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EPIGRAFE

“Porque o mundo pertence a quem se atreve."
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RESUMO

Phyllanthus niruri Linn. € uma espécie vegetal medicinal pertencente a familia
Euphorbiaceae, sendo conhecida no Brasil como quebra-pedra. Possui uso
tradicional no tratamento de calculos renais. Neste trabalho foi realizada a avaliacao
do perfil cromatografico e a quantificacdo de metabdlitos secundarios como &cido
galico, corilagina e acido elagico por técnicas cromatograficas tais como CCD e
CLUE-DAD em extratos aquosos, etandlicos e hexano-acetato de etila de diferentes
orgaos (caule, raiz, folhas, flor+frutos) de P. niruri e partes aéreas de coletas
realizadas em diferentes meses do ano. Também foi obtido um extrato aquoso de P.
niruri e a partir deste, fragdes para avaliacdo por ensaios in vitro da acao na
formagcédo de cristais de oxalato de célcio. Como resultados foram encontrados
diferencas qualitativas no perfil quimico entre partes aéreas e raizes, e auséncia de
diferencas qualitativas no perfil cromatografico durante a avaliacdo sazonal, bem
como correlacdes positivas entre teor de metabdlitos secundarios e a pluviosidade,
representando informagdes importantes para a cadeia produtiva de extratos
vegetais. Além disso, o extrato e as fracOes avaliadas por ensaios in Vitro
demonstraram ter acdo no processo de formacao de cristais de oxalato de calcio,
tais como aumento do numero de cristais e diminuicdo na area dos cristais, sendo
que a fracdo n-butanol apresentou-se como a mais ativa. O maior teor de
flavonoides na fragao n-butanol, assim como a acéao apresentada pela quercetina no
ensaio in vitro, sugerem que os flavonoides podem estar relacionados com a acao
sobre os cristais de oxalato de calcio, bem como outras substancias fenélicas como
a corilagina; o acido galico ndo apresentou esta atividade. Dessa forma o presente
trabalho contribuiu para a padronizacdo do extrato de P. niruri L, pois definiu que
ndo ha variacao qualitativa no perfil de metabdlitos secundarios durante os meses,
sendo que coletas realizadas nos meses de novembro a janeiro apresentam maior
concentragao de acido galico, corilagina e acido elagico. Os dados também apontam
para o uso de partes aéreas ou de folhas como droga vegetal, de forma que estas
informacdes sao fundamentais para a qualidade do produto fitoterapico. Por fim, o
extrato aquoso e fragdes apresentam acado na formacao de cristais de oxalato de

célcio, sendo uma alternativa para a terapia da urolitiase.

Palavras-chave: Fitoterapico, Phyllanthus niruri, sazonalidade, urolitiase
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ABSTRACT

Phyllanthus niruri Linn. is a medicinal herb belonging to the family Euphorbiaceae,
known in Brazil as quebra-pedra. This plant has been used in traditional to treatment
of kidney stones. At this work were evaluated the chromatographic profile and the
quantification of secondary metabolites like gallic acid, corilagin and ellagic acid by
chromatographic techniques such as TLC and UPLC-DAD in aqueous, ethanolic and
hexane-ethyl acetate extracts from different organs (stem, root, leaf, flower+fruit) of
P. niruri and aerial parts harvested in different months of the year. It was also
obtained an aqueous extract of P. niruri and its fractions for evaluation by in vitro
action on formation of calcium oxalate crystals. The results showed qualitative
differences in chemical profiles between aerial parts and roots, and absence of
qualitative differences in the chromatographic profile during seasonal evaluation, as
well as positive correlations between content of secondary metabolites and rainfall,
representing important information for the productive chain of medicinal plant
extracts. Moreover, the extract and fractions evaluated by in vitro assays have been
demonstrated activity in the process of calcium oxalate crystals formation, such as
increasing the number of crystals and decreasing the crystals area, and the n-butanol
fraction appears as the most active. The high amount of flavonoids in the n-butanol
fraction, as well as the results obtained for quercetin by in vitro assays suggest the
flavonoids can be related with the action in the process of crystallization. Thus this
work contributes to the standardization of the extract of P. niruri with critical
information for the quality of the herbal medicine, as well as the aqueous extract and
the fractions can be used like an alternative for the therapy of urolithiasis.

Keywords: Herbal medicine, Phyllanthus niruri, seasonality, urolithiasis.



1 INTRODUCAO

Ha muito tempo os produtos naturais sdo opcdes para o tratamento de
diversas doencas. Grande parte dos medicamentos comercializados atualmente é
derivada de vertebrados e invertebrados terrestres, micro-organismos e vegetais,
sendo que os metabdlitos secundarios vegetais apresentam grande diversidade
estrutural e sdo importantes fontes para a busca de substancias com potencial
terapéutico, menor toxicidade e maior eficacia (BRANDAO et al., 2010; NEWMAN;
CRAGG, 2007).

Ampla parte da populagdo que reside nos paises em desenvolvimento
depende quase inteiramente de produtos vegetais para os cuidados primarios de
saude. Apesar das altas cifras obtidas pelo mercado farmacéutico em paises
desenvolvidos, consideravel parcela da populagcdo mundial é privada do acesso as
novas tecnologias e, como alternativa, faz uso tradicional das plantas. Estes fatos
ilustram a necessidade do conhecimento acerca da composi¢cao quimica e atividade
biolégica das espécies vegetais (CALIXTO, 2000; LIMA et al., 2008).

De acordo com a Organizacao Mundial de Saude, as plantas medicinais
seriam a melhor fonte para obtencdo de farmacos. Aproximadamente 80% dos
individuos de paises em desenvolvimento fazem uso de compostos da medicina
tradicional, muitos dos quais sao derivados de plantas medicinais (CALIXTO, 2000;
NJOROGE et al., 2012).

Nas Ultimas décadas as pesquisas voltadas para o desenvolvimento
tecnoldgico de formas farmacéuticas com matérias-primas obtidas a partir de plantas
tem apresentado claro crescimento, sendo que para alcancar as especificacoes
pretendidas para o produto intermediario e para o produto final na produgdo de
medicamentos fitoterapicos a qualidade dessas matérias-primas é fator decisivo. Um
passo importante para o estabelecimento de critérios minimos de aceitacdo de
qualidade é a presenca de especificagdes oficiais farmacéuticas. Assim, a legislacédo
brasileira regula os critérios de qualidade para estes medicamentos (BRASIL, 2010a;



2010b), tal como acontece em muitos paises europeus, apoiados pelas normativas
da Organizacao Mundial da Saude (COUTO et al., 2013b).

Dentre as espécies vegetais medicinais brasileiras, o quebra-pedra destaca-
se por sua ampla utilizacao e ocorréncia.

Phyllanthus niruri Linn. € uma espécie vegetal medicinal pertencente a familia
Euphorbiaceae, sendo conhecida no Brasil como quebra-pedra e em outros paises
latinos como chanca piedra. A infusdo de diferentes partes dessa planta e de outras
espécies pertencentes ao género Phyllanthus é frequentemente utilizada para fins
terapéuticos, no tratamento de varias doencas em especial distarbios renais e da
bexiga urinaria, associados com processos dolorosos (MOREIRA et al., 2013).

O uso tradicional de P. niruri no tratamento de calculos renais aliado aos
resultados dos ensaios farmacologicos pré-clinicos e clinicos realizados com seu
extrato aquoso (ou infusdo) confirmaram sua agdo na prevencado da formacgédo de
calculos renais, antiespasmaodica e anti-hiperalgésica. Estes dados sugerem seu uso
terapéutico na forma de infuso (fitoterapico) ou de um medicamento fitoterapico
contendo o extrato aquoso da planta (CALIXTO et al., 1998; BAGALKOTKAR et al.,
2006; BARROS et al., 2006; MOREIRA et al., 2013).

Apesar de progressos substanciais na fisiopatologia e tratamento da
urolitiase, ndo ha nenhum medicamento adequado para uso na terapia clinica.
Assim, um medicamento para a prevencao desta doenca ou sua recorréncia seria de
grande interesse (BARROS et al., 2003; PETROIANU et al., 2001).

No presente trabalho sdo apresentados resultados relevantes para a
padronizacdo de um extrato de partes aéreas de P. niruri com aplicacdo na
prevencao da urolitiase. Para a identificacdo de substancia ativas ou possiveis
marcadores no extrato aquoso foi adotada a estratégia de Fracionamento
Biomonitorado. Ensaios in vitro foram utilizados na avaliacdo da atividade das
fracdes na formagéo de cristais de oxalato de calcio. A avaliagdo da variabilidade
quimica compreendeu a comparacao do perfil de metabdlitos secundarios de
extratos de diferentes meses do ano e de diferentes érgaos (caules, flores+frutos,
folhas e raizes). Métodos cromatograficos e espectrofotométricos foram empregados
na andlise de extratos e fracbes para caracteriza¢ao do perfil quimico, identificacao e
quantificacao de metabdlitos secundarios.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Phyllanthus niruri L.

Phyllanthus é um grande género pertencente a familia Euphorbiaceae,
compreendendo mais de 600 espécies, muitas das quais crescem no Brasil. Os
exemplares que compdem o género apresentam-se sob a forma de arbustos,
arvores e ervas. Espécies como P. accuminatus, P. amarus, P. pulcher, P.
niruroides, P. anisolobus, P. orbiculatus, P. emblica, P. oxyphyllus, P. flexuosus, P.
raticulatus, P. fraternes, P. simplex, P. mullernus, P. urinaria, P. mytrifolis, P.
virgatus, P. niruri e P. watsonii foram investigadas em estudos fitoquimicos e
farmacolégicos (BAGALKOTKAR et al., 2006; EMBRAPA, 2006).

No Brasil, espécies do género Phyllanthus ocorrem em quase todo territério e
sdo conhecidas popularmente como quebra-pedra, erva-pombinha, arrebenta-pedra,
dentre outros nomes (CALIXTO et al., 1998; UNANDER et al., 1990). A semelhanca
existente entre P. niruri e P. tenellus Roxb dificulta a distincdo das espécies,
podendo explicar em parte o uso de ambas na medicina popular para 0s mesmos
fins. Estas sdo as duas Unicas espécies de Phyllanthus reconhecidas pela
Farmacopeia Brasileira 52 edicao (BRASIL, 2010c; UNANDER et al., 1990).

Dentre as espécies de Phyllanthus, P. niruri é nativa da Floresta Amazdnica e
outras &reas tropicais em todo o mundo, incluindo Bahamas, sul da india, China,
Gana, Nigéria, entre outros (SAMALI et al., 2012; BAGALKOTKAR et al., 2006). P.
niruri € uma espécie herbacea, atingindo 10 a 50 cm de altura (EMBRAPA, 2006).
Apresenta caule ereto, fino e ramoso; suas folhas sdo pequenas e ovais e quando
observadas em conjunto tem o aspecto de folhas compostas de pequenas
leguminosas com laminas de 0,5-1,4 cm de comprimento e 0,3-0,6 cm de largura
(BRASIL, 2010d).

Na medicina tradicional e popular brasileira, o quebra-pedra é utilizada
principalmente no tratamento de hepatite e diabetes, em infecgées urindrias e da

bexiga e para tratar distarbios renais, especialmente para eliminacdo de pedras nos
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rins (SANTOS et al., 1995; WANG et al., 1995). E também utilizada na Espanha
(chanca piedra) e em sistemas de medicina tradicionais, como o Ayurveda da india,
o Jamu da Indonésia e a prépria Medicina Tradicional da China (BAGALKOTKAR et
al., 2006; CAMPOS; SCHOR, 1999).

Phyllanthus niruri L. é considerada uma planta medicinal promissora para o
desenvolvimento de um medicamento fitoterdpico, considerando-se as evidéncias
farmacoldgicas relacionadas ao seu uso popular, além de dados fornecidos por
estudos fitoquimicos, botanicos e agronémicos (CALIXTO et al., 1998; COUTO et al.,
2013b; BAGALKOTKAR et al., 2006; BARROS et al., 2006; MOREIRA et al., 2013).

2.1.1 Aspectos Quimicos Sobre Phyllanthus niruri L.

Metabdlitos secundarios isolados de P. niruri incluem compostos fendlicos
como lignanas, taninos hidrolisaveis, cumarinas e flavonoides (diversas classes),
terpenos (monoterpenos e triterpenos) e alcaloides do tipo da securinina, que foram
encontrados nas folhas, caule e raizes desta planta (BAGALKOTKAR et al., 2006;
CALIXTO et al., 1998; HASSARAJANI; MULCHANDANI, 1990; ZHOU et al., 2012).

Tanto no emprego na medicina popular quando em estudos acerca de suas
propriedades farmacolégicas, P. niruri é frequentemente usada na forma de planta
inteira, porém, na Farmacopeia Brasileira 52 edicdo sua monografia descreve as
partes aéreas como a droga oficial e o acido galico como um de seus marcadores
quimicos (BRASIL, 2010d).

Com base nisso, Couto et al. (2013a) procuraram avaliar as atividades anti-
inflamatéria e antialodinica, bem como a composicao quimica dos extratos aquosos
das diferentes partes de P. niruri: folhas, caules, raizes, folhas+caules e a planta
toda. Os autores obtiveram perfis cromatograficos de todos os extratos e
quantificaram acido galico por CLAE-UV. Os resultados do trabalho mostraram que
folhas e caules, bem como a mistura deles, apresentam perfis cromatograficos muito
similares, porém, quando as folhas foram analisadas separadamente dos caules, foi
expresso um rendimento mais elevado de acido galico e outras substéncias
principais. Significativas diferencas quantitativas e qualitativas foram observadas
especialmente em relacao ao perfil cromatografico de raizes. Outro dado importante
fornecido por esse estudo é a observacdo de que a diferenca na composicao
quimica dos extratos das diferentes partes da planta refletiu-se na acao
farmacolégica in vivo, mais significativa também para os extratos de folhas e/ou



caules (COUTO et al., 2013a). Estes dados estdo de acordo com o que foi realizado
no presente trabalho. No entanto, apesar do menor conteddo de acido galico nos
extratos aquosos de folhas+caules, quando comparado com os extratos aquosos de
folhas, aquele demonstrou um prolongamento da ag¢ao antialodinica, sendo assim
mais efetivo que o préprio extrato aquoso de folhas, sugerindo-se a ocorréncia de
sinergismo, 0 que reafirma o uso de partes aéreas como material de partida para
fitoterapicos para fins analgésicos.

Martins et al. (2011) avaliou o perfil cromatografico de extratos aquosos de
quatro espécies de Phyllanthus, entre elas P. niruri, de coletas realizadas em
diferentes locais e em trés diferentes meses do ano, bem como de amostras
comerciais adquiridas em mercados locais em diversas cidades do Brasil. Os dados
obtidos foram classificados por modelagem quimiométrica com o propdsito de
identificacdo das espécies e a autenticacdo das amostras comerciais. Os resultados
demonstraram que a cultura afeta o perfil cromatografico das espécies de
Phyllanthus examinadas. As amostras comerciais classificadas por modelos
quimiométricos revelaram que as duas espécies oficiais de Phyllanthus segundo a
Farmacopeia Brasileira 52 edicdo (P. niruri e P. tenellus) sao atualmente
confundidas, na medida em que os produtos a base de plantas sdo vendidos como
P. niruri, enquanto que a maioria das amostras testadas foi identificada como P.
tenellus (BRASIL, 2010d).

A tabela 1 relaciona os metabdlitos secundarios presentes em P. niruri.



Tabela 1 Metabdlitos Secundérios de Phyllanthus niruri L.

CLASSE METABOLITO SECUNDARIO REFERENCIA

4-hidroxisecurinina GUPTA e AHAMED, 1984;
4-metoxidiidronorsecurinina BAGALKOTKAR et al, 2006;
4-metoxitetraidrosecurinina MARQUES, 2010.
alosecurinina HASSARAJANI e
diidrosecurinina MULCHANDANI, 1990;
epibubbialina MULCHANDANI e

ALCALOIDES filocrisina HASSARAJANI, 1984.
nirurina
norsecurinina
securinina
securinol A,
securinol B
tetraidrosecurinina

MONOTERPENOS p-cimeno, limoneno BAGALKOTKAR et al, 2006.
3,7,11,15,19,23-hexametil- BIRKAM et al., 1989;
22,62,10Z,14E,18E,22 E-tetracosenen-1-ol BAGALKOTKAR et al, 2006;
acetato de lupeol MARQUES, 2010;

TRITERPENOS lupeol CALIXTO et al, 1998.
filanteol
filantenol
filantenona

SAPONINAS (genina) diosgenina BAGALKOTKAR et al, 2006
astragalina ISHIMARU et al., 1992;

FLAVONOIDES

canferol-4’-ramnopiranosideo
eridioctiol-7-ramnopiranosideo
fisetina-4-O-glicosideo
flavanona-5-O-rutinosideo
galocatequina

epicatequina

catequina

epigalocatequina
epigalocatequina-3-O-galato
epicatequina-3-O-galato
isoquercitrina

niruriflavona

nirurina

quercetina

quercetol

quercitrina

rutina

BAGALKOTKAR et al, 2006;
MARQUES, 2010.

LIGNANAS

cubedina dimetil éter
2,3-demetoxisecoisolintetralina
3,4-dimetilenodioxibenzil-3",4"-
dimetoxibezilbutirolactona
8-(3-metilbuten-2-il)-2-fenil-croma-4-ona

2-(4-hidroxifenil)-8-(3-metilbuten-2-il)-croma-4-

ona
5-demetoxinirantina

diacetato de 2,3-demetoxisecoisolintetralina
filantina

filnirurina

filtetralina
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isolintetralina
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nirfilina

nirtetralina

seco-4-hidroxilintetralina
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HOUSSAIN et al, 1995;
SATYANARAYANA et al., 1988;
HUANG et al., 1992;
PANCHAGNULA e SOMEPALLI,
1991;

SHANKIL et al., 2008;
BAGALKOTKAR et al, 2006;
SINGH et al., 1989;
ANJANEYULU et al., 1973.

TANINOS

1-O-galoil-6-O-luteoil-a-D-glicose

ISHIMARU et al., 1992;




HIDROLISAVEIS (e acido galico SUBEKI et al., 2005;
substancias relacionadas)  &cido repandusinico UENO et al., 1988;

corilagina BAGALKOTKAR et al., 2006;

geraniina QIAN-CUTRONE et al., 1996.

nirurisideo

B-glicogalina

acido elagico IIZUKA et al., 2007,
CUMARINAS metilbrevifolincarboxilato BAGALKOTKAR et al, 2006

SHIMIZU et al., 1989;
xilana MELLINGER et al., 2005

POLISSACARIDEQOS heteroxilana

HO OH

HO
OH

Fonte: Sigma Aldrich
Figura 1 Estrutura quimica do acido galico.

Fonte: Sigma Aldrich
Figura 2 Estrutura quimica do acido elagico.

OH
OH

OH

Fonte: Sigma Aldrich
Figura 3 Estrutura quimica da corilagina.

De Souza et al. (2002), validaram um método cromatografico para analisar os
compostos fendlicos (incluindo o acido galico) do extrato aquoso das partes aéreas
de P. niruri. J& Markom et al. (2007) utilizando cromatografia liquida, quantificaram
acido galico (Figura 1), acido elagico (Figura 2) e corilagina (Figura 3) em diversos

extratos de P. niruri. Posteriormente, com o mesmo método analitico foi realizada a



quantificacdo de elagitaninos em extratos e P. niruri produzidos por extragcdo por
fluido supercritico (MARKOM et al.,, 2011). Finalmente, Colombo et al. (2009)
publicaram um método para a determinacdo de corilagina nos extratos
hidroalcodlicos de P. niruri. Este foi um trabalho realizado em parceria com o Grupo
Centroflora, para a identificacao, isolamento e validacao de métodos cromatograficos
para o controle de qualidade de extratos produzidos a partir de espécies brasileiras,
entre elas P. nirurie P. corcovadensis.

AMIN e colaboradores (2013), utilizaram cromatografia liquida de ultra
eficiéncia (CLUE) acoplada a espectrébmetro de massas com analisador por tempo
de vbo (TOF) para a identificacdo de acido 4-O-cafeoliquinico e quercetina 3-O-
ramnosideo presentes em fragcdes obtidas de extrato etandlico de P. niruri

Markom et al. (2006, 2007) realizaram a quantificacdo de &cido galico,
corilagina e &cido elagico, em céapsulas de HEPAR-P®, produto contendo extrato
padronizado de P. niruri, produzido a partir de extragdo por solvente seguido por
uma série de etapas de purificagdo cromatografica industrial.

Algumas patentes apresentam métodos de producao de extratos de P. niruri,
dentre elas, uma descreve um extrato hidroalcéolico que foi fracionado por
cromatografia de permeagdo em gel com resina polimérica nao-ibnica de 100 kD,
originando um extrato contendo a fracdo de baixo peso molecular, isto €, contendo
moléculas menores que 100 mil Daltons, sem especificar quais moleculas seriam
estas, e formulagcdo tbépica com indicacdo de uso para tratamento
antienvelhecimento da pele, para reducédo de inflamacao ou para clareamento da
pele (MICHELE et al., 2011; SIMARNA et al., 2011).

O Fox Chase Cancer Center (1987) possui patente sobre preparagéao
farmacéutica a partir da fracdo metandlica obtida por particao liquido-liquido do
extrato hexanico de P. niruri, e administracdo a pacientes que possuem o virus da
Hepatite B. Michael e Michael (2004) obtiveram patente de uso de substancias ou
mistura de substancias — alcaloides, taninos, lignanas, sesquiterpenos, triperpenos e
glicosideos cianogénicos - de espécies de Phyllanthus para tratamento ou

prevencao de infec¢des causadas por Hepatite.

2.1.2 Aspectos Farmacolégicos Sobre Phyllanthus niruri L.

Phyllanthus niruri L. contém lignanas, alcaloides, terpenos e taninos, que se

destacam por terem os seguintes efeitos: hepatoprotecdo, acdo anti-inflamatéria,



antagonismo da endotelina-1, inibicdo da transcriptase reversa e replicacao do HIV,
acao anti-hepatite e aumento da citotoxicidade da vimblastina contra células
cancerosas multirresistentes (MURUGAIYAH; CHAN, 2007; COUTO et al., 2013,
PORTO et al., 2013).

Chauham et al. (1976) em estudos com Crataeva nurvala Buch Ham, isolaram
o lupeol e demonstraram sua acgado anti-urolitiase. Este triterpeno pode estar
relacionado a atividade na prevencao de urolitiase observada em estudos com P.
niruri, uma vez que também esta presente nas raizes desta planta.

Estudos conduzidos por Campos e Schor (1999) demonstraram que o extrato
aquoso de P. niruri produziu a inibicdo da internalizacdo de cristais de oxalato de
célcio (CaOx) pelas células renais caninas (MDCK), sem evidéncia de citotoxicidade,
além de ter sido constatado por Freitas et al. (2002) o impedimento do crescimento
de célculos em um modelo de urolitiase induzida por CaOx em ratos. Barros et al.
(2003) demonstraram que o extrato aquoso de P. niruri interferiu com o processo de
cristalizacdo do CaOx in vitro através da reducédo do crescimento e da agregacao de
cristais e favoreceu a formagcao de uma estrutura cristalina dihidratada de CaOx,
menos aderente.

Estudos farmacolégicos em ratos Wistar utilizando extrato aquoso P. niruri a
3% p/v e extrato etandlico 50% comprovaram sua a ac¢ao caliurética dissociada da
diurese e da natriurese desta espécie (CASTRO-CHAVES et al., 2002).

Em estudo clinico, o cha de P. niruri ndo produziu efeitos adversos ou téxicos
nos pacientes e os dados sobre eficacia sugerem efeitos que promovem a
eliminacdo de calculos renais nos pacientes, bem como a normalizacdo dos niveis
de célcio em pacientes hipercalciuricos (NISHIURA et al., 2004). Portanto, esses
efeitos estao relacionados com o potencial preventivo da formacédo de calculos
renais de P. niruri (BARROS et al., 2006).

Micali et al. (2006) descreve o estudo clinico realizado com 150 pacientes
para a avaliacdo da eficiéncia do uso crénico de Uriston® apés litotripsia extra-
corporea por ondas de choque, técnica realizada para eliminacao de célculos renais.
O produto Uriston® é produzido pela empresa italiana NaturalBradel, contendo
extrato de P. niruri padronizado a 15% de taninos, sendo comercializado na forma
de sachés (NATURALBRADEL, 2013). Os resultados demonstram que a
administracao regular de P. niruri apds litotripsia extra-corpérea por ondas de
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choque resulta em aumento da taxa de calculos livres, prevenindo a recristalizacdo
dos fragmentos e aumentando a eliminacdo dos mesmos (MICALI et al., 2006).

