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Resumo

Holostylis reniformis Duch. (Aristolochiaceae) tem sido utilizada na medicina
tradicional brasileira como anti-reumatico, digestivo e depurativo. Estudos
prévios dos extratos desta espécie demonstram que estes apresentam
atividades antimalaricas. Lignanas ariltetralénicas e furanicas sdo os principais
constituintes quimicos dos extratos mais ativos, desde entao pesquisas tém se
concentrado em sua caracterizacdo quimica, biossintese e transformacfes
microbianas. Este trabalho descreve um estudo comparativo entre dois
métodos para a obtencdo de extratos ricos em lignanas ariltetralénicas de H.
reniformis coletadas em duas regides brasileiras diferentes. Raizes, folhas e
caules da planta foram coletados em Imperatriz (MA) e ltuiutaba (MG), depois
de secos e moidos, os extratos foram preparados por extracdo com fluido
supercritico (SFE-CO,) e pelo método classico de maceracdo (extracdo com
hexano, acetona e etanol, sucessivamente). Foram realizadas analises
qualitativas e quantitativas das lignanas ariltetralénicas presentes nos extratos
por meio das técnicas de RMN de 'H, CLAE-EM-IES, CLAE-DAD, e CG-EM.
Para otimizar as condicdes experimentais (EM-EM, CG, e os parametros de
CL) e para as quantificacdes, foram utilizados (-)-8'-epi-aristoligona (T-15) e
(-)-aristotetralona (T-11) como padrdes de referéncia. Como resultado dessas
analises, pbde-se inferir que a quantidade de lignanas ariltetraldnicas nos
extratos de folhas e caules néo é significativa. No entanto, o extrato hexanico e
os extratos obtidos por fluido supercritico de raizes tém composi¢cdo quimica
semelhante e possuem a maior concentracdo desta classe de substancias,
sendo a (-)-8'-epi-aristoligona (T-15) o constituinte majoritario destes extratos.
Além disso, uma avaliagdo comparativa dos perfis quimicos dos extratos de H.
reniformis, obtidos por maceracdo e por fluido supercritico, evidenciou que,
embora extracdes com SFE-CO; resultaram em menor rendimento de lignanas
(19,8%) em comparacdo com extragcdes por maceracao (23,5%) nos extratos
de ltuiutaba (MG), a SFE-CO, € um procedimento mais rapido e mais “limpo”

do que a extracdo por maceracao para a recuperacao de lignanas.

Palavras-chave: Lignanas Ariltetral6nicas. Arislolochiaceae. H. reniformis.



Abstract

Holostylis reniformis Duch. (Aristolochiaceae) has been used in traditional
Brazilian medicine as an antirheumatic, stomachic, and depurative. Previous
studies on extracts from this species have shown that they have exhibited
antimalarial activities. Since aryltetralone and furan lignans are the main
chemical constituents of the most active extracts, research has been
concentrated on their chemical characterization, biosyntheses, and microbial
transformations. This work describes a comparative study on two methods for
obtaining extracts rich in aryltetralone lignans from H. reniformis collected in two
different Brazilian regions. Extracts of dried roots, leaves, and stems from plants
collected in Imperatriz (MA) and Ituiutaba (MG) were prepared by supercritical
fluid extractions (SFE-CO,) and by a classical method using macerations
(extraction with hexane, acetone, and ethanol, successively). Qualitative and
guantitative analyses of aryltetralone lignans in the extracts were performed by
using *H NMR, LC-ESI-MS, LC-PDA, and GC-MS techniques. To optimize the
experimental conditions (MS-MS, GC, and LC parameters) and quantifications,
(-)-8’-epi-aristoligone (T-15) and (-)-aristotetralone (T-11) were used as
reference standards. As results of these analyses, it can be inferred that the
amount of aryltetralone lignans in extracts of the leaves and stems is not
significant. However, the hexane and the supercritical extracts of roots have
similar chemical composition and contain the highest concentration of this class
of compounds, being (-)-8-epi-aristoligone (T-15) the major constituent of these
extracts. In addition, a comparative evaluation of the chemical profiles of H.
reniformis extracts, obtained by maceration and supercritical fluid extraction,
evidenced that, although SFE-CO, extractions resulted in lower yield of lignans
(19.8%) compared to maceration extractions (23.5%) in those extracts from
ltuiutaba (MG), SFE-CO; is a faster and “cleaner” procedure than maceration

extraction for the recovery of lignans.

Keywords: Aryltetralone Lignans. Aristolochiaceae. H. reniformis.
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1. Introducao

1.1 A Familia Aristolochiaceae

O grande interesse pelo estudo fitoquimico da familia Aristolochiaceae
decorre da grande variedade de constituintes quimicos presentes nas espécies,
e das diversas atividades biologicas atribuidas a estas, bem como sua
utilizacdo na medicina tradicional e homeopéatica *°.

Segundo Huber, Aristolochiaceae € constituida por duas subfamilias,
duas tribos, duas subtribos e doze géneros. Nesta classificacdo os géneros
Aristolochia, Euglypha e Holostylis sédo considerados semelhantes e foram
agrupados na mesma subtribo °. No decorrer de mais de um século, a
classificacdo de Aristolochiaceae ainda gera controvérsia entre 0s
taxonomistas, devido a complexidade do perianto irregular apresentado por
suas espécies » "°. Em 1999, Gonzalez ° propds uma classificacdo alternativa
para esta familia baseada na analise dos caracteres morfolégicos: folha,
inflorescéncia, frutos, semente, 6rgdos de reproducdo e podlen. Segundo
Gonzalez, a familia Aristolochiaceae é constituida por 544 espécies divididas
em duas tribos, quatro géneros e trés subgéneros, distribuidos
predominantemente nas regifes tropicais e subtropicais do globo " *°. Os
géneros monotipicos Holostylis e Euglypha foram extintos e suas espécies
foram incluidas no género Aristolochia como Aristolochia reniformis e A.
rosajiana, respectivamente, pois apresentam forte relacdo morfolégica e
filogenética com as demais espécies do género Aristolochia 2.

A familia Aristolochiaceae possui uma composicdo quimica de
metabdlitos secundarios diversificados (acidos graxos, terpenoides, lignoides,
flavonoides e alcaloides) **. O trabalho de revisdo bibliogréfica realizado pelo
nosso grupo de pesquisa compreendendo as décadas de 80 e 90 (1980-2000)
mostra que até entdo foram isoladas nesta familia cerca de 670 substancias de
192 espécies, e atualmente, pode-se estimar mais de 700 substancias
isoladas, dentre as quais se destacam os acidos aristoloquicos esterificados
por diterpenos, as cubebinas e tetraflavondides por seus esqueletos carbdnicos
inéditos™.

Dentre as substancias isoladas de espécies de Aristolochia que

possuem atividades biolégicas comprovadas, destacam-se o0s acidos
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aristoléquicos presentes em 60 espécies .

Estes acidos aristoloquicos
apresentam atividade esterilizante e antifagica em insetos, alguns exibem acao
contraceptiva, de induc&o do estimulo gastrico, de reducédo do edema induzido
por veneno de cobra, anti-inflamatéria, antialérgica entre outras *2. Este tipo de
compostos nitrofenantrénicos apresentam ocorréncia restrita na natureza em
espécies pertencentes aos géneros, Aristolochia e Asarum, e insetos que se
alimentam destas plantas ’.

E interessante destacar que, até o momento ainda ndo foram isolados
acidos aristoléquicos de H. reniformis, 0 que comprovaria a proposta de
inclusdo desta espécie ao género Aristolochia, conforme a classificacdo de

Gonzalez .

1.2 A espécie Holostylis reniformis Duch.

A espécie H. reniformis, é popularmente conhecida por “flor de sapo“ e
“capeba do Maranhdo” " °. Suas caracteristicas botanicas revelam tratar-se de
um subarbusto perene, cespitoso e vivaz de rizoma horizontal ramosissimo e
numeroso, raizes simples; caules eretos ligeiramente prostrados ou trepadores,
sendo os estéreis mais curtos que os floriferos, e tendo folhas maiores e
alternas, pecioladas, reniformis de 15 a 25 cm de comprimento e 18-30 cm de
largura; flores zigomorfas, de perianto campanulado, castanho; fruto em forma
de capsula ovoide, rugosa e deiscente; sementes obcordadas, planas e lisas
na parte inferior e concava na superior (Figura 1, p. 17) * " '3, Holostylis
reniformis € uma espécie endémica da regido central da América do Sul,
encontrada em terrenos humosos, sombrios e levemente umidos das bordas
das matas ou barrancas dos rios da Argentina, Bolivia, Brasil (Goias,
Maranhdo, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais e Tocantins) e
Paraguai °.

Suas raizes e rizomas sdo utilizados como antirreumatico, estomaquico,
sudorifero e depurativo ’. Apesar dos efeitos benéficos de suas raizes e
rizomas, suas folhas desprendem um forte odor e por isso séo evitadas pelos

animais que as reconhecem no campo ou pasto 2.
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Figura 1. Fotos de diferentes partes de Holostylis reniformis.

