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RESUMO

Phyllanthus niruri L. (Euphorbiaceae) destaca-se dentre as espécies medicinais
importantes da flora brasileira. Seu uso no tratamento de calculos renais aliado aos
resultados de ensaios farmacolégicos demonstram sua acdo na prevencao da
formacdo de céalculos e antiespasméddica. A urolitiase € uma patologia bastante
comum, ndo havendo nenhum medicamento adequado para seu tratamento. A
ANVISA inclui a espécie na Farmacopeia Brasileira 52 ed. e no Formulario Nacional
de Fitoterapicos. Trabalhos realizados com P. niruri utilizaram a planta inteira na
producdo de extratos aguosos e nenhum deles verificou diferencas quimicas entre
partes da planta. A informacdo sobre o perfil quimico de diferentes partes pode
conduzir ao uso daquelas que contenham as substancias ativas em maior
concentracdo, proporcionando facilidades tecnoldgicas. Contribui também para o
conhecimento sobre o metabolismo da espécie. Neste trabalho propomos comparar
o perfil de metabdlitos secundarios em diferentes partes de P. niruri L. O material
vegetal foi seco, moido e submetido a extracdo com agua, etanol e acetato de etila:
hexano 1:1 (v/v). Andlises cromatograficas e espectrofotométricas foram realizadas
com os extratos de cada parte da planta com énfase em alcaloides, flavonoides,
lignanas, taninos, terpenos e compostos fenodlicos do tipo C6-C1 (acidos gélico e
elagico), bem como foram avaliados os teores de compostos fendlicos totais,
flavonoides totais, &cido galico, acido elagico e corilagina. De forma geral,
concluimos que o perfil quimico de raizes é o que mais se distingue das demais
partes da planta. Além disso, dentre os extratos aquosos obtidos, o extrato de raizes
foi o que apresentou menor rendimento. Considerando-se também as dificuldades
relacionadas ao uso de raizes, desde o manejo do cultivo até a producédo da droga
vegetal, como por exemplo, a contaminacdo por solo e micro-organismos, n0ssos
dados sugerem 0 uso apenas de partes aéreas ou de folhas de P. niruri L. na

producao de fitoterapicos ou medicamentos fitoterapicos.
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1. INTRODUCAO

Ha muito tempo substancias derivadas de produtos naturais sdo opcdes para
o tratamento de diversas moléstias. Grande parte dos medicamentos
comercializados atualmente é derivada de vertebrados e invertebrados terrestres,
micro-organismos e vegetais, sendo que 0os compostos quimicos de origem vegetal
apresentam grande diversidade estrutural, 0 que 0s caracterizam como importantes
fontes para a busca de substancias com potencial terapéutico, menor toxicidade e
maior eficacia. Essas moléculas de origem vegetal servem também como modelo
para a obtencéo de novos farmacos (BRANDAO et al., 2010; NEWMAN et al., 2007).

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

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

Nas Uultimas décadas as pesquisas voltadas para o desenvolvimento
tecnoldgico de formas farmacéuticas com matérias-primas obtidas a partir de plantas
tem apresentado claro crescimento, sendo que para alcancar as especificacdes
pretendidas para o produto intermediario e para o produto final na producdo de

medicamentos fitoterapicos a qualidade dessas matérias-primas € fator decisivo. Um
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passo importante para o estabelecimento de critérios minimos de aceitacdo de
qualidade é a presenca de especificacdes oficiais farmacéuticas. Assim, a legislacao
brasileira regula os critérios de qualidade para estes medicamentos (BRASIL, 2010a,;
2010b), tal como acontece em muitos paises europeus, apoiados pelas normativas
da Organizacdo Mundial da Saude (COUTO et al., 2013b).

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

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

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

No presente trabalho foi realizada a comparacdo do perfil de metabdlitos
secundarios dos extratos aquosos, etanodlicos e hexano: acetato de etila de caules,
flores/frutos, folhas e raizes de P. niruri L., fornecendo informacdes para o

desenvolvimento de um medicamento fitoterapico ou para seu uso como fitoterapico
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(infuso), uma vez que a analise dos resultados demonstrou as diferencas quimicas

qualitativas e quantitativas entre as diferentes partes.