Dados sobre a aplicagédo de P. niruri em estudos in vitro, in vivo e clinicos
para o tratamento da nefrolitiase foram sumarizados por Boim e colaboradores
(2010). Segundo os autores, os resultados indicam que P. niruri interfere com
importantes etapas da formacgao do calculo renal, incluindo a agregacao do cristal, a
internalizacdo pelas células tubulares, além da composicao e estrutura do cristal. J&
os estudos clinicos evidenciam os efeitos benéficos na inducdo do relaxamento
uretral, interferéncia na excrecao de calcio ou ajuda na eliminagédo de fragmentos de
célculos apds litotripsia (BOIM et al., 2010).

Murugaiyah e Chan (2006) investigaram o0s potenciais efeitos
antihiperuricémicos de P. niruri verificando que o extrato metandlico das partes
aéreas diminuiu os niveis de 4cido Urico no plasma de ratos hiperuricémicos, porém
ndao atuou em ratos normais. Os resultados indicaram que o extrato metandlico
provavelmente possui efeito uricosurico através da inibicdo da enzima xantina-
oxidase. As lignanas isoladas do extrato, filantina e hipofilantina, também
apresentaram o efeito anti-hiperuricémico no plasma.

O alcaloide norsecurinina apresentou atividade antiespasmaodica inibindo a
contracdo da musculatura lisa do ureter, propiciando a facilitacao da eliminacédo de
célculos renais (MARQUES, 2010).

Capsulas de HEPAR-P® produzidos pela Nova Laboratories Sdn. Bhd
(Malasia) contendo 250 mg de extrato de P. niruri padronizado (EPN 797) em 10 mg
(4%) de corilagina e 45 mg (18%) de flavonoides totais, dentre eles a rutina, possui
patentes na Malasia (MY-128938-A e MY-140399-A) com acdo comprovada pela
tradicionalidade de uso de Phyllanthus para tratamento de doencas do figado
(NOVA LABORATORIES SDN. BHD, 2013).

Outras atividades apresentadas por P. niruri ou por substancias isoladas da
mesma incluem: acdo antinociceptiva (CALIXTO et al., 1998), antiviral,
antiplasmodica (TONA et al., 2001, 2004; WEI et al., 2012, IFEOMA et al. 2013),
antibacteriana (AMIN et al, 2012), antimicrobiana (RAJESHWAR, et al., 2008;
SHARMA, SINGH, 2013), antidiabética (OKOLI et al., 2011), acdo nefroprotetora
(KANCHANA, PARAMESWARI, 2013), antigenotoxicidade (DE QUEIROZ et al.,
2013), antihiperalgésica (MOREIRA et al, 2013).
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2.2 Urolitiase

A litiase urindria ou urolitiase € uma patologia que atinge o homem desde a
antiguidade. E uma patologia bastante comum, apresentando alta taxa de
recorréncia. Entre 120 e 140 por 1 milhdo irdo desenvolver pedras urinarias por ano
em uma relagdo de 3:1 homem/mulher. Podendo-se afirmar que, aos 70 anos de
idade, 12% das pessoas apresentardo pelo menos um episodio de litiase.
Considerando que 30% desses pacientes sdo hospitalizados e submetidos a alguma
intervencao (extracao cirurgica, fragmentacao), pode-se avaliar o grande impacto
social e econdmico dessa doenca (BARROS et al., 2003; PETROIANU et al., 2001;
TURK et al., 2013).

A partir de meados da década de 1980, o advento dos procedimentos de
litotripsia extracorpérea e endoscopia urolégica, tornaram a abordagem terapéutica -
que antes era apenas cirdrgica - menos agressiva e com morbidade e mortalidade
menores (GOMES et al., 2005).

O desenvolvimento da litiase é um processo complexo e multifatorial, sendo
influenciado pela hereditariedade, nutricdo, idade e etnia; além da presenca de
alteracées do aparelho urinario, como malformacdes e distlrbios metabdlicos. A
associacao da litiase urinaria com Diabetes mellitus, sindrome metabdlica e
obesidade ja estdo bem estabelecidas. Entre as teorias propostas sobre o
desenvolvimento dos célculos renais, € ponto comum entre elas a ocorréncia de
aumento da excregdo urindria dos elementos constituintes dos calculos e/ou
diminui¢cdo da excrecao dos inibidores da cristalizag&o, resultando em uma cristaluria
anormal (GOMES et al., 2005; MAZZUCCHI, SROUGI, 2009).

A formacao de pedras nos rins é iniciada pela supersaturacao urinaria de sais
e retencao de cristais no trato urinario. Pedra nos rins € uma desordem crénica em
humanos sendo que, os tipos mais comuns de pedras renais sdo as de oxalato de
célcio (CaOx). Calculos de oxalato de célcio sdo formados por cristais de CaOx
monohidratado e de CaOx dihidratado, sendo que os CaOx monohidratados sao
mais estaveis termodinamicamente e mais frequentes clinicamente. Como
consequéncia da conservacdo da agua no organismo, a urina normal é
supersaturada com componentes cristalinos, e varios inibidores de macromoléculas,

como por exemplo, a proteina Tamm-Horsfall (THP) e osteopontina P. niruri (OPN),
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tem sido isolados e identificados na urina normal e em calculos renais (BASAVARAJ
et al., 2007).

A fisiopatologia da formagéao de pedras de célcio envolve diferentes fases,
dentre elas: acumulacdo de CaOx e fosfato de calcio, nucleacao, crescimento do
cristal, agregacao do cristal e retencéo do cristal (BASAVARAJ et al., 2007).

Sao fatores promotores da formacao de célculos renais: calcio, sédio, oxalato,
urato, cistina, baixo pH da urina, proteina Tamm-Horsfall e baixo fluxo da urina. Ja
os fatores de inibicio da formacdo de calculos renais atuam prevenindo o
crescimento e agregacao do cristal pelo recobrimento da superficie do cristal de
célcio ou pela complexacdo com calcio e oxalato. Dentre eles estdo: citrato,
magneésio, pirofosfato, proteina Tamm-Horsfall, glicosaminas, protrombina urinaria
fragmento 1, entre outros (BASAVARAJ et al., 2007).

Muitas controvérsias existem sobre a acdo da proteina Tamm-Horsfall inibir
ou promover a agregacao do cristal. Segundo Basavaraj e colaboradores (2007),
muitos autores acreditam que esta proteina é um inibidor efetivo da agregacao de
cristais de oxalato de calcio monohidratado em solugdées com pH alto, baixa forca
ibnica e baixa concentracdo de ions divalentes. Em situagédo contraria, de baixo pH,
altas concentragcdes de célcio, sodio e ions hidrogénio, a atividade inibitéria é
perdida e a proteina pode transformar-se em um promotor de agregacao.

Mazzucchi e Srougi (2009) descrevem 0s principais meios de diagnéstico e
tratamento para a litiase urinaria, utilizados entre os anos de 1979 e 2009. O
diagnéstico por imagens dos calculos do trato urinario baseia-se em: raio-X simples
do abdome, ultrassonografia e urografia excretora, sendo que esta Ultima utiliza
contraste iodado, o qual produz reacdes alérgicas. Também é utilizada atualmente a
tomografia computadorizada helicoidal, apresentando alta sensibilidade e
especificidade, porém é de alto custo. A tomografia computadorizada helicoidal tem
sido considerada a técnica mais precisa no diagnostico por imagem de calculos do
trato urinario (DE FREITAS et al., 2004).

Dentre os tratamentos para a colica ureteral estdo: analgésicos de acao
periférica e antiespasmddicos associados ou ndo aos anti-inflamatorios nao
estereoidais (indometacina, ibuprofeno). Os analgésicos de acao no sistema nervoso
central (tramadol e hidromorfina) sdo utilizados em casos em que o controle da dor é
mais dificil (MAZZUCCHI, SROUGI, 2009; TURK et al., 2013).
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A terapia expulsiva consiste na administracdo de relaxantes da musculatura
ureteral, como por exemplo, nifedipina, doxasozina, tamsulosina, associados ou nao
a corticoides, com o intuito de facilitar a eliminagdo dos calculos (MAZZUCCHI,
SROUGI, 2009; TURK et al., 2013).

Dentre os tratamentos intervencionistas mais utilizados estdo: a litotripsia
extracorpdrea, que consiste na fragmentacdo do célculo por ondas de choque
(LEOC) aplicadas externamente ao paciente; a nefrolitotripsia percutanea (NLPC),
consiste na remocao do calculo inteiro ou fragmentado utilizando um nefroscopio
introduzido na via excretora; e a ureterolitotripsia endoscépica, que consiste na
remocao de calculos do trato urinario por meio de um ureteroscopio introduzido na
uretra. A escolha de um tratamento ou outro depende de uma série de condicdes do
paciente, das caracteristicas morfolégicas e da localizacdo do calculo renal.
(MAZZUCCHI, SROUGI, 2009).

Segundo Turk et al (2013), a cirurgia aberta e a laparoscopia devem ser
consideradas apenas em casos em que as técnicas de litotripsia e os procedimentos
endourolégicos falharem, anormalidades anatémicas e obesidade mérbida.

Atualmente os protocolos de tratamento farmacol6gico para pedras de oxalato
de calcio baseiam-se na reducdo da hipercalciuria utilizando tiazida e citrato de
potassio; reducdo da hiperoxaluria com a restricdio de oxalato; combate a
hipocitratiria e reducdo da acidose tubular renal distal com o uso de citrato de
potassio; e aumento do volume de urina (TURK et al., 2013).

Apesar de progressos substanciais na fisiopatologia e tratamento da doenga,
ndao ha nenhum medicamento adequado para uso na terapia clinica. Assim, um
medicamento para a prevencdo desta doenca ou sua recorréncia seria de grande
interesse. Nos ultimos anos, muita énfase tem sido dada em explorar algumas
substancias naturais que podem atuar como promissores candidatos na prevencao e
tratamento da urolitiase (BARROS et al., 2003; PETROIANU et al., 2001; YASIR,
WAQAR, 2011).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

O presente trabalho tem por objetivo contribuir para a padronizacdo do extrato
de Phyllanthus niruri L. identificando marcadores com possivel aplicagcdo no
tratamento da urolitiase, comparando o perfil de metabdlitos secundarios de

diferentes extratos, avaliando as diferengas sazonais e entre os 6rgaos da espécie.

3.2 Objetivos Especificos

a) Avaliar o perfil quimico de folhas, flores+frutos, caules e raizes de P. niruri
por meio de técnicas cromatograficas com énfase nos seguintes metabdlitos
secundarios: flavonoides, taninos, terpenos e lignanas;

b) Avaliar o perfil quimico de P. niruri de coletas realizadas em diferentes
meses do ano por meio de técnicas cromatograficas com énfase nos seguintes
metabdlitos secundarios: flavonoides, taninos, terpenos e lignanas;

c) Obter fracdes do extrato aquoso para avaliacao por ensaios in vitro da acao
na formagao de cristais de oxalato de calcio;

d) Identificar e quantificar os metabdlitos secundarios na droga vegetal,
extrato aquoso e nas fragdes obtidas.
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4 MATERIAIS E EQUIPAMENTOS

Agitador de tubos Phoenix® Modelo AP56

Agitador mecanico Produtest®

Balanca analitica Gehaka® Modelo BG400

Balanca analitica Marte® modelo AY220

Balanca analitica Metller® Modelo AE200

Balanca analitica Metller® Toledo Modelo XP26

Bomba & vacuo Tecnal® Modelo TE-0581

Cartucho Phenomenex® modelo Strata® C18-E 15 x 10 mm; 55 um

Coluna cromatografica Hypersil ODS-2 150 x 4,6 mm x 5 um

Coluna cromatogréafica Waters® Acquity BEH Fenil 100 x 2,1 mm; 1,7 pm
Coluna cromatogréafica Waters® Acquity HSS T3 C18 100 x 2,1 mm; 1,8 pm;
Cromatoplaca de aluminio silica gel 60 Fasanm Merck® 20 x 20 cm

Cromatoplaca de aluminio silica gel 60 Fasanm Sigma-Aldrich® 20 x 20 cm

Cuba cromatografica de vidro 21 x 21 x 9 cm

Elemento filtrante Nylon® G30

Espectrofotdmetro UV-Vis Shimadzu® UV-1800

Estufa de secagem e esterilizacdo Fanem®320 SE

Estufa de secagem Quimis® 0317H-52

Evaporador rotativo Tecnal® TE-211

Evaporador Tipo Boule Bernauer®

Filtro Rotativo Cipinox®

Liofilizador MicroModulyo®, acoplado a bomba de vacuo Edwards®

Membrana para filtragdo Merck Millipore® GV Durapore® PVDF 47 mm, 0,22 pm
Moinho de Facas Tipo Willye Tecnal® TE-650

Moinho de Martelos Tigre®

Padrdes analiticos (pureza): acido gdlico Chromadex® (96%), acido elagico Sigma
Aldrich® (96%), corilagina Chromadex® (87,1%), filantina Chromadex® (99,7%),
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pirogalol Chromadex® (99%), quercetina USP (99,5%), quercitrina Sigma Aldrich®
(88,6%), rutina USP (100%)

Papel filtrante 125 mm 80 gr

Pipetador Eletrénico HandyStep Eletronic Brand®

P6 de pele Sigma Aldrich®

Ponteiras para HandyStep Plastibrand® PD-Tips de 10 mL, 5 mL, 2,5 mL, 1,25 mL e
500 pL

Reagentes grau PA: acetato de sédio trihidratado Synth®, acido fosfomolibdico
hidratado Neon®, anisaldeido Vetec®, carbonato de sédio anidro Synth®, cloreto de
aluminio Synth®, cloreto férrico hexahidratado Synth®, 2-aminoetil difenilboridrato
Aldrich®, polietilenoglicol 4000 Synth®, tungstato de sédio dihidratado Merck®
Seringa estéril sem agulha BD Luer-Lok Tip Plastipak® 3 mL

Sistema de cromatografia liquida de ultra eficiéncia Waters® Modelo Acquity H-Class
equipado com bomba quaternaria (Quaternary Solvent Manager) Modelo QSM,
amostrador automatico (Sample Manager) Modelo FTN, forno para coluna
cromatogréfica, detector de arranjo de diodos Modelo UPL, software do controle e
aquisicao de dados Empower 3 e software de transferéncia de método analitico
Acquity UPLC Columns Calculator

Software GraphPad InStat 3°

Software GraphPad Prism 3°

Software Microsoft Excel® 2010

Solventes grau cromatografico (Merck®): acetonitrila, &cido acético glacial,
dimetilsulféxido, metanol

Solventes grau PA (Synth®): acetato de etila, acetona, acido acético glacial, acido
formico, acido orto-fosférico, &cido sulfurico, alcool etilico, hexano, n-butanol, tolueno
Tacho com aquecimento e agitacdo Cipinox®

Tamises 20 mesh, 50 mesh, 70 mesh e 80 mesh

Ultrapurificador de agua Maxima Elga® Modelo USF

Ultrassom Unique® modelo Ultra Cleaner 1400

Ultrassom: Unique® modelo USC 2800

Unidade filtrante de seringa Merck Millipore® GV Millex PVDF 33 mm, 0,22 pm

Vial de vidro ambar Flow Supply® 9 mm, 12 x 32 mm, 2 mL



17

5 METODOS

5.1 Droga Vegetal (DV)

O material vegetal para a obtencdo e fracionamento do extrato aquoso foi
coletado no Centro Pluridisciplinar de Pesquisas Quimicas, Biol6gicas e Agricolas
(CPQBA) da Universidade de Campinas — UNICAMP (Paulinia-SP) em 28/02/2012,
no estado fenoldgico de florescimento e frutificagdo. A secagem do material vegetal
foi realizada a 40 °C em estufa com circulagdo de ar por 7 dias. O material vegetal
seco, correspondente ao caule, flor+fruto e folha, foi moido em moinho de martelos.

Para a avaliagédo do perfil sazonal, seis individuos de P. niruri foram coletados
no dia 28 de cada més durante um ano, com inicio em fevereiro de 2012 e término
em janeiro de 2013, no Campo Experimental Agronémico da Anidro Extragdes do
Brasil Ltda, Grupo Centroflora, empresa do ramo farmoquimico, localizada em
Botucatu-SP. As mudas cultivadas na empresa Anidro foram obtidas do CPQBA-
UNICAMP e plantadas no dia 15/12/2011. As amostras foram secas em estufa com
circulacéo de ar a 40 °C. O periodo de secagem foi de 24 h. Os materiais vegetais
secos, correspondente ao caule, flor+fruto e folha, foram entdo moidos
separadamente em moinho de facas.

Para a avaliacdo do perfil quimico de diferentes 6rgdos da planta, seis
individuos de P. niruri L foram coletados em 28/02/2012, no CPQBA-UNICAMP e em
20/08/2012 no Campo Experimental Agronémico da Anidro, Botucatu-SP. Todas as
amostras foram secas em estufa com circulacdo de ar a 40 °C. O periodo de
secagem foi de 3 dias para o material vegetal coletado em fevereiro e 5 dias para o
coletado em agosto. O material coletado em fevereiro foi separado em caule,
flor+fruto e folha, enquanto que o coletado em agosto foi separado em caule, folha e
raiz. O material de cada parte foi fragmentado em liquidificador, até a obtencao de
5,009.
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5.2 Preparacao dos Extratos

5.2.1 Extrato Bruto Seco (EBS)

A extracdo da droga vegetal (3,0 kg) foi realizada em escala piloto sob
aquecimento e agitacao em tacho de aco inox AlSI 304 na empresa Centroflora, com
agua potavel a 70 °C por 1 h, utilizando uma relacao droga vegetal/ solvente de 1:20
(p/v). Apbs, a solugéo extrativa obtida foi filtrada por malha de Nylon de 30 pm em
filtro rotativo. O filtro rotativo é utilizado para filtracdo continua, sendo um tambor
cilindrico horizontal que gira a baixa velocidade parcialmente submerso na solugéo a
filtrar, cuja superficie externa do tambor € feita de metal perfurado sobre a qual €
fixada a malha filtrante (UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA, 2014).
O filtrado foi concentrado sob pressao reduzida em evaporador tipo Boule -
evaporador descontinuo equipado com placas de troca de calor que atuam em
contato direto com o produto e agitador de laminas horizontais que produzem uma
agitacao continua turbuléncia do produto (KLAUS, 2014) - a 70 °C e presséao a - 0,6
bar, sendo chamado de extrato bruto concentrado (EBC), o qual foi em seguida,
congelado a — 80 °C e liofilizado, obtendo-se o extrato bruto seco bruto (EBS).

O extrato bruto seco (EBS) foi destinado a posterior fracionamento.

5.2.2 Extratos Sazonalidade (SA, SE e SHA)

Para a avaliacdo do perfil sazonal, o material vegetal foi extraido com agua,
etanol e hexano: acetato de etila 1:1 (v/v), sequencialmente. O preparo dos extratos
aquosos foi realizado em banho-maria a 65 °C durante 1 h, com agitacdo a cada 10
min. A massa de droga vegetal utilizada foi 10,0 g € o volume de agua foi de 100
mL. Apbés o tempo de extragdo, as solugbes extrativas sobrenadantes foram
separadas dos materiais vegetais por filtracdo simples (papel de filtro) e secas em
estufa de secagem a 60 °C por 5 dias, obtendo-se 0s extratos secos sazonais
aquosos (SA). Cada material vegetal residual foi seco em estufa de secagem a 40
°C por 24 h e entdo extraido com 150,0 mL (divididos igualmente em 3 etapas de
extracdo) de etanol. As extragdes foram realizadas em ultrassom a temperatura
ambiente em 3 etapas de 20 min cada. Apds cada etapa, as solucdes extrativas
sobrenadantes foram separadas dos materiais vegetais residuais por filtracao
simples (papel de filtro). Os filtrados de cada uma das 3 etapas de extragdo foram
agrupados em erlenmeyers, concentrados em rotaevaporador sob pressao reduzida
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(- 600 mmHg) a 60 °C até residuo. O residuo foi solubilizado com 20 mL de etanol,
sendo transferido para frasco de vidro, e secos sob fluxo de ar em capela e,
finalmente, em dessecador com silica gel sob pressao reduzida, obtendo-se assim
0s extratos secos sazonais etandlicos (SE). Os materiais vegetais residuais dessa
etapa foram secos em estufa de secagem a 40 °C por 24 h e entdo extraidos com
150,0 mL (3 etapas) de acetato de etila:hexano 1:1 (v/v) utilizando o mesmo método
descrito para a producdo dos extratos etandlicos. Os extratos acetato de
etila:hexano 1:1 foram denominados extratos secos sazonais hexano-acetato (SHA).

5.2.3 Extratos Diferentes Orgaos

Para a avaliacao do perfil dos diferentes 6rgaos da planta, o material vegetal
foi extraido com agua, etanol e hexano: acetato de etila 1:1 (v/v), sequencialmente.
O preparo dos extratos aquosos foi realizado em banho-maria a 65 °C durante 1 h,
com agitacao a cada 10 min. A massa de droga vegetal utilizada foi 5,0 g e o0 volume
de agua foi de 50 mL. Apdés o tempo de extracdo, as solucbes extrativas
sobrenadantes foram separadas dos materiais vegetais por filtracdo simples (papel
de filtro), congeladas a — 80 °C e liofilizadas, obtendo-se os extratos aquosos secos.
Cada material vegetal residual foi seco em capela sob fluxo de ar e entdo extraido
com 75,0 mL (divididos igualmente em 3 etapas de extracdo) de etanol. As extragdes
foram realizadas em ultrassom a temperatura ambiente em 3 etapas de 20 min cada.
Apbs cada etapa, as solugdes extrativas sobrenadantes foram separadas dos
materiais vegetais por filtracdo simples (papel de filtro). Os filtrados das 3 etapas de
extracdo referentes a mesma parte da planta e solvente foram agrupados em
béqueres, secos sob fluxo de ar em capela e, finalmente, em dessecador com silica
gel sob pressdo reduzida, obtendo-se assim os extratos etandlicos secos. Os
materiais vegetais residuais dessa etapa foram secos em capela sob fluxo de ar e
entdo extraidos com 75,0 mL (3 etapas) de acetato de etila:hexano 1:1 (v/v)
utilizando o mesmo método descrito para a producdo dos extratos etanodlicos. Os
extratos acetato de etilachexano (1:1) foram denominados extrato secos hexano-
acetato. Estas amostras foram preparadas pela aluna de iniciacao cientifica do
Laboratério de Farmacognosia Natéalia Coelho da Silva sob a orienta¢do do prof. Dr.
André Gonzaga dos Santos.
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5.3 Controle de Qualidade da Droga Vegetal e Extrato Bruto Seco

As técnicas utilizadas para a avaliacdo da qualidade da droga vegetal e do
extrato bruto obtido foram realizadas segundo a Farmacopeia Brasileira 52 edicao,
sendo que as adaptacdes realizadas estao descritas abaixo (2010c; 2010d).

5.3.1 Determinacdo de Granulometria da Droga Vegetal Utilizada na Obtengcédo do

Extrato Bruto Seco

Foram separados quatro tamises dentre os que estdo descritos no método
5.2.11 da Farmacopeia Brasileira 52 edicao (BRASIL, 2010c). Montou - se 0 conjunto
com os tamises de maior abertura sobre os de abertura menor, sendo este conjunto
colocado sobre o coletor. Pesou-se 25,0 g da amostra que foram transferidos para o
tamis superior, distribuindo-se uniformemente o p6. Tampou-se o conjunto. O
aparelho foi acionado, por 15 min, com vibracdo adequada em agitador mecénico.
Apés o término do tempo de vibragao foram obtidas as massas do p6 retido em cada
tamis e no coletor.

O percentual retido foi calculado em cada tamis, através da média de trés
determinagoes.

5.3.2 Determinacdo de Agua em Drogas Vegetais

Amostras de 2 g da droga vegetal cominuida foram exatamente pesadas em
pesa-filtros previamente dessecados a 105 °C por 30 min, e tarados. Foram
colocados em estufa por 5 h, a temperatura de 105 °C, até peso constante. Os
resultados foram expressos em porcentagem de agua em relagcdo a droga seca ao
ar, conforme descrito no método 5.4.2.3 da Farmacopeia Brasileira 52 edicao
(BRASIL, 2010c), através da média de trés determinagdes.