O estudo fitoquimico previamente realizado com H. reniformis
demonstrou que esta espécie apresenta variadas classes de substancias,
sendo relatado o isolamento de 41 substancias das quais 67% eram de
lignanas. Estudos realizados pelo nosso grupo de pesquisa em colaboracdo
com a FIOCRUZ/MG evidenciaram que extratos apolares, hexanico e aceténico
desta espécie reduzem os niveis de parasitemia em teste in vivo (empregando-
se Plasmodium berghei). Além disto, lignanas isoladas destes extratos
apresentaram potencial atividade antiplasmddica (empregando-se Plasmodium
falciparum) em teste in vitro % ® (Figura 2, p. 18).
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Figura 2. Estrutura quimica das lignanas ariltetraldnicas isoladas de H. reniformis que
foram enviadas para testes de atividade antiplasmodica em Plasmodium falciparum. Sendo
T9: (+)-8,8-epi-aristoligona; T11: (-)-aristotetralona; T12: (-)-aristoligona; T14:. (-)-4'-O-

Metilenshicina; e T15: (-)-8’-epi-aristoligona.

1.3 Extracédo por Fluido Supercritico

Segundo Justo et. al. *, «

as questdes relacionadas ao desenvolvimento
econdmico e industrial pelo uso de técnicas que evitem ou minimizem os danos
ao meio ambiente tém sido bastante discutidas nos ultimos anos. Processos
gue empregam gases a altas pressdes (sendo o dioxido de carbono o exemplo
mais importante) como solvente de extracdo ou fluidos pressurizados (como a
agua, utilizada em reacbes de hidrélise) sdo genericamente denominados de
tecnologia supercritica, e classificados como processos tecnolégicos mais
limpos” *“.

A utilizacdo de uma metodologia de extracdo empregando-se fluidos
supercriticos se torna cada vez mais atrativa com relagdo as metodologias
tradicionais devido as altas solubilidades, taxas de transferéncia de massa e
seletividade, apresentadas. Porém, a seletividade do processo de extracéo
depende principalmente da densidade do solvente supercritico, a qual pode ser
alterada pela variacao das condi¢des do processo. Além do mais, o baixo calor
latente de evaporacao no processo e a alta volatilidade dos solventes permitem
obter extratos ativos isentos de residuos toxicos e com uma qualidade final
elevada quando comparados aos produtos obtidos por técnicas convencionais.
Além disto, a extracdo realizada a baixas temperaturas preserva os produtos
termicamente degradaveis ** °.
Trabalhos recentes demonstraram que a extracdo com fluidos

supercriticos de matrizes vegetais € mais seletiva do que as técnicas usuais de
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extracdo, principalmente quando o objetivo é extrair compostos de baixa
polaridade. Entretanto, co-solventes podem ser adicionados em quantidades
baixas, tais como agua e etanol, para alterar a polaridade do di6éxido de

carbono ¢,

1.4 Analise Quantitativa

Técnicas de separacdo, tais como cromatografia gasosa (CG),
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) e eletroforese capilar (EC) vém
se destacando na quimica analitica por propiciarem analises qualitativas e
guantitativas em amostras ambientais, farmacéuticas, biolégicas e em

alimentos 8

. No presente estudo aplicaremos técnicas cromatograficas as
matrizes vegetais.

A aplicabilidade de uma analise quantitativa compreende a identificacao
dos analitos de interesse, livres de compostos interferentes, e propicia a
determinacdo da concentracdo destes, presentes em uma amostra. Para isto,
esta analise pode ser baseada em estabelecer o valor da area da banda
cromatografica registrada como um pico, que idealmente deve ter um formato
gaussiano, com resposta linear na faixa do detector empregado e tendo pleno

conhecimento das limitacées do método adotado *°.

2. Objetivos

Este trabalho tem como objetivo geral conhecer a constituicdo quimica
dos extratos de raizes, caules e folhas de H. reniformis preparados por
diferentes metodologias de extracdo visando a determinacdo dos melhores
métodos para a obtencdo de lignanas ariltetralénicas, coletadas em duas

regides geograficas distintas.
2.1 Objetivos especificos
» Otimizar metodologias de extragdo por maceracdo e desenvolver

metodologia empregando fluidos supercriticos para obtencdo de

lignanas;
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» ldentificar e quantificar o maior nimero de compostos, em especial
lignanas, empregando-se técnicas como CLAE-UV, CLAE-EM, e CG-
EM, sem o isolamento dos constituintes quimicos dos extratos;

» Comparar a composi¢cao quimica das diferentes partes das plantas;

» Comparar a composi¢do quimica de plantas provenientes de regides

geograficamente distintas.

3. Procedimentos experimentais

3.1 Coleta do material vegetal

O material vegetal utilizado no desenvolvimento deste trabalho foi
coletado em: ltuiutaba - MG (Fev/2008) por membros do nosso grupo de
pesquisa, e em Imperatriz - MA (Fev/2010) pelo Prof. Dr. Tito da Silva. A
espécie foi identificada como sendo H. reniformis pelo Dr. Lindolpho Capellari
Junior da Escola Superior de Agricultura de Queiroz (ESALQ) de Piracicaba -
SP, tendo como numeros de exsicatas ESA 88282/2008 e ESA 110744/2010,

respectivamente.

3.2 Preparacéao dos extratos

Diferentes partes do material vegetal coletado (raizes, caules, caules +
raizes, e folhas) foram secas ao ar, e em seguida, em estufa a 40°C.
Posteriormente, foram trituradas por processo mecanico obtendo-se as massas
vegetais, que foram extraidas por dois métodos: maceragdo com solventes de
polaridade crescente, e por fluido supercritico.

3.2.1 Extracao por maceracao

Os extratos de H. reniformis foram preparados a partir das diferentes
partes estruturais da planta (raizes, caules, caules + raizes e folhas), secas e
moidas. Uma das técnicas utilizadas para extracdo foi a de maceracéo,
utilizando como parametro a extracdo dos compostos pela diferenca de
polaridade dos solventes, em ordem crescente de polaridade (hexano, acetona
e etanol).

O volume aproximado de solventes utilizados para cada extracao foi trés

vezes 0 volume do material vegetal ocupado no recipiente. Os recipientes com
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as respectivas solucdes de extratos foram agitados diariamente durante 1
minuto e a solugao extratora separada a cada 48 horas.

As respectivas solucdes foram filtradas com o auxilio de gase e papel de
filtro, sucessivamente, concentradas a pressao reduzida em um rota
evaporador da marca BiUchi modelo 461 (Pressdo 200 bar) e secas a
temperatura ambiente em capela de exaustéo de gases, para a eliminacao dos
solventes, esse procedimento foi adotado por trés vezes para cada solvente
resultando, respectivamente, nos extratos hexanicos, acetdnicos e etandlicos,

como representado no Esquema 1 (p. 21).

Material vegetal*

| (@)

Extrato Torta
Hexanico

(b)

Torta

Torta

* Raizes, caules + raizes, caules e folhas.
(a) Trés extracdes simples com hexano;
(b) Trés extracdes simples com acetona; e
(c) Trés extracdes simples com etanol.

Esquema 1. Preparacéo dos extratos por maceracdo de H. reniformis.

3.2.2 Extracéao por fluido supercritico

Para os extratos obtidos por fluido supercritico de H. reniformis foi
utilizado um equipamento de extragdo supercritica montado no Laboratério de
Tecnologias Supercriticas do Instituto de Quimica da UNICAMP em

colaboracdo com o Prof. Dr. Paulo de Tarso Vieira e Rosa.
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O Esquema 2 (p. 22) apresenta uma ilustragdo do aparato experimental.
O CO; presente no cilindro (1) é resfriado em um banho termostético (2) para
garantir que o fluido esteja liquido na bomba (3). O fluido pressurizado flui para
a coluna de extracédo (4) na qual esta presente o material vegetal. Passando
pela coluna de extracdo, a pressdo € reduzida em uma valvula micrométrica
(5), resultando na obtencao do extrato que é coletado em um frasco (6). O CO,
gasoso escoa pelo medidor de vazdo de CO, (7) para medicdo da vazéo
volumétrica e entdo € descartado para o ambiente via uma capela de exaustao.
Neste experimento, empregou-se materiais vegetais secos e moidos, oriundos
de Ituiutaba — MG e Imperatriz — MA (aproximadamente 20 g de raizes, caules,
caules + raizes e folhas), os quais foram colocados individualmente no interior
da coluna de extracdo (2 cm de diametro x 25 cm de altura) e o CO; na
temperatura de 50°C e pressdo de 270 bar fluiu pela coluna por
aproximadamente 50 minutos para obtencdo do extrato, o volume de CO,
utilizado para cada extracdo foi de 200 L. Apds cada extragéo foi realizada uma
lavagem com etanol nas tubulac¢des para remocéo de material que ficou retido

no equipamento (regides 5 e 6 do Esquema 2) %°.

.

1
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Esquema 2. Adaptacdo do esquema referente ao sistema de extracéo supercritica %°.

