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RESUMO

A familia Eriocaulaceae possui 1.400 espécies divididas em 10 géneros, sendo que muitas
plantas sdo endémicas ao Brasil. Um desses géneros € o Actinocephalus, que até 2004 era uma
subsecdo do género Paepalanthus e que, devido a estudos cladisticos e analises morfoldgicas
de varias espécies, foi elevado a género Actinocephalus. Portanto, atualmente este género
conta com 49 espécies, sendo Actinocephalus divaricatus a estudada neste trabalho. As partes
acreas de A. divaricatus foram separadas em escapos, capitulos e folhas. Com as folhas foi
preparado o extrato metanolico e, posteriormente, foi realizada uma particdo com agua e
acetato de etila e, com a fracdo aquosa obtida, foi realizada uma particdo com n-butanol. A
fracdo acetato de etila, devido principalmente ao seu alto rendimento, foi escolhida para
fracionamento em sephadex LH-20. Com as fragdes obtidas foi realizada CCD, propiciando a
fracdo 24 (1,5 mg) que, por apresentar somente um spot, foi analisada por RMN de 'H, sendo
identificada a 6-hidroxi-7-metoxiquecertina (AdFal). Também foi obtida a fracao 12 (129,5
mg), que foi purificada por HPLC-PDA semipreparativo, resultando no isolamento de outras
quatro substancias, que apos analise por RMN foram identificadas como sendo: &cido 3,4-
diidroxibenzoico (AdFa2), é&cido p-hidroxibenzoico (AdFa3) e 4cido 4-hidroxi-3-
metoxibenzoico (AdFa4) e ao flavonoide 6-hidroxi-7-metoxiquercetina-3-O-f-D-
glicopiranosideo (AdFa5). Com (AdFa5) foi realizada a quantificagdo por HPLC-PDA, sendo
determinado na amostra 25,65 £ 0,43 mg g do flavonoide (AdFa5) na fracdo acetato de
etila. Além disso, foi realizado o ensaio antirradicalar, com os padrdes de acido galico, que
apresentou ICso = 30,69 4,9 pg mL! e de quercetina, que apresentou ICso de
50,96 £5,6 ygmL!, enquanto que o ICsp de fragdo acetato de etila foi de
440,66 + 24,27 ugmL!. O teor de fendis totais na fragio acetato de etila foi de 274,61 pg
mg!, enquanto o teor de flavonoides totais foi de 13,14 pg.mg' de fracdo acetato de etila.
Desta forma, foi possivel verificar que a fragdo acetato de etila, apresenta menor atividade
antirradicalar, quando comparada com o valor obtido para os padrdes de 4cido gélico e de
quercetina. Este resultado € justificado pela presenca dos flavonoides glicosilados presentes

na fracao.

Palavras — chave: Acidos fendlicos. Atividade antirradicalar. Fitoquimica. Flavonoides.
Quantificacao.



ABSTRACT

The Eriocaulaceae family has 1.400 species divided into 10 genera, with many plants being
endemic in Brazil. One of these genera is the Actinocephalus, which until 2004 was a
subsection of the genre Paepalanthus and, because of cladistic studies and morphological
analyzes of several species, was elevated to genus Actinocephalus. Therefore this genus
currently has 49 species and the specie studied in this work was Actinocephalus divaricatus.
The aerial parts of A. divaricatus were separated into scapes, capitula and leaves. A
methanolic extract was made with the leaves, and after a partition with wather and ethyl
acetate was made and with the aqueous fraction a partition with n-butanol was made. The
ethyl acetate fraction was studied, mainly due to its high yield, and then a fractioning in
sephadex LH-20 was made. With the obtained fractions was made a TLC, providing the
fraction 24 (1,5 mg) that, by presenting only one spot, was analyzed by NMR of 1H, and was
identified like 6-hydroxy-7-methoxiquecertin (AdFal). The fraction 12 (129,5 mg) was also
obtained and was purified and separated by HPLC-PDA preparative, resulting in four other
substances that, after analysis, were identified like being: 3,4-dihydroxybenzoic acid (AdFa2),
p-hydroxybenzoic acid (AdFa3) e 4-hydroxy-3-methoxybenzoic acid (AdFa4) and a flavonoid
derivated from quercetin: 6-hydroxy-7-methoxyquercetin-3-O-4-D-glicopyranoside (AdFa5).
With AdFa5 was made the quantification by HPLC-PDA, being determined in the sample
25,65 £ 0,43 mg g' of flavonoid (AdFa5) in the ethyl acetate fraction. In addition, the
antiradicalar test was performed using standard gallic acid, which showed ICso of
30,69 4,9 ug mL"!, and with the standart quercetin, it showed a ICs of 50,96 + 5,6 pg mL™,
while the fraction ICso was 440,66 + 24,27 ug mL!. The total phenol content in the ethyl
acetate fraction was 274,61 pg mg™!, while the total flavonoids content was 13,14 pug mg™! of
ethyl acetate fraction. Thus, was possible verify that ethyl acetate fraction shows smaller
antiradicalar activity, when compared with the values obtained to the gallic acid and quercetin
standarts. This result is justified by the presence of the glycosylated flavonoids present in the

fraction.

Keywords: Phenolic acids. Antiradicalar activity. Phytochemistry. Flavonoids.
Quantification.
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1 INTRODUCAO

Produtos naturais podem ser quaisquer moléculas bioldgicas provindas de plantas,
microrganismos e outras fontes naturais (QUEIROZ, 2012), sendo diferenciados em
metabolitos primarios e secundarios. Os metabolitos primarios sdo responsaveis pelos
processos vitais da planta como o crescimento e a reproducdo, enquanto que os metabolitos
secundarios sdo responsaveis pela protecdo e adaptacdo da planta em determinado local e
clima (NICOLAOQOU et al., 2012).

A complexidade da andlise dos metabdlitos secundarios se da pela diversidade e
quantidade de seus constituintes quimicos que correspondem a menos de 0,0001% da
biomassa do organismo (BHAT et al., 2005).

No que diz respeito aos metabolitos secundarios advindos de plantas, podem ser
citadas substancias pertencentes a classe dos flavonoides e saponinas (NEGRI; TABACH,
2013) e, embora o uso das plantas que os contém seja registrado hd milénios (CRAGG;
NEWMAN, 2012), somente a partir do século XVIII iniciou-se o estudo quimico das mesmas
para o isolamento das substancias (SNEADER, 2005).

Dentre as aplicagdes dessas classes de compostos citadas, pode-se citar a utilizagao
dos flavonoides, que possuem atividade antioxidante, antimutagénica, antialérgica e
antimicrobiana (LIMA; BEZERRA, 2012); as saponinas, que inibem o crescimento de células
tumorais, auxiliam na reducao do colesterol no sangue e apresentam atividade antifingica e
citotoxica (NEGRI; TABACH, 2013).

Desta forma, o estudo quimico das plantas mostra-se importante, de modo que o
isolamento das substancias e a posterior avaliagdo de suas atividades bioldgicas auxiliam na

verificacao de seu potencial uso como farmaco.

1.1 A familia Eriocaulaceae

A familia Eriocaulaceae possui aproximadamente 1.400 espécies e 10 géneros,

ocorrendo principalmente no Brasil (GIULIETTI et al., 2012; HENSOLD, 2016).

As espécies da familia Eriocaulaceae possuem maior ocorréncia na Serra do Cipo,

compreendendo os estados de Minas Gerais e da Bahia (Figura 1). Essas plantas crescem na
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regido dos “campos rupestres” em altitudes elevadas com cerca de 800 a 1000 m, sob ampla
variacdo de temperatura, altas taxas de radiag@o solar, ventos fortes e em terrenos rochosos e
acidos, pobres de nutrientes e com baixa capacidade de retengdao de dgua (SCATENA et al.,

2005).