5.3.3 Determinacdo da Perda por Dessecacdo no Extrato Bruto Seco - Método
Gravimétrico

Amostras de 1 a 2 g do extrato bruto seco (EBS) foram exatamente pesadas
em pesa-filtros previamente dessecados durante 30 min a 105 °C, e tarados. Os
pesa-filtros foram colocados em estufa por 2 h, a temperatura de 105 °C, até peso
constante. Os resultados foram expressos em porcentagem de perda por
dessecacgao, através da média de trés determinagdes (BRASIL, 2010c).
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5.3.4 Determinacao do Teor de Taninos Totais na Droga Vegetal e no Extrato Bruto
Seco

O método de doseamento de taninos totais, contido na monografia de P. niruri
(BRASIL, 2010d) foi adaptado segundo o que se segue.

Amostras em triplicata de 1,25 g da droga vegetal (DV) moida foram pesadas
e transferidas para erlenmeyer de 250 mL. Foram adicionados 150 mL de agua
purificada e extraidas em banho-maria, sob refluxo, durante 30 min, em temperatura
entre 80 e 90 °C. Apos o tempo determinado, resfriou-se a mistura em agua corrente
que foi transferida para baldao volumétrico de 250 mL. O volume foi completado com
agua purificada. Foi deixado decantar o sedimento e filtrou-se por papel de filtro,
desprezando os 50 mL iniciais do filtrado. Esta solugcao foi chamada de solucéo
estoque DV.

Para a amostra do extrato bruto seco (EBS), 0,5 g foi pesado e transferido
para baldo volumétrico de 250 mL. Foram adicionados 150 mL de &gua purificada e
solubilizou-se em ultrassom durante 30 min, em temperatura entre 25 e 30° C. Apds
o tempo determinado, o volume foi completado com agua purificada. Esta solucao foi
chamada de solucao estoque EBS.

Solugdo amostra para determinacdo de polifendis totais (A1): foram
transferidos 5,0 mL da Solucdo estoque para baldo volumétrico de 25 mL e
completou-se o volume com agua. Foram transferidos 5,0 mL desta solugao para
baldo volumétrico de 50 mL, adicionaram-se 2,0 mL de reagente de Folin-Denis,
completando-se o volume com solucdo aquosa de carbonato de sédio 10,6%. A
absorvancia da solucdo (A1) foi medida em 715 nm em espectrofébmetro UV-Vis,
exatamente 3 min apds a adi¢ao do ultimo reagente, utilizando agua purificada como
branco.

Solugdo amostra para determinacao de polifendis ndo adsorvidos pelo pé de
pele (A2): foram adicionados 0,15 g de p6 de pele SQR a 15,0 mL da Solucao
estoque para erlenmeyer de 50 mL. Agitou-se a solucdo com barra magnética em
agitador magnético, durante 60 min. A solucao foi filtrada por algodao, sendo que o
algodao nao foi lavado. Foram diluidos 5,0 mL desta solucdo para baldo volumétrico
de 25 mL com agua purificada. Foram transferidos 5,0 mL desta solu¢ao para balédo
volumétrico de 50 mL, adicionaram-se 2,0 mL de reagente de Folin-Denis,
completando- se o volume com solucdo aquosa de carbonato de sédio 10,6%. A
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absorvancia da solucdo (A2) foi medida em 715 nm em espectrofébmetro UV-Vis,
exatamente 3 min apds a adi¢do do ultimo reagente, utilizando agua purificada como
branco.

Solugao padrao: foram dissolvidos exatamente 5,0 mg de pirogalol em agua e
diluiu-se para baldao volumétrico de 10 mL com o mesmo solvente. Foram
transferidos 5,0 mL desta solucdo para baldo volumétrico de 100 mL com &gua
purificada. Transferiu-se 5,0 mL desta solugdo para baldao volumétrico de 50 mL,
adicionaram-se 2,0 mL de reagente de Folin-Denis, completando-se o volume com
solucdo aquosa de carbonato de sddio 10,6%. A absorvancia da solucao (A3) foi
medida em 715 nm em espectrofémetro UV-Vis, exatamente 3 min apds a adicao do
ultimo reagente e dentro de 15 min contados da dissolu¢ao do pirogalol, utilizando
agua purificada como branco.

Os resultados foram expressos em teor de taninos totais e de fendlicos totais
quantificados como pirogalol, por meio de trés determinacdes, segundo as

equacoes:
13,12 x (A1—A2
Taninos Totais (%)= 12 ( )
A3xm
Fendolicos Totais (%):M
A3xm
Onde:

A1 = absorvancia medida da Solugdo amostra para polifendis totais;

A2 = absorvancia medida da Solugdo amostra para polifenéis ndo adsorvidos
pelo po6 de pele;

A3 = absorvancia medida da Solucao padrao;

m = massa da amostra considerando-se a determinacgao de agua.

5.4. Fracionamento do Extrato Bruto Seco

5.4.1 Particao Liquido-Liquido

As condicoes de separacao foram realizadas em pequena escala. O extrato
seco foi fracionado primeiro em 3 fragbes por particdo liquido-liquido utilizando
hexano: acetato de etila 8:2 (v/v), n-butanol e agua.
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Foram solubilizados 5,0 g do extrato seco bruto (ESB) em 100 mL de agua
destilada, e foi submetido a particdo inicialmente com hexano: acetato de etila 8:2
(75 mL, 3 vezes). As fases hexano-acetato de etila foram reunidas, concentradas
para eliminacdo total do solvente organico e deixadas em capela para secagem,
obtendo-se a fracdo hexano-acetato de etila (FHAE). A fase aquosa restante foi
submetida a particdo com n-butanol (75 mL, 3 vezes). As fases n-butanol foram
reunidas, concentradas para eliminacao total do solvente organico e deixadas em
capela para secagem, obtendo-se a fracdo n-butanol (FNB). A fase aquosa restante
foi também concentrada e deixada em estufa de secagem a 60 °C, obtendo-se a
fracdo aquosa (FA). Houve a formacdo de uma fase intermediaria, sendo esta
separada das demais, concentrada e deixada em estufa de secagem a 60 °C,
obtendo-se a fragdo emulsao (FE).

Os perfis quimicos das fragcdes foram obtidos por CCD (ltem 5.5.1) e CLUE
(Item 5.5.2) e a determinagdo do teor de acido galico, corilagina e acido elagico
foram realizados por CLUE. Também foi realizada a determinacao de flavonoides
totais (Item 5.7).

5.4.2 Extracao em Fase Sélida

A extracao em fase sélida (EFS) com EBS foi realizada como uma alternativa
ao fracionamento por particao liquido-liquido, com o objetivo de otimizar condi¢des
de fracionamento para obter frac6es de composi¢ao quimica distinta para os ensaios
de formacao de cristais de oxalato de célcio.

Prosseguiu- se o fracionamento de EBS utilizando-se EFS, sendo empregada
uma coluna de vidro (h: 100 mm; @: 45 mm) contendo aproximadamente 80 g de
silica gel (63 - 200 um) como fase estacionaria. Apds empacotamento, a coluna foi
condicionada com 200 mL de acetato de etila. Foram aplicados aproximadamente
4,0 g de EBS previamente solubilizados em 10 mL de metanol: agua (8:2 v/v) e
homogeneizado com 5 g de fase estacionaria, sendo esta mistura seca em estufa a
40° C previamente a aplicagdo. O EBS foi fracionado com 250 mL (2,5 vezes o Vpda
coluna) de cada um dos eluentes abaixo, em propor¢édo volumétrica:

1. acetato de etila

2. acetato de etila: metanol 90:10

3. acetato de etila: metanol 80:20

4. acetato de etila: metanol 60:40



24

5. acetato de etila: metanol 40:60

6. acetato de etila: metanol 20:80

7. metanol

8. agua

Recolheram-se 250 mL de cada fracdo em erlenmeyer, sendo que estas
foram concentradas em evaporador rotatério a 60 °C sob pressédo reduzida, até
eliminacao total do solvente organico e deixadas em capela de fluxo de ar para
secagem.

Os perfis quimicos das fragcdes foram obtidos por CCD (ltem 5.5.1) e CLUE
(Item 5.5.2) e a determinagdo do teor de acido galico, corilagina e acido elagico
foram realizados por CLUE.

5.5. Métodos Cromatograficos

5.5.1 Cromatografia em Camada Delgada (CCD) para ldentificacdo de Taninos,
Flavonoides, Lignanas e Terpenos

5.5.1.1 Extratos Sazonalidade

Os extratos aquosos, etandlicos e acetato de etila: hexano 1:1 (v/v) foram
solubilizados, respectivamente, em agua: metanol 60: 40 v/v (8,0 mg/mL), etanol (30
mg/mL) e DMSO (10,0 mg/mL) por 30 min em banho de ultrassom, sendo
submetidos a analise por CCD utilizando uma série de eluentes e reveladores

seletivos para classes de metabdlitos secundarios.

5.5.1.2 Extratos Diferentes Orgéos

Os extratos aquosos, etandlicos e acetato de etila: hexano 1:1 v/v foram
solubilizados, respectivamente, em agua: metanol 6:4 v/v (10,0 mg/mL), etanol (10,0
mg/mL) e acetato de etila: hexano 1:1 v/v (5,0 mg/mL), sendo submetidos a analise
por CCD.

5.5.1.3 Sistemas Eluentes e Reveladores Cromatograficos

Foram utilizadas cromatoplacas de aluminio (20 x 20 cm x 0,25 mm ou 10 x
10 cm x 0,25 mm) recobertas por silica gel 60 Fassnm. Os eluentes selecionados
foram os que proporcionaram melhor seletividade nas separagées cromatogréficas,
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dentre as diversas condicbes avaliadas para cada classe de metabdlitos
secundarios; inicialmente, foram escolhidas fases méveis para silica gel a partir de
dados da literatura para as classes de metabdlitos, condicoes estas que na maioria
dos casos foram otimizadas para obter-se a seletividade adequada na separacéo
cromatografica. As amostras foram aplicadas na placa com auxilio de um capilar
marcado, visando ser aplicado o mesmo volume das amostras.

Foram utilizados os seguintes sistemas eluentes:

Flavonoides: acetato de etila: acetona: acido acético: agua 6:2:1:1 v/v
(LIONGO et al., 2001), tolueno: acetato de etila: metanol: acido acético
5,3:4,0: 0,5: 0,2 v/v (ANDERSEN, MARKHAM, 2006);

Lignanas: tolueno: acetona 50:1v/v (ELFAHMI, 2005);

Taninos: tolueno: acetato de etila: acido férmico 2,4:5,6:2,0 v/v
(FALKENBERG et al., 2004);

Terpenos: tolueno: acetato de etila: acido acético 9,3:0,5:0,2 v/v
(KHATOON et al., 2006).

Como reveladores cromatogréaficos foram usados:

e Anisaldeido sulfurico: 0,5 mL de anisaldeido foi misturado com 10,0 mL
de acido acético glacial, seguido de 85,0 mL de metanol e 5,0 mL de
acido sulfarico concentrado, nesta ordem. Apos borrifar manteve - se a
cromatoplaca 5-10 min em estufa a 110 °C;

e Natural Products Reagent/polietilenoglicol (NP/PEG): solugdo A -
solucdo metandlica a 1% do éster do acido B-etilamino difenilborico.
Solugdo B - solucao etandlica a 5% de polietilenoglicol 4000. As
solugdes A e B foram misturadas na proporgéao 1:1 (v/v).

e Cloreto férrico 3%: 3,0 g de cloreto férrico foram dissolvidos em 100 mL
de metanol.

5.5.2 Cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia (CLUE) Acoplada a Detector de
Arranjo de Diodos (DAD)

5.5.2.1 Transferéncia do Método Analitico para CLUE-DAD

Baseado em Colombo et al. (2009) e com o auxilio da ferramenta Acquity®
UPLC Columns Calculator, software de transferéncia de métodos analiticos, foi

realizada a transferéncia de um método cromatografico por cromatografia liquida de
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alta eficiéncia (CLAE) para um método por cromatografia liquida de ultra eficiéncia
(CLUE).

As condicbes sugeridas pelo software foram testadas com diferentes tipos de
colunas cromatograficas e otimizadas com a coluna que apresentou melhor
desempenho na separacdao dos analitos. Encontrada a melhor condicédo
cromatogréfica, foram entdo obtidas curvas analiticas com padrdées analiticos de
substancias ja descritas na espécie P. niruri, sendo eles acido galico, acido elagico
(UENO et al., 1988) e corilagina (COLOMBO et al., 2009).

Todas as amostras foram analisadas por CLUE-DAD, sendo que as
quantificagdes foram realizadas pelo software Empower® 3 com base na
extrapolacdo dos valores das areas dos picos e respectivas concentragdes dos
analitos na curva analitica (equacao da reta) com padrao externo.

5.5.2.2 Preparo de Solugbes Padrao

Os padrboes analiticos corilagina, acido galico foram solubilizados com
metanol: agua purificada 40:60 v/v; quercetina, rutina e quercitrina foram
solubilizados com metanol e &cido elagico foi solubilizado com solu¢do de NaOH 0,1
M. Aproximadamente 3 mL de cada solucdo foram filtrados por unidade filtrante de
PVDF 0,22 um para vial, descartando-se os 2 mL iniciais. As concentra¢des de cada
padréo serao apresentadas no item Resultados e Discussao (6.2).

5.5.2.3 Preparo de Solugdes Amostra

Aproximadamente 0,25 g do extrato bruto seco (EBS) foi pesado para balao
volumétrico de 100 mL sendo adicionados 60 mL de agua purificada e deixado em
banho de ultrassom por 30 min. Apds este tempo completou-se o volume com
metanol. Aproximadamente 3 mL de cada solucdo foram filtrados por unidade
filtrante de PVDF 0,22 um para vial, descartando-se os 2 mL iniciais.

Os extratos sazonais aquosos, etandlicos e acetato de etila: hexano 1:1 (v/v)
foram solubilizados, respectivamente, em agua: metanol 60:40 v/v (10,0 mg/mL),
etanol: agua 60:40 v/v (50 mg/mL) e DMSO (8,0 mg/mL) por 30 min em banho de
ultrassom. Apés este tempo foram diluidos 1,0 mL, 0,10 mL e 1,0 mL,
respectivamente, em agua: metanol 60:40 v/v (2,0 mg/mL), etanol:adgua 60:40 v/v
(1,0 mg/mL), em agua: metanol 60:40 v/v (2,0 mg/mL) para baldo de 5 mL.
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Aproximadamente 3 mL da solugéo foram filtrados por unidade filtrante de PVDF
0,22 ym para vial, descartando-se os 2 mL iniciais.

Os extratos de diferentes 6rgaos (aquosos e etandlicos) foram submetidos a
pré-tratamento por EFS. Foi utilizado cartucho C18 (500 mg; 6,0 mL; Perkin Eimer®)
previamente ativado com 8,0 mL de metanol e condicionado com 8,0 mL do eluente
1.

A EFS com os extratos aquosos foi desenvolvida como segue:

12 Ativagao da fase estacionaria: 8,0 mL de metanol;

2° Condicionamento da fase estacionaria: 8,0 mL do eluente 1 (metanol: agua
1:1, v/v);

32 Aplicacao da amostra: 1,0 mL da amostra em solugéao (10 mg/mL; metanol:
agua 1:1, v/v); eluicao recolhendo em frasco tarado (frasco 1).

4° Eluicdo com eluente 1 (metanol: dgua 1:1, v/v): 4,0 mL, recolhendo no
frasco 1.

5° Eluicdo com eluente 2 (metanol: agua 95:05, v/v.): 5,0 mL, recolhendo no
frasco 1.

A EFS com os extratos etandlicos foi desenvolvida como segue:

19 Ativagao da fase estacionaria: 8,0 mL de metanol.

2° Condicionamento da fase estacionaria: 8,0 mL do eluente (metanol: agua
95:05, v/v).

3° Aplicagdo da amostra: 1,0 mL da amostra em solugdo (5 mg/mL;
metanol:agua 95:05, v/v), eluicdo recolhendo em frasco tarado.

4° Eluicdo: 4,0 mL do eluente, recolhendo no mesmo frasco do item anterior.

Apoés a extracdo em fase soélida as amostras foram secas em capela sob fluxo
de ar e, em seguida, em dessecador com silica gel sob pressao reduzida até massa
constante. Os extratos aquosos e etandlicos de diferentes érgaos apds o clean up e
posterior secagem em estufa foram solubilizados com 5,0 mL e 4,0 mL de metanol:
agua (60:40) respectivamente, e deixados em banho de ultrassom por 30 min.
Aproximadamente 3 mL da solugcdo foram filtrados por unidade filtrante de PVDF
0,22 pym para vial, descartando-se os 2 mL iniciais.

Todas as amostras foram injetadas em CLUE e os resultados foram
expressos em teor (%, m/m) de acido galico, corilagina e acido elagico, por meio da
média de trés determinacdes.
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5.5.2.4 Desenvolvimento do Preparo de Amostra Droga Vegetal

O preparo da amostra droga vegetal precisou ser desenvolvido para garantir a
melhor condicdo de extracdo dos marcadores padronizados no método transferido.

Aproximadamente 0,5 g da droga vegetal moida foi pesada e transferida para
erlenmeyer de 125 mL sendo adicionados 50 mL do solvente de extragcao. A amostra
foi extraida em banho-maria a 60 °C sob refluxo por 30 min. Ap6s o tempo de
extragdo e ao atingir a temperatura ambiente a amostra foi filtrada por papel de filtro
para baldao volumétrico de 50 mL e o volume completado com a solugcédo extratora.
Aproximadamente 3 mL da solugéo foi filtrada por unidade filtrante de 0,22 pum para
vial, descartando-se os 2 mL iniciais.

Como solugéo extratora foram testadas varias propor¢cdes da combinacao dos
solventes agua purificada e metanol, as quais serdo apresentadas no item
Resultados e Discusséo (6.3).

5.6 Determinacao de Filantina na Droga Vegetal e Extrato Bruto Seco

A determinacéo de filantina na droga vegetal (DV) e no extrato bruto seco
(EBS) por cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a detector de arranjo de
diodos (CLAE-DAD) foi realizada segundo método adaptado de Murugaiyah e Chan
(2006; 2007). No método original a coluna cromatogréfica utilizada é a Inertsil ODS-3
250 x 4,6 mm x 5 um e foi substituida pela Hypersil ODS-2 150 x 4,6 mm x 5 um.
Outra alteragéo realizada foi a mudanca da temperatura da coluna de 25 °C para
30°C. As demais condi¢coes cromatograficas foram: fase mdvel acetonitrila: agua
purificada (55:45 v/v), elui¢do isocratica, vazdo de 1 mL/min, volume de injegédo de
20 pL e comprimento de onda de 230 nm.

A quantificagéo foi realizada utilizando-se filantina como padrdo externo. A
filantina foi solubilizada em metanol e diluida para as concentracées da curva
analitica, as quais sdo apresentadas na discussdao dos resultados (6.6).
Aproximadamente 3 mL de cada solucao foi filtrada por unidade filtrante de PVDF
0,22 um para vial, descartando-se os 2 mL iniciais.

Aproximadamente 1,25 g da droga vegetal (DV) foi pesada em erlenmeyer de
125 mL e extraida com 100,0 mL (divididos igualmente em 4 etapas de extracédo) de
metanol em banho de ultrassom a temperatura ambiente em 4 etapas de 20 min
cada. Apos cada etapa, as solucdes extrativas foram separadas do material vegetal
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por filtragdo em algodao e reunidas em baldo volumétrico de 100 mL, completando-
se o volume com metanol. Aproximadamente 3 mL da solugdo foram filtrados por
unidade filtrante de PVDF 0,22 um para vial, descartando-se os 2 mL iniciais.

Aproximadamente 1,0 g do extrato bruto seco (EBS) foi pesado em
erlenmeyer de 125 mL sendo adicionados 10 mL de agua purificada e deixado em
banho de ultrassom por 15 min para solubilizacdo. Apds este tempo foram
adicionados 30 mL de metanol e deixou-se em banho-maria a 60 °C sob refluxo por
30 min. Apdés, resfriou-se até temperatura ambiente transferindo essa solugcéao para
baldo volumétrico de 50 mL. Completou-se o volume com metanol.
Aproximadamente 3 mL da solugéo foram filtrados por unidade filtrante de PVDF
0,22 um para vial, descartando-se os 2 mL iniciais.

5.7 Determinacao do Teor de Flavonoides Totais no Extrato Bruto Seco e
Fracoes Obtidas por Particao Liquido-Liquido

A determinagédo do teor de flavonoides totais no extrato bruto seco (EBS) e
nas fracbes aquosa (FA), emulsdo (FE) e n-butanol (FNB) — obtidas por particao
liquido-liquido - por meio de espectrofotometria no visivel, foi realizada utilizando
uma adaptacao do procedimento A apresentado por Yu et al. (2012), este que por
sua vez é uma adaptacdao de Woisky e Salatino (1998) e Chang et al. (2002). No
procedimento apresentado por Yu et al. (2012), um dos reagentes utilizados é o
acetato de potassio, que aqui, foi substituido pelo acetato de sodio, tendo sido feito
os célculos para manter constante o numero de moles de acetato no experimento. A
outra diferencas foi ter completado o volume para 5,0 mL com etanol 95%, ao invés
de agua deionizada, como cita o artigo. As leituras foram realizadas em triplicata.
Foram pesados 25,0 mg de cada extrato e diluidos em 5,0 mL de etanol 95%. Deste
volume foi tomado 0,125 mL e homogeneizado com 3,0 mL de etanol 95%.
Posteriormente, foram adicionados 0,2 mL de cloreto de aluminio (AICls) 10% em
agua e 0,2 mL de solucao aquosa de acetato de sddio 1 M. O volume foi completado
com etanol 95% para 10,0 mL. As solucdes resultantes foram agitadas e mantidas a
temperatura ambiente e protegidos da luz. Apds 30 min foram realizadas as leituras
das absorbancias em espectrofotdmetro em 415 nm, utilizando cubeta de quartzo de
1 cm. A concentracéo final de cada extrato foi de 62,5 mg/L. O branco foi preparado
seguindo 0 mesmo procedimento usado para as amostras, porém, ao invés de
adicionar inicialmente 0,125 mL de amostra, foi adicionado 0,125 mL de etanol 95%.
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A curva analitica foi obtida a partir das leituras de absorbancia de solucbes de
quercetina (etanol 95%) com concentracdes finais de 0,3125, 0,625, 1,25, 2,50 e
5,00 mg/L, preparadas segundo o procedimento descrito para os exiratos, ou seja,
adicionando-se 0,125 mL de solucdes de quercetina com concentracdes adequadas
para obter-se as concentragdes finais citadas.

5.8 Avaliacao da Acao do Extrato Bruto Seco e das Fracoes Obtidas por
Particao Liquido-Liquido de P. niruri Sobre a Cristalizacao de Oxalato de Calcio
in vitro

O extrato bruto seco (EBS) e as fragbes aquosa (FA), emulsdo (FE) e n-
butano (FNB) obtidas por particao liquido-liquido foram enviadas para o Laboratério
de Fisiologia da Universidade Federal da Grande Dourados (UFGD), para serem
testados segundo modelo in vitro de inducdo da cristalizagdo de oxalato de calcio
(CaOx), segundo Barros et al. (2003), pela a aluna de mestrado do Programa de
Pés-Graduagcao em Ciéncias da Saude da UFGD, Leticia Ayran Medina Yabunaka,
sob orientagdo do professor Dr. Marcio Eduardo de Barros e co-orientacdo da
professora Dra. Mirian Aparecida Boim. Também foram avaliados no ensaio o &cido
galico e a quercetina. A fracdo hexano-acetato de etila (FHAE) ndo pode ser testada
devido a pequena quantidade obtida.

O método (Barros et al., 2003) consiste em induzir a precipitacdo de oxalato
de sbdio por meio da adicao de 40 pL da solugcdo de oxalato de sodio 0,1 M para
cada mL de urina de humanos normais, a cada 30 min durante 2 h, sob agitacédo
constante a temperatura de 37 °C. Cada amostra de urina é entdo dividida em duas
aliquotas, sendo que uma aliquota é usada como controle (cristalizacdo sem adicéao
de extrato ou fracbes de P. niruri) e na outra, amostra teste, foram adicionadas
diferentes concentracées (0,05, 0,125, 0,25, 0,5, 1,0, 2,5 e 5,0 mg/mL) do extrato ou
das fracbes de P. niruri, € dos padrdes quercetina e acido galico, respectivamente,
previamente filtradas em filtro 0,22 um, 30 min antes da indug¢ao da precipitagao.