Todos o0s extratos obtidos, seja por maceracdo seja por fluido
supercritico, foram analisados por RMN de 'H, para possibilitar um
direcionamento aos melhores extratos a serem trabalhados, visando a

determinacao das substancias ariltetraldnicas presentes nos extratos.
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3.2.3 Massa dos extratos obtidos por maceracédo e por fluido supercritico
Nas Tabelas 1 a 3 (p. 23) estdo relacionadas as massas dos materiais

vegetais utilizadas para cada tipo de extragcdo de H. reniformis, seja por

maceracao seja por fluido supercritico, oriundas das regides de ltuiutaba - MG

e Imperatriz - MA e a massa dos respectivos extratos obtidos.

Tabelal. Dados dos extratos obtidos por maceracdo de H. reniformis de ltuiutaba - MG.
Material Extrato Extrato Extrato

Etandlico ()
5,97 (5,92 %)
21,33 (2,13 %)
58,12 (7,69 %)

Vegetal (9)
Raizes (100,88)
Caules (1000,0)

Folhas (756,0)

Hexanico (g9)
3,73 (3,70 %)
3,55 (0,36 %)
33,38 (4,42 %)

Acetbnico (g)
3,75 (3,72 %)
8,3 (0,83 %)

22,22 (2,94 %)

Tabela 2. Dados dos extratos obtidos por maceracdo de H. reniformis de Imperatriz -
MA.

Material Extrato Extrato Extrato

Vegetal (g) Hexanico (g) Acetbnico (g) Etandlico ()

Raizes (50,02) 1,46 (2,92 %) 1,26 (2,52 %) 3,10 (6,20%)

Caules + raizes (150,33) 2,06 (1,37 %) 1,61 (1,07%) 5,41 (3,60 %)

Folhas (150,82) 6,60 (4,38 %) 6,90 (4,57 %) 5,15 (3,41 %)

Tabela 3. Dados dos extratos obtidos por fluido supercritico de H. reniformis de
ltuiutaba — MG e Imperatriz — MA.

ltuiutaba - MG Imperatriz - MA
Material Vegetal Extrato Material Vegetal Extrato
(20,0 9) obtido (g) (20,0 9) obtido (9)
Raizes 0,741 (3,71 %) Raizes 0,261 (1,31 %)
Caules 0,072 (0,36 %) Caules + raizes 0,177 (0,89 %)
Folhas 0,263 (1,32 %) Folhas 0,326 (1,63 %)

3.3 Obtencédo dos espectros de RMN de *H

As secdes gque se seguem apresentam os espectros de RMN de 'H dos
extratos obtidos por maceracdo e por fluido supercritico, de duas localidades,
ltuiutaba — MG e Imperatriz — MA, os espectros de RMN de *H (500 MHz e 300
MHz) foram adquiridos em espectrometros Varian INOVA 500 (11,7 T) e Varian
INOVA 300 (7,0 T). Para tal analise foi utilizado 30,0 mg de extrato bruto
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dissolvidos em aproximadamente 1 mL de CDCI; (para os extratos hexanico e
acetdnico e por fluido supercritico) e em 0,7 mL de DMSO (para 0s extratos
etandlicos) ambos os solventes sdo da Sigma-Aldrich ™ com pureza maior ou
igual a 99,8% para D. Visto que foram obtidos mais de 20 extratos,
selecionamos 0s espectros mais representativos, ou seja, aqueles que
apresentaram sinais referentes as lignanas de interesse, em quantidades
relevantes como os da (-)-aristotetralona (T11) e da (-)-8'-epi-aristoligona

(T15). Todos os espectros encontram-se na secao de Anexos (p. 64).

3.4 Analises cromatograficas

Aliquotas dos extratos de H. reniformis, obtidos tanto pelos métodos de
maceracdo quanto por fluido supercritico, oriundos de ltuiutaba — MG e
Imperatriz — MA, foram pesados e solubilizados em metanol resultando em uma
solucdo com concentragdo de 1 mg/mL e filtrados em membrana de PVDF de
0,45 pm. Em seguida, estes foram analisados por CLAE-analitico
(Cromatégrafo Jasco), para obter os respectivos perfis cromatograficos. A
coluna utilizada para este propoésito foi a Chrompack Varian ODS® (C18, 5 pm,
250 x 4,6 mm). Foi utilizado como sistema eluente MeOH/H,O na proporcéo
7:3 com vazéo de 0,8 mL/min e detector UV em 254 nm, conforme descrito na
literatura %, o volume de injecéo foi de 20 pL e o tempo de eluicdo para cada
andlise foi de 60 min.

Para a analise por Cromatografia Liquida acoplada a Espectroscopia de
Massas com lonizacdo por Eletrospray (CLAE-EM/IES), foi utilizado um
equipamento LCQ Fleet — Thermo Scientific. As condigbes experimentais para
esta andlise foram as mesmas descritas para o CLAE-analitico.

Os solventes organicos empregados nos processos cromatograficos
descritos acima foram de grau cromatografico, a agua foi destilada e
deionizada (resistividade minima de 18,2 MQ.cm a 25°C).

O sistema para obter as analises por CG-EM foi GC-2010 Shimadzu
com detector GCMS-QP2010 Plus, programa GCMS Real Time Analyses El
(70 eV) equipado com um injetor split/splitless (220°C) com uma razao de 1/10,
usando uma coluna capilar VF-1IMS (30 m x 0,25 mm, 0,25 um). Hélio foi
usado como gas de arraste (0,8 ml/min), Kits de padrdes Aldrich foram

utilizados nas andlises (24 alcanos Cs-C3p de cadeia linear, 19 4cidos graxos
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Cs-C,4 de cadeia linear, e 19 ésteres metilicos Cs-C,4 de acidos graxos de
cadeia linear). As amostras foram preparadas com n-hexano de pureza
analitica (99%) na concentracdo de 1 mg/mL do extrato bruto e o volume de
injecdo foi de 2 pL %,

O tratamento estatistico dos dados para a obtencdo da curva analitica
envolveu a determinacdo da equacdo da reta de regressdo linear e do

coeficiente de correlacéo utilizando o software ORIGIN 5.0, 1997.
4. Resultados e discusséao
4.1 Anélise dos espectros de RMN de *H dos extratos

A Figura 3 (p. 26) apresenta os espectros de RMN de *H dos extratos de
raizes de ltuiutaba — MG e Imperatriz — MA, obtidos por maceracdo (extrato
hexanico) e por fluido supercritico, a Figura 4 (p. 27) apresenta os espectros de
RMN de 'H dos extratos acet6nicos de raizes de MG e MA, e a Figura 5 (p. 28)
apresenta os espectros de RMN de 'H dos extratos hexanico obtidos por
maceracao de caules e de caules + raizes e por fluido supercritico, oriundos de

[tuiutaba - MG e Imperatriz — MA, respectivamente.
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Figura 3. Espectros de RMN de 'H dos extratos de raizes: (a) hexanico — MG; (b)
hexanico — MA; (c) fluido supercritico — MG; e (d) fluido supercritico — MA (11,7 T;

CDCly).
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Figura 4. Espectros de RMN de 'H dos extratos acetdnicos de raizes provenientes de:
(a) MG; e (b) MA (11,7 T; CDCly).
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supercritico — MA (11,7 T; CDCly).



Os espectros de RMN *H dos extratos hexanico e acetdnico obtidos por
maceracdo e obtidos por fluido supercritico (Figuras 3 e 4) de raizes
apresentam sinais muito semelhantes, tanto daqueles obtidos do material
vegetal coletado em ltuiutaba — MG como os de Imperatriz — MA. Os sinais
observados evidenciam a presenca de grupos metilicos com deslocamento
quimicos entre & 0,9 a 6 1,2; além de sinais caracteristicos de hidrogénios
aromaticos em & 6,3 a 7,0 e em aproximadamente & 7,5 (H-6), destacando o
deslocamento quimico em aproximadamente & 7,5 por ser caracteristico de
hidrogénio desprotegido pelo grupo carbonilico em lignanas ariltetralénicas, em
06~3,8 de hidrogénios metoxilicos aromaticos e em 6~5,9 de hidrogénios
metilenodioxilicos. Os espectros de RMN de H dos extratos hexanico e por
fluido supercritico de caules e caules + raizes (Figura 5), também possuem
similaridades e apresentam sinais referentes a hidrogénios alifaticos. Porém
em menor intensidade que no conjunto de extratos provenientes de raizes de
ambas as regides.

Devido a boa resolucdo dos espectros de raizes é possivel identificar
sinais correspondentes aos hidrogénios da lignana (7'R,8S,8'S)-8,8'-dimetil-
3',4',4,5-tetrametoxi-2,7',-ciclolignan-7-ona, denominada (—)-8-epi-aristoligona
(T15) ® *2 pela comparacdo destes espectros com o espectro da amostra
auténtica (Figura 6, p. 30).

