinagédo da menor quantidade de rutina que pode ser quantificada na
analise por CLAE no extrato aquoso de _foi feita com base no desvio

padrao da resposta e da inclinacdo. Determinado pela equacéao:

10o
IC

LQ-=

Onde: T = € o desvio padrdo do y-intercepta, de 3 curvas de calibracao; IC =

é a inclinagédo da curva de calibragéo.

2.3.1.6. Exatidao

Para avaliacdo da exatiddo, foram realizadas 9 (nove) determinacdes
contemplando o intervalo linear do procedimento, ou seja, 3 (trés) concentracdes,
baixa, média e alta (80, 100 e 120%, respectivamente), com 3 (trés) réplicas cada.
Sendo expressa pela relagdo entre a concentragdo média determinada

experimentalmente e a concentracdo tedrica correspondente:

coancartra¢io média axperimental
Exatidae = — e e e - X100
concentragdao tedrica

A exatiddo do procedimento analitico em questéo foi verificada pelo método
de adicédo de padréo. Desta forma, para obtencdo dos valores teéricos, foi calculada
a concentracao final da amostra a 100% (0,15 mg/mL) e posteriormente 80% e
120% (0,12 e 0,18 mg/mL,), sendo alcangcadas com 500 pLdo extrato a 100% (0,15
mg/mL) somadas as concentragdes variadas do padréo rutina, como evidenciado na
Tabela 8.
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TABELA 8: Concentragdo teorica para analise da exatidéo de_

Concentracao Extrato Rutina Concentragao
(%) adicionada Final

80 % 0,075 (mg/mL) 0,045 (mg/mL) 0,12 (mg/mL)
100 % 0,075 (mg/mL) 0,075 (mg/mL) 0,15 (mg/mL)
120 % 0,075 (mg/mL) 0,105 (mg/mL) 0,18 (mg/mL)

Os valores da rutina foram obtidos com solucdo mée do padrdo (1mg/mL),
deste retirado 180; 300 e 420 pL,e acrescido metanol 50% até o volume de
2mL,respectivo as concentra¢des de 0,09; 0,15 e 0,21 mg/mL. Para conseguir os

valores mencionados na Tabela 8, retirou-se de cada aliquota 500 pL.

Apos adicdo de padrao as amostras, as solucdes foram filtradas e 10 uL
foram injetados em cromatdgrafo liquido, seguindo as condi¢cdes analiticas descritas

anteriormente.

2.3.1.7. Robustez
A robustez do método cromatografico foi determinada por anélise das
amostras sob diferentes condicbes, mudancas como variagdo de comprimento de
onda (344-364nm), fluxo (0,4-0,8mL/min), temperatura (23-27°C) e modificacdo da
coluna do CLAE foram adotadas. Os efeitos nos parametros tempo de retencéo e

area dos picos foram observados.

TABELA 9:Variacdes do método para determinacao da robustez.

Comprimento de onda Fluxo Temperatura
344nm 0,4mL/min 23°C
354nm* 0,6mL/min* 25°C*
364nm 0,8mL/min 27°C

* Parametro normal do método proposto.
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2.4. Analise estatistica dos resultados
A analise estatistica dos resultados foi realizada pelo programa de estatistica
GraphPadPrism® (versdo 3.0, 1999). Os resultados foram expressos pela média

+desvio padrao.
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CAPITULO 3 - RESULTADOS -

Estudo Quimico e Biologico.
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3.1. Identificagdo de Substéncias Presentes do Extrato Hexanico

das folhas o |

3.1.1. Lupeol:

EHB 01 (fracdes 160-168), obtidas a partir de cromatografia em coluna do
extrato hexénico bruto das folhas de _ submetida a CCD (eluente:
hexano/ acetato de etila (8/2) em comparacdo com padréo de lupeol, utilizando a
técnica de co-eluicdo, sugeriu a presenca desse composto. A concordancia foi feita

visualmente entre os padrdes e o extrato eluido.

3.2. Ensaios Biol6gicos do Extrato Hexanico das folhas de

3.2.1. Atividade Citotoxica:
3.2.1.1. Avaliacao da Atividade Alelopatica:

O extrato hexanico bruto das folhas de _ apresentou

atividade inibitéria da germinacdo de sementes de Lactuca sativa nas
concentracfes testadas (250ppm, 500ppm e 1000ppm) sendo necessaria a
realizacdo de novos experimentos com doses mais elevadas para confirmacéo

dos resultados obtidos.