1.1. UROLITIASE

A litiase urinéria ou urolitiase é uma patologia que atinge o homem desde a
antiguidade, visto que ja no ano 4800 a.C. foram encontradas em El Amrah mumias
egipcias com litiase urinaria. Também Hipocrates, no século IV a.C., faz referéncia
a litiase urindria, discursando sobre a necessidade dos portadores desta patologia
serem observados por especialistas da area. A partir de meados da década de 1980,
com o advento dos procedimentos de litotricia extracorpdrea e endoscopia uroldgica,
0 numero de casos de litiase reportados diminuiu, tendo em vista que 0S novos
procedimentos tornaram a abordagem terapéutica - que antes era apenas cirurgica -
menos agressiva e com morbidade e mortalidade menores. Porém, o
desenvolvimento tecnol6gico acarretou um menor interesse em relagdo a profilaxia
da litiase urinaria. Assim, apesar de progressos substanciais na fisiopatologia e
tratamento da doenca, ndo ha nenhum medicamento adequado para uso na terapia
clinica (BARROS et al., 2003; GOMES et al., 2001).

A urolitiase é uma patologia bastante comum, apresentando alta taxa de
recorréncia. Sua presenca é estimada em 3% da populacdo geral, podendo-se
afirmar que, aos 70 anos de idade, 12% das pessoas apresentardo pelo menos um
episodio de litiase. Considerando que 30% desses pacientes sao hospitalizados e
submetidos a alguma intervencdo (extracdo cirargica, fragmentacdo), pode-se
avaliar o grande impacto social e econdmico dessa doenca (BARROS et al., 2003;
PETROIANU et al., 2001).

O desenvolvimento da litiase € um processo complexo e multifatorial, sendo

influenciado pela hereditariedade, nutricdo, idade e etnia; além da presenca de
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alteracdes do aparelho urinario, como malformacdes e distarbios metabdlicos. Entre
as teorias propostas sobre o desenvolvimento dos célculos renais, € ponto comum
entre elas a ocorréncia de aumento da excrecdo urinaria dos elementos constituintes
dos célculos e/ou diminuicdo da excrecao dos inibidores da cristalizacéo, resultando

em uma cristaltria anormal (GOMES et al., 2005).

1.2. Phyllanthus niruri L.

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

No Brasil, algumas espécies do género Phyllanthus sdo conhecidas
popularmente como quebra-pedra, erva-pombinha, arrebenta-pedra, dentre outros
nomes (CALIXTO et al., 1998). Ocorrem em quase todo territério nacional, porém,
existem predominéncias regionais de espécies, subespécies ou formas (UNANDER
et al., 1990). A semelhanca existente entre P. niruri L. e P. tenellus Roxb. — as duas
Unicas espécies de Phyllanthus reconhecidas pela Farmacopeia Brasileira 52 edigdo
- dificulta a identificacdo dessas espécies, podendo explicar em parte o uso de
ambas na medicina popular para os mesmos fins (BRASIL, 2010b; UNANDER et al.,

1990).
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Dentre as espécies de Phyllanthus, P. niruri L. (Figural) é nativa da Floresta
Amazobnica e outras areas tropicais em todo o mundo, incluindo Bahamas, sul da
india, China, Gana, Nigéria, entre outros (SAMALI et al., 2012; BAGALKOTKAR et
al., 2006). P. niruri L. € uma espécie herbacea, atingindo 10 a 50 cm de altura
(EMBRAPA, 2006). Apresenta caule ereto, fino e ramoso; suas folhas sdo pequenas
e ovais e quando observadas em conjunto tem o aspecto de folhas compostas de
pequenas leguminosas com laminas de 0,5-1,4 cm de comprimento e 0,3-0,6 cm de

largura (BRASIL, 2010b).

Figura 1. Partes aéreas de P. niruri L.; (Alonso, M. A; Amaral, M. C. E.).

Na medicina tradicional e popular brasileira, a quebra-pedra é utilizada
principalmente no tratamento de hepatite e diabetes, em infeccGes urinarias e da
bexiga e para tratar disturbios renais, especialmente para eliminacdo de pedras nos
rins (SANTOS et al., 1995; WANG et al., 1995). E também utilizada na Espanha
(chanca piedra) e em sistemas de medicina herbal, como o Ayurveda da india, o
Jamu da Indonésia e a propria Medicina Tradicional da China (BAGALKOTKAR et
al., 2006; CAMPOS; SCHOR, 1999).

