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INTRODUCAO

As plantas medicinais sdo produtoras de compostos ativos, oriundos do
metabolismo secundario celular, em que estes metabolitos sdo desenvolvidos tanto em
situacdes de estresse enfrentadas pelos vegetais, quanto na disseminacao da espécie no
meio-ambiente. Estas substancias ativas sdo responsaveis pela atividade farmacologica
apresentada no organismo humano que as plantas medicinais possuem, de forma que, no
Brasil, desperta o interesse de pesquisadores e da industria farmacéutica para o
desenvolvimento de novos farmacos, devido a vasta biodiversidade brasileira (Cechinel
Filho; Yunes, 1998).

No processo de purificacdo de extratos e fragdes vegetais, as técnicas de
separacao tém importante funcdo, como exemplo, pode-se destacar a cromatografia em
coluna cléssica (CCC) e a Cromatografia em Camada Delgada (CCD), sendo
fundamentais no processo de investigativo da composicdo quimica de plantas
medicinais (Oliveira et al., 2002; Monteiro, 2012).

Diferentes testes podem ser aplicados para avaliar a toxicidade de um vegetal.
Nesse contexto, destaca-se a Artemia salina que é um microcrustaceo da ordem
Anostraca, e de acordo com Bueno & Piovezan (2015), funciona como um bioindicador
da toxicidade do ambiente, quando aplicada na identificacdo de repostas bioldgicas,
resulta na morte ou na vida deste organismo.

Sendo a P.boliviensis uma espécie nativa do semiarido baiano, cujo género
possui importancia medicinal e que apresenta poucos estudos acerca de sua composicao,
fazem-se necessarios testes que a avaliem sob o ponto de vista quimico e bioldgico.
Tendo em vista a alta letalidade frente A. salina apresentada pelo extrato hexanico,
observada em estudos prévios, o presente trabalho teve como objetivo avaliar a
letalidade de fracdes semipurificadas, obtidas através de técnicas cromatograficas, bem
como a obtencéo de compostos isolados obtidos através das mesmas.

MATERIAL E METODOS OU METODOLOGIA

A especie P. boliviensis foi coletada em julho de 2013, no campus da
Universidade Estadual de Feira de Santana e identificada pelo botanico José Floriano
Barea Pastore atraves da comparagdo do material coletado com a exsicata depositada no
Herbéario da Universidade Estadual de Feira de Santana (HUEFS), identificada como
HUEFS 168956. Os extratos vegetais foram elaborados, de forma que, para a obtencéo
do extrato bruto, o material seco e pulverizado foi submetido & maceracdo em metanol
(MeOH) atraves de cinco extraces consecutivas no intervalo de 72h cada.

Posteriormente, a solucdo foi concentrada em rotaevaporador acoplado a bomba
a vacuo sob temperatura constante de 60°C para eliminacdo do solvente organico



(Moreira; Terrones; Souza, 2008). Submeteu-se 0 extrato bruto ao processo de particao
liquido-liquido com solventes de polaridades crescentes, hexano, cloroférmio e acetato
de etila, tendo em vista a semipurificacdo das substancias através das suas polaridades,
sendo o extrato hexanico o objeto de estudo para o desenvolvimento das atividades
(Cechinel Filho, Yunes, 1998).

As fracbes semipurificadas foram obtidas empregando Cromatografia em
Coluna Classica (CCC). O processo de separacao foi avaliado através de Cromatografia
em Camada Delgada, sendo as amostras analisadas em cémara com lampada
Ultravioleta nos comprimentos de onda de 365 e 254nm e/ou camara com iodo, unindo
as fragdes que possuirem semelhancas.

Avaliou-se a letalidade das fracdes através do teste de Artemia salina Leach,
descrita por Meyer et al. (1982) e adaptado por Serrano (1996), sendo preparadas cinco
concentracdes distintas, variando de 5 a 130upg/mL, em triplicata, das fracdes
semipurificadas. Os ovos do microcrustaceo foram incubados por 48 horas, em aquario
de vidro com agua do mar artificial, dividido em dois compartimentos, utilizando-se
isopor com pequenos orificios para conectar ambos os lados e bomba comum de aquério
para realizar a oxigenacdo da agua. A parte maior foi iluminada com o auxilio de uma
lampada incandescente e a outra parte mantida no escuro (Figura 1a).

Foram utilizados 50uL de dimetilsulfoxido (DMSOQO) para auxiliar na
solubilizacdo das amostras. Assim, apds o periodo de incubacdo, dez nauplii recém-
eclodidos foram colocados em contato com as fracdes, sendo completando o volume de
5mL com agua marinha. Apds 24h sob iluminacdo artificial (Figura 1b), realizou-se a
contagem dos nauplii sobreviventes para a determinacdo da Concentracdo Letal média
(CLso). Como controle negativo utilizou-se apenas dgua do mar artificial e DMSO na
mesma quantidade que as amostras.