O protocolo para este ensaio foi aprovado no comité de ética da Universidade
Federal da Grande Dourados, sob o protocolo numero 197.530.

5.9 Analise Estatistica

Os dados da sazonalidade e dos diferentes 6rgdos foram analisados com
programa estatistico usando analise de variancia (ANOVA) seguido de poés teste de
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Tukey (MORAES; DE SOUSA, 2007) por meio do software GraphPad Prism® versao
3, sendo que valores de p menores que 0,05 foram considerados significativos.

A anadlise de correlacdao de Pearson (SANTOS et al., 2011) foi realizada por
meio do software GraphPad Prism® versdo 3, sendo que valores de p menores que
0,05 foram considerados significativos.

Os dados do ensaio da avaliacao da acao sobre a cristalizacao de oxalato de
célcio in vitro foram analisados com software GraphPad InStat 3%, sendo que valores

de p menores que 0,05 foram considerados significativos.
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6 RESULTADOS E DISCUSSOES

6.1. Controle de Qualidade da Droga Vegetal e Extrato Aquoso

6.1.1 Determinacado de Granulometria da Droga Vegetal Utilizada na Obtengcao do
Extrato Bruto Seco

A avaliacdo granulométrica é um parametro importante pois representa
influéncia direta sobre a eficiéncia no processo extrativo. Quando a droga moida tem
diametro médio de particula muito pequeno (menor que 0,2 mm) ocorre
comprometimento da filtragdo. Da mesma forma, o didmetro médio de particula
acima de 0,8 mm pode prejudicar a extragao, ndo permitindo a penetragdo do liquido
extrator em todas as células (ALBERTON et al., 2001; MICHELIN et al., 2010).

A determinacgéo da granulometria da droga vegetal, partes aéreas de P. niruri,
coletada no CPQBA — UNICAMP e utilizada na producdo de extrato seco bruto
(EBS) esta abaixo representada através da porcentagem da massa retida em cada
tamis (média de trés determinagdes).

Gréfico 1 Distribuicdo granulométrica da droga vegetal — partes aéreas de P. niruri
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A maior porcentagem, aproximadamente 50%, da droga vegetal moida
apresenta tamanho de particula acima de 850 um, devido a presenca do caule.

Markom et al (2007) encontrou resultado semelhante para a andlise da
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granulometria de caule e partes aéreas de P. niruri, sendo que 43% apresentou
tamanho de particula entre 600 um e 1,18 mm.

6.1.2 Determinacdo de Agua em Drogas Vegetais — Método Gravimétrico

De acordo com Farias (2004), o excesso de agua em drogas vegetais
possibilita a acdo de enzimas, além de propiciar o desenvolvimento de fungos e
bactérias.

O resultado da determinacdo da agua na droga vegetal, partes aéreas de P.
niruri, utilizada na producdo de extrato bruto seco (EBS), representada em
porcentagem de agua como média de trés determinacdes foi de 9,451+0,06%. A
perda avaliada por este método também inclui substancias volateis, mas cabe
ressaltar que a espécie vegetal nao apresenta éleo essencial.

Ja as determinagdes de dgua nas amostras de droga vegetal da avaliacdo da
sazonalidade estado representadas na tabela 2.

Tabela 2 Determinagao de agua: perfil sazonal de P. niruri

Més/Ano Agua (%)
Fevereiro/2012 9,23+0,40
Marco/2012 7,89+0,37
Abril/2012 7,68+0,24
Maio/2012 8,91+0,01
Junho/2012 8,48+0,34
Julho/2012 8,25+0,09
Agosto/2012 8,55+0,17
Setembro/2012 8,86+0,25
Outubro/2012 8,9410,10
Novembro/2012 8,80+0,11
Dezembro/2012 9,05+0,27
Janeiro/2013 8,10+0,11
Média 8,57+0,47

A droga vegetal coletada no més de Abril/2012 apresentou menor
porcentagem de agua e a de Fevereiro/2012 a maior porcentagem de agua.

Os resultados encontrados estdo préximos aos obtidos por Figueira e
colaboradores (2004) em estudo de determinacdo do ponto de secagem adequado
para manter a qualidade no armazenamento de P. niruri por meio de isotermas de
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sorcdo, sendo 8,9% a porcentagem de umidade de equilibrio encontrada pelos
autores.

Borges et al. (2005) que também utilizaram o método de determinacao de
agua em drogas vegetais descrito na Farmacopeia Brasileira para outra espécies
vegetais, obteveram 7,1910,24% para folhas de espinheira-santa (Maytenus ilicifolia
Mart. ex. Reissek) e 10,5810,26% para partes aéreas de maracuja (Passiflora alata
Curtis).

A partir da determinacdo de agua na droga vegetal é possivel calcular o
rendimento da extracao.

6.1.3 Determinacdo da Perda por Dessecacdo no Extrato Bruto Seco - Método

Gravimétrico

A perda por dessecagdo por gravimetria foi realizada no extrato bruto seco
(EBS) para determinagédo do conteudo de 4gua e substancias volateis. O resultado
encontrado em porcentagem de perda por dessecacdo como média de trés
determinacdes foi de 9,06+£0,35%. A partir da perda por dessecacao no extrato bruto

seco € possivel calcular o rendimento da extragéo.

6.1.4 Determinagao do Teor de Taninos Totais na Droga Vegetal e no Extrato Bruto

Seco

Os resultados de porcentagem (m/m) de teor de fendlicos totais e taninos
totais como média de trés determinagdes, considerando a porcentagem de agua no
célculo, estao apresentados na tabela 3 abaixo:

Tabela 3 Determinacéo de Polifendis Totais e Taninos Totais em P. niruri.

Amostra Fenolicos Totais (%, m/m) Taninos Totais (%, m/m)
Droga vegetal (DV) 19,7210,12 12,92+0,06
Extrato bruto seco (EBS) 48,43+1,31 26,44+0,27

O teor de taninos totais da droga vegetal (12,9%) apresentou-se dentro do
especificado na monografia de P. niruri presente na Farmacopeia Brasileira, cujo
valor é de no minimo 6,5% (BRASIL, 2010d).

N&o ha dados na literatura sobre a quantificagdo de taninos totais em P. niruri
utilizando doseamento espectrofotométrico em 715 nm e padrdo pirogalol, com
excecao da Farmacopeia Brasileira 52 edicao. O teor de 48,4% m/m e 26,4% m/m de
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fendlicos totais e taninos totais, respectivamente no extrato bruto seco (EBS) pode
ser relacionados com dados de fendlicos totais encontrados na literatura. E descrito
por Amir et al. (2002), o teor de 37,6% m/m (376 mg/g) de fendlicos totais calculados
como acido gélico para extrato aquoso 5% p/v da planta inteira de P. niruri. Harish e
Shivanandappa (2006) realizando quantificacdo em extratos aquosos liofilizados
12,5% p/v de folhas e frutos de P. niruri, encontraram 9,74% m/m (97,4 mg/g) e
36,0% m/m (360,0 mg/g) de fendlicos totais quantificados como guaiacol. Ja Sabir e
Rocha (2008), obtiveram 10,8-11,1% m/m de fendlicos totais quantificados como
acido galico em extrato aquoso 10% p/v de folhas de P. niruri.

6.2. Desenvolvimento de Método Analitico

6.2.1 Transferéncia de Método Analitico de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
para Cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia

Colombo et al. (2009) desenvolveram um método cromatografico por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) acoplado a detector de arranjo de
diodos (DAD) utilizando como fase movel um sistema gradiente de &cido acético
1,0% e acetonitrila, o qual foi utilizado para a padronizagdo de droga vegetal e
extrato comercial de P. niruri

Com o intuito de tornar as andlises cromatogréaficas da droga vegetal, bem
como dos extratos, mais rapida, com menor consumo de solventes e
consequentemente menor custo analise/produto e menor impacto ambiental, o
método analitico foi transferido para a cromatografia liquida de ultra eficiéncia
acoplada a arranjo de diodos (CLUE-DAD).

As condicdes cromatogréaficas descritas por Colombo et al. (2009) e as
dimensées das colunas cromatograficas foram lancadas no software Acquity UPLC®
Columns Calculator (Figura 4) e este apresentou algumas condi¢des

cromatogréficas para CLUE (Figura 5).
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As condi¢cdes cromatograficas descrita por Colombo et al. (2009) estdo

apresentada na tabela 4.
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Tabela 4 Condicbes cromatograficas segundo Colombo et al. (2009).

Coluna Luna Fenil Hexil 250 x 4,6 mm, 5 ym
Pré-coluna Luna Fenil Hexil 4 x 3 mm, 5 um
Temperatura coluna 25°C
Vazao 1,0 mL/min
Volume de injecao 20 uL
Deteccéao 267 nm
Gradiente
Tempo (min) . A 5%
(Acido acético 1,0 %) (Acetonitrila)
0 87 13
12 63 37
13 0 100
15 0 100
16 87 13
30 87 13

As condicdes cromatograficas inicialmente sugeridas pelo software Acquity®

UPLC Columns Calculator estao apresentadas nas tabelas 5 e 6.

Tabela 5 Condicbes cromatograficas sugeridas pelo software Acquity® UPLC
columns calculator desconsiderando o tamanho da particula.

Coluna 100 x 2,1 mm, 1,7 ym
Temperatura coluna 25°C
Vazao 0,208 mLmin
Volume de pré-injecao 0,346 mL
Volume de injecédo 1,7 yuL
Detecgéo 267 nm
Gradiente
Tempo (min) . A% 5%
(Acido Acético 1,0%) (Acetonitrila)
0 87 13
4.8 63 37
5,2 0 100
6,0 0 100
6,4 87 13

12 87 13
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Tabela 6 Condicdes cromatograficas sugerida pelo software Acquity® UPLC columns
calculator considerando o tamanho da particula.

Coluna 100 x 2,1 mm, 1,7 um
Temperatura coluna 25°C
Vazao 0,613 mL/min
Volume de pré-injecédo 0,346 mL
Volume de injecao 1,7 uL
Detecgéo 267 nm
Gradiente
Tempo (min) . A% 5%
(Acido Acético 1,0%) (Acetonitrila)
0 87 13
0,71 63 37
0,87 0 100
1,63 0 100
2,04 87 13
4,08 87 13

Com o intuito de preservar o perfil cromatografico quando um método
cromatografico é transferido de CLAE para CLUE é necessario considerar o dwell
volume, ou seja, o volume do sistema de mistura de fase mével e tubulagdes entre
os dois sistemas. O software Acquity® UPLC Columns Calculator automaticamente
ajusta o tempo do gradiente baseado nessa diferenca de volume.

O parametro volume de pré-injecao habilita o gradiente a iniciar antes que a
injecdo seja desencadeada, dessa forma mantem constante o dwell volume para a
proporcao de volume de coluna em ambos os sistemas (WATERS CORPORATION,
2010).

As condigdes propostas foram testadas utilizando-se a coluna Acquity® BEH
fenil (100 x 2,1 mm; 1,7 um) injetando-se o padréo corilagina na concentragéo de
0,095 mg/mL e o extrato bruto seco (EBS) na concentracdo de 4,8 mg/mL
solubilizados em metanol: agua purificada 40:60 (v/v) para avaliacao dos parametros
cromatograficos como tempo de retencao (i), resolucao (Rs), pratos tedéricos (N) e
seletividade (a). As variacdes realizadas envolveram vazao de fase mével, volume
de pré-injecdo, tempo de analise e fase movel. As alteragdes realizadas estao
descritas na tabela 7.
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O monitoramento foi realizado entre 200 e 400 nm, porém os cromatogramas
foram processados em 267 nm para todos os testes, segundo descrito em Colombo
et al. (2009). O volume de inje¢éo de 1,7 pL e a temperatura da coluna em 25 °C
também foram mantidos iguais para todos os testes.

Tabela 7 Coluna BEH - condicbes cromatograficas testes 1 a 6.

Condicoes cromatograficas

Testes Vazao Pré-injecao Tempo de corrida
(mL/min) (mL) (min)
T1.BEH 0,208 0,346 12
T2.BEH 0,208 0,346 12
T3.BEH 0,500 0,346 4,08
T4.BEH 0,500 0,346 4,08
T5.BEH 0,300 0 4,08
T6.BEH 0,300 0 4,08

Os parametros avaliados nos testes com a coluna Acquity Fenil BEH estédo
demostrados na tabela 8.

Tabela 8 Coluna BEH - Parametros cromatograficos avaliados.

Parametros Testes
Cromatograficas TI.BEH T2BEH T3.BEH T4BEH T5.BEH T6.BEH
t, 2,5 2,4 0,8 0,8 1,3 2,1
Re ¥ 1,7 3,0 1,7 1,2 3,8 3,3
N 26875 15429 36044 36058 12961 8979
a® 1,1 1,2 1.1 1,0 1,5 1,4

(1) Tempo de retengao da corilagina
(2) Resolugéo entre o pico da corilagina e o pico imediatamente anterior.
(3) Seletividade entre o pico da corilagina e o pico imediatamente anterior

Apesar do marcador corilagina, apresentar maior retencao nos testes T1.BEH,
T2.BEH e T6.BEH, os testes realizados com a coluna Acquity Fenil BEH ndo foram
satisfatorios para a resolucdo dos demais picos presentes no EBS, como pode ser
visto nos cromatogramas anexos (Figura 53).

Dessa forma, foram realizados testes com a coluna Acquity® HSS T3, a qual é
empacotada com silica contendo grupo alquil C18 trifuncional, que aumenta a
retencéo de compostos polares (VRHOVSEK et al., 2012).
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As condicbes cromatograficas apresentadas nas tabelas 6 e 7 foram testadas
na coluna Acquity® C18 HSS T3 (100 x 2,1 mm; 1,8 pm) injetando-se o padrédo
corilagina na concentragcdo de 0,078 mg/mL e o extrato bruto seco (EBS) na
concentracdo de 5,6 mg/mL solubilizados em metanol: dgua purificada 40: 60 (v/v)
para avaliacdo dos parametros cromatograficos como tempo de retencédo (i),
resolucdo (Rs), pratos tedricos (N) e seletividade (a). As otimizacdes realizadas
estao descritas na tabela 9.

O monitoramento foi realizado entre 200 e 400 nm, porém os cromatogramas
foram processados em 267 nm para todos os testes, segundo descrito em Colombo
et al. (2009), o volume de pré-injecao de 0,346 mL e o volume de injegao de 1,7 uL
também foram mantidos iguais para todos os testes.

Tabela 9 Coluna HSS T3 - condigdes cromatograficas testes T1 a T14.

Condigcoes cromatograficas

Testes Temperatura coluna Vazao = Tempo de corrida
(°C) (mL/min) (min)
CH;COOH 0,1%
T1.HSST3 25 0,208 12
ACN
CH3;COOH 1,0%
T2.HSST3 25 0,208 12
ACN
CH3;COOH 0,1%
T3.HSST3 25 0,500 4,08
ACN
CH3;COOH 1,0%
T4.HSST3 25 0,500 4,08
ACN
CH;COOH 0,1%
T5.HSST3 25 0,300 4,08
ACN
CH;COOH 1,0%
T6.HSST3 25 0,300 4,08
ACN
CH;COOH 0,1%
T7.HSST3 25 0,208 7,5
ACN
CH3;COOH 1,0%
T8.HSST3 25 0,208 7,5
ACN
CH3;COOH 0,1%
T9.HSST3 30 0,208 12
ACN
CH3;COOH 1,0%
T10.HSST3 30 0,208 12
ACN

T11.HSST3 30 0,150 CH;COOH 0,1% 12
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ACN

CH;COOH 1,0%
T12.HSST3 30 0,150 12
ACN

CH;COOH 0,1%
T13.HSST3 35 0,150 12
ACN

CH3;COOH 1,0%
T14.HSST3 35 0,150 12
ACN

Os parametros avaliados nos testes com a coluna Acquity HSS T3 estéao

demostrados na tabela 10.

Tabela 10 Coluna HSS T3 - Parametros cromatograficos avaliados em relagéo a

corilagina.
e Parametros cromatograficos

1, ™ R, @ N a®@
T1.HSST3 29 53 56379 1,2
T2.HSST3 2,8 1,9 47223 1,1
T3.HSST3 0,9 1,8 31588 1,1
T4.HSST3 0,9 3,9 33719 1,2
T5.HSST3 2,5 4,0 159146 1,1
T6.HSST3 2,4 1,9 140388 1,0
T7.HSST3 2,8 4,4 59272 1,1
T8.HSST3 2,6 2,1 49857 1,1
T9.HSST3 2,7 4,5 58528 1,2
T10.HSST3 2,5 2,2 49094 1,1
T11.HSST3 3,4 3,6 60447 1,1
T12.HSST3 3,3 1,5 56451 1,0
T13.HSST3 3,3 3,5 59451 1,1
T14.HSST3 3,2 1,5 55432 1,0

(1) Tempo de retengao da corilagina
(2) Resolugéo entre o pico da corilagina e o pico imediatamente anterior.
(3) Seletividade entre o pico da corilagina e o pico imediatamente anterior

Por meio da avaliacdo dos cromatogramas obtidos (vide anexo Figura 54) e
de seus respectivos parametros cromatograficos foi possivel verificar que, embora o
teste T1.HSST3 tenha apresentado a maior resolucéo (Rs = 5,3) entre a corilagina e
0 pico anterior a ela, o teste T11.HSST3 (Figura 6) apresentou maior tempo de
retencdo do marcador corilagina (t; = 3,4 min) dentre todos os testes realizados, bem
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como melhor resolucéao (Rs = 3,6) entre a corilagina e o pico anterior a ela no EBS
quando comparado com os testes T12.HSST3 a T14.HSST3. Dessa forma, a
condicado cromatografica do teste T11.HSST3 atende o critério de resolucao
adequada e foi elencada para a realizagao das analises por CLUE-DAD.

Realizando a varredura de 200 a 400 nm em arranjo de diodos pode-se
confirmar que o comprimento de onda em 267 nm é o mais adequado para a
extracdo do cromatograma (Figura 6), pois a corilagina apresenta banda com
absorcdo maxima neste comprimento de onda.
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Figura 6 Cromatogramas Corilagina (A) e EBS (B) — condi¢dao T11.HSSTS3.
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Como ap6s o tempo de 7 min ndo se observa nenhum pico, e aos 6,4 min o
gradiente inicia o retorno a sua condi¢do inicial, o tempo de analise foi reduzido de

12 para 8 min sem prejuizo dos parametros cromatograficos e resolucdo dos picos.
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Abaixo (tabela 11) segue a descricdo da condicao cromatografica transferida
de CLAE-DAD para CLUE-DAD.

Tabela 11 Método analitico transferido de CLAE-DAD para CLUE-DAD.

Coluna Acquity® C18 HSS T3 100 x 2,1 mm, 1,8 ym
Temperatura coluna 30 °C
Temperatura amostrador 25°C
Vazéo 0,150 mL/min
Volume de pré-injecao 0,346 mL
Volume de injegcao 1,7 uL
Detecgéo 267 nm
Gradiente
Tempo (min) , FM A % FM B %
(Acido acético 0,1 %) (Acetonitrila)
0 87 13
4,8 63 37
5,2 0 100
6,0 0 100
6,4 87 13
8 87 13

Em trabalho realizado para a avaliacdo do perfil quimico de extratos
produzidos por extracdo com fluido supercritico, utilizando etanol 50% e 70% como
co-solvente, foi possivel a deteccao de flavonoides como quercetina e rutina
(Markom et al., 2011).

Na tentativa de identificar os demais picos existentes no extrato bruto seco
(EBS) foi realizada a comparagao deste com metabdlitos secundarios descritos na
literatura em P. niruri

Foi realizada a identificacdo em EBS por meio da comparagcdo dos tg e
espectro de absorcdo no UV dos picos dos cromatogramas (200 - 400 nm) dos
padrées analiticos corilagina (0,062 mg/mL), acido galico (0,115 mg/mL), acido
elagico (0,101 mg/mL), rutina (0,121 mg/mL), quercetina (0,143 mg/mL), quercitrina
(0,061 mg/mL) com picos no cromatograma da solugcéo de EBS (8,040 mg/mL).

Na tabela 12 sdo apresentados os valores de tg dos padrdes analiticos e de
picos no cromatograma de EBS.



Tabela 12 Identificacao de metabdlitos secundarios.
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Tempo de retencao (min)

Marcadores
Padré6es analiticos EBS
Acido galico 2,161 2,149
Corilagina 3,346 3,363
Acido eldgico 4,720 4,694
Rutina 4,282 ND
Quercetina 6,279 ND
Quercitrina 5,227 5,225

ND — Nao Detectado

Pode-se observar que os valores de tg do &cido galico, acido elagico,

corilagina e quercitrina sdo muito semelhantes na solucao padrao e na solugao EBS,

indicando que estes marcadores estdo presentes no extrato seco. Nao foi observado

no EBS nenhum pico com tg pré6ximo ao da quercetina e da rutina.

Nas figuras 7 a 14 estdo representados os cromatogramas e respectivos

espectros de absorcdo no UV dos picos dos padrdes corilagina (0,062 mg/mL), acido
galico (0,115 mg/mL), acido elagico (0,007 mg/mL), quercetina (0,143 mg/mL),
quercitrina (0,061 mg/mL) e rutina (0,121 mg/mL), bem como da solucao EBS (8,04

mg/mL).
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Figura 7 Cromatograma e espectro no UV: corilagina.
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Figura 13 Cromatograma: extrato bruto seco (EBS).
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Figura 14 Espectros no UV de picos do cromatograma do extrato bruto seco (EBS);
tgr estdo indicados na parte superior direita.

Por meio dos espectros de absorcdo no UV foi possivel confirmar que os
picos com tg de 2,15, 3,36 e 4,69 min se tratam de acido galico, corilagina e acido
elagico, respectivamente. O espectro de absor¢cdo no UV do pico com tg de 4,04
min, que poderia ser correspondente a rutina, apresentou maximo de absorcao
distinto na segunda banda, sendo 255 nm e 354 nm na solugéo padrao rutina e 254
e 349 nm na solucado EBS. O pico com tg de 5,22 min se trata do marcador
quercitrina, pois o perfil do espectro no UV apresenta os maximos de absorcédo em
254 e 348 nm tanto na solucéo padrao quercitrina como na solugéo EBS.

Através da avaliacao do tg e espectro de absorcao no UV, nédo foi possivel
detectar rutina e quercetina no extrato bruto seco (EBS).

Dessa forma, o método analitico demonstrou ser adequado para a
quantificacao de acido galico, corilagina e acido elagico em P. niruri. Markom et al.
(2007; 2011), realizaram a quantificacdo dos mesmos marcadores em extratos
preparados por diferentes solventes e métodos de extracdo, bem como em extrato
comercial padronizado de P. niruri (HEPAR-P®) utilizando sistema gradiente
contendo acido fosférico 0,1% e acetonitrila, coluna C18 e detec¢cdo em 270 nm.

6.2.2 Curvas Analiticas (Padrdo Externo) : Acido Galico, Corilagina e Acido Elagico

Para as analises das amostras de P. niruricom o método analitico transferido
e otimizado foram construidas trés curvas analiticas (acido galico, corilagina e acido
elagico) com cinco solugdes de diferentes concentracées cada, sendo utilizado o
software Empower® 3.

A solucao estoque de acido galico a 0,20 mg/mL foi diluida originando
solugbes com as seguintes concentracbes: 0,004 mg/mL, 0,032 mg/mL, 0,040
mg/mL, 0,048 mg/mL, 0,080 mg/mL, e cada solucéao foi injetada em ftriplicata.

Na figura 15 esta representada a curva analitica do acido galico como uma
relagdo entre a meédia da area do pico e a respectiva concentragcao (Amount; mg/L)
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de cada ponto da curva, sendo y = 3,28*10% + 2,82*10* a equagdo da reta e o R® =
0,9990.
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Figura 15 Curva analitica padrao externo: acido galico.

A solucao estoque de corilagina a 0,30 mg/mL foi diluida originando solucdes
com as seguintes concentragdes: 0,015 mg/mL, 0,06 mg/mL, 0,075 mg/mL, 0,090
mg/mL, 0,150 mg/mL, e cada cada solucéo foi injetada em triplicata.

Na figura 16 esta representada a curva analitica da corilagina como uma
relagdo entre a média da area do pico e a respectiva concentragcao (Amount; mg/L)
de cada ponto da curva, sendo y = 2,03*10*— 1,37*10* a equacgdo da reta e o R® =
0,9996.

Amount

Figura 16 Curva analitica padrdo externo: corilagina.