3.2.1.2. Teste de toxicidade as larvas de Artemia

salina:
O extrato hexanico bruto ndo apresentou atividade citotdxica frente as
larvas de Artemia salina, nas concentracfes testadas (1mg/mL, 0,5mg/mL,

0,25mg/mL), quando comparado ao controle.

3.3. Identificagdo de Substancias Presentes no Extrato Etanolico

das folhas de_

3.3.1. Purificacdo da Isoquercetrina:
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Fracdo 283: Tratada em Acetona, forneceu uma parte solavel (283 A) e uma
insoltvel (283 i). Ao ser adicionado CHCI3 no 283A (totalizando Acetona:CHCI3 2:1),
forneceu precipitado floculoso (o sobrenadante de 283A foi chamado de 283 A.1.), A
parte insoluvel de 283 A foi chamada de ( 283A.2) e o floculoso foi separado e
centrifugado o sobrenadante foi chamado de (282 A.3.2) e o sdlido (283 A3.1). A
fracdo 283 A.1 foi centrifugada, onde apresentou um sobrenadante e um precipitado,
o precipitado foi chamado de (283 A.1.1) ou (.E 02) e o sobrenadante foi
novamente centrifugado e a parte soluvel foi chamado de (283 A.1.2.2) e a parte
sélida de (283 A.1.2.1). (Fluxograma 3).

A analise por CCD do extrato bruto e fracdes, utilizando o reagente de
Draggendorff, ndo revelou a presenca de alcaloides. A CCD da fracdo 283, em
comparacdo com amostra padrdo dos flavondides quercetina, rutina e quercitrina,

sugeriram a presenca de quercitrina.

FLUXOGRMA 3: Esquema de purificagcdo amostra 283.

!.ﬁ.cetona
|

Soluvel insaluvel
283.A 2831

Acetona + CHCI3 4‘
| I |

ppt floculoso Insalivel Solavel
283 A3 283 A2 283 A1

= Centrifugacio

salido Sobrenadante Insalivel Soluvel
283 A3.1 283 A3.2 283 A1.1 283 Al.2
I—Centrifuga-_:’a’o

56lido Sobrenadante
283 A1.21 283 A122

}

3.3.2. Identificacao Isoquercetrina:
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Andlise de espectro de RMN de 1H e 13C da amostra ESE 02 _

I - ico)

A fracdo ESE 02 foi obtida a partir de cromatografia em coluna da fracéo
283A.1.1, resultante do fracionamento do extrato etanolico das folhas de
_(Fluxograma 3), e apresentou-se como um solido (22,8
mg), sollvel em Acetona;

O espectro de RMN de 'H (300 MHz, CDCls), forneceu sinais referentes a
hidrogénios aromaticos dentre eles um par de dupletos em 66,39 e 66,2 (J = 2Hz);
além de sinais em 67,84 (d, j = 2,1 Hz), 67,58 (dd, J = 8,7 e 2,4Hz) e 66,86 (d, J =
8,4 Hz) caracteristicos de hidrogénios fendlicos de esqueleto do tipo flavonol. Foram
observados sinais adicionais que caracterizam a presenca de acucar ligado ao
flavonol com destaque para o deslocamento em &5,17 (1H, d, J = 7,8Hz)
caracteristico ao hidrogénio do carbono anomérico (C2”) da glicose (BARROS, 2008;
DE DEUS FONSECA et al., 2007).

A andlise do espectro RMN de '3C (75 MHz, MeOD,) exibiu 20 sinais
majoritarios dos quais os deslocamentos em 158,4 §; 6135,7 e 6179,5 foram
atribuidos aos carbonos C2, C3 e C4 do esqueleto flavonol, respectivamente. A
presenca do acucar foi reforcada pelos sinais em, 6105,3 referente ao carbono
anomérico da glicose e em 061,9 que caracteriza o carbono C6” na forma livre
((BARROS, 2008; SILVA, et al., 2005). A comparacéo dos espectros de RMN de *H
e 3C com espectros de flavondis ja descritos na literatura (Tabela 10) sugere que

ESEO2 seja constituido, majoritariamente, pelo glicosilflavonol isoquercitrina.