Os espectros de RMN de 'H dos extratos acet6nicos e etandlicos de
raizes, caules e de caules + raizes oriundos de ltuiutaba — MG e Imperatriz —
MA, respectivamente, encontram-se na se¢ao de anexos bem como todos o0s
espectros de RMN de 'H dos extratos de folhas oriundas de ambas as regies

e obtidos tanto pelo método de maceracéo como por fluido supercritico.
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Figura 6. Espectro de RMN de 'H da substancia pura (7'R,8S,8'S)-8,8'-dimetil-
3',4',4,5-tetrametoxi-2,7',-ciclolignan-7-ona, nomeada (-)-8'-epi-aristoligona ou T15
(11,7 T; CDCls).
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4.2 Cromatogramas dos extratos obtidos por maceracdo e por fluido
supercritico de MG e MA

Nas Figuras 7 a 9 (p. 31 e 32) estdo os cromatogramas dos extratos
obtidos por maceracdo e por fluido supercritico de raizes, caules e folhas
oriundos de ltuiutaba — MG, e nas Figuras 10 a 12 (p. 32 e 33) estdo os
cromatogramas dos extratos obtidos por maceracao e por fluido supercritico de

raizes, caules + raizes; e folhas oriundos de Imperatriz — MA, respectivamente.
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0,0 5,0 10,0 15,0 20,0 25,0

30,0 35,0 40,0 45,0 50,0 35,0 60,0
Retention Time [min]

M o
0,0 5,0 10,0 15,0 20,0 25,0 0,0 35,0 40,0 45,0 50,0 55,0 50,0
Retention Time [min]

—FEER.MG - CH5

(c)

0,0 5,0 10,0 15,0 0,0 25,0 30,0 35,0 40,0 45,0 50,0 55,0 50,0
Retention Time [min]

INJJLA_&/L o

0,0 5,0 10,0 15,0 0,0 25,0 35,0 40,0 45,0 50,0 55,0 50,0

0,0
Retention Time [min]

Figura 7. Cromatogramas dos extratos: (a) hexanico, (b) acetdnico e (c) etandlico obtidos
por maceracao; e (d) extrato obtido por fluido supercritico, de raizes de H. reniformis
oriundas de ltuiutaba - MG. Condigbes do CLAE: coluna C-18, 5 um, fase movel
MeOH:H,0 7:3, vazao 0,8 mL/min, detector UV: 254 nm.

[——SFCCMG 1 - CHS5|

Figura 8. Cromatogramas dos extratos: (a) hexanico, (b) acetdnico e (c) etandlico obtidos
por maceracéo; e (d) extrato obtido por fluido supercritico, de caules de H. reniformis
oriundos de ltuiutaba - MG. Condicdes do CLAE: coluna C-18, 5 um, fase movel
MeOH:H,0 7:3, vazao 0,8 mL/min, detector UV: 254 nm.

-31-



'?:\. 200000
@ 100000
g

0

10,0 15,0 25,0 30,0 50,0 55,0 60,0

Retention Time [min]
(b)

30,0 55,0 60,0
Retention Time [min]

3 150000 —EEFM1MG 1 - CHS)

100000
‘ (©)

30,0
Retention Time [min]

(d)

30,0 60,0
Retention Time [min]

Figura 9. Cromatogramas dos extratos: (a) hexanico, (b) acetdnico e (c) etandlico obtidos
por maceracao; e (d) extrato obtido por fluido supercritico, de folhas de H. reniformis
oriundas de ltuiutaba — MG. Condicdes do CLAE: coluna C-18, 5 um, fase movel
MeOH:H,0 7:3, vazao 0,8 mL/min, detector UV: 254 nm.
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Figura 10. Cromatogramas dos extratos: (a) hexanico, (b) acetdnico e (c) etandlico
obtidos por maceracao; e (d) extrato obtido por fluido supercritico, de raizes de H.
reniformis oriundas de Imperatriz — MA. Condi¢cdes do CLAE: coluna C-18, 5 um, fase
moével MeOH:H,0 7:3, vazao 0,8 mL/min, detector UV: 254 nm.
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Figura 11. Cromatogramas dos extratos: (a) hexanico, (b) acetdnico e (c) etandlico
obtidos por maceragéo; e (d) extrato obtido por fluido supercritico, de caules + raizes de
H. reniformis oriundos de Imperatriz — MA. Condi¢Bes do CLAE: coluna C-18, 5 um, fase
moével MeOH:H,0 7:3, vazao 0,8 mL/min, detector UV: 254 nm.
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Figura 12. Cromatogramas dos extratos: (a) hexanico, (b) acetdnico e (c) etandlico
obtidos por maceracgdo; e (d) extrato obtido por fluido supercritico, de folhas de H.
reniformis oriundas de Imperatriz — MA. Condi¢cbes do CLAE: coluna C-18, 5 um, fase
moével MeOH:H,0 7:3, vazao 0,8 mL/min, detector UV: 254 nm.

Por uma analise preliminar qualitativa e quantitativa dos cromatogramas
dos extratos obtidos pelos métodos de maceragédo, em particular o hexanico, e
por fluido supercritico, verifica-se que estes sdo muito parecidos, tanto em
relacdo aos tempos de retencdo dos compostos como também com relacdo a
intensidade dos picos, ressaltando que os cromatogramas de raizes obtidos

sdo compativeis com aqueles descritos na literatura 2*
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4.3 Analise quantitativa dos extratos

Com o proposito de realizar uma analise quantitativa, utilizamos duas
substancias padréao, T15 e T11, que foram previamente isoladas e purificadas
por membros do nosso grupo de pesquisa e que estdo presentes nestes
extratos. As sec¢des subsequentes apresentam estas analises.

4.3.1 Substancia padréo T15

Para a utilizagdo da substancia T15 como padrdo analisamos seu
espectro de RMN de *H, (Figura 6, p. 30), e injetamos esta substancia no CLAE
— analitico sob a forma de solu¢gdo na concentracdo de 1 mg/mL para
identificarmos no cromatograma gerado o tempo de retencdo em que esta
substancia elui (Figura 13, p. 34).

MeO.

1000020
MeO

OMe
OMe

300000

Inte=nsity [w]

9 ® 40
Retention Tme [rin]

Figura 13. Cromatograma do padrdo isolado e purificado em nosso laboratorio,
(7'R,8S,8'S)-8,8'-dimetil-3',4',4,5-tetrametoxi-2,7',-ciclolignan-7-ona, identificada como
(-)-8-epi-aristoligona (T15) *°, concentracéo de 1 mg/mL. Condicdes do CLAE: coluna
C-18, 5 um, fase mével MeOH:H,O 7:3, vazéo 0,8 mL/min, detector UV: 254 nm.

Além do cromatograma da lignana ariltetralénica, T15, na Figura 14(a)
consta o cromatograma e na Figura 14(b) o espectro de massas da substancia
padrao (p. 35).
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Figura 14. (a) Cromatograma; e (b) espectro de massas do padrédo isolado e
purificado, a lignana ariltetralénica T15, na concentracdo de 1 mg/mL. Condi¢Bes do
CLAE-EM: coluna C-18, 5 um, fase mével MeOH:H,O 7:3, vazao 0,8 mL/min, detector
UV: 254 nm.

Pode-se observar que o espectro de massas da substancia padréo T15,
Figura 14(b), apresenta o ion quasi-molecular [M+H]" com m/z 371, e que pelo
cromatograma ndo se observa sinais referentes a substancias interferentes
e/ou contaminantes. E importante ressaltar que a pureza desta substancia
padrdo apenas foi averiguada por essas técnicas.

A partir destes resultados, iniciou-se a quantificacdo dos extratos
utilizando a substancia padréo, T15. Para tal, selecionou-se 0os cromatogramas
que apresentaram melhor resolucdo de picos na mesma faixa de tempo de
retencdo em que a substancia padrao eluia. Foram quantificados os extratos
dos materiais vegetais de H. reniformis oriundos de Iltuiutaba — MG, em
especial os de raizes e caules (obtidos pelos métodos de maceracdo, os
extratos: hexanico, acetdnico e etanolico; e por fluido supercritico), os quais
apresentaram picos bem resolvidos referentes a lignana padrdo. Os extratos

dos materiais vegetais oriundos de Imperatriz — MA nao foram quantificados,
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pois, ha sobreposicdo de picos com mesmo tempo de retencdo que o padrédo
(Figura 15, p. 36), impossibilitando a quantificagdo via T15. Nos
cromatogramas dos extratos de folhas o pico referente a tal substancia néo
aparece. Para melhorar a resolucdo/separacdo dos picos destes extratos
oriundos de Imperatriz — MA, foram obtidos cromatogramas utilizando sistemas
de eluentes diversos em propor¢cdes e fluxos variaveis. Mas, mas nédo foi
possivel a adequacdo da metodologia empregando estes extratos com o
propdsito da quantificacdo com esta substancia padrao.
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Intensity [W]
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1]

Intensity [pv]
Intensity [pv]

300000
200000

100000
1]

-
=
=
ey
-
c
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=

Intensity [v]

Intensity [pW]

Figura 15. Cromatogramas dos extratos obtidos pelos métodos de maceragéo e por
fluido supercritico de (a) raizes e (b) caules + raizes de H. reniformis oriundos de
Imperatriz — MA.