Phyllanthus niruri L. € considerada uma planta medicinal promissora para o
desenvolvimento de um medicamento fitoterapico, considerando-se as evidéncias

farmacoldgicas relacionadas ao seu uso popular, além de dados fornecidos por
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estudos fitoquimicos, botanicos e agronémicos (CALIXTO et al., 1998; COUTO et al.,

2013b; BAGALKOTKAR et al., 2006; BARROS et al., 2006; MOREIRA et al., 2013).

1.3. ASPECTOS QUIMICOS SOBRE Phyllanthus niruri L.

Metabolitos secundarios isolados de P. niruri L. incluem lignanas, taninos
hidrolisaveis, cumarinas, terpenos (monoterpenos e triterpenos), flavonoides
(diversas classes) e alcaloides do tipo da securinina, que foram encontrados nas
folhas, caules e raizes desta planta (BAGALKOTKAR et al., 2006; CALIXTO et al.,
1998; HASSARAJANI; MULCHANDANI, 1990; ZHOU et al.,, 2012). A Tabela 1
relaciona os metabdlitos secundarios isolados/identificados de/em P. niruri L.

Tanto no emprego na medicina popular quando em estudos a cerca de suas
propriedades farmacoldgicas, P. niruri é frequentemente usada na forma de planta
inteira, porém, na Farmacopeia Brasileira 52 edicdo sua monografia descreve as
partes aéreas como a droga oficial e o acido gélico como um de seus marcadores
quimicos (BRASIL, 2010b). Com base nisso, Couto et al. (2013a) procuraram avaliar
as atividades anti-inflamatéria e antialodinica, bem como a composicao quimica, dos
extratos aquosos secos (spray dryer) das diferentes partes de P. niruri: folhas,
caules, raizes, folhas + caules e a planta toda. Os autores obtiveram perfis
cromatograficos de todos os extratos e quantificaram acido galico por CLAE-UV. Os
resultados do trabalho mostraram que folhas e caules, bem como a mistura deles,
apresentam perfis cromatograficos muito similares, porém, quando as folhas foram
analisadas separadamente dos caules, foi expresso um rendimento mais elevado de
acido galico e outras substancias principais. Significativas diferencas quantitativas e
qualitativas foram observadas especialmente em relacdo ao perfil cromatografico de
raizes. Esse fato é devido provavelmente a presenca de outros componentes

relevantes para a funcao fisiologica especifica das raizes. Outro dado importante



22

fornecido por esse estudo € a observacdo de que a diferengca na composicao
quimica dos extratos das diferentes partes da planta refletiu-se na acéo
farmacoldgica in vivo, mais significativa também para os extratos de folhas e/ou
caules (COUTO et al., 2013a). Estes dados estdo de acordo com o que foi realizado
no presente trabalho, iniciado em fevereiro de 2012. No entanto, apesar do menor
conteudo de &cido galico nos extratos aquosos de folhas+caules, quando
comparado com o0s extratos aquosos de folhas, aquele demonstrou um
prolongamento da acéo antialodinica, sendo assim mais efetivo que o proprio extrato
aguoso de folhas, sugerindo-se a ocorréncia de sinergismo, o que reafirma o uso de

partes aéreas como material de partida para fitoterapicos para fins analgésicos.



Tabela 1. Metabdlitos secundarios de Phyllanthus niruri L.

CLASSE METABOLITO SECUNDARIO

4-hidroxisecurinina

4-metoxidiidronorsecurinina

4-metoxitetraidrosecurinina

alosecurinina

diidrosecurinina
ALCALOIDES epibubbialina

nirurina

norsecurinina

securinina

securinol A, securinol B

tetraidrosecurinina

p-cimeno

MONOTERPENOS .
limoneno

3,7,11,15,19,23-hexametil-2Z,6Z7,10Z,14E,18E,22E-tetracosenen-1-ol
acetato de lupeol

filanteol

filantenol

filantenona

lupeol

TRITERPENOS

astragalina

canferol-4"-ramnopiranosideo

eridioctiol-7-ramnopiranosideo

fisetina-4-o-glicosideo

flavanona-5-o-rutinosideo

galocatequina
FLAVONOIDES isoquercitrina

niruriflavona

nirurina

quercetina

quercetol

quercitrina

rutina

2,3-demetoxisecoisolintetralina
3,4-dimetilenodioxibenzil-3",4"-dimetoxibezilbutirolactona
diacetato de 2,3-demetoxisecoisolintetralina
filantina
filnirurina
filtetralina
hidroxinirantina
LIGNANAS hinoquinona
hipofilantina
isolintetralina
nirantina
nirfilina
nirtetralina, nirtetralina A e nirtetralina B
seco-4-hidroxilintetralina
trimetil éter de secoisolariciresinol

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

acido galico
L?glé’\é?_FSAVEIS acido repandusinico
anci corilagina
(e substancias J
relacionadas) g'era.nl.ma
nirurisideo
B-glicogalina

acido elagico

CUMARINAS metilbrevifolincarboxilato
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1.4. ASPECTOS FARMACOLOGICOS SOBRE Phyllanthus niruri L.