Figura 1 - Localizagdo da Cadeia do Espinhaco, que abrange os estados de Minas Gerais e Bahia.

CADEIA D(O
ESPINHACO

{SERRA DO CIPO

Fonte: modificado de PEREIRA, V. ; 2012.

Por conta das condigdes extremas que as plantas estdo sujeitas, seus capitulos e
escapos mantém a mesma aparéncia mesmo apos terem sido colhidos e secos, sendo
utilizados para fins ornamentais. Por conta disto, tais plantas sdo conhecidas como “‘sempre-
vivas” e tém elevada importancia econdmica para as populacdes locais (COSTA et al., 2008).
No entanto, isso fez com que algumas espécies entrassem na lista de espécies em risco de
extin¢do, bem como fez com que alguns tdxons fossem considerados extintos (COSTA et al.,
2008).

De maneira geral as plantas da familia Eriocaulaceae apresentam uma divisdo

morfologica caracteristica em capitulos, escapos e folhas (Figura 2).
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Figura 2 - Divisao morfologica de uma espécie do género Actinocephalus pertencente a familia
Eriocaulaceae.

Fonte: COSTA; TROVO, 2008 (modificado).

As espécies pertencentes a familia possuem estudos na literatura que comprovam a
existéncia das seguintes atividades: antirradicalar (AMARAL, et al., 2012; AMORIM et al.,
2014), antiulcera (MORAES et al., 2010; ZANUTTO, 2013), antimicrobiana (SILVA et al.,
2009), antioxidante (DEVIENNE et al., 2007; ZANUTTO, 2013) citotéxica (COELHO et al.,
2000), mutagénica (VARANDA et al., 2006; OLIVEIRA et al., 2013), entre outras.

A classificagdo taxondmica de espécies da familia apresenta-se em constante
atualizagdo, de modo que atualmente podemos exemplificar a posi¢ao do género de estudo

segundo o cladograma representado na Figura 3.



Figura 3 - Cladograma da familia Eriocaulaceae com énfase no género Actinocephalus

Familia

Eriocaulaceae

Fonte: ANDRADE et al., 2011; GIULIETTI et al., 2012; ZANUTTO, 2013 (modificado)

Subfamilia Género
Eriocaulon
Eriocauloideae
Ruhland
Masanthemun
Actinocephalus
Comanthera
Lachnocaulon
Leiothrix
Paepalanthoideae
Ruhland
Paepalanthus
Rondonanthus
Syngonanthus
Tonina
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1.2 O género Actinocephalus

O género Actinocephalus, anteriormente descrito como uma se¢do do género
Paepalanthus, foi elevado ao status de género por Sano (2004). O género ainda teve uma nova
recircunscri¢cdo, em que foram incluidas novas espécies, assim, o género Actinocephalus

passou a ter 49 espécies, com ocorréncia na Cadeia do Espinhago (COSTA; SANO 2013).

A principal caracteristica morfologica para a diferenciacdo do género ¢ a presenca de
paracladeos cobertos por bracteas com um escapo ou Vvarios escapos em um arranjo

umbeliforme no topo (Figura 4) (COSTA et al., 2008).

Figura 4 - Padrdes de arquitetura em espécies de Actinocephalus. 1. A. brachypus. 2. A. polyanthus. 3.
A. falcifolius. 4. A. rigidus.

> Arranjo umbeliforme

Fonte: ORIANI et al, 2008.
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Apesar do grande numero de estudos com espécies da familia Eriocaulaceae, o género
Actinocephalus ainda apresenta pouco estudo citado na literatura, sendo, portanto, o estudo
quimico da espécie Actinocephalus divaricatus (Koern) Sano muito importante para

contribuir com o estudo quimico do género Actinocephalus.

1.3 A espécie Actinocephalus divaricatus

O estudo quimico das espécies do género Actinocephalus corroborou com a sua
reclassificagdo genérica permitindo diferencia-lo do género Paepalanthus por possuir
flavonoides acil-glicosilados, derivados da paepalantina glicosilados (DOKKEDAL et al.,
2008) e, atualmente, também saponinas (SILVA, 2016) (Figura 5).

Figura 5 - Exemplificacdo das espécies quimicas reclassificadoras do género Actinocephalus.

Flavonoides acil-glicosilados Derivados da Paepalantina glicosilada

Saponina

OH
o OH
OH
HOOC
HO

HO
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Desta forma, este trabalho visa contribuir para o maior enriquecimento de dados e
discussdes da quimica do género Actinocephalus, desta vez, estudando a espécie

Actinocephalus divaricatus (Figura 6).

Figura 6 - Detalhes da espécie em estudo Actinocephalus divaricatus.

Fonte: Foto cedida pelo Professor Paulo Takeo Sano.
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2 OBJETIVOS

Objetivo geral

Contribuir para o maior enriquecimento de dados e discussdes da quimica do género
Actinocephalus.

Objetivos especificos
a) Preparo das fragdes acetato de etila e n-butanol das folhas de A. divaricatus;

b) Tracar o perfil por HPLC-PDA das fracdes acetato de etila e n-butanol das folhas de A.
divaricatus;

¢) Fracionar a fragdo acetato de etila das folhas de A. divaricatus para isolamento dos
metabdlitos secundarios;

d) Identificar os metabolitos secundarios isolados da fracao acetato de etila das folhas de
A. divaricatus;

e) Quantificar por HPLC-PDA a substancia majoritaria presente na fracdo acetato de etila
das folhas de A. divaricatus;

g) Realizar a avaliagdo do potencial antirradicalar e determinar o teor de fendis e

flavonoides totais da fragdo acetato de etila das folhas de 4. divaricatus.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Instrumentos

A concentracdo dos extratos e fracdes foi feita por rotoevaporacdo sob pressdo
reduzida em evaporador rotativo (Heidolph®, Laborota 4001 — efficient) equipado com bomba
a vacuo (Heidolph®, Rotavac valve control), em temperatura menor que 40 °C.

A balanga analitica SHIMADZU® AY-220 (capacidade 220 g e precisdo de 0,1 mg)
foi usada na pesagem do extrato e das fragdes.

A moagem das folhas foi realizada utilizando um moinho de facas com rotor vertical
MAO 90 CF.

A extragdo do po foi realizada por meio da percolacdo com metanol, sendo que o pod
foi intumescido com o solvente extrator (metanol) por duas horas. Em seguida o percolador
foi empacotado homogeneamente com a mistura (p6 + metanol) e o efluente foi coletado na
vazao de 1,0-2,0 mL/min/Kg.

A partigdo liquido-liquido, tanto para a separacdo das fragdes agua e acetato de etila,
como para as fracdes dgua e n-butanol foram realizadas em funil de separagao de 500 mL.

A fracao acetato de etila obtida da parti¢ao liquido-liquido foi solubilizada em metanol
com auxilio do ultrassom e deixada na centrifuga CELM® COMBATE, a 1.578,28 rpm, para
que o sobrenadante obtido fosse fracionado em uma coluna de vidro com 85 cm de altura por
2,5 cm de diametro interno, empacotada com Sephadex® LH-20 (Pharmacia).

As andlises cromatograficas foram realizadas em um cromatografo liquido de alta
eficiéncia com bomba quaternéria (analitico, modelo PU-2089s (Jasco®), acoplado a um
detector de arranjo de foto diodos com faixa de varredura de 195-650 nm e intervalo minimo
de 1 nm, modelo MD-2018 (Jasco®) sendo que para a aquisi¢cdo e processamento dos dados
cromatograficos foi utilizado o software ChromNAV. A coluna utilizada era de fase reversa
RP18 modelo Aquasil Gold aQ (Thermo®) imobilizadas com octadecilsilano, de 250 x 4,6
mm d.i., apresentando particulas com tamanho médio de 5 um. Amostras foram injetadas em
um /oop de 20 pL (modo analitico), sendo o volume de injecdo de 10 pL.