TABELA 10: Comparagcéo dos espectros de RMN de *H e **C da amostra ESE 02
com espectros de flavondis ja descritos na literatura.

lso lso
2|so 2lso
ESEO  Quercitrin ESEO quercitri
C itri C itri
2 (3) a(d) Quercitri 2 (d) na quercitrin
na () a(d)

(5)

2 158,44 157.,4 158,5 1”7 105,3 103,5 104,5




3 135,7 134,5 135,7 2’ 75,0 74,8 75,8
4 179,55 178,4 179,8 3 77,1 77,2 78,4
5 1629 162,1 163,1 4’ 70,0 70,4 71,3
6 99,8 99,1 100,0 5 77,1 77,5 78,2
7 166,0 165,5 166,0 6" 61,9 61,6 62,7
8 94,7 93,8 94,8
9 158,7 158,2 159,1
10 105,3 104,5 105,8
17 1228 122,1 123,3
2 116,1 115,1 116,1
3 1458 149,0 145,9
4 1499 145,0 149,9
5 1177 116,6 117,7
6 1229 122,1 123,2
FIGURA 6: Estrutura da Isoquercetrina.
HO
HO
O OH
GLU |
O OH
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3.4. Ensaios Bioldgicos do Extrato Etandlico das folhas de
3.4.1. Atividade Citotoxica:
3.4.1.1. Avaliacdo da Atividade alopatica:

O extrato etandlico bruto ndo foi capaz de inibir a germinacéo de sementes de

sementes de Lactuca sativa, nhas concentracfes estudas.

3.4.1.2. Teste de toxicidade as larvas de Artemia
salina:
O extrato etandlico bruto ndo apresentou atividade citotoxica frente as larvas
de Artemia salina, nas concentragdes testadas (1mg/mL, 0,5mg/ml, 0,25mg/mL),

guando comparado ao controle.

3.4.2. Atividade antioxidante:

Na avaliacdo do potencial antioxidante, o extrato etandlico apresentou
atividade cerca de 6,3 vezes maior que o BHT, 0,33 que o Acido Ascorbico e 0,57
que a Quercetina. O potencial antioxidante foi avaliado através das curvas padrbes
elucidado na metodologia do teste, sendo utilizado no eixo y a média da absorcao do

referido extrato que foi de 1,029.

3.5. Ensaios Bioldgicos da Fracdo Aquosa do Extrato Etandlico das
folhas de
3.5.1. Atividade Citot6xica:
3.5.1.1. Avaliacdo da Atividade alopética:

- Crescimento:

A fracdo apresentou inibicdo dose-depedente do crescimento radicular da
Lactuca sativa quando comparada ao controle, com seguintes TICR 46% (1mg/mL),
71,3%(2mg/mL), 81,7 % (4 mg/mL) resultados estes elucidados na tabela 11. O
crescimento das partes aéreas (epicoétilo) quando comparada ao controle foi inibido

moderadamente havendo resposta apenas nas concentracdes maiores de 2mg/mL e
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4mg/mL com as seguintes TICR: 11,32% (1mg/mL), 24,84% (2mg/mL), 44,65%
(4mg/mL) resultados estes elucidados na tabela 12.

TABELA 11: Efeito alelopatico do extrato de folhas de _no

crescimento radicular (comprimento mm) de sementes de Lactuca sativa.

Concentracao do extrato (mg/mL)

0 1 2 4
Comprimento 40,4 21,8 11,6 7,4
(mm)
TIRC - 46% 71,3% 81,7%

TABELA 12: Efeito alelopatico do extrato de folhas de _no

crescimento (comprimento mm) das partes aéreas (epicétilo) de sementes de

Lactuca sativa.

Concentracao do extrato (mg/mL)

0 1 2 4
Comprimento 31,8 28,2 23,9 17,6
(mm)
TIRC - 11,32% 24,84% 44,65%

-Germinacao:

A fracdo aquosa do extrato etanodlico das folhas de _

nao apresentou diferenca estatistica na germinabilidade da Lactuca sativa, com
seguintes TIG 14,78% (4 mg/mL), 3,78% (2 mg/mL) e 14,78% (1 mg/mL).

TABELA 13: Germinabilidade (G) e respectiva taxa de inibicdo da germinabilidade

(TIG) de sementes de Lactuca sativa submetidas ao extrato aquoso as fragcao

etanodlica de folhas de _ com resposta dose-dependente ao

final de 5 dias.