A solugcdo estoque de acido elagico a 0,15 mg/mL foi diluida originando
solugbes com as seguintes concentracdes: 0,007 mg/mL, 0,028 mg/mL, 0,035
mg/mL, 0,042 mg/mL, 0,063 mg/mL, e cada concentracao injetada em triplicata.

Na figura 17 esta representada a curva analitica do acido elagico como uma
relagdo entre a média da area do pico e a respectiva concentragcdo (Amount; mg/L)
de cada ponto da curva, sendo y = 3,35*10% + 1,89*10°x a equacdo da reta e o R® =
0,9813.
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Figura 17 Curva analitica padrdo externo: acido elagico.

Por meio das curvas analiticas foram determinados os limites de deteccao

(LD) e quantificacéao (LQ) tedricos através das equacdes abaixo:

LD :DP x3
IC
DP x10
LO=
Q IC

Onde:

DP = desvio padrao do intercepto com o eixo y de trés curvas analiticas

IC = inclinacdo da curva analitica (BRASIL, 2003).

Os resultados tedricos encontrados para o limite de detecgdo (LD) foram:
0,459 mg/L; 0,946 mg/L e 1,460 mg/L para acido galico, corilagina e acido elagico,
respectivamente. Os limites de quantificacdo (LQ) obtidos para &acido galico,
corilagina e acido elagico, foram respectivamente: 1,530 mg/L; 3,153 mg/L e 4,867
mg/L.

Os resultados de LD e LQ para o marcador corilagina no método transferido
de CLAE-DAD para CLUE-DAD estao condizentes com os encontrados por Colombo
et al. (2009), sendo eles 0,987 mg/L e 3,290 mg/L, respectivamente.

6.3. Determinacdo de Teor de Acido Galico, Corilagina e Acido Elagico em
Droga Vegetal P. niruri

6.3.1 Desenvolvimento do Preparo de Amostra Droga Vegetal

Afim de conseguir extrair da droga vegetal a maior quantidade possivel dos
trés analitos (acido galico, corilagina e acido elagico) realizou-se testes de extracédo
seguindo o procedimento descrito no item 5.5.2.4 e utilizando-se as solugdes
extratoras descritas na tabela 13.
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As solucdes extrativas obtidas foram analisadas por CLUE em triplicata e os
respectivos resultados de teor estdo apresentados na tabela abaixo.

Tabela 13 - Testes extracdes droga vegetal.

Teste Fracao Acido galico Corilagina Acido elagico

(%, m/m) (%, m/m) (%, m/m)
T1 Agua purificada 0,14+0,00 1,4840,02 0,16+0,00
T2 Metanol: dgua purificada 50:50 v/v 0,04+0,00 1,87+0,00 0,21+0,01
T3 Metanol 0,01+0,02 0,29+0,00 0,18+0,00
T4 Metanol: agua purificada 40:60 v/ 0,04+0,00 1,80£0,00 0,21+0,00
T5 Metanol: agua purificada 30:70 v/v 0,05+0,00 1,88+0,00 0,23+0,00
T6 Metanol: agua purificada 20:80 v/v 0,06+0,00 1,8310,01 0,25+0,01
T7 Metanol: 4gua purificada 25:75 v/v 0,24+0,02 2,00+0,04 0,35+0,03

A condicdo de extracdo T7 apresentou a maior recuperacao total dos trés
marcadores, dessa forma ela foi elencada como sendo a condi¢cao de preparo para a
droga vegetal.

Para garantir a melhor amostragem da droga vegetal e a confiabilidade dos
resultados, a tomada de amostra foi ajustada de 0,5 g para 1,2 g, bem como a
concentragcao, ou melhor, a relagao droga vegetal/ solvente foi alterada de 10 mg/mL
para 6 mg/mL mantendo—se o método de extracdo como descrito em 5.5.2.4.

Na figura 18 esta representado o cromatograma da solucao extrativa da droga
vegetal na relacao de 6 mg/mL.
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Figura 18 Cromatograma: droga vegetal P. niruri (relacdo droga vegetal/ solvente de
6 mg/mL).
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Os teores médios (%, m/m) de trés determinagdes na droga vegetal de acido
galico, corilagina, acido elagico, bem como a somatéria de &cido elagico, acido
galico e corilagina (AEGC) foram 0,18+0,01%, 2,46+0,04%, 0,41+0,01% e
3,511£0,06%, respectivamente, considerando a porcentagem de umidade no calculo
(Item 6.1.2).

Ao avaliarem o efeito de solventes e métodos de extracdo na obtencdo de
taninos hidrolisaveis (acido galico, corilagina e acido elagico), Markom et al. (2007)
encontraram o teor de 0,18% m/m de &cido gélico realizando extragdo por Soxhlet
com etanol 70% durante 3 h. Neste mesmo trabalho, utilizando-se extragdo com
agua pressurizada e adgua como co-solvente em extracao com fluido supercritico,
obtiveram-se respectivamente, 2,42% e 2,45% m/m de corilagina. Para o &cido
elagico, todos os solventes e métodos de extracao testados apresentaram teores
superiores a 5,10% m/m. Os dados encontrado por Markom et al. (2007) corroboram
com os obtidos neste trabalho, com exceg¢do do acido elagico, sendo que essa
diferenca pode estar relacionada ao método de extracdo (Soxhlet) ou devido a
origem da droga vegetal. Os autores dos estudos aqui citados ndo mencionam se
consideravam a umidade dos extratos no célculo.

A somatéria de acido elagico, acido galico e corilagina (AEGC) (3,51% m/m)
quantificados por CLUE representam aproximadamente 27,2% dos taninos totais
quantificados por método UV-Vis. Isso pode ter ocorrido devido a diferenca de
especificidade dos métodos de analise, sendo que a cromatografia liquida & mais
especifica do que métodos espectrofotométricos para andlise de matérias-primas
vegetais, mas também deve ser considerada a possivel presenga de outros taninos
néo identificados neste estudo.

6.4 Extratos e Analises Cromatograficas

6.4.1 Extrato Bruto Seco

Foram utilizados 3,0 kg de droga vegetal moida e 60 L de dgua potavel. Apds
o tempo de extracdo, a solucédo extrativa obtida foi filtrada, obtendo — se 42 L de
filtrado (F). O filtrado foi entdo concentrado obtendo—se 1,65 L de extrato bruto
concentrado (EBC) com 21,47+0,33% de solidos totais.

Posteriormente o extrato bruto concentrado (EBC) foi congelado a - 80° C e
liofilizado, obtendo-se 326,87 g do extrato bruto seco (EBS), com umidade de
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9,06%0,35% e rendimento de 10,9% (m/m), calculado em base seca tanto para a
droga vegetal como para o extrato.

O fluxograma 1 representa a obtencao do extrato bruto seco apartir da droga
vegetal respectivas analises realizadas.

Droga Vegetal Analises da droga vegetal:

Item 5.3.1 (Granulometria)

(DV) .
Item 5.3.2 (Determinacéo de Agua)
Item 5.3.4 (Colorimétrico)
Item 5.5.2 (CLUE)
Item 5.6 (CLAE)
Item 5.7 (Colorimétrico)
Filtrado

(F)

Extrato Bruto Concentrado
(EBC)

Extrato Bruto Seco Analises do extrato bruto seco:

Item 5.3.3 (Perda por Dessecacao
(EBS) ( P ¢ao)

Item 5.3.4 (Colorimétrico)
ltem 5.5.2 (CLUE)

Item 5.6 (CLAE)

Item 5.7 (Colorimétrico)

Fluxograma 1 Obtencéo do extrato bruto seco de P. niruri e andlises realizadas.

O rendimento obtido apresenta—se abaixo do encontrado por Sabir e Rocha
(2008), os quais prepararam extratos aquosos com dois lotes diferentes de P. niruri
na proporcao de droga vegetal: solvente extrator 1:10 m/v, obtendo de 21- 23% m/m
de rendimento. Harish e Shivanandappa (2006) obtiveram rendimento de 56% para
extrato aquoso liofilizado 12,5% m/v de folhas e 32% m/m de rendimento para
extrato aquoso liofilizado 12,5% m/v de frutos de P. niruri.

Para extracdes realizadas com caules e partes aéreas de P. niruri foram
encontrados rendimentos de 26,2% m/m para extracdo aquosa a 3,3% m/v por
Soxhlet; 17,8% m/m para extracao a 13,9% m/v por fluido supercritico, sendo agua o
co-solvente; e 27,0% m/m para extragdo com dagua pressurizada a 5,6% m/v
(MARKOM et al., 2007).
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O rendimento mais proximo ao obtido para o EBS, foi também reportado por
Markom et al (2007), sendo de 8,5% m/m para extracdo de caules e partes aéreas
de P. niruria 3,3% p/v por fluido supercritico com etanol 70% como co-solvente.

Foi realizada a determinacao de acido galico, corilagina e acido elagico por
CLUE-DAD, injetando-se solugées do EBS (1,5 mg/mL) preparadas em triplicata,
segundo descrito no item 5.5.2.2.

Na figura 19 esta apresentado o cromatograma do EBS.
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Figura 19 Cromatograma extrato bruto seco P. niruri.

Os teores médios (%, m/m) de trés determinacbées no extrato bruto seco de
acido galico, corilagina, acido elagico, bem como a somatoéria de acido elagico, acido
galico e corilagina (AEGC) foram 0,53+0,01%, 4,78+0,03%, 0,78%+0,01% e
6,0910,06%, respectivamente, considerando a porcentagem de umidade do extrato
bruto seco calculo (ltem 6.1.3).

Tais resultados apresentam-se superiores ao encontrados por Markom et al.
(2007) em extrato comercial de P. niruri padronizado (HEPAR-P®), sendo 0,21%
m/m de acido galico, 2,64% m/m de corilagina e 4,17% m/m de acido elagico.

O teor de acido galico encontrado no EBS também € maior que o apresentado
por Markom et al. (2007), em extracdo de caules e partes aéreas de P. niruri com
fluido supercritico (0,48% m/m) quando agua é utilizada como co-solvente. Ja o teor
de corilagina encontrado no EBS é maior em extracdées a 27,8% m/v com agua
pressurizada a 100°C e 100 bar (4,11%, m/m), fluido supercritico (2,42%, m/m) e
Soxhlet (2,96%, m/m) utilizando dgua como co-solvente e solvente, respectivamente.

O teor de acido elagico & maior para todas as extracbes aquosas realizadas por
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Markom et al. (2007), com excecdo da extragcdo com agua pressurizada a 60 °C e
150 bar (5,10%, m/m). Os autores dos estudos aqui citados ndo mencionam se a
umidade do extrato € descontada no célculo dos resultados.

Relacionando-se os resultados da somatéria AEGC, quantificados por CLUE
com o teor de taninos totais obtidos por espectrofotometria UV-Vis, tem-se que estes
(AEGC) representam aproximadamente 23,0% dos taninos totais encontrados por
UV-Vis.

6.4.2 Extratos Sazonalidade

Segundo Gobbo-Neto e Lopes (2007), a época em que uma droga € coletada
€ um dos fatores de maior importancia, visto que a quantidade e, as vezes, até
mesmo a natureza dos constituintes ativos ndo € constante durante o ano, sendo
relatadas na literatura variagcbes sazonais no conteudo de praticamente todas as
classes de metabdlitos secundarios.

Para a avaliacdo do efeito da sazonalidade na produgdo de metabdlitos
secundarios a droga vegetal moida de cada més de coleta extraida sequencialmente
com agua purificada, etanol e acetato de etila: hexano (1:1 v/v), resultou em extratos
secos sazonais aquosos (SA), extratos secos sazonais etandlicos (SE) e extratos
secos sazonais hexano-acetato de etila (SHA), respectivamente. O uso da extracao
sequencial com polaridade decrescente justifica-se pelo fato de obter-se inicialmente
o perfil quimico relacionado ao uso da espécie na forma de infuso ou extrato aquoso
e, a seguir, com o uso de etanol e de hexano: acetato de etila um perfil quimico mais
amplo incluindo substancias de média a baixa polaridade presentes no material
vegetal.

O fluxograma 2 representa a obtencédo dos extratos sazonais e respectivas

andlises realizadas.
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Residuo da
(SA) Droga Vegetal

Extratos Sazonais Aquosos

Residuo da Extratos Sazonais Etandlicos

Droga Vegetal (SE)

Analises dos extratos sazonais:
Item 5.5.1 (CCD)
Item 5.5.2 (CLUE)

Extratos Sazonais Hexano-
Acetato de Etila (SHA)

Fluxograma 2 Obtencéo dos extratos sazonais e andlises realizadas.

Seguem abaixo (Grafico 2) os rendimentos totais e de cada solvente extrator
para os extratos sazonais.

Gréfico 2 Rendimento extracdes perfil sazonal de P. niruri.
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Por meio dos resultados apresentados no grafico pode-se observar que o0s
maiores rendimentos do extrato aquoso e do total foram conseguidos em fevereiro e
abril/2012. J& os menores valores para o extrato aquoso foram obtidos em outubro e
dezembro/2012 e para o total em setembro e outubro/2012. De forma geral, os
maiores rendimentos foram observados nos primeiros seis meses do ano.
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Segundo Martins (2008), o rendimento (%,m/m) de extratos aquosos obtidos a
partir de P. niruri cultivado na UFSCar-Sao Carlos, sendo as coletas realizadas nos
meses de janeiro, abril e outubro de 2007, foram respectivamente, 14,1%, 13,1% e
16,1%. O rendimento da extragdo aquosa (SA), 13,9% m/m, a partir de coleta
realizada em Botucatu-SP, no més de abril/2012, apresenta-se préximo ao obtido
por Martins (2008) para 0 mesmo més no ano de 2007, em coleta realizada em Sao
Carlos-SP. Ja os rendimentos das extragdes aquosas de outubro/2012 (6,7% m/m) e
janeiro/2013 (7,5% m/m) das coletas de Botucatu-SP diferem das encontradas por
Martins (2008).

N&o ha relatos na literatura sobre avaliagcdes do perfil qualitativo e quantitativo
de extratos de diferentes polaridade e de coletas realizadas durante doze meses de
um ano, para a espécie P. niruri. Segundo Yariwake et al. (2005), para propor
critérios de padronizacao de medicamentos fitoterapicos é imprescindivel conhecer a
variabilidade quimica da espécie vegetal utilizada como matéria-prima.

Através da cromatografia em camada delgada foi possivel avaliar
qualitativamente o perfil cromatografico dos extratos de diferentes polaridades (SA,
SE e SHA) obtidos com coletas realizadas durante doze meses de um ano.

Foram realizadas andlises com condigdes cromatograficas para taninos,
lignanas, flavonoides e terpenos, segundo item 5.5.1.3.

Para taninos, nao foi observada diferenca no perfil quimico entre as amostras
dos meses de janeiro/2013, fevereiro a dezembro/2012 sob luz visivel, luz UV 365
nm e 254 nm (cromatoplacas ndo apresentadas) e apos revelagdo com cloreto
férrico a 3% em observagdo sob luz visivel (Figuras 20 a 22) para a mesma
polaridade de extrato, pois as manchas presentes apresentaram o mesmo R; para as
doze amostras. Aparentemente pode—se observar uma variacdo na intensidade das
manchas o que sugere diferencas quantitativas entre os extratos.

Nas figuras 20 e 21, correspondente aos extratos aquosos e etandlicos,
respectivamente, aparecem nas doze amostras para ambos os extratos, manchas
bastante intensas com coloracédo azulada e com mesmo fator de retencao (R; = 0,76)
do padrdo &cido galico. Quercetina (Rf = 0,84) e rutina (R = 0,14) ndo foram

observados nestes extratos.
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Figura 20 Cromatoplaca referente aos extratos SA, sazonalidade janeiro/2013,
fevereiro a dezembro/2012, &cido galico, quercetina e rutina, da esquerda para

direita. Revelador cloreto férrico 3%.

Figura 21 Cromatoplaca referente aos extratos SE, sazonalidade janeiro/2013,
fevereiro a dezembro/2012, &cido galico, quercetina e rutina, da esquerda para
direita. Revelador cloreto férrico 3%.

Ja na figura 22 abaixo, correspondente aos extratos sazonais hexano-acetato
de etila, apenas em algumas amostras aparecem manchas suaves com R
semelhante ao da quercetina (R; = 0,84). Acido gélico e rutina ndo aparecem neste

extrato.
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Figura 22 Cromatoplaca referente aos extratos SHA, sazonalidade janeiro/2013,
fevereiro a dezembro/2012, &cido galico, quercetina e rutina, da esquerda para
direita. Revelador cloreto férrico 3%.

Na condi¢ao cromatografica de lignanas, nao foram observadas diferengas no
perfil quimico entre as amostras dos meses de janeiro/2013, fevereiro a
dezembro/2012 sob luz visivel, luz UV 365 nm e 254 nm (cromatoplacas néo
apresentadas) e apés revelagdo com anisaldeido sulfarico seguido de observagao
sob luz visivel (Figuras 23 a 25) para a mesma polaridade de extrato, pois as
manchas presentes apresentaram o mesmo R; para as doze amostras, sendo que
no extrato SA a mancha observada esta na origem do ponto da aplicagdao devido a
alta polaridade do solvente extrator deste extrato e a baixa polaridade da fase moével
utilizada (Figura 23).

Figura 23 Cromatoplaca referente aos extratos SA, sazonalidade janeiro/2013,
fevereiro a dezembro/2012, da esquerda para direita. Revelador anisaldeido

sulfurico.

Ja os extratos SE (Figura 24) e SHA (Figura 25) apresentaram diversas

manchas, algumas bastante evidenciadas, como por exemplo a mancha verde claro
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(Rt = 0,70) e a mancha verde escuro (R; = 0,74) no extrato SE, e a mancha verde
escuro (R¢ = 0,67) no extrato SHA.

Figura 24 Cromatoplaca referente aos extratos SE, sazonalidade janeiro/2013,
fevereiro a dezembro/2012, da esquerda para direita. Revelador anisaldeido
sulfurico.

Figura 25 Cromatoplaca referente aos extratos SHA, sazonalidade janeiro/2013,
fevereiro a dezembro/2012, da esquerda para direita. Revelador anisaldeido

sulfarico.

As cromatoplacas de flavonoides nao apresentaram nenhuma diferenca no
perfil entre as amostras dos meses de janeiro/2013, fevereiro a dezembro/2012 sob
luz visivel, luz UV 365 nm e 254 nm (cromatoplacas ndo apresentadas) e apds
revelagdo com NP/PEG e observacdo em luz UV a 365 nm (Figuras 26 a 28) para a
mesma polaridade de extrato, pois as manchas presentes apresentam o mesmo R;

para as doze amostras.
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Figura 26 Cromatoplaca referente aos extratos SA, sazonalidade janeiro/2013,
fevereiro a dezembro/2012, acido galico, quercetina e rutina, da esquerda para
direita. Fase modvel: acetato de etila: acetona: acido acético: agua 6:2:1:1 v/v.

Revelador NP/PEG sob luz UV 365 nm.

Figura 27 Cromatoplaca referente aos extratos SE, sazonalidade janeiro/2013,
fevereiro a dezembro/2012, acido galico, quercetina e rutina, da esquerda para
direita. Fase movel: acetato de etila: acetona: acido acético: agua 6:2:1:1 v/v.
Revelador NP/PEG sob luz UV 365 nm.

Figura 28 Cromatoplaca referente aos extratos SHA, sazonalidade janeiro/2013,

fevereiro a dezembro/2012, acido galico, quercetina e rutina, da esquerda para
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direita. Fase modvel: acetato de etila: acetona: acido acético: agua 6:2:1:1 v/v.
Revelador NP/PEG sob luz UV 365 nm.

No entanto, ao se comparar os extratos com polaridades diferentes (extracdo
aquosa, etandlica ou hexano-acetato de etila), observa—se grande quantidade de
manchas nos extratos SA e SE com coloragao caracteristica de flavonoides, o que
pode ser explicado pela afinidade deste grupo de substancias com solventes de
média a alta polaridade. O extrato SHA, mais apolar apresenta manchas apenas no
ponto de aplicagéao e no front da fase moével.

Para a cromatoplacas de terpenos também nao foram observadas diferencas
no perfil quimico entre as amostras dos meses janeiro/2013, fevereiro a
dezembro/2012 sob luz visivel, luz UV 365 nm e 254 nm (cromatoplacas néo
apresentadas) e apds revelacdo com revelador anisaldeido sulfurico (Figura 29 e 30)
para o mesmo tipo de extrato.

No extrato SA - revelacdo com anisaldeido sulfurico e observagao sob a luz
visivel (cromatoplaca n&o apresentada) - as manchas observadas estédo
concentradas no ponto de aplicacdo, devido a maior polaridade dos compostos
extraidos com agua, que possuem baixa afinidade pela fase mével utilizada.

Ja os extratos SE e SHA apresentam diversas manchas, algumas bastante
evidenciadas, como por exemplo a mancha marrom escuro com R¢ de 0,28 (Figuras

29 e 30), presente nas cromatoplacas de ambos os extratos.

Figura 29 Cromatoplaca referente aos extratos SE, sazonalidade janeiro/2013,
fevereiro a dezembro/2012, da esquerda para direita. Revelador anisaldeido
sulfurico.
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Figura 30 Cromatoplaca referente aos extratos SHA, sazonalidade janeiro/2013,
fevereiro a dezembro/2012, da esquerda para direita. Revelador anisaldeido

sulfarico.

Os resultados aqui encontrados corroboram com os obtidos por Nascimento e
colaboradores (2008), os quais avaliaram a fitoquimica por cromatografia em
camada delgada (CCD), de extratos etandlicos de trés espécies de Phyllanthus,
dentre elas P. niruri, em coletas realizadas nos meses de junho e novembro de 2004
em diferentes localidades do estado de Pernambuco. As trés espécies apresentaram
perfis de CCD semelhantes para flavonoides, taninos e terpenos independentemente
do local de coleta, sendo que ficou evidente a presenca de taninos hidrolisaveis nas
amostras de P. niruri e taninos condensados nas amostras de P. tenellus e P.
amarus.

Segundo Cimanga et al. (2004), no extrato etandlico da planta inteira de P.
niruri sdo detectados por CCD alcaloides, flavonoides, composto fendlicos, taninos e
terpenos.

Na figuras 31 a 33 estdo representandos o perfil cromatografico por
cromatografia liquida de ultra eficiéncia acoplado a detector de arranjo de diodos
(CLUE-DAD) processados em 267 nm das amostras sazonais de janeiro/2013,
fevereiro/2012 a dezembro/2012 das exiragbes sazonais aquosas (SA), das
extracoes sazonais etanodlias (SE) e das extracées sazonais hexano-acetato (SHA),

respectivamente.
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Figura 31 Cromatogramas SA de janeiro/2013, fevereiro a dezembro/2012
sobrepostos, de baixo para cima (iR acido galico= 2,1 MiN; tR corilagina = 3,3 MIN; tR 4cido
elagico = 4,7)-

Pela cromatografia liquida € possivel confirmar que o perfil cromatografico €
muito semelhante em termo de tempo de retencdo (tg) para todos os extratos
sazonais aquosos (Figura 31), havendo diferenca apenas na altura e area dos picos
(quantitativa).

Nos graficos 3 a 5, estdo relacionados os teores médios em porcentagem
(m/m) dos marcadores &cido galico, corilagina, elagico, assim como a somatéria de
acido elagico, acido galico e corilagina (AEGC) das amostras da extragao sazonal
aquosa (SA), extracdo sazonal etandlica (SE) e extragdo sazonal hexano-acetato de
etila (SHA), respectivamente.

Os resultados estdo apresentados como média = desvio padrao de trés
determinacées e foram analisados estatisticamente usando analise de variancia
(ANOVA) seguido de pés teste de Tukey. Valores de p menores que 0,05 foram

considerados significativos.



Grafico 3 Teor de acido galico, corilagina, acido elagico e AEGC em SA.
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Pela analise estatistica € possivel afirmar que ha uma diminuicdo no teor de
corilagina e acido elagico nos meses de agosto a outubro. J& o acido gélico possui
menor teor no més de agosto.

O teor de corilagina encontrado no més de Janeiro/2013 (5,94% m/m) esta
proximo aos obtidos por Martins (2008) ao analisar por CLAE-UV o teor de corilagina
em extrato aquoso de partes aéreas de amostras cultivadas de P. niruri, cuja analise
quantificou 5,18 e 6,17% m/m em coletas realizadas no més de Janeiro/2006 em
Paulinia/SP (CPQBA) e Janeiro/2007 em Sao Carlos (UFSCar), respectivamente.