A separacdo por HPLC-PDA da fracdo 12 (129,5 mg) obtida da separagdo por

Sephadex LH-20 foi realizado em cromatédgrafo liquido de alta eficiéncia (semipreprativo,
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gradiente binario modelo PU-2086 (Jasco®), acoplado a um detector de arranjo de foto
diodos com faixa de varredura de 195-650 nm ¢ intervalo minimo de 1 nm, modelo MD-2010
(Jasco®) sendo que para a aquisi¢do e processamento dos dados cromatograficos foi utilizado
o software ChromNAV. A coluna utilizada era de fase reversa RP18 modelo Aquasil Gold aQ
(Thermo®) imobilizadas com octadecilsilano, de 250 x 30 mm d.i., apresentando particulas
com tamanho médio de 5 pum. Amostras foram injetadas em um /loop de 500 pL (modo
analitico), sendo o volume de injeg¢ao de 300 pL.

As diferencas apresentadas entre as colunas analitica e preparativa podem ser

sintetizadas na tabela abaixo (Tabela 1).

Tabela 1: Diferencas entre as colunas analitica e preprativa utilizadas em HPLC-PDA

Parametro Coluna Analitica Coluna Preparativa
Comprimento (mm) 250 250
Concentra¢do da amostra (mg mL™") 5 10
Diametro (mm) 4,6 30
Diametro da particula (um) 5 5
Vazio (mL min) 1 13
Volume de injegao (uL) 10 300

As analises de RMN monodimensional 'H foram realizadas em espectrometro de
Ressonancia Magnética Nuclear de 300 MHz no equipamento Bruker Fourier 300 com uma
bobina de 7,1 T e em 600 MHz no equipamento Bruker Avance III 600 com uma bobina de
14,1 T. As substancias foram dissolvidas em dimetilsulfoxido deuterado (DMSO-d6
(Aldrich)). Os deslocamentos quimicos sdo dados em & (ppm) usando tetrametilsilano (TMS)
como padrdo interno.

O software MestReNova versao 6.0.2 foi utilizado durante aquisicdo dos

deslocamentos quimicos de cada espectro.

3.2 Materiais, Reagentes e Solucoes

Cartuchos de extragdao em fase solida (SPE) de fase reversa a base de octadecilsilano

(RP18) com 500 mg 6 mL™! (33 um, Supelco®) foram usados na etapa de clean-up dos
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extratos, sendo as solugdes resultantes filtradas em membranas de PTFE
(politetrafluoroetileno, teflon®, Millipore®) com poro de 0,45 ou 0,22 pm.

Na triagem das fracdes, placas de camada delgada de silica gel 60 em suporte de
aluminio (Merck®) (20 x 20 cm x 0,2 mm) foram utilizadas e redimensionadas de acordo com
o numero de fragdes analisado. Com o uso de capilares, as fragdes foram aplicadas em sua
superficie e eluidas em cuba saturada com o sistema CHCIl3:MeOH:H>O (43:37:20 v/v/v),
CHCl3:MeOH:H>O (80:18:02 v/v/v) ou CHCl3/MeOH/n-propanol/H>O (5:6:1:4, v/v/v/v, fase
organica). A revelacdo das placas foi feita com luz UV (Camara com luz UV 254 nm -
Prodicil) e anisaldeido/H>SOs4, nesta ordem.

Durante os experimentos foram utilizados os solventes agua Milli-Q (Millipore®),

MeOH P.A. (Merck) e MeOH HPLC (Tedia).

3.3 Metodologia

3.3.1 Etapa Botdnica

As partes aéreas de 4. divaricatus (capitulos, escapos e folhas) foram coletadas e
identificadas pelo Prof. Dr. Paulo Takeo Sano do Instituto de Biociéncias da USP de Sao
Paulo, em Itacambira - MG (dados GPS: 17°05'18,21"S; 43°17'51,61"W, elev. 1001 m). A
espécie encontra-se depositada no herbario do IB/USP Sdo Paulo, sob nimero SANO 3965.

Para este trabalho foram selecionadas as folhas para preparo do extrato metandlico, e

na sequéncia foram realizadas a parti¢do com acetato de etila, e o fracionamento da mesma.

3.3.2 Etapa Farmacognostica

3.3.2.1 Secagem

O material botanico coletado e identificado foi seco em estufa em ar circulante a 40 °C

e posteriormente triado para a separacao de capitulos, escapos e folhas.
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3.3.2.2 Moagem

Nesta etapa, o material botanico foi finamente dividido em moinho de facas a fim de

facilitar a extragdo de seus constituintes quimicos.

3.3.3 Etapa Quimica

3.3.3.1 Extracao

O po6 obtido na moagem foi extraido com metanol por meio da percolagdo usando o
metanol para intumescer o pé por duas horas.
Feito isso, o percolador foi empacotado homogeneamente com a mistura (pd + metanol) e
o efluente foi coletado na vazdo de 1,0-2,0 mL/min/Kg, mantendo-se constante a razao
material vegetal:solvente extrator durante toda a extragao.
ApoOs a extracdo, o liquido extrator foi rotaevaporado sob pressdo reduzida em
evaporador rotativo em temperatura inferior a 40 °C e o extrato foi transferido para vidro

tarado e deixado em capela até completa eliminagdo do solvente.

3.3.3.2 Particdo liquido-liquido

O extrato metanolico das folhas de A. divaricatus foi submetido a um processo de
parti¢do liquido-liquido com solventes de polaridade crescente. Para isso, foram solubilizados
8 g do extrato das folhas em 120 mL de 4agua. Esta solucdo aquosa foi particionada e apos isto
a fracdo aquosa foi separada da fragcdo acetato de etila, sendo que este processo foi repetido
por trés vezes (40 mL de acetato de etila por vez) a fim de extrair o maximo de substincias
soluveis nesse solvente. Em seguida, a solucdo aquosa foi particionada com n-butanol,
conforme descrito anteriormente para a fragdo acetato de etila (adicdo de 40 mL de n-butanol
adicionados em cada uma das parti¢des realizadas). As fracdes obtidas foram concentradas em
rotaevaporador sob pressdo reduzida, transferidas para vidros tarados e deixadas em capela até
completa eliminacdo dos solventes. A forma como a separacdo foi realizada pode ser

visualizado na Figura 7.
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Figura 7 - Parti¢ao liquido-liquido dos extratos metandlicos das folhas de A. divaricatus.
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3.3.4 Etapa Cromatogrdfica

3.3.4.1 Separacdo por Sephadex

A fracdo acetato de etila (cerca de 1 g) foi solubilizada em 10,0 mL de metanol e
levada ao ultrassom por 10 minutos e depois a centrifuga por 15 minutos, sendo o precipitado
separado do sobrenadante. A amostra (em forma de sobrenadante) foi entdo eluida em coluna
empacotada com Sephadex LH-20 (Figura 8), utilizando como solvente de elui¢do o metanol.
Deste fracionamento, obteve-se 279 fracdes que foram reunidas, considerando-se seus valores
de Rf quando analisadas por CCD (usando como fase estacionaria silica gel, como fase movel
o sistema de solvente CHCIl3:MeOH:H,0 (43:37:20 v/v/v) e como revelador a luz UV (254

nm) e anisaldeido/H2SOs), resultando em 36 fracdes. A fracdo 24, AdFal, apresentou um
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tinico “spot” sendo entdo analisada por RMN de 'H.

Figura 8 - Coluna contendo gel sephadex LH-20 utilizada na separagdo da frago acetato de etila das

folhas de A. divaricatus

Fonte: Proprio autor.