Concentragao do extrato (mg/mL)
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0 1 2 4
G(%) 97,33 82,66 93,33 82,66
TIG - 14,78% £ 5,13 3,78% £ 2,08 14,78% + 1,53

3.5.1.2. Teste de toxicidade as larvas de Artemia

salina:
A fragcdo aquosa do extrato etanodlico de _ nao
apresentou toxicidade frente as larvas de A. salina com DLs;>1000ppm nas

concentragdes de 1mg/mL, 0,5mg/mL, 0,25mg/mL.

3.5.2. Atividade antioxidante:

Quanto a atividade antioxidante, o _ mostrou
resultados significativos para a fragdo aquosa do extrato etandlico, com potencial
antioxidante cerca de 4 vezes (4,18) maior que o BHT e moderadamente em relacao
ao Acido Ascérbico (0,2) e Quercetina (0,39). O potencial antioxidante foi avaliado
através das curvas padrfes elucidado na metodologia do teste, sendo utilizado no

eixo y a média da absorcao do referido extrato que foi de 0,697.

3.6. Ensaios Biolégicos do Extrato Aquoso Bruto das folhas de
3.6.1. Atividade Citotdxica:
3.6.1.1. Avaliacdo da Atividade alopatica:

- Crescimento:

O extrato aquoso das folhas de_apresentou inibicdo dose-
dependente do crescimento radicular da Lactuca sativa com significancia nas trés

concentracdes testadas quando comparada ao controle, com as seguintes TICR: 48,
39% (1 mg/mL), 80,08% (2mg/mL), 80,01% (4mg/mL). N&o houve inibicdo do
crescimento das partes aéreas da espécie testada sob a acdo do extrato aquoso nas

concentracOes testadas quando comparada ao controle.
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-Germinagao:

Os grupos tratados com o extrato aquoso ndo apresentaram diferenca estatistica
sobre a germinacdo das sementes de Lactuca sativa nas concentracdes testadas,
gquando comparados ao controle, com seguintes TIG 8,25% (1 mg/mL), 5,15% (2
mg/mL) e 14,43% (4 mg/mL).

3.6.1.2. Teste de toxicidade as larvas de Artemia

salina:
O extrato aquoso de_néo apresentou toxicidade
frente as larvas de A. salina nas concentracbes de 1mg/mL, 0,5mg/mL, 0,25mg/mL

com DLs5p>1000ppm.

3.6.2. Atividade antioxidante:

Na avaliagao do potencial antioxidante, o extrato aquoso apresentou atividade
cerca de 3,7 vezes maior que o BHT, 0,17 que o Acido Ascorbico e 0,35 que a
Quercetina. O potencial antioxidante foi avaliado através das curvas padrdes
elucidado na metodologia do teste, sendo utilizado no eixo y a média da absor¢éo do
referido extrato que foi de 0,613.
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4.1. Perfil Cromatogréfico:

Foi observado frente ao método descrito que a amostra de extrato aquoso de

_ apresentou seis principais picos de substancias, sendo possivel
identificar duas delas, rutina e isoquercetrina, conforme demonstrado na Figura 7.

FIGURA 7: Perfil cromatografico de _por CLAE.
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4.2. Seletividade

A amostra foi exposta as condicdes de estresse de hidrolise acida e basica
para verificar se 0 método é capaz de separar impurezas e produtos de degradacéo
do composto referéncia rutina. A seletividade foi comprovada, com a comparacgéo da
média das alteracdes do tempo de retencdo, pureza e area do pico referente a
rutina. Os tempos de retencao, area e lambda méaximo dos picos nas amostras sobre
estresse acido/basico e amostras ndo submetidas ao estresse esta demonstrado na
Tabela 14.

Quando for¢cada a hidrolise acida, foi observado que houve degradacédo da

amostra, por apresentar reducéo no seu teor de rutina e a formacéo de produtos de
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degradacdo, ja que na amostra ndo submetida a estresse apresentou 6 picos
principais e 10 picos com hidrdlise acida.

No meio basico houve maior degradacdo da amostra, sendo também
formados produtos de degradacdo e reducdo na area dos picos. O tempo de
retencdo obtidos nos métodos sobre estresse (acido/basico) apresentou
semelhanca, sem relativa interferéncia, comparado ao extrato sem processo de
hidrélise, demonstrando que o método mantém seletivo frente a produtos de
degradacgéo.