Figura 1: Etapas do teste de letalidade frente & Artemia salina. A - Aquario com ovos incubados; B -
nauplii em contato com as amostras.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A CCC do extrato hexanico de P. boliviensis resultou em 90 fracdes no total.
Estas fragcdes, foram unidas através de CCD, resultando o total de 32 fragGes. Logo,
foram submetidas ao teste de letalidade frente & Artemia salina as fragfes que obtiveram
massa suficiente para a viabilizacdo do referido teste e determinacdo das CLso das
mesmas, conforme demonstrado na Tabela 1.

Tabela 1 — CLso das fragfes semipurificadas do extrato hexanico de P. boliviensis

Fracoes Equacéo da reta (R) CLso (Hg/mL)
semipurificadas

FHPBO04 y = 0,540x + 9,518 0,997 74,966

FHPBO05 y=0,421x +24,384 0,999 60,846

FHPBO06 y=0,595x + 18,396 0,998 53,116

FHPBO7 y =0,584x + 19,312 0,996 52,548




FHPBO08 y =0,607x + 21,617 0,998 46,759
FHPBO9 y =0,621x + 25,203 0,998 39,931
FHPB10 y =0,593x + 14,294 0,996 60,212
FHPB11 y =0,476x + 13,166 0,996 77,382
FHPB13 y =0,580x + 0,161 0,995 85,929
FHPB21 y =0,508x - 1,278 0,997 95,909

Segundo Nguta et al. (2011), em relacdo a toxicidade, sdo considerados com
elevada atividade os extratos ou fragdes organicas que apresentem CLso < 100 pg/mL,
de atividade moderada as amostras cuja CLso esteja entre 100 e 500 pg/mL, de baixa
atividade quando apresentada entre 500 e 1000 pg/mL, e sem atividade toxica quando
CLso > 1000 ug/mL. De forma geral, as fragdes testadas de P. boliviensis apresentam
elevada atividade, sendo a fragdo 09 possui a maior destas com CLso 39,931pug/mL.

Outras espécies de Polygala apresentam resultados promissores na avaliacdo da
letalidade frente a Artemia salina. Pizzolatti et al. (2008) apontaram que a fracdo
hexanica, cloroformio e acetato de P. sabulosa pode ser comparada ao farmaco
benznidazol frente ao tratamento de formas epimastigotas de T. cruzi, exercendo acao
tripanocida.

Montanher, Pizzolatti & Brighente (2002) avaliaram ainda a letalidade frente ao
microcrustaceo com o extrato bruto da P. paniculata, e este ndo apresentou significancia
para a bioatividade, possuindo CLsp superior a 1000 ppm. Todavia, Missau et al. (2007)
no mesmo teste utilizaram compostos isolados desta espécie, sendo estes a Rutina,
Xantona (1), Xantona (2), Febalosina, Aurapteno e Spinasterol, que exibiram elevada
atividade frente ao microcrustaceo, em que todos possuiram valores de CLso inferiores a
100 pg/mL.

Desta forma, pode-se inferir que o fracionamento € importante na analise da
bioatividade de uma espécie, visto que, quando ha a presenca de outros componentes,
estes podem estar em concentracdo superior e/ou agir de forma antagbnica. Logo, as
fracOes semipurificadas de P. boliviensis, utilizadas para a avaliagdo da %LAS,
separadas por diferenca de polaridade, tendem a apresentar caracteristicas estruturais
comuns, e podem atuar sinergicamente, justificando a alta letalidade apresentada.

Foram realizadas trés outras CCCs, partindo de fracdes obtidas anteriormente,
sendo estas as FHPB17, FHPB19 e FHPB20, com o intuito de isolamento de
componentes, as respectivas massas podem ser observadas na tabela 2, assim como o
namero resultante de fracdes de cada uma destas.

Tabela 2 — Informacdes das CCCs das Fracdes 17,19 e 20

Fracdes Massa (g) N° de fracbes
resultantes
FHPB17 1,4099 80
FHPB19 1,5643 91
FHPB20 2,2044 85

Algumas das fragOes oriundas das colunas realizadas com a FHPB17 indicaram
resultados promissores, devido a apresentacdo de precipitados. Como exemplo, tem-se 0
po cristalino branco da Fracdo 49 e os cristais da Fragdo 55, conforme observado na
Figura 2. Todavia, é necessario dar continuidade ao processo de purificacdo dos
precipitados para posterior identificacdo de suas estruturas quimicas.



Figura 2: Precipitados oriundos da coluna F17. A- Fracdo 49; B- Fracdo 51.

CONSIDERAGCOES FINAIS

O processo de separagdo permitiu que houvesse a obtencdo tanto de compostos
isolados, quanto de fracdes semipurificadas. Os compostos isolados apds processos de
purificacdo e identificacdo, podem agregar informacdes no ambito quimico da espécie.
As fracdes semipurificadas, por sua vez, foram essenciais para a realizacdo dos testes
descritos, em que cada fracdo se apresentou de uma forma, isto devido a composicéo
singular destas. No teste de letalidade frente a Artemia salina foram fornecidos dados
importantes, uma vez que as amostras do extrato hexanico apresentaram elevada
atividade tdxica para os nauplii.
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