3.3.4.2 Separacio da fracdo 12 utilizando HPLC-PDA semipreparativo

A fracdo 12 (129,5 mg) foi solubilizada em 12,5 mL da solugdo MeOH:H>O (1:1 v/v),
filtrada em microfiltro de PTFE Millex (0,22 pm). A solucdo resultante foi fracionada por
HPLC-PDA preparativo. Para este fracionamento foi utilizada uma coluna de fase reversa
RP18 Aquasil Gold aQ 250 cm x 30 mm x 5,0 um (Thermo®). O volume injetado foi de 300
uL, e a vazio de 13,0 mL min™!.

A condi¢do inicial da fase movel utilizada consistiu de agua 72% (eluente A) e

metanol 28% (eluente B) contendo 0,1% de TFA. O método de elui¢do foi o gradiente com
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uma rampa de eluicdo de 40 min, variando a propor¢do de MeOH de 28 a 85%. Este
procedimento de separacdo forneceu trés acidos fendlicos, AdFa2 (4,9 mg), AdFa3 (1,1 mg)
e AdFa4 (1,3 mg) e um flavonoide, AdFa5S (2,4 mg) que, foram identificados conforme os

dados obtidos nos experimentos de RMN mono e bidimensionais.

3.3.4.3 Analise das fracdes por HPLC-PDA analitico

As fragdes 12 e 24 resultantes do fracionamento por Sephadex da fragdao acetato de
etila das folhas de A. divaricatus e as fracdes 1 (AdFa2), 3 (AdFa3), 4 (AdFa4) ¢ 5 (AdFa5)
resultantes da separagdo por HPLC-PDA preparativo foram analisadas por cromatografia
liquida de alta eficiéncia. As amostras (cerca de 1 mg) foram preparadas realizando-se o
clean-up em um cartucho Sep-Pak (Sigma, RP18) e filtradas em membranas de PTFE
(politetrafluoroetileno, teflon®, Millipore®), utilizando MeOH como eluente. A eluigdo
cromatografica foi realizada utilizando agua (eluente A) e metanol (eluente B), ambos
acidificados com 0,1% de TFA. O programa gradiente foi de 5 a 100% MeOH em 60 min

com um vazdo de ImL min’'.

3.3.4.4 Quantificacdo

- Solucao padrao

A quantificag@o ocorreu pela interpolacdo da amostra fracdo acetato de etila na curva
construida com o padrao do flavonoide existente no laboratorio isolado do extrato metandlico
das folhas de A. divaricatus (6-hidroxi-7-metoxiquercetina-3-O-f-D-glicopiranosideo,
AdFa5).

A solucdo do padrio foi utilizada no ensaio de linearidade e na construcdo da curva
analitica, sendo realizadas dilui¢des seriadas a partir de uma solugio estoque de 1000 pg.mL"!
(500 - 7,81 pg.mL™1), utilizando-se como diluente MeOH:H,O (70:30, v/v).

As solugdes preparadas foram filtradas em microfiltro de PTFE Millex® (0,22 pm de
poro e 25 mm de didmetro) antes de serem injetadas no cromatografo liquido e o ensaio foi

realizado em triplicata para cada concentracao do padrdo. As areas dos picos cromatograficos
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foram obtidas pela integracdo de cada pico analisado, monitorado pelo detector PDA em 270

nm, e foram utilizadas na constru¢do do grafico de area versus concentragao.

- Preparo da amostra

A preparacdo da fragdo acetato de etila das folhas consistiu em uma etapa de clean up
por extracao em fase soélida em cartucho de RP18 que foi ativado com metanol (4 mL) e
equilibrado com agua (5 mL). A fracdo (24,2 mg) a ser aplicada no suporte de SPE foi
previamente solubilizada em 3 mL de MeOH, levada ao ultrassom, filtrada e seca.
Posteriormente, 10 mg da fragdo foi solubilizada em 1 mL da solugdo MeOH/H>0O (90:10,
v/v), sendo que o volume final da solug¢ao foi aferido em um baldao volumétrico de 2 mL
fornecendo uma solugdo com uma concentracio de 10 mg.mL™!. A solucdo final foi filtrada

em microfiltro de PTFE Millex PTFE Millex® com tamanho de poro 0,22 um.

- Condicdes cromatograficas utilizadas

As analises do padrao e da fracdo acetato de etila das folhas de A. divaricatus foram
realizadas em uma coluna de fase reversa RP18 imobilizadas com octadecilsilano, modelo
Thermo Scientific® (250 x 4,6 mm d.i.; 5 um), com coluna de guarda de mesma fase
estacionaria (4,0 x 3,0 mm d.i.). O volume de injecdo foi de 10uL, a vazdo utilizada de 1
mL.min"! e a temperatura do forno ajustada para 25°C.

A composi¢ao da fase movel utilizada foi: agua (eluente A) e metanol (eluente B),
ambos acidificados com 0,1% de TFA, na propor¢ao de 20-80% de MeOH, com rampa de

eluicdo de 60 minutos.

- Identificacdo e quantificacio

A identificacdo do composto na fragdo foi feita por comparagdo de seu tempo de
retengdo (tr) e espectros no UV do padrdo analisado. A quantifica¢do do analito foi feita pelo
método de calibragdo externa, permitindo assim a quantificagdo do padrao utilizado, que

apresentou a mesma resposta de absor¢ao no PDA.
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3.3.5 Avaliagao do potencial antiradicalar, fendis totais e flavonoides totais da fra¢do
acetato de etila das folhas de A. divaricatus

3.3.5.1 Avaliacio do potencial antirradicalar

A avaliacdo do potencial antirradicalar foi realizada com base nas metodologias de
Pauletti et al. (2003) e Brand-Williams et al. (1995). Inicialmente foi preparada em um balao
volumétrico de 250 mL uma solu¢do de DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazina) 4% em metanol.
Posteriormente, preparou-se a amostra (fragdo acetato de etila das folhas de A. divaricatus) e
os padrdes de 4cido galico e quercetina na concentragdo de 1000,00 pg mL™, que foi diluida
em 500,00 ug mL™!, 250,00 pg mL!, 125,00 ug mL™!, 62,50 pg mL!, 31,25 ng mL™!, 15,62 pg
mL'e 7,81 uygmL™.

Feito isto, adicionou-se em uma placa de 96 pogos 100 pL de cada uma das solugdes
preparadas e para o branco de metanol, sendo que todas elas foram analisadas em triplicata.
Por ultimo foi realizada a adicdo de 200 pL da solucdo de DPPH e a reagdo ocorreu por 30
minutos sem a presenga de luz, e posteriormente, a absorbancia foi medida a 517 nm no

espectofotometro ELISA.

3.3.5.2 Determinacdo do teor de fenois totais

A concentracdo de fenois totais foi determinada a partir do método colorimétrico
Folin-Ciocalteau (KAHKONEN et al., 1990; GHASEMZADEH et al., 2010). Inicialmente,
foi preparada em um baldo volumétrico de 10 mL a solug¢do de Folin-Ciocauteau, utilizando-
se 0,667 mL do reagente e cerca de 9,333 mL de agua destilada. Também foi preparada a
solugdo de carbonato de sddio (Na2COs) na concentragio de 200 mg mL™!, que foi preparada
em um baldo volumétrico de 5 mL.

Por ultimo, foram preparadas a solugdo padrdo de acido galico na concentragdo de
1000,00 pg mL™!, que foi diluida em 500,00 pg mL!, 250,00 ng mL!, 125,00 pg mL™!, 62,50
pug mL?t, 31,25 pgmL!, 15,62 uygmL"! e 7,81 ug mL! e a amostra (fragdo acetato de etila das
folhas de A. divaricatus) na concentragio de 62,50 mg mL™".

Em uma placa de 96 pocos adicionou-se 150 pL. de uma solugdo de Folin-Ciocalteau

6,67% em agua e 50 pl. das amostras a serem analisadas, incluindo a solu¢ao padrao,
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realizando a andlise em triplicata e utilizando o MeOH como branco. Aguardando-se 3
minutos para posterior adi¢io de 50 pL de uma solu¢io de Na;CO3 200 mg mL.
Posteriormente, aguardaram-se 2 horas para a ocorréncia da reagao, medindo-se a

absorbancia em 750 nm pelo espectofotometro ELISA.