TABELA 14: Degradagéo forgcada de _por hidrolise acida

(HCI 1N) e basica (NaOH 1N).

Hidrdlise Tempo de Area Amax.
retencao

Basica

Pico 6 43,84 £ 0,017 860.735+84.717,09 256, 353

Pico 9 48,29 £ 0,010 101.070,30+1.188,11 256, 350

Pico 10 48,88+ 0,009 92.435+890,95 266, 343

Acida

Pico 3 27,04+0,03 342.472,70+33.634,17 256, 354

(Rutina)

Pico 5 30,98+0,03 120.232,30+10.562,94 266, 349

Pico 6 40,73+0,03 264.790,30+41.115,32 256, 382

Pico 7 43,81+0,02 12.719.920+101.284,65 255, 354

Pico 8 45,85+0,02 132.322,30+28.610,28 372, 366

Pico 9 48,28+0,02 125.575+11.110,85 255, 354

Pico 10 48,86+0,01 106.033,70+8.311,92 267, 349

Extrato®

Pico 1 14,10+0,010 629.912+20.581,58 285, 324

Pico 2 19,99+0,004 384.798+13.040,65 279, 312

Pico 3 (Rutina)  27,06+0,004  11.401.223+368.755,20 255, 353




Pico 4 28,94+0,004 381.710,7+12.334,10 271, 351

Pico 5 30,99+0,001 2.059.206+66.230,43 266, 346

Pico 6 43,82+0,004 3.475.705+£104.211,10 255, 353

Os resultados representam a media = desvio padrao de trés experimentos.

dExtrato sem processo de hidrdlise.

4.3. Linearidade

A partir das absorbancias meédias obtidas na faixa de concentragédo estudada

(7,80-1000,00 pg/mL) a equacéo da reta foi calculada e o coeficiente de correlacao

(r) foi determinado utilizado o programa GraphPadPrism®.

O coeficiente de correlacdo encontrado (r), o intercepta, a inclinacdo e desvio

padrao relativo sdo demonstrados na Tabela 15. Segundo a RE n° 899, de 29 de

maio de 2003, o critério minimo aceitavel do coeficiente de correlacdo deve ser de

(0,99), sendo obtido um valor médio de 0,9997 no experimento (Tabela 15). A curva

obtida demonstrou que os resultados da metodologia analitica sdo diretamente

proporcionais a concentracdo do analito na amostra. A Figura 8 representa a curva

de regressao linear obtida.

TABELA 15: Linearidade de rutina na andlise do método por CLAE.

Concentracao Inclinagcéo Intercepta R
(Mg/mL)
Rutina 7,80-1.000,00 71.400.000 + 423.500 + 0,9997
409.200 178.500

Os resultados representam a média + desvio padrao de trés experimentos.

r — coeficiente de correlagéo.
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FIGURA 8: Curva de regressao linear obtida para rutina frente ao método proposto,

com os dados disponiveis na tabela 15.
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4.4. Preciséao
Na repetibilidade avaliada a partir da analise de 6 determinacdes de igual
concentracdo (5mg/mL), o desvio padrao relativo médio encontrado foi de 3,02%. Na
analise inter-dia foi encontrado uma variacdo de 2,85% (Tabela 16), sendo estes
resultados indicativos de boa precisdo jA que a literatura ndo admite valores
superiores a 5%.

TABELA 16: Precisdo do método para quantificacdo de rutina em _

Area do pico RSD (%)
Repetibilidade? 11.540.512,17+348.000 3,02%
Precis3o inter-dia® 11.807.824,50+336.300 2,85%

Os resultados representam a media * desvio padréo.
& Seis replicatas foram analisadas no mesmo dia.

®Trés triplicatas foram analisadas em trés dias diferentes.

4.5. Limite de Deteccéao (LD) e Limite de Quantificacdo (LQ)
O limite de deteccao e limite de quantificagdo encontrado para rutina frente ao
método proposto foi de 0,19 e 0,60 pg/mL, respectivamente. Os parametros de

calculos sao apresentados na Tabela 17.
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TABELA 17: Limite de Detec¢do (LD) e Limite de Quantificacdo (LQ) do método
proposto.