Para a analise quantitativa foi feita uma solugcdo estoque da substancia
padrdo, T15, na concentracdo de 1 mg/mL, e a partir desta solugcdo estoque,
diluicdes sucessivas foram feitas para preparar as solu¢cées nas concentracdes
necessarias para a construcdo da curva analitica pelo método do padrao
externo 8. As concentracbes utilizadas para obter a curva analitica foram
determinadas com base nos perfis cromatograficos obtidos anteriormente onde
€ possivel relacionar o valor da area do pico que o padrdo gerou na
concentracdo de 1 mg/mL com o valor da area do pico que o extrato mais rico
nesta substancia apresentava. A partir deste valor estipulado encontrou-se o
ponto médio da curva analitica, e, portanto aos pontos abaixo e acima deste
ponto médio que seriam entre 0,2 a 0,3 mg/mL, ou seja, aproximadamente %
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da concentracao da solucdo estoque. Logo, as concentragdes para as quais foi
obtida esta curva foram: 0,005; 0,1; 0,2; 0,3; 0,45; 0,6 e 0,8 mg/mL; as

solucdes foram injetadas em triplicatas, com volume de injecdo de 20 uL cada,

e com tempo de aquisicdo de dados de 60 min. Posteriormente, também as

solugdes dos extratos, numa concentragdo de 1 mg/mL, foram reinjetadas em

triplicatas empregando-se a mesma metodologia. Assim, obteve-se a curva

analitica (Figura 16 e Tabela 4, p. 37).
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T T T
0.4 0.6

Concentrac¢do (mg/mL)

0.8

Figura 16. Curva analitica da substancia padrdo T15 obtida com as seguintes
concentragdes: 0,005; 0,1; 0,2; 0,3; 0,45; 0,6 e 0,8 mg/mL.

Tabela 4. Dados referentes a curva analitica da substancia padréo T15.

Dados da Curva Analitica

Parametro Valor Erro
A -1800,40818 40941,97053 | Regressdao Linear:
B 1,76912 x 10’ 93488,15102 Y=A+B*X
Coeficiente de Desvio NUumero Imprecisdo
Regresséo Linear Padréo de pontos
0,99993 64873,05944 7 <0,0001
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A curva analitica construida a partir das injecdes das solugcdes em
diferentes concentragbes da substancia padrdo T15 apresentou bons
resultados com relacdo ao coeficiente de regresséo linear da reta, 0,99993,
indicando que é linear entre as concentragcdes de 0,005 a 0,8 mg/mL. Os limites
de deteccéao e quantificacao (LD e LQ) foram calculados matematicamente pela
relacdo entre o desvio padrdo da curva analitica e sua inclinacdo, usando o
fator multiplicador sugerido pela literatura 8, resultando nos valores de 0,0121
e 0,0367 mg/mL, respectivamente.

Com base nos valores dos parametros obtidos pela equacdo de
regressao linear da reta (Y = A + B * X) foi possivel realizar o calculo das
respectivas concentracdes pelas areas produzidas por cada injecdo dos
extratos de raizes e caules obtidos tanto pelo método de maceracdo como por

fluido supercritico oriundos de Ituiutaba — MG, (Tabela 5, p. 39).
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Tabela 5. Concentracdo da substancia T15 presente nos extratos de raizes e caules
obtidos a partir da curva analitica que originou os coeficientes da equacédo de regressao
linear da reta.

Material Método de extracdo Numero Areado | Concentragéo
vegetal dainjecéo pico (mg/mL)
1 4189347 0,2369
Hexanico 2 4235352 0,2395
3 4298856 0,2431
1 1864143 0,1055
Maceragdo |  Acetbnico 2 1854300 0,1049
3 1855641 0,1050
Raizes 1 76387 | 4,4196 x 107°*
Etandlico 2 73378 | 4,2495 x 107°*
3 73104 | 4,2340 x 107*
1 3818305 0,2159
Fluido supercritico 2 3883087 0,2196
3 3881723 0,2195
Hexanico 1 837846 0,0475
2 848562 0,0481
3 840043 0,0476
Acetonico 1 244834 0,0139 *
Maceragé&o 2 245996 0,0140 "
3 248710 0,0142 %
Caules Etandlico 1 93774 | 5,4024 x 10°*
2 93042 | 5,3610 x 10°*
3 93090 5,3637 x10°*
1
2

1107052 0,0627
Fluido supercritico 1145254 0,0648
3 1167898 0,0661

* Valores calculados abaixo do limite de detec¢éo da curva analitica; e
* Valores calculados abaixo do limite de quantificac&o da curva analitica.

A partir da média das concentra¢cfes da substancia T15, encontrada nas
injecdes em triplicatas dos extratos obtidos por maceragdo e por fluido
supercritico das raizes e caules de H. reniformis oriundos de ltuiutaba — MG, foi
possivel calcular a quantidade presente desta substancia nestes extratos
(Tabela 6, p. 40).
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Tabela 6. Célculo da massa da substancia padrdo, T15, contida nos extratos obtidos por
maceracédo e por fluido supercritico de raizes e caules de H. reniformis oriundos de Ituiutaba

I\l\/l/lcjtt.erial Concentracdo | Massade T15 | % de T15
vegetal Método de extragao médiada T15 | calculada no calculada
(mg/mL) extrato (g) no extrato

Hexanico 0,2398 0.8711 23,5089

Raizes | Maceragao Acetobnico 0,1051 0,3756 10,1052
Etandlico 4,3010 x 107 0,0254 0,4258 *

Fluido Supercritico 0,2183 0,1291 19,8455

Hexanico 0,0477 0,1555 4,4167

Caules | Maceracéo Acetbnico 0,0140 0,1073 1,2963 *
Etandlico 5,3757 x 107 0,1145 0,5376 *

Fluido Supercritico 0,0645 3,2426 x 107 5,8636

* Valores calculados abaixo do limite de deteccdo da curva analitica; e
# Valores calculados abaixo do limite de quantificagéio da curva analitica.

A massa de partida do material vegetal e a massa dos extratos
produzidos pelos métodos de maceragdo e por fluido supercritico de raizes e
de caules, estdo descritas nas Tabelas 1 e 3 da subsecdo 3.2.3 (p. 23),
estudos fitoquimicos prévios em nosso laboratério ja evidenciavam que esta
substancia, T15, representava aproximadamente 20% da massa dos extratos
de raizes °, a partir dos dados contidos nas Tabelas 5 e 6 podemos afirmar que
a quantidade calculada de T15 é de 23,5% do extrato hexanico de raizes de
ltuiutaba - MG. Embora o extrato obtido por fluido supercritico de raizes
apresentou uma menor quantidade de T15 quando comparado com o extrato
hexéanico obtido por maceragéo, verifica-se 0 oposto com relagcdo aos extratos
de caules, ou seja, o extrato obtido por fluido supercritico apresentou-se mais

rico em T15 quando comparado ao extrato hexanico obtido por maceracao.

4.3.1.1 Analise por CLAE-EM dos extratos quantificados com T15

Para verificar e confirmar que a substancia padrdo T15 esta presente
nos extratos quantificados foram realizadas analises por Cromatografia Liquida
acoplada a Espectroscopia de Massas com lonizac&o por Eletrospray (CLAE—

EM/IES). Nas Figuras 17 e 18 (p. 41 e 42), constam 0s cromatogramas e

-40 -



respectivos espectros de massas obtidos dos extratos obtidos por maceracao e

por fluido supercritico de raizes e de caules oriundos de ltuiutaba — MG.
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Figura 17. Cromatogramas e espectros de massas dos extratos: (a) hexanico, (b)
acetbnico e (c) etandlico obtidos por maceracdo; e (d) extrato obtido por fluido
supercritico, de raizes de H. reniformis oriundas de Ituiutaba - MG. Condi¢cdes do
CLAE-EM: coluna C-18, 5 um, fase movel MeOH:H,O 7:3, vazédo 0,8 mL/min, detector

UV: 254 nm.
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Figura 18. Cromatogramas e espectros de massas dos extratos: (a) hexénico, (b)
acetbnico e (c) etandlico obtidos por maceracdo; e (d) extrato obtido por fluido
supercritico, de caules de H. reniformis oriundos de Ituiutaba - MG. Condi¢6es do CLAE-
EM: coluna C-18, 5 um, fase mével MeOH:H,O 7:3, vazdo 0,8 mL/min, detector UV: 254
nm.