3.3.5.3 Determinacdo do teor de flavonoides totais

A concentragcdo de flavonoides totais foi determinada com base na metodologia de
Peixoto Sobrinho et al., 2008. Inicialmente foi preparada a solucdo de cloreto de aluminio
(AICl3) em baldo de 10 mL que foi completado com uma solu¢do MeOH:H>O (80:20 v/v).

Posteriormente, foi preparada uma solugdo com o padrio de quercetina na
concentracdo de 1000,00 pg mL™!, que foi diluida em 500,00 pg mL™!, 250,00 ug mL!, 125,00
ug mL7, 62,50 uyg mL', 31,25 uyg mL!, 15,62 pg mL" e 7,81 pg mL™! e a amostra (fragio de
acetato de etila das folhas de A. divaricatus) foi preparada em uma concentra¢ao de 62,50 mg
mL .

Em uma placa de 96 pocos adicionou-se 100 pL. de uma solugdo de AICIz 2% (m/v) e
100 pL das amostras a serem analisadas, incluindo a solu¢do padrdo, sendo que as medidas
foram realizadas em triplicata. Feito isto, aguardando-se 1 hora para posterior medida da

absorbancia em 750 nm pelo espectofotometro ELISA.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Obtencao dos perfis cromatograficos das fracdes acetato de etila e n-butanol das folhas de A.

divaricatus

O extrato metanolico das folhas da planta foi submetido a parti¢ao liquido-liquido com
acetato de etila, e posteriormente com n-butanol conforme descrito no item 3.3.3.2 (YUNES;
CALIXTO, 2001). Os rendimentos obtidos para cada fracdo estdo apresentados na tabela

abaixo.

Tabela 2 - Rendimento das fracdes obtidas a partir da partigdo do extrato metanolico das folhas.

Fraciao AcOEt Fracao n-BuOH

Massa obtida 1,8999 ¢ 1,6419 g
Rendimento 23.71% 20,52%

O rendimento obtido foi maior para a fracdo acetato de etila, que para a fracao
n-butandlica. A fracdo aquosa nao foi utilizada na etapa de caracterizagdo, pois sua
composi¢ao contém moléculas muito polares como agucares que poderiam dificultar o
trabalho com a amostra (maior chance de proliferacdo de fungos e microrganismos e maior
dificuldade na secagem, por exemplo) (CERVEZAN; 2013).

Com o objetivo de realizar uma triagem fitoquimica rapida dessas fragdes, realizou-se
um perfil cromatografico por HPLC-PDA para a determinagdo das classes de compostos
presentes nas fragdes acetato de etila e n-butanol das folhas de A. divaricatus por meio dos
espectros de UV dos picos cromatograficos obtidos a fim de delimitar estratégias para o
1solamento de substancias de interesse quimico.

As Figuras 9 e 10 apresentam os cromatogramas monitorados em 270 nm para avaliar

a presenca dos seus principais metabolitos secundarios.



Figura 9 - Cromatograma HPLC-PDA da fragdo n-butandlica das folhas de 4. divaricatus.
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Condi¢cdes cromatograficas: coluna Thermo (250 x 4.60 mm, 4 micron) Vazdo de 1 mL min™.

Método gradiente de 5% a 100% MeOH, 60 min. 270 nm com espectros no UV representativos.
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Figura 10 - Cromatograma HPLC-PDA frag@o acetato de etila das folhas de A. divaricatus.
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Condi¢des cromatograficas: coluna Thermo (250 x 4.60 mm, 4 micron) Vazdo de 1 mL min™.
Método gradiente de 5% a 100% MeOH, 60 min. 270 nm com espectros no UV representativos.
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A analise do perfil cromatografico e os seus respectivos espectros no UV, (Figuras 9 e
10) das fragdes acetato de etila e n-butanolica, permitiu sugerir a presenca de derivados de
acidos fenolicos (picos 1 e 2, na Figura 9 e picos de 1 a 3, na Figura 10) , flavonoides (picos 3
a 7 na Figura 9 e picos de 4 a 9, na Figura 10) e naftopiranonas (picos de 8 a 10, na Figura 9 e

picos 10 a 12, na Figura 12).

Os acidos fendlicos sdo evidenciados no espectro de UV pela presenca de uma banda
entre 260-293 nm (Rodrigues et al., 2008) e as naftopiranonas sdo identificadas por uma

banda bipartida entre 270-273 nm (VILEGAS et al, 1999, PACIFICO et al., 2011).

Os flavonoides sao identificados pela presenga da banda II com maximo em torno de
240-290 nm, atribuido a conjugacdo do anel A com o anel C e pela presenca da banda I em
torno de 300-390 nm, atribuida a conjugacdo do anel B com o anel C dos flavonoides como a

quercetina apresentada abaixo (Figura 11).

Figura 11 - Representacao da estrutura da quercetina.

OH O
Fonte: SIMOES, et al., 2013.

A fracdo acetato de etila foi escolhida como fragdao de trabalho por apresentar maior
variedade de compostos com picos cromatograficos presentes em toda regido do
cromatograma com compostos de alta a média polaridade. Além disso, o maior rendimento

calculado também foi considerado na escolha.
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5.2 Separacio da fraciio acetato de etila das folhas de A. divaricatus por Sephadex

A separagao da fracdo acetato de etila resultou em 36 fragdes que foram submetidas a
analise por CCD (Figura 12).

Figura 12 - Analise por CCD das fragdes obtidas por Sephadex apos reunido.

Condi¢des cromatograficas: Fase Estacionaria = silica gel; Fase Movel = CHCl3;:MeOH:H.O
(80:18:02, v/v/v), Revelador = anisaldeido.

Deste fracionamento, a fragdo 24 (2,6 mg), um “spof” amarelo atribuido aos
flavonoides (CHAVES, 1997), foi analisada por HPLC-PDA e identificada por RMN 'H e
denominada como AdFal.

Além disso, a fragdo 12 (121,4 mg) foi analisada por HPLC-PDA analitico, sendo que
posteriormente foi realizada a transposi¢do do método para o HPLC-PDA semipreparativo,
onde foram isolados os compostos AdFa2, AdFa3, AdFa4 ¢ AdFa5.

As amostras obtidas foram analisadas por CCD, eluida em CHCIl3:MeOH:H>O
(43:37:20 v/v/v) e revelada com solucao anisaldeido/H>SO4 e, com os dados obtidos, os
compostos foram identificados por RMN 'H. Uma forma resumida do trabalho realizado nesta

etapa encontra-se na abaixo (Figura 13):



Figura 13 - Fluxograma de fracionamento fragdo acetato de etila das folhas de 4. divaricatus.

Fr. AcOEt

1,8999 g

\ 4
Separagéo por Sephadex LH-20 e CCD

36
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\ 4 v
Fragao 12 Fragdo 24
129,5 mg 1,5 mg
A 4 v
Separagao por HPLC-PDA e CCD RMN 'H
25 AdFa
Fragdes (1,5 mg)
A 4
RMN 'H
\ 4 A 4 A 4 A 4

AdFa2 AdFa3 AdFa4 AdFa5s
(4,9 mg) (1,1 mg) (1,3 mg) (2,4 mg)
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5.3 Identificacdo estrutural por RMN

5.3.1 Identifica¢do da molécula AdFal

O espectro de RMN de 'H de AdFal (Figura 14), apresentou um sinal de hidrogénio
acoplado em meta em 6 7,72 (d, J = 2,2 Hz) referentes a H-2', ¢ um sinal de hidrogénio
acoplado em orto em o 6,89 (d, J = 8,5 Hz) referentes a H-5'. Outro sinal de hidrogénio
acoplado em orto-meta em 6 7,57 (dd, J = 2,2, 8,5 Hz) foi atribuido ao H-6', do anel B, tipico
de derivados da quercetina. A auséncia dos dois dupletos em meta entre 6,4 € 6,8 sugeriu que
o anel A do flavonoide fosse pentassubstituido. O sinpleto obtido em & 6,81 foi atribuido ao
hidrogénio da posicdo 8 do anel A (HARBORNE, 1996). Um singleto (3H) em & 3,91 foi
atribuido ao grupo metoxila. O deslocamento quimico do hidrogénio na posicdo H-8 do
flavonoide confirma a presenga de um grupo metoxilico na posi¢ao 7 do anel A (VILEGAS et
al., 1999). Estes dados (Tabela 3) comparados com o UV (Figura 15) e com os da literatura
(MABRY, 1970) confirmaram que esta substancia ¢ a 6-hidroxi-7-metoxiquecertina

(Figura 16).