Concentracao Inclinagéo Devio do y- LD LQ
/mL intercepta /mL
(Mg/mL) (Slope) p (Mg/mL) (ug/mL)
Rutina 1,9-15,0 73.350.000 4419 0,19 0,60

pg/mL

4.6. Exatidao
A exatiddo do método proposto para a concentragao teorica de rutina de 0,12,
0,15 e 0,18 mg/mL foi de 99,17%, 98,00% e 99,45%, respectivamente (Tabela 18).

TABELA 18: Exatiddo do método por CLAE.

Rutina Rutina Recuperacéo
adicionada encontrada (%)
(mg/mL) (mg/mL)
0,12 (mg/mL) 0,119+0,0024 99,174+2,11
B 0,15 (mg/mL) 0,147+0,0014 98,00+0,98
0,18 (mg/mL) 0,179+0,0002 99,45+0,13

A — Concentracdo baixa (80%), B- Concentracdo intermediaria (100%), C- Alta

concentragdo (120%). Os resultados sdo a média e desvio padrdo de 3 testes.

4.7. Robustez
A variagcado dos parametros comprimento de onda e temperatura (Tabelas 19-20)

nao alterou significativamente os valores de area e tempo de retencdo de uma

solucdo de extrato aquoso de _ preparada de forma normal.
Demonstrando através dos resultados abaixo que o método é robusto.

TABELA 19: Resultados da variacdo de comprimento de onda no ensaio de

robustez.
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Comprimento de onda Area Tempo de retencéao
344 nm 10.338.804+25.872,270 27,21333+0,011
354 nm 10.719.677+8.100,615 27,21333+0,011
364 nm 9.716.180+27.168,910 27,21+0,010

TABELA 20: Resultados da variacao de temperatura no ensaio de robustez.

Temperatura Area Tempo de retencéao
23°C 10.786.111+11.619,02 27,56667+0,011
25°C 10.737.803+31.913,98 27,21333+0,011
27°C 10.758.930+11.036,63 26,85567+0,015

No que diz respeito a variacdo do parametro fluxo (Tabela 21) notou-se
importantes alteracGes da area e tempo de retencdo. Resultados abaixo. Observa-se
gue a velocidade de fluxo € um parametro importante a ser bem acompanhado, pois

o0 mesmo tem grande influéncia na separacéo das substancias e pureza dos picos.

TABELA 21: Resultados da variacao de fluxo no ensaio de robustez.

Fluxo Area Tempo de retencéao
0,4 12.636.885+552.967,20 32,92433+0,233
0,6 10.737.803+31.913,98 27,21333+0,011

0,8 6.169.859+27.273,99 23,82667+0,006
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CAPITULO 5 — CONCLUSOES
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Analise fitoanalitica da planta_ndémica do Distrito

Federal.

O extrato hexanico de folhas de_apresentou baixa toxicidade
utiizando como modelo larvas de Artemia salina, pelo qual amostras que
apresentam DLsy > 1000ppm s&o consideradas inativas. Esse resultado foi
corroborado por aqueles apresentados no teste de germinacdo de sementes de L.
sativa. Até onde vai hosso conhecimento, é a primeira vez que a presenca de lupeol
€ relatada para essa espécie. Lupeol € um triterpeno que apresenta diversas
atividades biolégicas, tais como atividades anti-tumorais, antioxidantes e liberadores
de mediadores da resposta imunologica. Atividade sobre a proliferacdo de
queratinécitos na pele, atividades nefro-protetoras tanto na exposi¢cdo cronica ao
cadmio, quanto na reducdo da excre¢do de oxalato em determinadas patologias e
gue causaria danos no tubulo renal também séo efeitos farmacoldgicos deste
composto (NOLDIN, et al, 2003).

O extrato etandlico de folhas de_apresentou baixa toxicidade
utiizando como modelo larvas de Artemia salina, pelo qual amostras que
apresentam DLsy > 1000ppm sdo consideradas inativas. Esse resultado foi
corroborado por aqueles apresentados no teste de germinacdo de sementes de L.
sativa, também utilizado como modelo para atividade citotoxica. Até onde vai nosso
conhecimento, € a primeira vez que a presenca de glicosilflavonol isoquercitrina é
relatada para essa espécie. Isoquercitrina € um flavonoide que apresenta diversas
atividades bioldgicas, tais como antimicrobiana e antioxidante (CONDESSA, 2011).
Na avaliacdo do potencial antioxidante, o extrato etandlico apresentou alta atividade
cerca de 6,3 vezes maior que o BHT, 0,33 que o Acido Ascorbico e 0,57 que a
Quercetina o que reforca o potencial do composto isoquercetrina no extrato.