Nas Figuras 17 e 18, observa-se que no tempo de retencdo em que se
encontra a substancia padrao T15 (aproximadamente 9,97 min), o ion quasi-
molecular obtido para os extratos quantificados de raizes e caules, obtidos por
maceracao e por fluido supercritico oriundos de ltuiutaba — MG € 0 mesmo
obtido para a substancia pura, ou seja, o ion quasi-molecular [M+H]" com m/z
371, com excecdo para 0 extrato acetdnico de caules. A partir destes
resultados podemos afirmar que a substancia quantificada foi a T15, como

apresentado na literatura 2.
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4.3.2 Substancia padrédo T11

As mesmas analises realizadas para utilizacdo da lignana ariltetraldnica
T15 como substancia padrdo, também foram realizadas para a lignana
ariltetralénica T11, (7'R,8S,8'R)-8,8'-Dimetil-4,5-dimetoxi-3',4'metilenodioxi-
2,7'~ciclolignan-7-ona, denominada (-)-aristotetralona ®*. Nas Figuras 19 e 20
(p. 43 e 44) que seguem, estad o cromatograma e o espectro de RMN de *H

obtido nas mesmas condicdes utilizadas para a substancia padréo T15.

—11-(H)

Figura 19. Cromatograma do padréo isolado em nosso laboratério, identificada como sendo a
(-)-aristotetralona (T11), concentracdo de 1 mg/mL. Condi¢cbes do CLAE: coluna C-18, 5 um,
fase moével MeOH:H,O 7:3, vazao 0,8 mL/min, detector UV: 254 nm.

Além da obtencdo do espectro de RMN de 'H e do cromatograma da
lignana ariltetraldbnica T11, assim como realizado para a substancia T15,
realizamos uma analise por Cromatografia Liquida acoplada a Espectroscopia
de Massas com lonizacdo por Eletrospray (CLAE-EM/IES). Na Figura 21(a)
consta o cromatograma e na Figura 21(b), p. 45, o espectro de massas da

substancia padréo T11.
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Figura 20. Espectro de RMN de 'H da substancia padrdo denominada (-)-aristotetralona,

T11 (11,7 T; CDCl).
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Figura 21. (a) Cromatograma,; e (b) espectro de massas do padrao isolado, a lignana
ariltetralénica T11, concentracdo de 1 mg/mL. Condi¢cdes do CLAE-EM: coluna C-18,
5 um, fase mével MeOH:H,O 7:3, vazdo 0,8 mL/min, detector UV: 254 nm.

Pode-se observar que o espectro de massas da substancia padréo T11,
Figura 21(b), apresenta o ion quasi-molecular [M+H]" com m/z 355 e, como
mencionado anteriormente, no seu cromatograma observa-se um pequeno
sinal referente & substéncias interferentes e/ou contaminantes.

Pelo espectro de RMN de *H, Figura 20, e pelos cromatogramas obtidos,
Figura 19 e 21, é possivel observar que a lignana ariltetralénica T11 nédo esta
isenta de substancias interferentes, para isto integramos seu espectro de RMN
de 'H e seu cromatograma obtido por CLAE-EM e constatamos que 0 seu grau
de pureza € de 91 %. Apesar de todas as andlises realizadas, € importante
ressaltar que a pureza desta substancia padrdo apenas foi averiguada por
essas técnicas, e para a realizacdo dos calculos das analises quantitativas
subsequentes adotou-se como sendo 100 %.

A partir destes resultados, iniciou-se a quantificagcdo dos extratos
utilizando a substancia padréo, T11. Para tal, selecionou-se os cromatogramas
gue apresentaram melhor resolucdo de picos na mesma faixa de tempo de
retencdo em que a substancia padrao eluia. Foram quantificados os extratos

dos materiais vegetais de H. reniformis, raizes (tanto de MG como do MA), e
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caules oriundos de ltuiutaba — MG (obtidos pelos métodos de maceracédo, 0s
extratos: hexanico e acetdnico; e por fluido supercritico), e 0s extratos de
caules + raizes oriundos de Imperatriz — MA (obtidos pelos métodos de
maceracdo, apenas 0 hexanico, e por fluido supercritico) os quais
apresentaram picos bem resolvidos referentes a lignana padrdo. No
cromatograma do extrato acetbnico de caules + raizes e nos cromatogramas
de todos os extratos etandlicos obtidos por maceracéo e todos os extratos de
folhas (obtidos por maceracao e por fluido supercritico), o pico referente a tal
substancia néo foi identificado.

Para a andlise quantitativa via T11, foi feita uma solucéo estoque desta
substancia padrdo, na concentracdo de 1 mg/mL, e adotada a mesma
metodologia para a construcdo da curva analitica da substancia padrdo T15. O
valor encontrado como ponto médio da curva analitica, esta entre 0,078 a
0,098 mg/mL. Logo, as concentracfes para as quais foi obtida esta curva
foram: 0,044; 0,078; 0,098; 0,132; e 0,176 mg/mL; também fizemos solucbes
com concentracdes de: 0,0005 e 0,001 mg/mL, mas nao foram detectadas pelo
equipamento. As solucdes foram injetadas em triplicatas, com volume de
injecdo de 20 pL cada, e com tempo de aquisicdo de dados de 60 min, assim

obteve-se, a curva analitica (Figura 22 e Tabela 7, p. 47).
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Figura 22. Curva analitica da substancia padrao T11l obtida com as seguintes

concentracdes: 0,044; 0,078; 0,098; 0,132; e 0,176 mg/mL.

Tabela 7. Dados referentes a curva analitica da substancia padrao T11.

Dados da Curva Analitica

Parametro Valor Erro
A 17518,5208 32254,12744 Regresséo Linear:
B 1,38655 x 10’ 280685,11598 Y=A+B*X
Coeficiente de Desvio Numero Imprecisao
Regresséo Linear Padréao de pontos
0,99939 28441,03486 5 <0,0001

A curva analitica resultante das injecdes das solugbes em diferentes
concentracOes da substancia padréo T11 n&o apresentou tdo bons resultados
guando comparados com a curva analitica da substancia padrdo T15. Os
coeficientes de regressdo linear da reta foram 0,99939 e 0,99993,
respectivamente. Os limites de deteccéo e quantificacdo (LD e LQ) calculados
resultou nos valores de 6,7689 x 10 e 0,0205 mg/mL, respectivamente.

Como discutido anteriormente, a partir dos valores obtidos pela equacéao
de regressao linear da reta (Y = A + B * X) foi possivel realizar o calculo das

respectivas concentracdes pelas areas produzidas por cada injecdo dos
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extratos de raizes, caules e caules + raizes obtidos tanto pelo método de
maceracdo como por fluido supercritico oriundos de Iltuiutaba — MG e

Imperatriz - MA (Tabelas 8 e 9, p. 48 e 49, respectivamente).

Tabela 8. Concentracdo da substancia T1l1l presente nos extratos de raizes e caules
oriundos de ltuiutaba — MG, obtidos a partir da curva analitica que originou os coeficientes
da equacédo de regressao linear da reta.

Material Método de extracéo Numero da | Areado | Concentracéo
vegetal injec&o pico (mg/mL)
1 1586025 0,1156
Hexanico 2 1589766 0,1159
3 1593967 0,1162
Maceracéo 1 714769 0,0528
Raizes Acetobnico 2 700775 0,0518
3 713196 0,0527
1 1190517 0,0871
Fluido supercritico 2 1199509 0,0878
3 1207027 0,0883
Hexanico 1 265836 0,0204 *
2 265684 0,0204 *
3 263320 0,0203 *
Maceragdo |  Acetbnico 1 70145 | 6,3224 x 107"
Caules 2 70141 6,3221 x 107"
3 69512 | 6,2768 x 107"
1 361299 0,0273
Fluido supercritico 2 374047 0,0282
3 375526 0,0283

* Valores calculados abaixo do limite de detec¢do da curva analitica; e
* Valores calculados abaixo do limite de quantificac&o da curva analitica.
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Tabela 9. Concentracdo da substancia T11l presente nos extratos de raizes e
caules + raizes oriundos de Imperatriz — MA, obtidos a partir da curva analitica
que originou os coeficientes da equacado de regressao linear da reta.

Material Método de extracéo Numero da | Areado | Concentragdo
vegetal injecao pico (mg/mL)
1 2113718 0,1537
Hexanico 2 2149047 0,1562
3 2134160 0,1552
Maceracao 1 847659 0,0624
Raizes Acetbnico 2 813350 0,0599
3 850848 0,0626
1 1638815 0,1195
Fluido supercritico 2 1692954 0,1234
3 1691892 0,1233
1 214807 0,0168 *
Caules | Maceracgéo | Hexanico 2 213303 0,0166 *
+ 3 215379 0,0168 *
raizes 1 292875 0,0224
Fluido supercritico 2 294958 0,0225
3 295145 0,0225

* Valores calculados abaixo do limite de quantificacdo da curva analitica.

A partir da média das concentra¢gfes da substancia T11, encontrada nas

injecbes em triplicatas dos extratos obtidos por maceragdo e por fluido

supercritico de raizes, caules e caules + raizes de H. reniformis oriundos de

ltuiutaba — MG e de Imperatriz - MA, foi possivel calcular a quantidade presente

desta substancia nestes extratos (Tabelas 10 e 11, p. 50).
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Tabela 10. Célculo da massa da substancia padréo, T11, contida nos extratos obtidos por
maceracédo e por fluido supercritico de raizes e caules de H. reniformis oriundos de Ituiutaba

IVIMGa.teriaI Concentracdo | Massade T11 | % deT11
vegetal Método de extragao meédia da T11 calculadano | calculada
(mg/mL) extrato (g) no extrato

Hexanico 0,1159 0,4212 11,3667

Raizes Maceragao Acetobnico 0,0524 0,1873 5,0385

Fluido Supercritico 0,0877 0,0519 7,9727

Hexanico 0,0204 0,0665 1,8889

Caules Maceracao Acetbnico 6,307 x 10°° 0,0483 0,5840 *

Fluido Supercritico 0,0279 1,4026 x 1073 2,5364

* Valores calculados abaixo do limite de detec¢do da curva analitica; e
# Valores calculados abaixo do limite de quantificagéio da curva analitica.