Figura 14 - Espectro de RMN de 'H de AdFal.
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Figura 15 —Espectro de absor¢ao no UV do flavonoide AdFal.
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Tabela 3 - Dados de RMN de 'H (DMSOqg, 300 MHz) de AdFal isolado da fragdo acetato de etila
das folhas de A4. divaricatus e o valor teorico da literatura.

Posi¢io 'H (Jin Hz) 'H Teoérico
2 - -
3 - -
4 - -
5 - -
6 - -
7 - -
8 6,81 s 6,7-7,0
9 - -
10 - -
1 - -
2 7,72d (2,2) 7.7
3! - -
4' - -
5' 6,89 d (8,5) 6,5-7,1
6' 7,57 dd (2,2; 8,5) 7,6
7-OCH; 391s 3,54,1

(DMSO-de, 300 MHz)

Figura 16 - Estrutura do flavonoide AdFal (6-hidroxi-7-metoxiquecertina).




5.3.2 Identifica¢do da molécula AdFa2

O espectro de 'H (Figura 17) de AdFa2 mostra um sinal de hidrogénio acoplado em
meta em 0 7,32 (d, J = 1,9 Hz; H2) e um sinal acoplado em orto referente ao hidrogénio com
0 6,77 (d, J = 8,2 Hz; HS5) e os sinais referentes a um sinal de hidrogénio acoplado em
orto-meta em & 7,27 (dd, J = 1,9; 8,2 Hz; H6). Os dados de RMN de 'H estdo apresentados na
Tabela 3. Com isto, foi possivel com o auxilio da literatura (OU, et al.; 2012) e do espectro de

UV (Figura 18) identificar esta substancia como sendo o acido 3,4-diidroxibenzodico (acido

protocatecuico) (Figura 19).

Figura 17 - Espectro de RMN de 'H de AdFa2.
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Figura 18 - Espectro de absor¢do no UV do 4cido fenolico AdFa2.
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Tabela 4 - Dados de RMN de 'H (DMSOQgs, 300 MHz) de AdFa2 isolado da fragdo acetato de etila
das folhas de A. divaricatus e o valor tedrico da literatura.

Posi¢io 'H (J in Hz) 'H Teérico
1 - -
2 732.d(1,9) 7,33
3 - -
4 - -
5 6,77 d (8,2) 6,76
6 7,27 dd (1,9; 8,2) 727

(DMSO-ds, 300 MHz)

Figura 19 - Estrutura do acido fenolico AdFa2 (acido 3,4-diidroxibenzobico).

O._ _OH
1
6 2
3
> OH
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5.3.3 Identificag¢do da molécula AdFa3

O espectro de 'H (Figura 20) de AdFa3 mostra os deslocamentos referentes aos
acoplamentos em orto em o 7,78 (2H, d, J = 8,7 Hz; H-2/H-6) e em 6 6,81 (2H, d, J = 8,7 Hz;
H-3/H-5).

O espectro no UV desta substancia (Figura 21) apresentou banda com Amsx em 260-
293 nm (RODRIGUES et al., 2008) similar ao espectro apresentado na Figura 15. Por meio
de comparagdo destes dados com os da literatura (ZHANG et al.; 2012) foi possivel

identificar esta substancia como sendo o acido p-hidroxibenzoico (Figura 22).

Figura 20 - Espectro de RMN de 'H de AdFa3.
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Figura 21 - Espectro de absor¢do no UV do acido fenolico AdFa3.
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Tabela 5 - Dados de RMN de 'H de AdFa3 isolado da fragdo acetato de etila das folhas de A.
divaricatus e o valor teorico da literatura.

Posi¢io '"H (Jin Hz) 'H Teoérico
1 - -
2 7,78 d (8,7) 7,87
3 6,81d (8,7) 6,92
4 - -
5 6,81d (8,7) 6,92
6 7,78 d (8,7) 7,87

(DMSO-de, 300 MHz)

Figura 22 - Estrutura do acido fenolico AdFa3 (4cido p-hidroxibenzdico).
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5.3.4 Identificagcdo da molécula AdFa4

O espectro no UV (Figura 24) da substancia AdFa4 apresentou banda com Anax em

260-293 nm (RODRIGUES et al., 2008) nm similar ao espectro apresentado na Figura 15. A

Figura 23 mostra um sinal de hidrogénio com acoplamento em orfo em 06 6,80 (d, J = 8,2 Hz;
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H-5), um sinal de acoplamento em meta em o 7,34 (2H, d, J = 2,0 Hz; H-2) e um sinal de
acoplamento orto-meta em o 7,30 (dd, J = 2,0; 8,2 Hz; H-6). Também foi possivel verificar
um simpleto (3H) em 6 3,75, correspondendo a um grupo metoxilico. A partir da comparacao

destes dados com os da literatura (GONZALEZ-BARO, 2008), foi possivel identificar esta

substancia como sendo o 4cido 4-hidroxi-3-metoxibenzodico (Figura 25).

Figura 23 - Espectro de RMN de 'H de AdFa4.
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Figura 24 - Espectro de absor¢do no UV do acido fenolico AdFa4.
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Tabela 6 - Dados de RMN de '"H (DMSOgs, 300 MHz) de AdFa4 isolado da fragdo acetato de etila
das folhas de 4. divaricatus e o valor tedrico da literatura.

Posi¢io '"H (Jin Hz) 'H Teérico
1 - -
2 7,34 d (2,0) 7,44
3-OCHj; 3,75 s 3,92
4 - -
5 6,80 d (8,2) 6,86
6 7,30 dd (8,2; 2,0) 7,44

(DMSO-ds, 300 MHz)

Figura 25- Estrutura do acido fendlico AdFa4 (acido 4-hidroxi-3-metoxibenzo6ico).

O.__OH
1
6 2
3
> Y TOCH;
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5.3.5 Identifica¢dao da molécula AdFa5

O espectro de 'H de AdFa5 (Figura 26) mostra um sinal de hidrogénio acoplado em
meta em o 7,62 (1H, d, J = 2,2 Hz, H-2'), um sinal de hidrogénio acoplado em orto em 0
6,85 (1H, d, J = 8,3 Hz, H-5") e um sinal de hidrogénio acoplado em orto-meta em 6 7,61
(1H, dd, J = 2,2; 8,3 Hz, H-6") referentes ao anel B. O singleto obtido em 0 6,84 refere-se ao
H-8 quando o anel A ¢ substituido na posi¢do 6, indicando que este estd pentasubstituido
(HARBORNE, 1996). Observou-se ainda o sinal do hidrogénio anomérico em 5,48 (1H, d,
7,5 Hz) com configuragdo em £. Em 6 12,1 observa-se o sinal do hidrogénio da hidroxila na

posi¢do 5 do flavonoide quelada com a carbonila da posicdo 4.