Os extratos sazonais etandlicos (SE), segundo cromatograma abaixo (Figura
32), também nao apresentam diferengas qualitativas no perfil cromatogréafico quando
comparados entre si.

No entanto é visivel que os picos de acido elagico nos extratos etandlicos
apresentam maior altura em relagdo aos extratos aquosos. Isso pode ser explicado
devido a maior afinidade do acido elagico pelo solvente etanol.
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Figura 32 Cromatogramas SE de janeiro/2013, fevereiro a dezembro/2012,
sobrepostos, de baixo para cima (ir acido galico= 2,1 MiN; tR corilagina = 3,3 MIN; tR 4cido
elagico = 4,7)-

No grafico 4 é possivel comprovar que o etanol extrai melhor o acido elagico.



Grafico 4 Teor de acido galico, corilagina, acido elagico e AEGC em SE.
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E possivel afirmar por meio da analise estatistica, que h4 uma diminuicéo da
concentragao de corilagina e acido elagico entre os meses de setembro e novembro,
sendo que dezembro/2012 e janeiro/2013 sdo 0os meses com maior porcentagem de
acido elagico.

No cromatograma abaixo (Figura 33) estdo representados os extratos obtidos
com extragdo hexano — acetato de etila 1:1 v/v (SHA).
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Figura 33 Cromatogramas SHA de janeiro/2013, fevereiro a dezembro/2012,
sobrepostos, de baixo para cima (iR acido galico= 2,1 MIN; R corilagina = 3,3 MIN; tR 4cido
elagico = 4,7)-

O perfil quimico dos cromatogramas também nao diferem entre sim, mas
apresentam auséncia ou concentragdo menor que o limite de quantificacdo (LQ)
para os marcadores de acido galico e acido elagico, respectivamente, o que pode
ser confirmado pelo gréfico 5.

Grafico 5 Teor de corilagina, acido elagico e AEGC em SHA.
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Apesar de identificados todos os marcadores (acido galico, corilagina e acido
elagico) nos extratos SHA janeiro/2013, fevereiro/2012 a dezembro/2012, para
alguns meses a concentracdo de acido galico e acido elagico apresentaram—se
menores que seus respectivos limites de deteccdo e/ou quantificacdo, e portanto
nao sendo dessa forma detectados e/ou quantificados pelo software Empower® 3.

Estudo de avaliagcdo sazonal a partir de extratos de diferentes polaridade
também foram conduzidos por Coutinho e colaboradores (2010) para a espécie
Campomanesia adamantium (Cambess.) O. Berg. (guabiroba). Neste estudo foram
coletadas folhas de guabiroba nos periodos de verao, outono (estagios vegetativos)
e primavera (estagio reprodutivo) do ano de 2007, sendo realizadas extragdes
sucessivas e em ordem crescente de polaridade com n-hexano, acetato de etila,
etanol e metanol. Os autores avaliaram qualitativamente o perfil cromatografico de
cada extrato de mesma polaridade e, posteriormente, o teor de flavonoides de todos
os extratos produzidos. Como resultado, Coutinho e colaboradores (2010)
demostraram que as amostras referentes ao extratos hexanico e acetato de etila
apresentaram pouca variagao sazonal nas diferentes estagdes do ano, no entanto o
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extrato etandlico mostrou alteracdo significativa em relacdo a composicao quimica,

indicando variacado sazonal e diferencas durante o desenvolvimento do vegetal.

No gréfico 6 estdo representadas as somatérias dos teores de &cido galico,

corilagina e acido elagico, respectivamente, extraidos sequencialmente com agua,

etanol e hexano-acetato de etila para cada més do ano. Aparece também a

somatoria dos trés marcadores acido galico, corilagina e acido elagico para cada

més do ano, sendo chamados de AEGC.

Gréfico 6 Variagao sazonal de acido galico, corilagina, acido elagico e AEGC.
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Pela analise estatistica dos dados do grafico 6 fica evidente que nos meses
de agosto a outubro ha uma diminuicdo na quantidade de AEGC (acido elagico,
acido galico e corilagina) em P. niruri, sendo que nos meses de dezembro e janeiro
estdo presentes a maior quantidade dos mesmos.

Segundo descrito por Monteiro et al. (2005), diversos autores relatam
variagdes na concentracao de taninos de acordo com a época do ano.

Couto et al. (2013b) em estudo de condi¢des de cultivo e coleta de parte
aéreas de P. niruri observou que a concentracao de acido galico é maior nas folhas
que se desenvolveram predominantemente no inverno. No entanto esta relagdo néao
pode ser observado no presente estudo de variagcao sazonal.

Yariwake et al. (2005) observaram grande semelhanca no perfil
cromatografico por CLAE de flavonoides em todas as amostras de Maytenus
aquifolium Mart. (espinheira-santa) de coletas realizadas em diferentes estacdes
(inverno, primavera, verao e outono) cobrindo dois anos (inverno de 1992 até outono
de 1993 e inverno de 1994 até outono de 1995). A variacao do teor de fendis totais e
de flavonoides apresentou correlagcdo positiva, sendo que a menor concentracdo
destes ocorre em fotoperiodos bem definidos: inverno (dias curtos e noites longas) e
verao (dias curtos e noites longas), e a maior concentracao deste metabdlitos esta
correlacionada com as estacées que apresentam diferencas menos nitidas na
duracdao dos dias e noites (primavera e outono). Dessa forma, constatou—se
variagdes sazonais quantitativas significativas na composi¢cao quimica das folhas de
espinheira-santa.

Na tabela abaixo (Tabela 14) estdo apresentados as observacdes fenoldgicas

durante as coletas nos doze meses do ano.



Tabela 14 Estado fenolégico versus meses do ano.
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Meses Estado Fenologico
Fevereiro/2012 Flores e frutos
Mar¢o/2012 Flores e frutos
Abril/2012 Botdes florais
Maio/2012 Flores e frutos
Junho/2012 Flores e frutos
Julho/2012 Flores e frutos
Agosto/2012 Frutos e poucas folhas
Setembro/2012 Poucas folhas
Outubro/2012 Folhas novas
Novembro/2012 Folhas e ramos novos
Dezembro/2012 Muitas folhas e sementes
Janeiro/2013 Muitas folhas e sementes

Comparando—se os resultados apresentados no grafico de variacao sazonal
de acido galico, corilagina, acido elagico e AEGC (Gréfico 6) com a tabela acima
(Tabela 14), observa-se que nos meses de menor concentragdo de AEGC (agosto a
outubro) também sao os meses relatados como contendo poucas folhas ou com
formag&o de novas folhas.

No grafico 7 esta apresentada a pluviosidade mensal acumulada nos meses
de fevereiro de 2012 a janeiro de 2013 em Botucatu-SP, segundo dados
experimentais do Departamento de Botanica da Anidro Extracées do Brasil Ltda,
Grupo Centroflora.

Grafico 7 Pluviosidade mensal acumulada dos meses de fevereiro/2012 a

janeiro/2013.
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Por meio dos resultados do grafico 7 observa-se que 0s meses com menor
indice pluviométrico sdo maio e o periodo de julho a outubro com resultados
menores que 100 mm por més.

Estes resultados corroboram com os encontrados por Santos et al. (2006), em
estudo de variacao sazonal do conteudo de taninos totais em cascas de espécies de
barbatimdo coletadas em Goiania-GO, no qual os meses de maio, agosto e
setembro apresentam as menores precipitacées (<100 mm por més), bem como os
menores teores de fendis, taninos condensados e precipitacao de proteinas.

Nos graficos 8 e 10 estdo demonstrados os dados de correlagdo entre os
teores médios em porcentagem (m/m) dos marcadores (acido galico, corilagina,
acido elagico e AEGC, respectivamente) somando-se os valores obtidos nas
extrac6es aquosa, etandlica e hexano-acetato de etila, versus a pluviosidade mensal
acumulada ou a temperatura no dia da coleta.

Os resultados foram analisados estatisticamente usando analise de
correlagdo de Pearson (SANTOS et al., 2011) através do software GraphPad Prism®

versao 3. Valores de p menores que 0,05 foram considerados significativos.

Gréfico 8 Correlagao pluviosidade mensal versus teor de acido galico, corilagina,
acido elagico e AEGC.
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Por meio da correlagédo de Pearson foi possivel observar que o teor total de
acido galico (extracbes aquosa, etandlica e hexano-acetato de etila) nos diferentes
meses (r = - 0,3366; p > 0,05) ndo apresenta correlacdo com a pluviosidade
acumulada para o local de coleta estudado. Ja os teores totais de corilagina (r =
0,6077; p < 0,05), acido elagico (r = 0,7550; p < 0,01) e AEGC (r = 0,7067; p < 0,05)
apresentam correlacdo positiva com a pluviosidade acumulada para o local de coleta
estudado (Botucatu/SP), isto &, estdo diretamente correlacionadas.

Santos et al. (2011) também encontraram correlacao positiva entre a relacao
taninos/fendis e a pluviosidade mensal, em estudo realizado com folhas de pitanga
(Eugenia uniflora L.) coletadas em Anapolis-GO. Além disso, estdo diretamente
correlacionados a umidade e a nebulosidade com o teor de taninos/fendis, sendo
que os taninos hidrolisaveis apresentaram apenas correlacao positiva com a
nebulosidade.

No gréafico 9 estdo apresentadas a amplitude térmica (temperatura maxima e
minima), bem como a temperatura média no dia da coleta, nos meses de
fevereiro2012 a janeiro2013, segundo dados experimentais do Departamento de
Boténica da Anidro Extragdes do Brasil Ltda, Grupo Centroflora.

Grafico 9 Amplitude térmica e temperatura média no dia da coleta de fevereiro/2012

a janeiro/2013.
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Por meio dos resultados do grafico 9 pode-se observar que a temperatura
maxima (42 °C) é encontrada em janeiro/2013. Ja a menor temperatura (9 °C) ocorre
em agosto/2012. A temperatura média mensal observada em Botucatu-SP durante
0s doze meses apresenta temperaturas variando de 19 °C a 31,5 °C.



74

No grafico 10 estdo apresentadas as correlacbes de Pearson entre a

temperatura média no dia da coleta e os teores médios de acido galico, corilagina,

acido elagico e AEGC.
Gréfico 10 Correlagéo temperatura média versus teor de acido galico, corilagina,
acido elagico e AEGC.
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A correlacao de Pearson demonstra que os teores totais de acido galico (r = -
0,2871; p > 0,05), corilagina (r = 0,0510; p > 0,05), acido elagio (r = 0,2212; p > 0,05)
e AEGC (r = 0,1663; p > 0,05) das extracbes aquosa, etandlica e hexano-acetato de
etila) nao apresentam correlacdo com a temperatura média no dia da coleta para o
local estudado (Botucatu/SP), embora os valores do coeficiente de correlagéo (r)
encontrados sejam negativo para o acido gélico e positivo para corilagina, acido
elagico e AEGC. Estes resultados podem explicados pela insuficiéncia na coleta de
dados, sendo necessaria a informacao da temperatura média mensal e ndo apenas
no dia da coleta.
resultados das analises

De acordo com Santos et al. (2006),

quimiométricas de cascas de espécies de barbatimao coletadas mensalmente na

0S

cidade de Goiania-GO, durante um ano (Junho/1997 a Maio/1998) demonstraram
que altos niveis de fendis totais, taninos condensados e precipitacdo de proteinas

ocorrem em outubro, dezembro, janeiro, fevereiro e margco, meses de maiores
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temperatura, umidade e precipitacdo na regidao de coleta no dado periodo, sugerindo
que fatores ambientais podem afetar a producdo de taninos em espécies de
barbatimao, provavelmente pelo excesso de agua ou pelo aumento da proliferacao
de insetos e micro-organismos patogénicos, sendo necessario 0 aumento dos niveis
de defesas enddgenas, como taninos condensados e fenodis em geral.

De acordo com Nascimento et al. (2008), a constituicdo quimica de espécies
vegetais pode ser influenciada qualitativamente e quantitativamente por variagdes
climaticas, com repercussao direta sobre a atividade bioldgica.

Fatores como temperatura e disponibilidade hidrica também tém influéncias
significativas nos niveis de metabdlitos secundarios (GOBBO-NETO; LOPES, 2007).
Periodos de altas temperaturas sdo conhecidos pelo aumento no teor de compostos
fendlicos em muitas plantas (MONTEIRO et al., 2006).

A auséncia de diferencas qualitativas no perfil cromatografico de compostos
fendlicos durante a avaliacdo sazonal e a averiguacao da diferenca no teor dos
compostos fendlicos quantificados é de suma importancia para a cadeia produtiva de
extratos vegetais. Desse forma, é possivel garantir que durante todo o ano os
marcadores de interesse para a atividade farmacolégica requerida estardo presente
no extrato padronizado. Da mesma maneira, é possivel realizar coletas durante a
época do ano cujo rendimento do extrato e teor de compostos fendlicos seja maior
ou adequar a relagdo droga vegetal e extrato padronizado, devido a maior
concentragdo de marcadores na planta.

Segundo Santos e Mello (2004), o acido elagico se origina da hidrélise acida
do hexa-hidréxi-difenoil-D-glicose (HHDP) - formado pelo acoplamento oxidativo de
dois residuos de acido galico - seguido de rearranjo espontaneo do intermediario
formado. A relacéo praticamente constante do teor de acido galico durante os doze
meses do ano (Teor médio = 1,63+0,33%), pode ser explicado devido a sua
acumulacao na planta para ser utilizado como precursor biossintético de corilagina e

e 4cido elagico.

6.4.3 Extratos Diferentes Orgaos

Foram utilizados 5 g de droga vegetal moida de cada parte da planta (caule,
folha, flor+fruto, raiz) em extracbes sequenciais com agua purificada, etanol e
hexano: acetato de etila (1:1), resultando em extratos secos aquosos (Aq), extratos
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secos etandlicos (Et) e extratos secos hexano-acetato de etila (HA),

respectivamente.
O fluxograma 3 representa a obtencdo dos extratos de diferentes 6rgaos e

respectivas analises realizadas.

Andlise da droga vegetal:

Droga Vegetal
ltem 5.3.2 (Determinagéo de Agua)

(Caule, folha, flor+fruto, raiz)

Extratos Secos Aquosos Residuo da
(Aq) Droga Vegetal
Residuo da Extratos Secos Etanolicos
Droga Vegetal (Et)
Extratos Secos Hexano- Analises dos extratos secos:
Acetato de Etila (HA) ltem 5.5.1 (CCD)

ltem 5.5.2 (CLUE)
Fluxograma 3 Obtencéo dos extratos de diferentes érgaos e respectivas andlises.

Na tabela 15 estdo apresentados os codigos de identificacdo dos extratos,
divididos de acordo com o local de coleta e o 6rgao da planta estudado.

Tabela 15 Cédigos para identificacdo dos extratos de diferentes érgaos de P. niruri.

. Extrato
Orgao da
Origem . Acetato de
Planta Aquoso Etandlico
etilazhexano (1:1)
Centroflora Caule 1CAq 1CEt 1CHA
Botucatu-SP Folha 1FAqQ 1FEt 1FHA
Agosto Raiz 1RAq 1REt 1RHA
CPQBA/UNICAMP Caule 2CAq 2CEt 2CHA
Paulinia-SP Flor+Fruto 2FFAq 2FFEt 2FFHA
Fevereiro Folha 2FAq 2FEt 2FHA

No gréafico abaixo (Grafico 11) seguem os rendimentos totais e de cada

solvente extrator dos extratos de diferentes érgaos.
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Grafico 11 Rendimento extracoes perfil diferentes érgaos de P. niruri.
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O maior rendimento total encontrado foi obtido na amostra de folhas coletadas
no CPQBA em fevereiro/2012 e o menor na amostra de raiz coletada na empresa
Centroflora em agosto/2012 (Grafico 11).

Pode-se concluir que tanto o rendimento da extracdo aquosa quanto o
rendimento da extracdo total de caules e folhas coletados em fevereiro (codigos
iniciados por 2) foi aproximadamente duas vezes maior do que os rendimentos da
extracdo aquosa e total de caules e folhas coletados em agosto (cédigos iniciados
por 1). No estudo de sazonalidade com as partes aéreas os resultados também
mostraram maior rendimento para o material coletado em fevereiro. Comparando-se
os extratos etandlicos e hexano:acetato de etila 1:1 (v/v) de caules e folhas
coletados nos diferentes meses, a relagdo se inverte, sendo que neste caso o
rendimento apresentado na extragdo das partes coletadas em agosto foi um pouco
maior.

Pode-se observar que o extrato aquoso é o que apresentou maior rendimento
em todos o0s casos, 0 que esta relacionado ndo apenas a solubilidade dos
metabdlitos de P. niruri em agua quente (65 °C), mas também ao fato das extracdes
terem sido sequencias, sendo a agua o primeiro liquido extrator utilizado. A mesma
relagdo pode-se estabelecer ao se comparar o rendimento dos extratos etandlicos
com os hexano:acetato de etila.

Comparando o rendimento das extragdes com agua e etanol de diferentes
partes da droga vegetal coletadas em fevereiro (2), pode-se concluir que o
rendimento foi maior na ordem folhas, flores+frutos e caule. Para a mistura

hexano:acetato de etila 1:1, o rendimento da extracédo de flores+frutos foi superior ao
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de folhas, o qual foi superior ao de caules. Comparando o rendimento das extragcdes
de diferentes partes da droga vegetal coletadas em agosto (1), pode-se concluir que
para todos liquidos extratores o rendimento da extracdo das folhas foi maior que o
do caule, que por sua vez foi maior que o da raiz.

Rendimentos altos na extracdo de folhas e frutos de P. niruri foram obtidos
por Harish e Shivanandappa (2006) com extracées sequenciais com agua e metanol,
sendo que para extracdo aquosa os rendimentos encontrados foram 56% e 32%, e
para a extragdo metandlica foram 20% e 18,4%, respectivamente para folhas e
frutos.

Através da cromatografia em camada delgada avaliou-se qualitativamente o
perfil cromatografico dos extratos de diferentes polaridades (Aq, Et e HA) e obtidos
com as coletas realizadas em diferentes locais/épocas (Paulinia/Fevereiro e
Botucatu/Agosto) e separadas em diferentes érgaos (folha, flor+fruto, raiz e caule).

A partir das placas obtidas segundo condi¢cdo cromatografica para taninos,
observadas sob luz visivel, os extratos aquosos de folhas (1FAq e 2FAQ) e de
flores+frutos (2FFAQ) apresentaram mesmo perfil cromatogréafico (3 manchas), que
mostrou-se mais complexo do que os perfis de caules e raizes. Os extratos
etandlicos apresentaram perfis mais simples.

Na observagdo sob luz UV 365 nm, 1FAq, 1CAq, 2FAq, 2CAq e 2FFAq
mostraram perfil quimico semelhante. O extrato 2FAqQ apresentou duas manchas
fluorescentes ausentes nos outros extratos. 1RAqg ndo demonstrou manchas.

Na observacdo da cromatoplaca sob luz UV 254 nm, tanto o extrato 1CAq
quanto o 1FAQ apresentaram 5 manchas cada, sendo 3 comuns entre eles. O
extrato 1RAg ndo apresentou manchas. O extrato 2CAq e o extrato 2FFAq
apresentaram as mesmas manchas que o extrato 1CAqg. O extrato 2FAq apresentou
as mesmas manchas que o extrato 1FAq.

As cromatoplacas observadas sob a luz visivel, luz UV 365 nm e 254 nm n&o

estdo aqui apresentadas.
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Figura 34 Cromatoplaca referente aos extratos diferentes érgaos: 1CAq, 1FAq,
1RAq, 1CEt, 1FEt, 1REt, acido galico, 2CAq, 2FFAq, 2FAq, 2CEt, 2FFEt, 2FEt, da
esquerda para direita. Revelagdo com cloreto férrico 3%.

A observacéo da placa ap6s a mesma ter sido revelada com cloreto férrico
(Figura 34) demonstrou que os extratos aquosos de folhas e flores+frutos (5-6
manchas) possuem perfil quimico semelhante de fendlicos e mais complexo do que
o observado para caules e raizes (0-2 manchas).

O &cido galico foi identificado em 1FAq, 2CAq, 2FFAq, 2FAq, 2CEt, 2FFEt e
2FEt. Em 1CAqg e nos extratos de raizes (1RAq e 1REt) o &cido galico nao foi
identificado, demonstrando mais uma vez diferengas quimicas dos materiais de
diferentes coletas e entre partes aéreas e raizes.

Para lignanas, as placas obtidas mostram que os extratos aguosos nao
apresentaram manchas - forga de eluigédo (¢) da FM muito baixa. Com a visualizagao
sob luz visivel, UV 365 nm e 254 nm os extratos etandlicos de caule (1CEt e 2CEt) e
de folhas (1FEt e 2FEt), além de 1FHA apresentaram as mesmas 3 manchas. 2FFEt
e 1REt ndo apresentaram manchas.

E interessante destacar o fato do extrato etanélico de flor+fruto ndo ter
apresentado nenhuma mancha, uma vez que em grande parte das analises
realizadas ele apresentou perfil de manchas semelhante ao apresentado pelo
extrato de folhas.

As cromatoplacas observadas sob a luz visivel, luz UV 365 nm e 254 nm néao
estdo aqui apresentadas.
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Figura 35 Cromatoplaca referente aos extratos diferentes 6rgaos: 1CAq, 1FAqQ,
1RAq, 1CEt, 1FEt, 1REt 2CAq, 2FFAq, 2FAq, 2CEt, 2FFEt, 2FEt, 1CHA, 1FHA,
1RHA, da esquerda para direita. Revelagdo com anisaldeido sulfarico.

Apébs revelacao com anisaldeido sulfarico (Figura 35), 1CEt, 1FEt e 2FEt
apresentaram o mesmo numero de manchas (12), com perfil cromatografico
praticamente idéntico (valores de R; e coloracdo das manchas); 1REt e 2FFEt
apresentaram 4 manchas e 2CEt apresentou 7 manchas, sendo que de modo geral
todas correspondentes as apresentadas pelos extratos de folhas. Da mesma forma,
os extratos HA apresentaram as mesmas 4-5 manchas.

O revelador anisaldeido sulfarico ndo é seletivo apenas para lignanas e,
portanto, pode-se apenas sugerir a presenca de lignanas, considerando-se também
a fase movel utilizada. Novamente, observou-se perfil quimico mais simples para
raizes.

Segundo Murugaiyah e Chan (2007), ao avaliarem o extrato metandlico de P.
niruri por cromatografia liquida, a maior e menor concentragdo de lignanas é
observada em folhas (2,47% m/m) e raizes (0,05% m/m), respectivamente.

Na condicao de flavonoides (Figura 36), os extratos aquosos apresentaram 2
manchas com mesmo R;, com excecao de 2FAgq com uma mancha fluorescente
adicional (365 nm; NP/PEG) e de 1CAq e 1RAQ que nao apresentaram manchas.
Tanto 1CEt quanto 1FEt apresentaram as mesmas 4 manchas, sendo que 1REt ndo
apresentou nenhuma mancha. Os extratos 2CEt, 2FFEt e 2FEt apresentaram cada
um 5 manchas.

O padrao quercetina apresentou 2 manchas, sendo a maior correspondente a
quercetina e a menor a um contaminante do padrdo; cabe ressaltar que a
concentracao utilizada foi alta para a andlise (mancha grande). Este flavonoide nao

foi identificado em nenhum dos extratos, da mesma forma que na analise da
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sazonalidade, apesar do relato na literatura de sua ocorréncia na espécie (CALIXTO
et al., 2006).

As cromatoplacas observadas sob a luz visivel, luz UV 365 nm e 254 nm nao
estdo aqui apresentadas.

Figura 36 Cromatoplaca referente aos extratos de diferentes érgaos: 1CAq, 1FAQ,
1RAq, 1CEt, 1FEt, 1REt, quercetina, 2CAq, 2FFAq, 2FAq, 2CEt, 2FFEt, 2FEt, da
esquerda para direita. Fase movel: tolueno: acetato de etila: metanol: acido acético
5,3:4,0: 0,5: 0,2 v/v. Revelador NP/PEG sob luz UV 365 nm.

Sabir e Rocha (2008) descreveram a deteccdo de rutina, glicosideo da
quercetina, por CCD ap6s revelagcdo com cloreto de aluminio em analise de extrato
metandlico de folhas de P. niruri.

Para terpenos, tanto na visualizagdo sob luz visivel quanto apés a revelagao
com anisaldeido sulfurico (Figura 37), os extratos aquosos ndo apresentaram
nenhuma mancha.