Tabela 11. Célculo da massa da substancia padrdo, T11, contida nos extratos obtidos por
maceracdo e por fluido supercritico de raizes e caules + raizes de H. reniformis oriundos de

Imperatriz - MA.

Material Concentracdo | MassadeTl1ll | % de T11
vegetal Método de extracéo meédia da T11 calculadano | calculada
(mg/mL) extrato (g) no extrato
Hexanico 0,1551 0,2133 14,9135
Raizes Maceragdo | Acetdnico 0,0616 0,0689 5,6000
Fluido Supercritico 0,1221 0,0278 11,7404
Caules Maceracéo Hexanico 0,0167 0,0335 1,6535 *
+ Fluido Supercritico 0,0225 3,0310 2,1635
raizes

#Valor calculado abaixo do limite de quantificacdo da curva analitica.

Com relacdo a quantificacdo via T11l, podemos observar que houve o
mesmo comportamento quando comparado a quantificacdo via T15, ou seja, 0s
extratos hexanicos obtidos por maceracdo de raizes de ambas as regides,
[tuiutaba — MG e Imperatriz — MA, sdo mais ricos em T11 do que seus
respectivos extratos obtidos por fluido supercritico. E como relatado
anteriormente, o extrato obtido por fluido supercritico de caules apresentou-se
mais rico em T11 quando comparado ao extrato hexanico obtido por
maceracao, isto indica que a extracdo por fluido supercritico € mais seletiva

para a obtencéo de lignanas para este tipo de material vegetal.
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4.3.2.1 Analise por CLAE-EM dos extratos quantificados com T11

Nas Figuras 23 a 26 (p. 51 a 54) estdo as analises por Cromatografia
Liquida acoplada a Espectroscopia de Massas com lonizagcao por Eletrospray
(CLAE-EM/IES), dos extratos quantificados com a substancia T11 nas mesmas

condicdes utilizadas para a substancia padrao T15.
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Figura 23. Cromatograma e espectro de massas dos extratos: (a) hexanico, (b)
acetbnico, obtidos por maceracao; e (c) extrato obtido por fluido supercritico, de raizes
de H. reniformis oriundas de ltuiutaba - MG. Condi¢cdes do CLAE-EM: coluna C-18, 5
pum, fase mével MeOH:H,O 7:3, vazédo 0,8 mL/min, detector UV: 254 nm.
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Figura 24. Cromatograma e espectro

de massas dos extratos: (a) hexanico, (b)

acetonico, obtidos por maceracao; e (c) extrato obtido por fluido supercritico, de caules
de H. reniformis oriundos de ltuiutaba - MG. Condi¢cdes do CLAE-EM: coluna C-18, 5
pum, fase mével MeOH:H,O 7:3, vazao 0,8 mL/min, detector UV: 254 nm.
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Figura 25. Cromatograma e espectro de massas dos extratos: (a) hexanico, (b)
acetonico, obtidos por maceracgéo; e (c) extrato obtido por fluido supercritico, de raizes
de H. reniformis oriundas de Imperatriz - MA. Condi¢cdes do CLAE-EM: coluna C-18, 5
pum, fase mével MeOH:H,O 7:3, vazao 0,8 mL/min, detector UV: 254 nm.
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Figura 26. Cromatograma e espectro de massas dos extratos: (a) hexanico, obtido por
maceracdo; e (b) extrato obtido por fluido supercritico, de caules + raizes de H.
reniformis oriundos de Imperatriz - MA. Condi¢6es do CLAE-EM: coluna C-18, 5 um,
fase mével MeOH:H,0 7:3, vazao 0,8 mL/min, detector UV: 254 nm.

Nas Figuras 23 a 26, observa-se que no tempo de retencdo em que se
encontra a substancia padrdo T11 (em torno de 18 a 21 min), o ion quasi-
molecular obtido para os extratos quantificados de raizes, caules e caules +
raizes obtidos por maceracédo e por fluido supercritico oriundos de ltuiutaba —
MG e de Imperatriz — MA, foi 0 mesmo obtido para a substancia pura, ou seja,
o fon quasi-molecular [M+H]" com m/z 355, confirmando a presenca que a

substancia quantificada foi a T11, como apresentado na literatura 2.

4.4 Analise dos extratos quantificados por CG-EM

Em complemento as andlises realizadas anteriormente e para maior
esclarecimento sobre a composicdo das substancias presentes nos extratos
quantificados com as lignanas T15 e T11, foram realizadas analises por CG-
EM, nas Tabelas 12 e 13 (p. 56 e 57) é dada a identificacdo dos constituintes
qguimicos que foi realizada com base no indice de retencéo linear (indice de

|) 22, 23

Kovats, calculado em relagdo aos tempos de retencdo de uma série

homologa de n-alcanos utilizando a equacéao:

I =n+100 [(log TR() — l0g TR) / (Iog TR, — l0g TR))]



onde:

n= 100 x o nimero de carbonos do padréo anterior;
TR«)= tempo de retengéo ajustado para 0 composto;
TR@= tempo de retencéo ajustado para o padréo anterior;

TR)= tempo de retengao ajustado para o padréo posterior.

e por comparacdo dos espectros de massas com 0s espectros obtidos de
amostras auténticas, com dados disponiveis em bibliotecas como
NIST/EPA/NIH Mass Espectral DataBase (NIST08) ?*, bem como os dados
publicados por Adams (2009) %°. A andlise semiquantitativa foi feita pela

medida da &rea dos picos (fornecida automaticamente pelo equipamento).
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Tabela 12. Constituintes quimicos presentes nos extratos obtidos por maceracdo e por fluido
supercritico de raizes provenientes de MG e MA.
EHR | SFER | EAR EHR | SFER | EAR

I Composto (MG) (MG) (MG) (MA) (MA) (MA)
1652 Davanol 2,33 2,96
1659 Bulnesol 42,85
1912 | Ester metilico do acido palmitico
1950 Acido palmitico
1981 Ester etilico do acido palmitico 5,88

2076 Ester metilico do acido 9,12-
octadecadiendico
2084 Ester metilico do acido 9-

octadecendico

2125 Acido oléico
2152 Ester etilico do acido oléico
2500 Pentacosano
2600 Hexacosano 4,19
2651 Hidrocarboneto alifatico do
Hexacosano
2692 Lignana furanica (Pi Ve)
2700 Heptacosano 10,48

2709 Lignana ariltetralénica (Pi Ve) 7,01 5,92
2713 Lignana ariltetralénica (4 OMe) | 44,43 | 45,92 | 57,14 5,88 7,69

2721 Lignana furanica (Pi Ve) 4,67 5,92 11,76 9,79

2748 Lignana ariltetralénica (4 OMe) 14,03 | 13,33 11,76 4,93 14,28
2762 Lignana ariltetralénica (4 OMe) 5,18

2766 Lignana ariltetralénica (Pi Ve) 27,48 | 20,73 64,70 | 18,88 | 85,71
2800 Octacosano 18,18

2900 Nonacosano 16,78

3012 Triacontano 9,79

3148 Hentriacontano

3349 Sitosterol

Total 99,95 | 99,96 | 99,99 | 99,98 | 100,71 | 99,99

Sendo: EHR — Extrato Hexanico de Raizes; EAR — Extrato Acetbnico de Raizes; SFE
R — Extrato por Fluido Supercritico de Raizes; MG — Minas Gerais; e MA — Maranhdo.
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Tabela 13. Constituintes quimicos presentes nos extratos obtidos por maceracdo e por fluido
supercritico de caules e de caules + raizes provenientes de MG e MA.