O experimento HMBC (Figura 27) forneceu o acoplamento a >J dos hidrogénios da
metoxila em 3,91 com o carbono em o 155,4 (Tabela 7), confirmando a posicdo desta
metoxila na posicdo C-7 do anel A do flavonoide. A correlagdo do hidrogénio em & 5,44
com o carbono em O 134,1 confirma que o aclcar estd na posi¢do C-3 do flavonoide. A

compara¢do destes dados com os da literatura (MABRY, 1970) e com o UV (Figura 28)
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permitiu obter os demais dados necessarios de 'H e '3C para identificar este flavonoide como
sendo o 6-hidroxi-7-metoxiquercetina-3-O-B-D-glicopiranosideo (Figura 29). Também foi
realizada a co-inje¢ao do padrdo isolado dos capitulos por HPLC-PDA com o extrato acetato

de etila das folhas, confirmando assim ser a mesma substancia.

Figura 26 - Espectro de RMN de 'H de AdFa5.
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Figura 27 - Mapa de contorno HMBC de AdFas5.
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Figura 28 —Espectro de absor¢cdo no UV do flavonoide AdFa5.
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Tabela 7 - Dados de RMN de 'H (DMSOQg, 600 MHz) de AdFa5 isolado da fragdo acetato de etila
das folhas de A. divaricatus e o valor tedrico da literatura.

Posi¢io 'H (J in Hz) BC
2 - 156,4
3 - 134,1
4 - 177,9
5 - 146,6
6 - 130,0
7 - 155,4
8 6,83 s 91,8
9 - 150,9
10 - 105,9
1' - 122,0
2 7,62d(2,2) 117,3
3 - 145,8
4' - 149,7
5 6,85d(8,3) 115,5
6' 7,59 dd (2,2; 8,3) 122,1
7-OCH; 391s 56,8
OH -5 15,2 -
Acucar Glicose
" 5,48d (7,5) 102,1
" 4,27dd (7,5¢9,5) 75,4
3" 3,46dd (9,5¢9,5) 77,3
4" 3,21dd (9,5¢9,5) 71,1
5" 3,38 m 78,5
6" 3,61dd (12,0 e 2,5) 62,4

3,74 dd (12,0 € 5,0)
(DMSO-de, 600 MHz)

Figura 29 - Estrutura do flavonoide AdFa$5 (6-hidroxi-7-metoxiquercetina-3-0-f-D-glicopiranosideo)
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5.4 Avaliacdo do potencial antirradicalar da fracdo acetato de etila das folhas de A.

divaricatus.

A avaliacdo do potencial antirradicalar foi realizada segundo o procedimento
experimental descrito em 3.3.5.1, sendo que o mesmo resultou na mudanga de coloracao do

violeta para o amarelo nos pocos em que houve a reacao (SOUZA et al., 2007).

A reacdo ocorreu devido ao arranjo das hidroxilas presentes nos derivados de
compostos fendlicos, sendo que nos flavonoides, como a quercetina, o sequestro de radicais
livres ¢ facilitado pela estrutura o-dihidroxi do anel B (grupo catecol) e a ligacdo 2,3 em
conjugacdo com a fun¢do 4-oxo no anel C, bem como a presenga de hidroxilas nas posi¢des 3

e 6 (PANNALA et al., 2001), de acordo com a Figura 30.

Figura 30 - Estrutura da quercetina onde destacam-se: a) Grupo catecol; b) Ligacdo 2,3 do anel C

conjugada com a fung¢do 4-oxo; ¢) Hidroxilas nas posigdes 3 e 5.

Fonte: Imagem modificada de EDENHARDER et al., 1997.

Desta forma, como a quercetina apresenta todas as caracteristicas acima para ter um
bom potencial antirradicalar, esta substancia foi utilizada como padrao e, com ela foi possivel
verificar a rea¢do abaixo (Figura 31), onde a mesma apresenta ressonancia que consegue

estabilizar o radical formado.
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Figura 31 - Reagdo do padrdo de quercetina com o DPPH e estrutura de ressonancia do radical da

quercetina.
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Fonte: Adaptado de (BRAND-WILLIANS et al., 1995).

Apo6s a realizagdo do experimento foi possivel analisar os dados obtidos para os
padrdes de acido galico e de quercetina e para a fracao acetato de etila plotando os dados da
porcentagem de captura de radical pela concentragdo em um grafico construido no software
OriginPro 8.0 (OriginLab®). Com isto, interpolaram-se os pontos através de uma equagdo
polinomial de segundo grau e pode-se obter o ICso para a fragcdo acetato de etila (Figura 32),

que ¢ a concentracdo minima necessaria para a redu¢ao de 50% do DPPH presente na solugao.
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Figura 32 - Porcentagem de inibi¢do do DPPH nos padrdes de acido galico e de quercetina e na fracao
acetato de etila.
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O padrao de acido galico ICso = 30,69 +4,9 ng mL' quercetina apresentou um ICso de
50,96 +£5,6 pg mL", enquanto que a fragao acetato de etila apenas apresentou resultado para um
valor superior que o das concentracdes analisadas para o padrio, sendo o valor de
ICso = 440,66 + 24,27 pg mL!, o que corresponde a um baixo potencial antirradicalar

quando comparado ao padrao da quercetina.

5.5 Avaliacdo do teor de fendis totais da fracdo acetato de etila das folhas de A.

divaricatus.

A avaliacdo do teor de fenois totais foi feita de acordo a metodologia j& descrita no
3.3.5.2, sendo que a mesma consiste na reducdo do Mo*® para o Mo™, em que se verifica a
formagdo da coloragdo azul resultante da reacao de reducao (Figura 34). A reagdo ¢ iniciada
pela desprotonacdo dos fendis pelo Na;COs, sendo que as hidroxilas desprotonadas reagem
com o molibdénio presente no reagente de Folin-Ciocalteau, provocando a mudanca de
coloragdo da solugdo, que ¢ medida pelo espectofotometro em um comprimento de onda de

750 nm.
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Desta forma, inicialmente ocorre uma reagdo acido-base entre o grupo acido
carboxilico do composto fenodlico e a base Na,COs3, gerando o anion 3,4,5-triidroxidobenzoato

(Figura 33).

Figura 33 - Exemplo da reagdo acido-base ocorrida entre acidos fendlicos e carbonato de sodio.

O+_OH Oy _0O Na*
Na 2CO 3
= + NaH CO3
HO OH HO OH
OH OH
Acido 3,4,5-triidroxicarboxilico 3,4,5-triidroxidobenzoato Hidrogenocarbonato
de sodio

Fonte: Adaptado de AMERICAN., 2005.

Posteriormente o anion gerado reage por uma reacdo de oxido-redugcdo com o
molibdénio presente no reagente de Folin-Ciocalteu (solucdo de ions formada por heteropoli-
acidos fosfomolibdicos e fosfotunguisticos) (NEVES, 2009), gerando o composto
3.4,5-tridréxidobenzoato (Figura 36).

Figura 34 - Exemplo da reagdo de oxido-redugdo ocorrida com o molibdénio presente no reagente de
Folin-Ciocalteau.

Reacio de Oxidacao

(@) O (0] (0]
_ — + 2e
HO OH 0) OH
OH 0
3,4,5-triidroxidobenzoato 5-hidroxi-3,4-dioxocicloexa-

1,5-dienocarboxilato

Reacio de Reducao

2Mo*® + 2¢° == 2Mo™
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HO OH 0 OH
OH e}
3,4,5-triidroxidobenzoato 5-hidroxi-3,4-dioxocicloexa-

1,5-dienocarboxilato

A partir dos dados obtidos, foi possivel construir um grafico de absorbancia por

concentracdo por onde se obteve a equagdo da reta do padrdo de 4cido galico (Figura 35),

onde se interpolou a absorbancia da fracdo analisada, obtendo-se uma concentragao de fendis

totais de 274,61ug mg™! da fragdo acetato de etila.