Na visualizacdo, percebe-se que 1FEt apresenta 2 manchas (amarelas) a
mais que 1CEt, estando uma muito préxima a origem (€ a segunda mancha
observada) e a outra no limite da distancia total de eluicdo. As outras manchas
apresentadas por 1FEt sdo correspondentes as manchas apresentadas por 1CEt.
No extrato de raizes n&o foram evidenciadas manchas. 2CEt e 2FEt apresentaram
perfil semelhante entre si, e semelhante ao extrato 1CEt; 2FFEt apresentou 1
mancha a menos do que estes extratos. Comparando 1FEt e 2FEt, é interessante
ressaltar que as 2 manchas amarelas ja citadas em 1FEt ndo estdo presentes em
2FEt, o que é outra evidencia da variabilidade da producdo de metabolitos
secundarios. Em relagdo aos extratos HA, somente 1FHA apresentou manchas,
tendo perfil semelhante a 1CEt/2CEt.
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As cromatoplacas observadas sob a luz visivel, luz UV 365 nm e 254 nm nao

estdo aqui apresentadas.

Si_ - ‘
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Figura 37 Cromatoplaca referente aos extratos diferentes 6rgaos: 1CAq, 1FAqQ,
1RAq, 1CEt, 1FEt, 1REt 2CAq, 2FFAq, 2FAq, 2CEt, 2FFEt, 2FEt, 1CHA, 1FHA,
1RHA, da esquerda para direita. Revelagdo com anisaldeido sulfarico.

Os perfis cromatograficos apdés revelagdo com anisaldeido sulfurico
demonstraram maior complexidade. Os perfis de extratos Et e HA de folhas e caules
foram semelhantes. J4 os extratos de raizes e flores+frutos apresentaram menor
complexidade e, em geral, suas manchas corresponderam as observadas nos outros
orgaos.

A presenca de taninos, flavonoides e terpenos é relatada por Nascimento e
colaboradores (2008) em analises por CCD de extrato de etandlico de partes aéreas
de P. niruri.

Nas figuras 38 e 39 estado representados os perfis cromatograficos por CLUE-
DAD, processados em 267 nm, das amostras de diferentes érgdos das coletas
realizadas em Botucatu/SP (1) e Paulinia/SP (2) das extracbes aquosa (Aq) e
etandlica (Et), respectivamente.
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AU

Figura 38 Cromatogramas dos extratos aquosos (Aq) dos diferentes 6rgaos: 1CAqQ,
2CAq, 2FFAq, 1FAq, 2FAq e 1RAq sobrepostos, de baixo para cima (1r acido galico= 2,1

mMiN; R corilagina = 3,4 MIN; R 4cido elagico = 4,7)-

Por meio dos cromatogramas acima pode-se perceber que o perfil cromatografico de
caule (1CAg e 2CAq) e raiz (1RAQ) na extracdo aquosa sao qualitativa (nUmero de
picos) e quantitativamente (area dos picos) diferentes de folhas (1FAq e 2FAQ) e
flor+fruto (2FFAQ).

Segundo Couto et al. (2013a), o perfil cromatografico por CLAE do extrato
seco aquoso de diferentes partes (folhas, caule, raizes, folhas+caule e planta inteira)
de P. niruri demonstrou que folhas, caules e a mistura de folhas+caule apresentam
perfil muito similar, enquanto diferencas qualitativas e quantitativas foram
observados no perfil de raizes.

Os gréficos 12 e 13, relacionam os teores médios em porcentagem (m/m) dos
marcadores acido galico, corilagina, acido elagico e AEGC das amostras de
diferentes locais de coleta e difentes 6rgaos, das extracdes aquosa (Aq) e etandlica
(Et).

Os resultados estdo apresentados como média = desvio padrao de trés
determinacées e foram analisados estatisticamente usando analise de variancia
(ANOVA) seguido de pés teste de Tukey. Valores de p menores que 0,05 foram
considerados significativos.
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Grafico 12 Teor de acido galico, corilagina, acido elagico e AEGC em Aq diferentes
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Pela analise estatistica observa-se que ha menor teor de acido galico,
corilagina e AEGC, bem como auséncia de 4cido elagico, em caules (1CAq e 2CAQ)
e raizes (1RAQ). O teor de acido gélico, acido elagico e AEGC apresenta-se maior
nas folhas da coleta de Botucatu/SP (1FAQ), sendo 2,8% m/m, 7,95% m/m e 17,43%
m/m, respectivamente. No entanto, o teor de corilagina (9,21% m/m) apresenta-se
maior nas folhas da coleta de Paulinia/SP (2FAQ).

O teor de acido galico encontrado no caule variou de 0,06% m/m (1CAQ) a
0,40% m/m (2CAq), nas folhas oscilou de 1,84% m/m (2FAq) a 2,80% m/m (1FAQ) e
nas raizes nao pode ser quantificado por estar abaixo do limite de quantificacao.
Estes resultados diferem dos obtidos por Couto e colaboradores (2013a), os quais
realizaram a quantificacdo de acido galico no extrato seco aquoso de diferentes
partes (folhas, caule, raizes, folhas+caule e planta inteira) de P. niruri sendo obtido
0s seguintes resultados: 0,22% m/m no caule, 0,62% m/m nas folhas, 0,06% m/m
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nas raizes, 0,48% m/m na mistura folhas+caule e 0,34% m/m na planta inteira. De
Souza et al. (2002) realizaram a quantificacao de acido galico em extrato aquoso de
folhas e ramos de P. niruri e também apresentaram maior teor deste marcador nas
folhas (177 pg/mL).

A

—— L —— — T — —— L —— — T —— ——— — ——
0.00 1.00 200 3.00 4.00 5.00 6.00 700 8.00
Minutes

Figura 39 Cromatogramas dos extratos etandlicos (Et) dos diferentes 6rgéaos: 1CEt,
2CEt, 2FFEt, 1FEt e 2FEt sobrepostos, de baixo para cima (ir acido galico= 2,1 min; tr

corilagina = 3,4 MIN; 1R 4cido elagico = 4,7).

Na extracao etandlica o perfil cromatografico de caule (1CEt e 2CEt) também
apresenta-se diferentes das folhas (1FEt e 2FEt) e flor+fruto (2FFEt).

Grafico 13 Teor de acido galico, corilagina, acido elagico e AEGC em Et diferentes

orgaos.
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Em todos os extratos foram identificados os padrdes utilizados, mas em
algumas amostras nao foi possivel quantifica-los. Com relacdo ao acido elagico, o
mesmo foi quantificado apenas nos extratos de folhas e flores+frutos, sendo o maior
teor observado para 1FAq (7,95% m/m); 2FAq apresentou teor de 1,43% m/m.

Os extratos de folhas apresentaram as maiores propor¢cdes de acido galico,
porém, comparando-se os extratos produzidos com material vegetal coletado em
diferentes condi¢cdes, o extrato de folhas coletado em agosto (1FAqQ) apresentou
novamente maior conteudo do que o correspondente coletado em fevereiro (2FAQ).
Em relacdo ao acido galico, os extratos de caule apresentaram teores menores; nos
extratos 1RAq e 2FEt ndo foi possivel quantifica-lo. Nos extratos de caules
produzidos com material vegetal coletado em fevereiro, foram detectados de 5,2 a
11,4 vezes mais acido galico do que nos respectivos extratos produzidos com o
material vegetal colhido em agosto.

Com relacdo a corilagina, em todas as amostras foi possivel sua
quantificacdo. A amostra que apresentou o menor conteudo foi a 1RAQ, seguida
pelas amostras de caule. Outra vez os extratos aquosos de folhas apresentaram os
maiores teores. As amostras 2CAqg e 2CEt apresentaram maior conteludo de
corilagina do que 1CAq e 2CEt, tendo essa variacao sido de aproximadamente 1,7
vezes para os extratos aquosos e 2,0 vezes para os extratos etandlicos.

Com relagdo aos perfis cromatograficos observados nos cromatogramas
(Figuras 38 e 39), os extratos de folhas e frutos+flores apresentaram perfis mais

complexos e similares entre si, em oposicdo aos extratos de caules e raiz.



87

Os diferentes érgaos vegetais, bem como a idade e o desenvolvimento da
planta sdo de consideravel importancia e podem influenciar ndo s6 a quantidade
total de metabdlitos produzidos, mas também as proporcdes relativas dos
componentes da mistura (GOBBO-NETO, LOPES; 2007).

6.5 Fracionamentos e Analises Cromatograficas

6.5.1 Particao Liquido — Liquido

Apéds a obtencao de um extrato, este pode ser submentido a um processo de
particao liquido-liquido como procedimento de fracionamento inicial, com solventes
de polaridades crescentes, com o intuito de realizar uma separacao de substancias
por meio de suas polaridades em um numero pequeno de fracées ainda bastante
complexas. A particdo realiza uma dissolugéo seletiva e distribuicdo entre as fases
de dois liquidos imisciveis (SANTOS, MELLO, 2004).

Na particao liquido-liquido o extrato seco bruto (EBS) foi solubilizado em agua
purificada e submetido ao fracionamento com hexano-acetato de etila e n-butanol,
sequencialmente.

Durante a partigdo liquido-liquido houve a formagdo de uma fase
intermediaria com aspecto de emulsao, esta foi separada das demais e denominada
fracao emulsao (FE).

A obtencdo das fracbes e respectivas quantidades encontram-se no

fluxograma 4.

Extrato Bruto Seco (EBS)

5,0383 g

Analises das fracoes:

ltem 5.5.1 (CCD)

Item 5.5.2 (CLUE)

Item 5.6 (CLAE)

Item 5.7 (Colorimétrico)

Fracdo Hexano-Acetato Fragédo n-butanol (FNB) Fracdo Emulsio (FE) Fracdo Aquosa (FA)
de Etila (FHAE) 0,7282 g 1,1258 g 1,0364 g
14,6 mg

Fluxograma 4 Fracionamento por particao liquido-liquido.
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Na tabela 16 estdo representados os rendimentos das fragdes obtidas por

particao liquido — liquido.

Tabela 16 Rendimento particao liquido-liquido

Fracao Rendimento % (m/m)
Hexano-acetato de etila (FHA) 0,29
n-butanol (FNB) 14,45
Emulsao (FE) 22,34
Aquosa (FA) 20,57
Total das Fragbes 57,65

O menor rendimento encontrado foi o da fracdo FHAE, possivelmente devido
a presenca de pequena quantidade de compostos apolares e sollveis em hexano -
acetato de etila. No entanto, a fracdo com maior rendimento é a FE, a qual
apresenta polaridade intermediaria.

O rendimento total ficou abaixo de 60%, sendo que as fracdes FE e FA
representam juntas quase 75% deste total.

Cimanga et al. (2004) obtiveram 78,9% de rendimento em particdo liquido-
liquido de extrato etandlico da planta inteira de P. niruri, sendo que a fracao de maior
rendimento foi a mais apolar, sendo diclorometano o solvente responsavel pelo
rendimento de 32,3% enquanto a fracdo aquosa representou 16,2% de rendimento.

Através da CCD foi avaliado qualitativamente o perfil cromatografico das
fracoes obtidas com o fracionamento por particdo liquido — liquido para as classes
de metabdlitos secundarios: taninos, flavonoides, lignanas e terpenos.

Segundo a condicdo cromatografica para taninos, foram observadas
diferencas no perfil quimico entre as fragcdes FE, FHAE, FA e FNB sob luz visivel, luz
UV 365 nm e 254 nm (cromatoplacas nao apresentadas) e apds revelacao com
cloreto férrico a 3% em observacao sob luz visivel (Figura 40).

Na figura 40 é possivel visualizar presenca da mancha de acido gélico (R; =
0,71) nas fragbes FA e FNB, e auséncia nas fragbes FHAEE e FE. A mancha
semelhante ao padréo quercetina (R; = 0,78) ndo foi identificado em nenhuma das
fracoes, e a mancha semelhante ao do padréo rutina (R = 0,14) ndo aparece com
nitidez nas fracdes FE, FA e FNB, nao sendo possivel afirmar que se trata de rutina.



89

Figura 40 Cromatoplaca referente as fracbes FE, FHAE, FA e FNB da particdo
liquido-liquido, acido galico, quercetina e rutina da esquerda para direita. Revelador

cloreto férrico 3%.

Para lignanas, ndo foram observadas diferencas no perfil quimico entre as
fracobes FE, FHAE FA e FNB sob luz visivel, luz UV 365 nm e 254 nm
(cromatoplacas nao apresentadas).

No entanto, apds revelagdo com anisaldeido sulfurico em observagao sob luz
visivel (Figura 41) foi possivel visualizar a existéncia de uma mancha bem delimitada
com R¢ de 0,32 e outras manchas menos intensas em sobreposicao uma nas outras,
na fragdo FHAE. Nas demais fragdes ndo apareceu nenhuma mancha.

Figura 41 Cromatoplaca referente as fragbes FE, FHAE, FA e FNB da particdo
liquido-liquido. Revelador anisaldeido sulfarico.

Para a classe de flavonoides, foram observadas diferengas no perfil em CCD
entre as fracoes FE, FHAE, FA e FNB sob luz visivel, luz UV 365 nm e 254 nm
(cromatoplacas nédo apresentadas) e apds revelagdo com NP/PEG em observacao

sob luz visivel (Figura 42).



90

Figura 42 Cromatoplaca referente as fracbes FE, FHAE, FA e FNB da particao
liquido-liquido, &cido galico, quercetina e rutina da esquerda para direita. Fase
mével: acetato de etila: acetona: acido acético: agua 6:2:1:1 v/v. Revelador NP/PEG
sob luz UV 365 nm.

Na figura 42 é possivel visualizar a presenca de mancha com R; préximo ao
do padrao rutina (Rs = 0,43) nas fracoes FE, FA e FNB, no entanto a coloracéao
alaranjada da rutina ndo é a mesma das manchas presente nas fracoes.

Verifica-se a auséncia de qualquer mancha na fragdo FHAE e nas fragcdes FE,
FA e FNB nao pode ser visualizada manchas com R; semelhante aos padrdes acido
galico (Rt = 0,89) e quercetina (Rt = 0,96).

Ja na fragdo FNB podemos visualizar quatro manchas bem delimitadas com
coloragao caracteristicas de flavonoides nos R; 0,36, 0,44, 0,60 e 0,71.

Nas cromatoplacas segundo condicdo cromatografica para terpenos, nao
foram encontradas diferengas no perfil quimico entre as fracées FE, FHAE FA e FNB
sob luz visivel, luz UV 365 nm e 254 nm (cromatoplacas ndo apresentadas).

No entanto, apos revelacdo com anisaldeido sulfurico em observacao sob luz
visivel (Figura 43) foi possivel visualizar a existéncia de trés manchas bem
delimitadas com R; de 0,24, 0,27 e 0,28, respectivamente, na fragdo FHAE. Nas
demais fragdes nao ha nenhuma mancha.
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Figura 43 Cromatoplaca referente as fracbes FE, FHAE, FA e FNB da particdo
liquido-liquido. Revelador anisaldeido sulfarico.

Analises fitoquimicas realizadas em extrato etandlico de P. niruri fracionado
por particdo liquido-liquido revelaram presenca de terpenos e/ou esterdis na fracao
diclorometano e flavonoides em frag&o alcéolica isoamilica (CIMANGA et al., 2004).

A figura 44 apresenta o perfil cromatografico por CLUE-DAD processados em
267 nm das fragdes FE, FHAE, FA e FNB, obtidas na particao liquido — liquido.
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Figura 44 Cromatogramas das fragdes obtidas por particao liquido-liquido FE, FHAE,
FA e FNB sobrepostos, de baixo para cima (1r 4cido gatico= 2,0 MiN; tr corilagina = 3,3 Min;
tR acido elagico = 4,7)-

E possivel observar no cromatograma acima que existem diferencas

qualitativas significativas entre as fragcdes, em que a fracdo FHAE é a Unica a

apresentar picos com tg maior do que 6 min.
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Na tabela 17, estdo relacionados teores médios em porcentagem (m/m) de
acido galico, corilagina, acido elagico e AEGC (somatdria de acido elagico, acido
galico e corilagina) nas fragdes obtidas por particao liquido-liquido.

Tabela 17 Teor de acido galico, corilagina e acido elagico e AEGC em amostras de
fracionamento por particéo liquido - liquido.

Amostra Acido galico Corilagina Acido elagico AEGC
(%, m/m) (%, m/m) (%, m/m) (%, m/m)
FE <LQ 0,96+0,00 <LQ 0,96+0,00
FHAE <LD 0,07+0,00 <LQ 0,07+0,00
FA 0,05+0,01 1,7240,00 0,10+0,01 1,8840,01
FNB 1,0410,04 8,22+0,05 <LQ 9,27+0,08

< LQ — Menor que o limite de quantificagao.

< LD — Menor que o limite de detecgao

Foi possivel a quantificacao da corilagina em todas as fracées, sendo que a
fracdo FNB apresenta alta concentracdo deste marcador, aproximadamente 8,22%
m/m. Ja nas fracées FE, FHAE e FNB o acido elagico ndo pode ser quantificado pois
esta em concentragcdo menor que o limite de quantificacdo nestas fracoées. O acido
galico nao foi detectado na FHAE, e nao pode ser quantificado na FE, por estar em
concentragdo menor que os limites de deteccao e quantificacao, respectivamente. O
maior teor de AEGC (9,27%, m/m) esta presente na fracdo FNB.

Ueno et al. (1988) realizaram particao liquido-liquido de extrato etandélico de
P. niruri com hexano, cloroférmio e n-butanol, sendo que a fracdo n-butanol obtida
foi posteriormente fracionada em coluna cromatografica contendo Sephadex LH-20,
obtendo-se acido gélico, acido elagico e geraniina. Vale ressaltar que a corilagina é
um precursor da geraniina (BAGALKOTKAR et al., 2006).

Agyare et al (2011) obtiveram acido galico, corilagina, geraniina, furosina e
alguns flavonoides glicosilados a partir de fracionamento por particdo liquido-liquido
de extrato metandlico de P. muellerianus com diclorometano e acetato de etila,
seguido de cromatografia em coluna contendo Sephadex LH-20.

O perfil quimico das fracdes FA, FE e FNB obtidas por particao liquido—liquido
demonstra predominancia de flavonoides e taninos, sendo que a fragdo FNB possui
alta porcentagem de corilagina, AEGC e maior numero de flavonoides (CCD).



6.5.2 Extracdo em Fase Sélida

93

Outro método de fracionamento inicial de extratos é a extracdo em fase soélida

(EFS) que consiste hum método similar a cromatografia em coluna, porém com

menor eficiéncia, permitindo obter pequeno numero de fragdes do extrato ainda

complexas, mas com perfil quimico distinto.

O fluxograma 5 representa a obtencao das fracdes por particdo extragcdo em

fase sélida e analises realizadas.

Fluxograma 5 Fracionamento por extracao em fase sélida.

Extrato Bruto Seco

(EBS)

EFS 1
EFS 2
EFS 3
EFS 4
EFS 5
EFS 6
EFS 7
EFS 8

Andlises das fragoes:

ltem 5.5.1 (CCD)
ltem 5.5.2 (CLUE)

Realizou—se o fracionamento de 4,07 g do extrato seco bruto (EBS) por EFS

sendo que na tabela 18 estdo representadas as fracdes obtidas, seus respectivos

solventes de eluicdo, as quantidades obtidas, bem como o rendimento das mesmas.

Tabela 18 Rendimento da extragdo em fase sélida

Fracdo Eluente Massa Rendimento %
(VIv) (9) (m/m)
EFS 1 acetato de etila 0,0257 0,63
EFS 2 acetato de etila: metanol 90:10 0,0306 0,75
EFS 3 acetato de etila: metanol 80:20 0,0890 2,19
EFS 4 acetato de etila: metanol 60:40 0,3012 7,40
EFS 5 acetato de etila: metanol 40:60 0,2302 5,95
EFS 6 acetato de etila: metanol 20:80 0,2809 6,90
EFS7 metanol 0,2980 7,32
EFS 8 agua 1,4706 36,12
Total das Fragbes 2,7262 66,96
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O maior rendimento obtido foi da fracdo EFS8, eluida com &gua, e o
rendimento total ficou em torno de 67%.

Por CCD foi avaliado qualitativamente o perfil cromatografico das fragdes EFS
para taninos, flavonoides, lignanas e terpenos.

Nas condigcdo cromatogréafica de taninos, foram observadas diferencas no
perfil quimico entre as fragdbes EFS1 a EFS8 sob luz visivel, luz UV 365 nm e 254
nm (cromatoplacas nao apresentadas) e apds revelagao com cloreto férrico a 3% em
observacao sob luz visivel (Figura 45).

Na figura 45 € possivel visualizar presenga da mancha de acido gélico (Rf =
0,71) nas fracdes EFS1 a EFS8, sendo que intensidade da mancha varia entre as
mesmas. A mancha semelhante ao padréo quercetina (R; = 0,78) nao foi identificada
em nenhuma das fragdes, e a mancha semelhante ao do padrao rutina (R = 0,14)
nao aparece com nitidez nas fracbes EFS1 a EFS8, ndo sendo possivel afirmar que
se trata de rutina.

Figura 45 Cromatoplaca referente as fracdes EFS1 a EFS8, acido galico, quercetina
e rutina, da esquerda para direita. Revelador cloreto férrico 3%.

Para lignanas, ndo foram encontradas diferengas no perfil quimico entre as
fracoes as fracoes EFS1 a EFS8 sob luz visivel, luz UV 365 nm e 254 nm
(cromatoplacas nao apresentadas).

No entanto, apds revelacdo com anisaldeido sulfurico e observacédo sob luz
visivel (Figura 46) foi possivel visualizar a existéncia de trés manchas com R; de
0,37, 0,51 e 0,90, respectivamente, na fracdo EFS1, uma mancha bem delimitada
com R¢de 0,90 na fracdo EFS2, e uma mancha com R; de 0,13 na fracdo EFS6. Nas

demais fragdes nao apareceu nenhuma mancha.
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Figura 46 Cromatoplaca referente as fragbes EFS1 a EFS8, da esquerda para

direita. Revelador anisaldeido sulfurico.

Kassuya et al. (2003) obtiveram fragbes ricas em lignanas através do
fracionamento por EFS com silica gel 60 de extrato hexanico de P. amarus.

Para a classe de flavonoides, foram observadas diferencas no perfil em CCD
entre as fracbes EFS1 a EFS8 sob luz visivel, luz UV 365 nm e 254 nm
(cromatoplacas nao apresentadas) e apos revelagdo com NP/PEG em observagao
sob luz visivel (Figura 47).

Figura 47 Cromatoplaca referente as fracbes EFS1 a EFS8, acido galico, quercetina
e rutina, da esquerda para direita. Fase movel: acetato de etila: acetona: acido
acetico: agua 6:2:1:1 v/v. Revelador NP/PEG sob luz UV 365 nm.

Na figura 47 € possivel visualizar a presengca de mancha com R; préximo ao
do padrao rutina (R¢ = 0,43) em todas as fracées (EFS1 a EFS8), no entanto com
coloragao diferente da coloragéo alaranjada da rutina.

As fragbes EFS1 e EFS2 apresentam manchas com coloragéo caracteristicas
de flavonoides, no entanto ndo apresentam boa resolucao provavelmente devido a
alta concentracdo deste nestas fragdes e/ou devido a quantidade aplicada. Ja na
fracdo EFS3 as manchas estdo melhor resolvidas, sendo possivel observar a
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presenca de oito manchas com R; variando de 0,31 a 0,93. Acido galico e quercetina
nao foram observados em nenhuma das fracoes.

Nas cromatoplacas segundo condicdo cromatografica para terpenos, nao
foram encontradas diferengas no perfil quimico entre as fragdes EFS2 a EFS8 sob
luz visivel, luz UV 365 nm e 254 nm (cromatoplacas nao apresentadas), pois todas
as manchas apresentam-se no ponto de aplicagdo. No entanto, na fragdo EFS1 é
possivel observar a presenga de manchas ja sob luz visivel, luz UV 365 nm e 254
nm.

No entanto, apos revelacdo com anisaldeido sulfurico em observacao sob luz
visivel (Figura 48) foi possivel visualizar a existéncia de quatro manchas bem
delimitadas com R;de 0,25, 0,29, 0,72 e 0,96, respectivamente, na fracdo EFS1. Na
fracdo EFS6 observa — se uma mancha com R; de 0,25. Nas demais fragées nao ha
presenga de manchas.

Figura 48 Cromatoplaca referente as fracdes EFS1 a EFS8, da esquerda para a
direita. Revelador anisaldeido sulfurico.