A fracdo aquosa do extrato etandlico das folhas de_ nao
apresentou toxicidade in vitro frente as larvas de Artemia salina, pelo qual amostras
que apresentam DLse> 1000ppm sao consideradas inativas corroborando estudo
feito com o extrato etanolico bruto que deu origem a fracdo objeto deste estudo. Em
relacdo a atividade alelopética a fracdo hidrometandlica apresentou baixa toxicidade
no modelo de germinacdo de sementes de Lactuca sativa, ja em relacdo ao

crescimento radicular a fracdo apresentou inibicdo dose-dependente e o crescimento
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das partes aéreas foi inibido moderadamente. No modelo de reducdo do complexo
de fosfomolibidénio a fragdo hidrometandlica mostrou consideravel potencial
antioxidante quando comparada ao BHT. Estes resultados podem estar relacionados
a presenca de compostos fendlicos indicados pela analise farmacognostica.

O extrato aquoso de folhas de_apresentou baixa toxicidade no
modelo utilizando larvas de Artemia salina, pelo qual amostras que apresentam
DLsp> 1000 ppm sado consideradas inativas. Esse resultado foi corroborado por
agueles apresentados no teste de germinacao (utilizado também como modelo para
atividade citotoxica) e crescimento das partes aéreas de sementes de L. sativa,
ocorrendo inibicdo dose-dependente apenas do crescimento radicular. Ainda sobre
testes biologicos, o extrato apresentou significante atividade antioxidante pelo
modelo de reducdo do complexo de fosfomolibdémio quando comparado ao BHT.
Estes resultados podem estar relacionados a presenca de compostos fendlicos
indicados pela andlise farmacognostica.

O presente trabalho conseguiu mostrar o desenvolvimento de uma rapida e
confiavel técnica de CLAE para determinacao do flavonoide rutina no extrato aquoso
de folhas de _ Sendo assim, validado de acordo com todos os
parametros determinados tanto nacionalmente quanto internacionalmente.

A linearidade foi excelente por ultrapassar o critério minimo aceitavel do
coeficiente de correlacdo de (0,99) proposto pela RE n° 899, de 29 de maio de 2003.
No que diz respeito a precisdo, o método conseguiu demonstrar excelente
proximidade dos resultados obtidos em uma série de medidas de uma amostragem
multipla, em CLAE, de uma mesma amostra, sendo obtidos valores bem inferiores
ao admitido de 5% pela RE n° 899, de 29 de maio de 2003.

Além disso, o método foi exato e robusto, sendo informado corretamente seu
limite de deteccdo e quantificacdo. Sabendo-se, ainda, neste trabalho, que a rutina,
foi detectada a partir de um produto natural (mistura de substéncias) e ndo de uma
amostra isolada, reforca-se a ideia que os resultadosdo método (abaixo dos
determinados pelos guias utilizados para essa validagdo) foram bastante
significativos nos parametros analisados.

A quantidade de espécies medicinais do Cerrado registradas com substancias
ativas para fabricagdo de medicamentos fitoterapicos, representando menos de 1%

do total de espécies do bioma e, aproximadamente, 7% das espécies ja utilizadas na
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medicina popular. Tais nameros afirma a intensa necessidade de realizacdo de
estudos etnobotanicos das plantas nativas do Cerrado e estimulos para implantagédo
de laboratérios que as utilizem economicamente (RODRIGUES & BARBOSA, 2012).

O desenvolvimento desenvolvido a partir da visdo moderna dos sistemas
nacionais de inovacao, desenvolvimento local e, no caso, a partir de cada bioma,
representa uma alternativa concreta e vidvel para chegarmos a novos produtos,
novas metodologias, realizando em termos globais a vantagem competitiva dos
NOSSOS recursos naturais, promovendo um grande salto tecnoldgico na producao de
medicamentos, quebrando o ciclo vicioso de competirmos com o mundo realizando
0s mesmos paradigmas de desenvolvimento tecnologico de medicamentos
desenvolvido em paises com biodiversidade que nédo se compara a brasileira (B6as&
Gadelha, 2007).
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