Figura 35 - Grafico do padrao de acido galico utilizado para interpolar a fracao

acetato de etila das folhas de A. divaricatus.

0,6 4

0,54

04

0,34

Absorbancia

0,24

0,1 1

0,0

T T T T T T T T T T
0 200 400 600 800 1000

Concentragéo / mg mL”



57

5.6 Avaliacao do teor de flavonoides totais da fracio acetato de etila das folhas de A.

divaricatus

A avaliacdo do teor de flavonoides totais foi realizada a partir do procedimento
experimental previamente descrito, sendo que a reacdo forma um complexo estavel entre o
cation AI** e os flavonoides (Figura 36), também se complexando nas posi¢des do catecol (3'
e 4'), gerando uma coloragdo amarela para o complexo e um deslocamento batocromico
(deslocamento para comprimentos de onda maiores) do flavonoide, que tem absorbancia

medida em 415 nm.

Figura 36 - Formagao do complexo flavonoide-Al em solugdo metandlica de AlCl;.

o-Al

Quercetina Complexo com AI**

Fonte: Adaptado de MARKHAM, 1982.

A partir dos dados obtidos, foi possivel construir um grafico de absorbancia versus
concentragdo afim de se obter a equacdo da reta para o padrdo quercetina (Figura 37), sendo
que as medi¢des s6 puderam ser realizadas a partir da concentracdo de 250,00 ug mg™! pois,
pela leitura do aparelho, esta foi a concentracdo maxima detectada. A concentragdo de
flavonoides totais foi obtida pela interpolacao da medida de absorbancia na equagdo da reta,

obtendo-se o valor de 13,14 ug mg™! de fragio acetato de etila.
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Figura 37 - Gréfico do padrao de quercetina utilizado para interpolar a fragdo acetato

de etila das folhas de A. divaricatus.
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5.7 Quantificacao

5.7.1 Linearidade e sensibilidade

Os valores das areas dos picos cromatograficos foram relacionados com as
concentragdes utilizadas 7,81, 15,63, 31,25, 62,50, 125,00, 250,00 e 500,00 pg mL! para a

construgdo da curva analitica do padrao de quercetina (Figura 38).

Figura 38 - Curva analitica obtida pelo método de calibragdo externa das solu¢do padrao.
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No intervalo de linearidade avaliado para o padrdo, a regressdo linear apresentou
coeficiente de correlagdo (r?) superior a 0,99, estando dentro dos valores exigidos pela
ANVISA, indicando assim uma boa proporcionalidade entre a concentragdo do padrao ¢ a
area do pico cromatografico no intervalo de concentracao analisado (Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria, 2003).

Os parametros estatisticos que determinaram a linearidade da curva analitica estdo

apresentados na Tabela 8.

Tabela 8 - Parametros da curva analitica do padrdo do derivado da quercetina.

Padrio Coeficiente Coeficiente Fator de Faixa LD LQ
linear (a) angular (b) correlacio  linear (ug mL?')  (ugmL?)
() (ng mL™)
AdFa5 40333 8448,2 0,9998 7,77 - 500 2,56 7,77

AdFa5: 6-hidroxi-7-metoxiquercetina-3-O-f-D-glicopiranosideo

Os valores de limite de detecgdo (LD) e limite de quantificagdo (LQ) foram calculados
com base na curva de calibragdo do padrao (RIBANI et al., 2004). As equagdes utilizadas

estdo apresentadas abaixo (Figura 39):

Figura 39 — M¢todo para obtencdo dos valores de LD (limite de deteccdo) e LQ (limite de
quantificagdo).

Onde b ¢ o coeficiente angular da reta que descreve a curva analitica, ou seja, onde a
curva analitica intercepta o eixo y € a, o coeficiente linear da reta, sendo a inclinag¢do da curva

analitica.

5.7.2 Seletividade

O padrao quantificado pdde ser identificado no extrato por meio da comparagao dos
tempos de retencdo nos cromatogramas analisados. A substancia analisada apresenta t: de
18,87 min para as condi¢des cromatograficas utilizadas (Figura 40). Ja, a seletividade do

método permitiu medir exatamente o composto de interesse em presenga de outros
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componentes da matriz complexa (extrato vegetal) (RIBANI et al., 2004). Nesse caso, a
seletividade pdde ser comprovada pela similaridade entre os espectros de absor¢ao no UV do

padrao com o pico obtido pela andlise da fragao acetato de etila no comprimento de onda de

270 nm.

Figura 40 - Cromatograma contendo o perfil cromatografico da fracdo AcOEt das folhas de A.
divaricatus comparado com padrdo de 6-hidroxi-7-metoxiquercetina-3-O-f-D-glicopiranosideo (pico
2 em azul).
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Condicoes cromatograficas: Coluna Thermo (250 x 4,60 mm, 4 micron). Vazdo de 1 mL.min-1.
Método gradiente de 20% a 80% MeOH, 60 min. Volume de injecdo de 10 pL; A =270 nm.

Figura 41 - Espectro de UV do composto 6-hidroxi-7-metoxiquercetina-3-O-f-D-glicopiranosideo na
fragdo acetato de etila e como padrao (AdFaS5).
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5.7.3 Analise da fragdo acetato de etila das folhas de A. divaricatus

A quantificacdo por HPLC-PDA foi feita pela construgdo da curva analitica das areas
dos picos cromatograficos pela concentracdo do padrao. A concentragdo do flavonoide 6-
hidroxi-7-metoxiquercetina-3-O-f-D-glicopiranosideo na fragdo acetato de etila foi
determinada pela interpolagdo da area do pico cromatografico na curva padrdo, sendo o teor

do flavonoide de 25,65 + 0,43 mg.g™! de fracio acetato de etila.
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6 CONCLUSOES

O perfil cromatografico por HPLC-PDA da fragdo acetato de etila das folhas de A.
divaricatus permitiu identificar a presenga de acidos fendlicos, flavonoides e naftopiranonas.

O estudo quimico da fragdo acetato de etila das folhas permitiu isolar e identificar 2
flavonoides, a 6-hidroxi-7-metoxiquercetina e a 6-hidroxi-
7-metoxiquercetina-3-O-f-D-glicopiranosideo e trés 4acidos  fendlicos, o é&cido
3,4-diidroxibenzdico, o acido p-hidroxibenzoico e o acido 4-hidréxi-3-metoxibenzodico.

A avaliagdo quantitativa da fracdo acetato de etila permitiu verificar os teores de fendis
totais (274,61 pg.mg') e flavonoides totais (13,14 pg.mg?!), bem como a atividade
antirradicalar da fracdo acetato de etila (ICso = 440,66 + 24,27 pg mL!) que, se comparada
com os padrdes de 4cido galico (ICso = 30,69 +49 upg mL') e quercetina
(ICso = 50,96 £5,6 pg mL™"), mostrou-se como tendo um baixo potencial antirradicalar.

A quantificagio por HPLC-PDA gerou um resultado de 25,65 + 0,43 ug mg! para o
derivado de quercetina glicosilado para e fracdo acetato de etila, o que pode auxiliar na
explicagdo do resultado da atividade antirradicalar acima expresso, pois o mesmo ¢
influenciado pelo teor de compostos glicosilados, visto que os critérios para a ocorréncia da
reacdo (item 5.4) ndo sdo preenchidos, sendo que, na posi¢do 3 do flavonoide ha um
glicosideo ao invés de uma hidroxila e, na posi¢do 7, uma metoxila ao invés da hidroxila
(AMORIM, et al.; 2014), o que reduz a atividade da fracao.

Desta forma, com o estudo realizado foi possivel a andlise quimica da fracao acetato
de etila das folhas de A4. divaricatus. E, além disto, este estudo corrobora com estudos
anteriores, pois a presen¢a de naftopiranonas e flavonoides nas folhas de espécies de

Paepalanthus e agora de Actinocephalus sao importantes para caracterizar esses géneros.
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