Os perfis cromatograficos por CLUE-DAD das fracbes EFS1 a EFS8 obtidas
na extracdo em fase soélida, processados em 267 nm, esta representado pela figura
49. E possivel observar que existem diferencas qualitativas significativas entre as
fracoes.



97

1.00
090 y

3 i
&
070
060

050

AU
ra

0.40—2
u.ao—f
020—5 B
0.10—5

o.o0d - P N | N L N N e

I — L oy oy ey S S B I D
4,00 5.00 6.00 7.00 800

Minutes
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cima (R acido galico= 2,2 MiN; tR corilagina = 3,3 MIN; tR cido elagico = 4.7).

Na tabela 19, estao relacionados os teores médios em porcentagem (m/m) de
acido galico, corilagina, acido elagico e AEGC (somatdria de acido elagico, acido

galico e corilagina) nas fragdes obtidas por extracdo em fase sélida.

Tabela 19 Teor de acido galico, corilagina, acido elagico e AEGC em amostras de

fracionamento por extragdo em fase soélida.

Amostra Acido galico Corilagina Acido elagico AEGC
(%, m/m) (%, m/m) (%, m/m) (%, m/m)
EFS 1 9,36+0,05 4,23+0,03 <LQ 13,5940,04
EFS 2 18,6210,21 1,35+0,03 <LQ 19,9710,21
EFS 3 0,74+0,00 0,61+0,00 1,0410,01 1,34+0,00
EFS 4 <LQ 0,11+0,00 <LQ 0,11+0,00
EFS 5 <LQ 1,45+0,01 <LQ 1,4510,01
EFS 6 <LQ 2,04+0,01 0,12+0,00 2,17+0,01
EFS 7 <LD 0,69+0,00 0,08+0,00 0,77+0,00
EFS 8 0,20+0,00 0,85+0,00 <LQ 1,04+0,00

< LQ — Menor que o limite de quantificagao.

< LD — Menor que o limite de detecgéao

Foi possivel a quantificacdo da corilagina em todas as fracdes, sendo que a
fracdo EFS1 apresenta a maior quantidade deste marcador. A fracdo EFS2
apresentou o maior teor de acido galico, aproximadamente 19%.

O é&cido elagico foi quantificado apenas nas fracbes EFS3, EFS6 e EFS7,
sendo que nas demais fragdes nao pode ser quantificado por estar em concentracao



98

menor que 0,007 mg/mL. O acido galico nao foi detectado na EFS7, e ndo pode ser
quantificado nas fragcbes EFS4 a EFS6, por estar em concentragdo menor que 0,004
mg/mL nesta amostras.

Varios autores descrevem o uso de EFS para identificagdo e isolamento de
composto fendlicos (DIAS et al., 2010; FISCHER et al., 2011; MARGO et al., 2008;
GINJOM et al.,, 2011; DE VASCONCELQOS et al.,, 2010) para separar estes de
interferentes como acucares, proteinas acidos (GINJOM et al., 2011; MARCO et al.,
2008).

Ginjom et al. (2011) e De Vasconcelos et al. (2010) quantificaram acido galico
e acido elagico em vinho tinto e pericarpo de castanha-da-india, respectivamente,
apos EFS.

Colombo e colaboradores (2009) isolaram corilagina, rutina e etil-3,4,5-
trinidroxibenzoato de extrato fluido comercial de P. niruri apés EFS em silica Cis,
seguido de purificagdo em sistema cromatografico preparativo.

De forma geral, pode-se concluir que o perfil quimico das fracbes obtidas por
EFS apresentou grande diversidade de compostos fendlicos, sendo eles flavonoides
e taninos. Enquanto o acido galico ficou concentrado em EFS1 e EFS2, a corilagina
mostrou-se presente em todas as fragcbes em quantidades aproximadamente iguais,
com excecao de EFS1 onde ha um teor um pouco maior. O perfil cromatografico em
CLUE-DAD de EFS1 a EFS4 e entre EFS7 e EFS8 sao praticamente idénticos. As
andlises por CCD também demonstraram em muitos casos a semelhanga no perfil
cromatografico das amostras (ex. EFS1 a EFS3 na Figura 47; analise de
flavonoides).

Desta forma, as fracbes obtidas por particao liquido-liquido foram
consideradas mais adequadas para o estudo através do Fracionamento
Biomonitorado, por apresentarem perfis quimicos mais distintos. Possivelmente, a
realizacdo de uma EFS em fase reversa (ex. C18) seria mais eficiente na separacao

das substancias polares presentes no extrato aquoso.

6.6 Determinacao de Filantina na Droga Vegetal e Extrato Bruto Seco

Para a andlise de filantina na droga vegetal (DV) e no extrato bruto seco
(EBS) de P. niruri foi construida uma curva analitica, com padrao filantina, com cinco

concentragdes, sendo quantificadas através do software Empower® 3.
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A solucdo estoque de filantina a 0,237 mg/mL foi diluida para as seguintes
concentragdes: 0,00125 mg/mL, 0,0125 mg/mL, 0,025 mg/mL, 0,050 mg/mL, 0,100
mg/mL e cada solucao de diferente concentracao foi injetada em triplicata.

Abaixo (Figura 50) esta representado o cromatograma do padrao filantina na
concentracéao de 0,050 mg/L.
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Figura 50 Cromatograma e espectro de absorcao no UV: filantina a 0,050 mg/L.

Na figura 51 estd representada a curva analitica da filantina como uma
relacdo entre a média da area do pico e a respectiva concentracdo (Amount; mg/L)

de cada ponto da curva, sendo y = 4,73*10* + 9,44*10% a equacédo da reta e o R® =
0,9999.
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Figura 51 Curva analitica padrao externo: filantina.

Por meio da curva analitica foram determinados os limites de detecgéo (LD) e
quantificacao (LQ) tedricos através das equacgdes abaixo:

LD :DP x3
IC
LQ:DP x10

IC
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Onde:

DP = desvio padrao do intercepto com o eixo y de trés curvas analiticas

IC = inclinacdo da curva analitica (BRASIL, 20083).

Os resultados teoricos encontrados para o limite de deteccao (LD) e
quantificacao (LQ) foram: 0,079 mg/L e 0,265 mg/L, respectivamente.

Abaixo (Tabela 20) estdo representados os resultados de teor de filantina na
droga vegetal e no extrato bruto seco, considerando as perdas por dessecacado na
droga vegetal e extrato.

Tabela 20 Determinacéo de Filantina em droga vegetal e extrato bruto seco de P.

niruri.
Amostra Filantina (% m/m)
Droga vegetal (DV) 0,045+0,00
Extrato bruto seco (EBS) 0,0002+0,00

O teor de filantina na droga vegetal (0,045% m/m), cujo preparo da amostra
envolve extracdo com metanol foi maior que no extrato bruto seco, proveniente de
extracdo aquosa, o0 qual apresentou apenas tracos de filantina.

Varios autores quantificaram e/ou isolaram diversas lignanas, dentre eles a
filantina, em extratos etandlico, metandlico, hexanico ou benzénico de espécies de
Phyllanthus (KASSUYA et al., 2003; 2005; CHANG et al., 2003; MURUGAIYAH;
CHAN, 2006; 2007; SRIVASTAVA et al, 2008, MAIA-ALMEIDA et al, 2011;
PRASHANTH et al., 2012; KIRAN; RAO, 2013).

Kassuya e colaboradores (2003; 2005), isolaram nirtetralina, nirantina,
hipofillantina, filtetralina e filantina de extrato hexanico produzido a partir de folhas de
P. amarus. Kiran e Rao (2013) isolaram filantina e hipofilantina de extratos de partes
aéreas de P. amarus produzidos por meio de extracdo sequencial com hexano,
acetato de etila e metanol. Srivastava et al. (2008) quantificaram filantina e outras
lignanas por método densitométrico em cromatografia em camada delgada quiral em
extrato etandlico de partes aéreas de P. amarus, P. maderaspatensis, P. urinaria e
P. virgatus, sendo que P. amarus apresentou maior teor de filantina, variando de
0,52% m/m a 0,22% m/m, em relacdo a outra espécies estudadas.

Maia-Almeida et al. (2011) ao avaliarem o cultivo e a colheita de P. amarus

encontraram o maior teor de filantina em funcdo da época da colheita e



101

independente da densidade do plantio foi atingida aos 105 dias com 1,15% m/m
deste marcador.

Prashanth et al. (2012) encontraram teores de filantina variando de 0,15%
m/m a 0,81% m/m em estudo realizado com extrato benzénico em cultura de calos
de P. niruri de diferentes idades e suplementados com diferentes horménios.

Murugaiyah e Chan (2006) encontraram 3,97% m/m, 0,98 % m/m e 0,30%
m/m de filantina, hipofilantina e filtetralina, respectivamente em extrato metandlico de
folnas de P. niruri O fracionamento deste extrato metandlico por resina
cromatogréfica polimérica (Diaion® HP-20) eluido com metanol 80% e 100% originou
uma fracdo semipurificada com teor 16,79% m/m de filantina, a qual seguida de
posterior fracionamento por particdo liquido-liquido com hexano, cloroférmio e n-
butanol gerou fracbées com 50,19% m/m, 1,80% m/m e 0,57% m/m de filantina,
respectivamente.

Dessa forma pode-se afirmar que as lignanas, dentre elas a filantina
apresenta afinidade por solventes de média a baixa polaridade, sendo que em
extratos aquosos os teores de filantina estdo presentes apenas como tracos.

6.7 Determinacao do Teor de Flavonoides Totais no Extrato Bruto Seco e nas
Fracoes Avaliadas in vitro

Para determinar a concentracdo de flavonoides totais no extrato bruto seco
(EBS) e nas fragbes (FA, FE e FNB) avaliadas in vitro foi utilizada uma curva
analitica obtida a partir da leitura em triplicata da absorvancia de solugdes de
quercetina de diferentes concentracbes. A concentracao final da quercetina (na
cubeta com reagentes) variou de 0,3125 a 5,00 mg/L. A tabela 21 apresenta os
dados obtidos para a curva analitica (Figura 52).

Tabela 21 Dados de absorvancia relativos as solugdes de quercetina de diferentes

concentragoes.
Quercetina (mg/L) Média da Absorvancia (UA)
0,3125 0,0177
0,6250 0,0389
1,2500 0,0771
2,500 0,1568

5,00 0,3208
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Figura 52 Curva analitica de quercetina para determinacao do teor de flavonoides

totais utilizando o reagente complexante cloreto de aluminio.

A leitura das absorbéncias de cada extrato foi realizada em triplicata e a
média dos valores foi calculada, como pode ser observado na tabela 22. A equacao
da reta y = 0,0607x — 0,0028 e o valor de R? = 0,9999 demonstram adequada
linearidade da curva.

Os teores de flavonoides totais foram calculados utilizando a curva analitica
da quercetina e as respectivas absorvancias do extrato e fracbes analisadas
descontando-se a absorvancia do branco.

Na tabela abaixo (Tabela 22) estdo apresentados os teores de flavonoides

expressos como quercetina no extrato bruto seco e nas fragdes biomonitoradas.

Tabela 22 Teor de flavonoides totais expressos como quercetina no extrato bruto
seco e fragdes biomonitoradas de P. niruri

Amostra Média da Absorvancia Teor de Flavonoides Totais
(UA) (%)
EBS 0,1215 3,14+0,09"
FA 0,0480 1,18+0,04
FE 0,1345 3,12+0,22
FNB 0,2050 5,21+0,22

(1) Resultado descontando — se perda por dessecagéo.

Considerando os dados da tabela acima, pode-se concluir que o maior
conteudo de flavonoides totais foi encontrado na fracdo n-butanol (FNB), seguido do
extrato bruto aquoso (EBS). O menor teor observado foi na fragdo aquosa (FA), pois

de modo geral, o etanol, bem como n-butanol possui maior seletividade na extracao
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de flavonoides (ZUANAZZI; MONTANHA, 2004). E importante destacar que ao
contrario do que a nomenclatura indica, esse método nao € capaz de fornecer o teor
de flavonoides totais, uma vez que traz restricbes de deteccédo de certas classes de
flavonoides (YU et al., 2012).

O teor de flavonoides (3,14% m/m) encontrado no extrato bruto seco (EBS) é
maior que o descrito por Sabir e Rocha (2008), os quais obtiveram 0,21% m/m e
0,19% m/m, respectivamente para extratos aquosos 10% p/v de dois lotes de P.
niruri adquiridos em mercados locais de Santa Maria/RS. Soares e colaboradores
(2003) reportaram teor de 0,80% m/m de flavonoides totais quantificados como
quercetina em solucao extrativa aquosa de partes aéreas de P. niruri.

Com relacéo a andlise das fragdes, o resultado é coerente com a analise por
CCD, ja que o maior teor foi encontrado em FNB, fracdo que apresentou maior
namero de manchas e com maior intensidade na condicdo de andlise de

flavonoides.

6.8 Avaliacao da Acao do Extrato Bruto Seco e das Fracoes de P. niruri Sobre a
Cristalizacao de Oxalato de Calcio in vitro

De acordo com Filho e Yunes (1998), ao se realizar andlises bioldégicas com
extratos, fragcdes semi-purificadas e/ou principios ativos de plantas, usualmente séao
feitas triagens com modelos experimentais de menor complexidade e,
posteriormente, em ensaios de maior especificidade, seguido de analises do
mecanismo de acgdo bioldgica, devido ao grande numero de amostras a serem
analisadas.

Neste contexto, o modelo in vitro de avalicdo da cristalizacdo de oxalato de
célcio foi escolhido como modelo biologico.

Os cristais obtidos foram analisados imediatamente e 24 h apds a
cristalizacdo. A analise semiquantitativa dos cristais foi estimada pela turbidez da
solugé@o e o numero e tamanho dos cristais estimados por microscopia.

O extrato bruto seco, as fracdes (FA, FE e FNB) e os padrdes acido galico e
quercetina foram testados nas concentragcées de 0,05 mg/mL, 0,125 mg/mL, 0,25
mg/mL, 1,0 mg/mL, 2,5 mg/mL e 5,0 mg/mL.

O grafico 14 representa a porcentagem de alteracao do numero de cristais em
relacdo ao controle.
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Grafico 14 Porcentagem de alteracdo do numero de cristais em relagéo ao controle.
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O extrato bruto seco (EBS) e a fracdo aquosa (FA) apresentaram aumento
com significancia estatistica no numero de cristais na concentracdo de 5,0 mg/mL.
Ja a fracdo emulsdo (FE) apresentou aumento no numero de cristais na
concentracdao de 2,5 mg/mL e a fragdo n-butanol (FNB) na concentracdo de 0,25
mg/mL, sendo que este resultado se manteve oscilando para as concentracdes de
seguintes. A quercetina (QCT) apresentou o melhor resultado, aumentando o
namero de cristais com significancia estatistica a partir da concentracao inicial de 0,5
mg/mL. O acido galico (ACG) nao produziu aumento significativo no namero de
cristais.

No grafico 15 esta representada a porcentagem de diminuicdo da area dos

cristais em relacdo ao controle.

Grafico 15 Porcentagem de alteracao da area dos cristais em relacao ao controle.
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Houve diminuicdo estatisticamente significativa na area dos cristais de oxalato
de célcio (CaOx) em presenca de 0,5 mg/mL do extrato bruto seco (EBS), 5,0 mg/mL
da fracdo aquosa (FA), 0,05 mg/mL da fracdo emulsdo (FE) e da fragdo n-butanol
(FNB). Para o padrdo acido gdlico ndo houve reducdo significativa na area dos
cristais de CaOx para as concentracoes testadas; ja o padrao quercetina diminuiu a
area dos cristais a partir da concentracao de 0,05 mg/mL.

Em Barros et al. (2003) o extrato aquoso 5% p/v de P. niruri testado na
concentragao de 0,25 mg/mL aumentou o numero de cristais pequenos (5,0-7,5 um)
e diminuiu 0 numero de cristais grandes (10-30 um) comparando-se com a urina
sem o extrato.

Também foi verificado que todas as amostras testadas, com excecao do
padrao acido galico, aumentaram o indice de turbidez, bem como diminuiram a
agregacao dos cristais de CaOx apds 24 h de cristalizacao. O indice de turbidez é
diretamente influenciado pela reducao da area dos cristais (Barros et al., 2003).

Freitas et al. (2002), avaliou o efeito da administracao oral cronica do extrato
aquoso 5% p/v de P. niruri na dose de 1,25 mg/mL/dia em ratos por meio do modelo
de urolitiase induzida por sementes de CaOx e constatou que o extrato apresenta
uma acao inibitdéria no crescimento do cristal relacionado a alta incorporagdo de
glucosaminoglicanas (GAGs) no interior do célculo.

De acordo com Boim et al. (2010), os possiveis mecanismos de acdo do
extrato de P. niruri envolvidos na acao antiurolitiase sdo: | — neutralizacdo de cargas
negativas das glucosaminoglicanas reduzindo o polo negativo para a progressiva
deposicao de cations; Il — compostos ativos da planta poderiam quelar e/ou competir
com o célcio por sitios de ligacdo na superficie do cristal; Ill — efeito de P. niruri
sobre proteinas, incluindo proteina Tamm-Horsfall, nefrocalcina, osteopontina,
protrombina fragmento 1, entre outros, modulando a cristalizagdo, agregacédo e
crescimento do célculo e IV — P. niruri poderia reduzir a adesao do cristal no epitélio
tubular.

Estudos sugerem que P. niruri pode interferir em importantes etapas da
formacao do célculo incluindo agregacdo do cristal e internalizacdo pela células
tubulares, composicao e estrutura do cristal. Estas propriedades de P. niruri podem
constituir uma importante vantagem na prevencao da litiase, inibicado do crescimento
do calculo e manutencdo dos cristais dispersor na urina, consequentemente
facilitando sua eliminacao (BOIM et al., 2010).
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Na tabela 23 estado relacionados os resultados do teor de marcadores (acido
galico, corilagina, &cido elagico) e teor de flavonoides com as menores
concentragdes com acao sobre o processo de formacado de cristais de CaOx —
aumento do numero de cristais e diminuicdo na area dos cristais — do extrato e
fracbes biomonitoradas.

Tabela 23 Teor de metabdlitos secundarios versus concentracées do extrato e
frac6es biomonitoradas com acao no processo de formacao de cristais de oxalato de
calcio.

Amostra Acido galico Corilagina Acido elagico Flavonoides MCNCc,0x MCACc,,

(%, m/m) (%, m/m) (%, m/m) Totais (mg/mL) ,(mg/mL)
(%, m/m)

EBS 0,53+0,01 4,78+0,03 0,78+0,01 3,1440,09 5,00 0,50
FE <LQ 0,96+0,00 <LQ 3,12+40,22 2,5 0,05
FA 0,05+0,01 1,72+0,00 0,10+0,01 1,18+0,04 5,00 5,00

FNB 1,0410,04 8,22+0,05 <LQ 5,21+0,22 0,25 0,05

< LQ — Menor que o limite de quantificagao.

< LD — Menor que o limite de detecgéao

MCNCca0x — Menor concentragdo com agao sobre o aumento do nimero de cristais de CaOX
MCACca0x — Menor concentragcdo com acgéo sobre a diminuigdo da area de cristais de CaOX

Em suma, dentre as amostras avaliadas, a fracdo n-butanol (FNB), a qual
apresenta maior teor de corilagina (8,22+0,05 %, m/m) e maior teor de flavonoides
totais (5,21+0,22 %, m/m), demonstrou ser a mais ativa na acdo de formacgéao de
cristais de CaOx pois, em concentracées menores, 0,25 mg/mL (MCNCca0x) € 0,05
mg/mL (MCACca0x), COnseguiu respectivamente, aumentar o nimero de cristais e
diminuir a area destes, quando comparado com as demais amostras testadas. No
entanto, a diminuicdo da é&rea dos cristais manteve-se oscilando conforme a
concentragdao estudada foi aumentando, isto é, ndo houve diminuicdo dos cristais
proporcionalmente ao aumento da concentragcdo da fracao.

A comparagdo dos resultados das analises quimicas com os resultados da
acao sobre a formacao de cristais de oxalato de calcio sugerem que os flavonoides
e/ou a corilagina podem ser responsaveis por esta atividade, pois estao presentes
majoritariamente em FNB. Ja os resultados obtidos com o acido géalico e quercetina
indicam que a agédo sobre a formacgado de cristais de oxalato de célcio dever estar
relacionada aos flavonoides. De qualquer forma, os estudos de avaliagdo da acgao

sobre a cristalizacdo de oxalato de calcio, bem como de outros modelos in vitro e/ou
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in vivo devem prosseguir para definicdo dos marcadores para o extrato aquoso de P.

niruri
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7 CONCLUSAO

Por meio deste trabalho foi possivel comparar o perfil de metabdlitos
secundarios de diferentes extratos de Phyllanthus niruri L.

Foi realizada a transferéncia e otimizacdo do método analitico de
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE-UV) para cromatografia liquida de
ultra eficiéncia (CLUE-DAD), bem como aplicacdo do mesmo na avaliagdo do perfil
cromatografico dos extratos obtidos com diferentes polaridades, buscando
diferencas sazonais e entre os érgaos da espécie.

Por meio de técnicas cromatograficas (CCD e CLUE-DAD) foi possivel
concluir que o perfil cromatografico de extratos de diferentes polaridades das coletas
sazonais de P. niruri, apresentaram diferencas qualitativas quanto a constituicdo de
metabolitos secundarios estudados. Entretanto a mesma diferenga qualitativa nao foi
observada na variagcdo sazonal, quando os extratos de mesma polaridade e
diferentes meses foram comparados entre si, havendo apenas variagdo sazonal
quantitativa para compostos como acido galico, corilagina, acido elagico.

Da mesma forma, os perfis quimicos de extratos de diferentes polaridades
dos 6rgaos como folhas, flores+frutos, caules e raizes de P. niruri apresentaram
diferencas qualitativas quanto a composicdo de metabdlitos secundarios. Com
relacao as diferencas entre os érgaos, os perfis quimicos de folhas, flores+frutos e
caules mostraram-se mais complexos do que o perfil quimico de raizes para todas
as classes de metabdlitos avaliadas, com maior teor de acido galico, corilagina e
acido elagico em folhas, flores+frutos e caule.

Foi possivel também a obtencdo de extrato aquoso (EBS), assim como o
fracionamento deste por particao liquido-liquido e extracado em fase sélida com silica
gel, sendo que a técnica de fracionamento por particao liquido-liquido demonstrou
ser a mais adequada para avaliacdo por ensaios in vitro da acado na formacao de
cristais de oxalato de calcio, considerando-se 0 menor niumero de fracées obtidas e

as maiores diferencas nos perfis quimicos destas fragdes.
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A quanticacao por técnicas cromatograficas e colorimétricas na droga vegetal
e no extrato aguoso demonstrou haver grande de quantidade de fendlicos (taninos
hidrolisaveis e taninos totais) na droga vegetal e no extrato aquoso, ao passo que o
teor de lignanas expresso como filantina aparece em baixa concentracdo em ambos.
Acido galico, corilagina e acido elagico também foram quantificados nas fracdes
obtidas. Flavonoides totais foram quantificado por método colorimétrico apenas no
extrato aquoso e nas fracdes avaliadas in vitro.

Dessa forma o presente trabalho contribuiu para a padronizacdo do extrato de
P. niruri L, pois definiu que ndo ha variacao qualitativa no perfil de metabdlitos
secundarios durante os meses. Os dados também apontam para o uso de partes
aéreas ou de folhas como droga vegetal coletadas nos meses de novembro a
janeiro, apresentando dessa forma maior quantidade de acido galico, corilagina e
acido elagico, sendo estas informagdes fundamentais para a qualidade do produto
fitoterapico.

Alem disso, o extrato aquoso de P. niruri, que apresenta altas concentragdes
de compostos fendlicos, principalmente taninos, demonstrou interferir no processo
de formagao de cristais de oxalato de céalcio em modelo in vitro. O maior teor de
flavonoides na fracdo n-butanol, que dentre as fragdes apresentou maior atividade
nos ensaios in vitro, assim como a acao apresentada pela quercetina nos mesmos
ensaios sugerem que os flavonoides podem estar relacionados com a acao sobre a
formagao dos cristais de oxalato de calcio, bem como outras substancias fendlicas
como a corilagina. De outro lado, os dados indicam que acido gdlico ndo esta
envolvido na acao sobre a formacao dos cristais de oxalato de calcio.
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9 ANEXO

9.1 Cromatogramas
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Figura 53 Cromatogramas corilagina (A) e EBS (B) dos testes T1 a T6 com coluna
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