EHC | SFEC EAC EHC + R SFE
I Composto (MG) (MG) (MG) (MA) C+R (MA)
1652 Davanol
1659 Bulnesol

1912 | Ester metilico do acido palmitico | 11,76

1950 Acido palmitico 5,59 22,02 8,86
1981 Ester etilico do acido palmitico 1,96
2076 Ester metilico do acido 9,12- 2,94
octadecadiendico
2084 Ester metilico do acido 9- 9,31
octadecenoico
2125 Acido oléico 2,45 16,01 44,31
2152 Ester etilico do acido oléico 17,73
2500 Pentacosano 0,98
2600 Hexacosano 1,64
2651 Hidrocarboneto alifatico do 3,61 7,14
Hexacosano
2692 Lignana furanica (Pi Ve) 5,88 1,64
2700 Heptacosano 4,41 7,89 8,92

2709 Lignana ariltetralénica (Pi Ve) 18,62 2,96
2713 Lignana ariltetralénica (4 OMe) 4,41 18,41 8,92

2721 Lignana furanica (Pi Ve) 8,82 1,64 19,99 8,86
2748 Lignana ariltetralénica (4 OMe) 6,24 3,89

2762 Lignana ariltetralénica (4 OMe) | 17,15

2766 Lignana ariltetralonica (Pi Ve) 12,16 37,99 20,26
2800 Octacosano 13,81 30,35

2900 Nonacosano 28,57

3012 Triacontano 11,84 16,07

3148 Hentriacontano 8,22

3349 Sitosterol 12,25 3,89

Total 99,96 | 100,52 | 99,97 99,99 100,02

Sendo: EHC — Extrato Hexanico de Caules; EAC — Extrato Acetdnico de Caules; SFE C — Extrato por
Fluido Supercritico de Caules; C +R — Caules + raizes; e MG — Minas Gerais; e MA — Maranhdo.
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Figura 27. Espectros de CG-EM e respectivas fragmentacdes tipicos de lighanas: (a)
ariltetraldnica com grupos piperonila e veratrila — Pi Ve; (b) ariltetralénica com quatro
grupos metoxilicos — 4 OMe; e (c) furanica com grupos piperonila e veratrila — Pi Ve.

As andlises por CG-EM confirmaram a presenca das lignanas e também
a gquantidades em que estas estdo presentes em relacdo a outras
substancias/compostos presentes nos extratos, sendo importante destacar que

0s extratos de raizes provenientes de ambas as regides apresentaram uma
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maior quantidade de lignanas. Uma analise complementar as das lignanas
guantificadas (T15 e T11) podemos estipular que a lignana T15 em maior
guantidade nos extratos hexanico e por fluido supercritico de raizes
provenientes de Minas Gerais € a lignana ariltetralbnica com quatro grupos
metoxilicos e | = 2713 s; e nos extratos de raizes provenientes do Maranhao a
lignana T11, como sendo a lignana ariltetraldnica com grupos piperonila e
veratrila e | = 2766 s (Figura 27, p. 59). Além das lignanas presentes em
grande quantidade nestes extratos, outros compostos que merecem atencéo
sdo o Bulnesol, que representa 42,85% no extrato aceténico de raizes oriundas
de MG, e o acido oléico com 44,31% no extrato obtido por fluido supercritico de

caules + raizes oriundos do MA.

5. Consideracdes Finais

O estudo fitoquimico dos extratos de Holostylis reniformis Duch
provenientes de ambas as regides de coleta, Ituiutaba — MG e Imperatriz — MA,
obtidos tanto por maceracdo quanto por fluido supercritico, evidenciou (pelos
espectros de RMN de 'H) a presenca de substancias de interesse para o
desenvolvimento deste trabalho, ou seja, as lignanas ariltetralénicas.

A partir das andlises cromatogréficas verificou-se que os cromatogramas
dos extratos dos materiais vegetais provenientes de ambas as regides de
coleta, ltuiutaba — MG e Imperatriz — MA, se assemelham muito em relacdo a
presenca de compostos quimicos, mas diferem em relacdo a concentracdo
destes.

Os extratos de raizes obtidos por fluido supercritico assemelham-se
muito aos extratos hexanicos obtidos por maceracdo, como pode ser
observado tanto pelos seus cromatogramas quanto pelos espectros de RMN de
'H e CLAE-EM. Com relacdo aos valores das concentracdes calculadas na
Tabela 6, 10 e 11; estes diferiram muito pouco (cerca de 3 a 4 %). Assim,
podemos afirmar que esta metodologia de extragdo com fluido supercritico é
muito eficiente para o proposito deste trabalho em se tratando de uma
metodologia “limpa” para a obtencéo de lignanas visando uma futura producéo
de fitoterpicos. Esta podera ser adaptada para a obtencdo de lignanas

utilizando-as em larga escala no futuro.
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A quantificagdo dos extratos a partir das substancias padréo T15 e T11
foram de suma importancia para determinar a concentracao destas substancias
nos extratos, assim como podera ser utilizada posteriormente para quantificar
outras lignanas presentes e que possuam as mesmas absor¢des na regido do
ultravioleta.

As andlises realizadas por CLAE-EM e CG-EM contribuiram tanto para a
identificacdo das lignanas nestes extratos bem como para determinar a
guantidade relativa destas substancias, sendo importante ressaltar que as
analises por CG-EM possibilitaram também a identificacdo da presenca de
substancias que ndo possuem grupos cromoéforos, mas que estdo presentes
nestes.

Os extratos de H. reniformis obtidos tanto pelo método de maceracéo
guanto por fluido supercritico, provenientes tanto de ltuiutaba — MG como de
Imperatriz — MA, foram enviados a laboratérios especializados visando a

realizacdo de testes bioldgicos para avaliacdo das atividades antiplasmaddicas.
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Anexos



Anexo 1. Espectro de RMN de 'H do extrato hexanico de raizes de H. reniformis
provenientes de ltuiutaba — MG (11,7 T; CDCly).
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Anexo 2. Espectro de RMN de 'H do extrato acetbnico de raizes de H. reniformis
provenientes de ltuiutaba — MG (11,7 T; CDCly).
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Anexo 3. Espectro de RMN de 'H do extrato etandlico de raizes de H. reniformis

provenientes de Ituiutaba — MG (11,7 T; DMSO).
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Anexo 4. Espectro de RMN de *H do extrato obtido por fluido supercritico de raizes de
H. reniformis provenientes de Iltuiutaba — MG (11,7 T; CDCl).
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Anexo 5. Espectro de RMN de 'H do extrato hexanico de caules de H. reniformis
provenientes de ltuiutaba — MG (11,7 T; CDCly).
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Anexo 6. Espectro de RMN de 'H do extrato acetbnico de caules de H. reniformis
provenientes de ltuiutaba — MG (11,7 T; CDCly).
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Anexo 7. Espectro de RMN de 'H do extrato etandlico de caules de H. reniformis
provenientes de ltuiutaba — MG (11,7 T; DMSO).
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Anexo 8. Espectro de RMN de 'H do extrato obtido por fluido supercritico de caules de
H. reniformis provenientes de Ituiutaba — MG (11,7 T; CDCly).
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Anexo 9. Espectro de RMN de 'H do extrato hexanico de folhas de H. reniformis
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provenientes de ltuiutaba — MG (11,7 T; CDCls).
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Anexo 10. Espectro de RMN de 'H do extrato aceténico de folhas de H. reniformis
provenientes de ltuiutaba — MG (11,7 T; CDCly).
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Anexo 11. Espectro de RMN de 'H do extrato etandlico de folhas de H. reniformis
provenientes de Ituiutaba — MG (11,7 T; DMSO).
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Anexo 12. Espectro de RMN de 'H do extrato obtido por fluido supercritico de folhas

de H. reniformis provenientes de ltuiutaba — MG (7,0 T; CDCl,).
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Anexo 13. Espectro de RMN de 'H do extrato hexanico de raizes de H. reniformis
provenientes de Imperatriz — MA (11,7 T; CDCl,).
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Anexo 14. Espectro de RMN de 'H do extrato acetdnico de raizes de H. reniformis
provenientes de Imperatriz — MA (11,7 T; CDCl,).
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Anexo 15. Espectro de RMN de 'H do extrato etandlico de raizes de H. reniformis
provenientes de Imperatriz — MA (11,7 T; DMSO).
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Anexo 16. Espectro de RMN de *H do extrato obtido por fluido supercritico de raizes
de H. reniformis provenientes de Imperatriz — MA (11,7 T; CDCly).
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Anexo 17. Espectro de RMN de 'H do extrato hexanico de caules + raizes de H.
reniformis provenientes de Imperatriz — MA (11,7 T; CDCly).
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Anexo 18. Espectro de RMN de 'H do extrato acetdnico de caules + raizes de H.
reniformis provenientes de Imperatriz — MA (11,7 T; CDCly).
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Anexo 19. Espectro de RMN de 'H do extrato etandlico de caules + raizes

reniformis provenientes de Imperatriz — MA (11,7 T; DMSO).
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Anexo 20. Espectro de RMN de *H do extrato obtido por fluido supercritico de caules
+ raizes de H. reniformis provenientes de Imperatriz — MA (11,7 T; CDCls).



Anexo 21. Espectro de RMN de 'H do extrato hexanico de folhas de H. reniformis
provenientes de Imperatriz — MA (11,7 T; CDCly).
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Anexo 22. Espectro de RMN de 'H do extrato acetdnico de folhas de H. reniformis
provenientes de Imperatriz — MA (11,7 T; CDCls).
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Anexo 23. Espectro de RMN de 'H do extrato etandlico de folhas de H. reniformis
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provenientes de Imperatriz — MA (11,7 T; DMSO).



Anexo 24. Espectro de RMN de 'H do extrato obtido por fluido supercritico de folhas
de H. reniformis provenientes de Imperatriz — MA (11,7 T; CDCls).
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