Phyllanthus niruri L. contém lignanas, alcaloides, terpenoides e taninos, que
se destacam por terem o0s seguintes efeitos: hepatoprotecéo, acdo antiinflamatoria,
antagonismo da endotelina-1, inibicdo da transcriptase reversa e replicacéo do VIH,
acdo anti-hepatite e aumento da citotoxicidade da vimblastina contra células
cancerosas multirresistentes (MURUGAIYAH; CHAN, 2007).

Estudos conduzidos por Campos e Schor (1999) demonstraram que 0 extrato
aquoso de P. niruri L. produziu a inibicdo da internalizac&o de cristais de oxalato de
calcio (CaOx) por células renais de cdo, sem evidéncia de citotoxicidade, além de ter
sido constatado por Freitas et al. (2002) o impedimento do crescimento de célculos
em um modelo de urolitiase induzida por CaOx em ratos. Barros et al. (2003)
demonstraram que o extrato aquoso de P. niruri L. interferiu com o processo de
cristalizacdo do CaOx in vitro através da reducdo do crescimento e da agregacéo de
cristais e favoreceu a formacdo de uma estrutura cristalina dihidratada de CaOx,
menos aderente.

Em estudo clinico, o cha de P. niruri L. ndo produziu efeitos adversos ou
toxicos nos pacientes e os dados sobre eficicia sugerem efeitos que promovem a
eliminacdo de célculos renais nos pacientes, bem como a normalizacdo dos niveis
de calcio em pacientes hipercalciaricos (NISHIURA et al., 2004). Portanto, esses
efeitos estdo relacionados com o potencial preventivo da formacdo de calculos
renais de P. niruri L. (BARROS et al., 2006).

Murugaiyah e Chan (2007) investigaram 0Ss potenciais efeitos
antihiperuricémicos de P. niruri L. verificando que o extrato metandlico das partes
aéreas diminuiu os niveis de acido urico no plasma de ratos hiperuricémicos, porém
nao atuou em ratos normais. Os resultados indicaram que o extrato metandlico

provavelmente possui efeito uricosurico através da inibicdo da enzima xantina-
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oxidase. As lignanas isoladas do extrato, filantina e hipofilantina, também
apresentaram o efeito anti-hiperuricémico no plasma. O alcaloide norsecurinina
apresentou atividade antiespasmaodica inibindo a contracdo da musculatura lisa do
ureter, propiciando a facilitacdo da eliminacéo de calculos renais (MARQUES, 2010).

Chauham et al. (1976) em estudos com Crataeva nurvala Buch Ham, isolaram
o lupeol e demonstraram sua acdo anti-urolitiase. Este triterpeno pode estar
relacionado a atividade na prevencdo de urolitiase observada em estudos com P.
niruri L., uma vez que também estd presente nas raizes desta planta. Outras
atividades apresentadas por P. niruri L. incluem ag&o antinoniceptiva (CALIXTO et

al., 1998), anti-viral e antiplasmética (TONA et al., 2001, 2004).

1.5. METODOS DE ANALISE DE Phyllanthus niruri L. POR CLAE

Em levantamento bibliografico feito em julho/2013 foram encontrados 16
artigos utilizando métodos de CLAE para analise (ou purificacdo de substancias) de
P. niruri L.. Esse niumero nao reflete porém, o nimero de métodos desenvolvidos
descritos para a espécie, uma vez que muitos autores ndo desenvolveram novos
métodos de CLAE para analises de P. niruri L., mas apenas utilizaram e citaram em
seus artigos métodos ja descritos. A seguir sdo apresentadas peculiaridades sobre
cada método encontrado, sendo que a Tabela 2 ao final deste item traz um resumo
das principais caracteristicas de cada um. Métodos de CLAE preparativa para
purificacdo de substancias a partir de P. niruri L. também foram incluidos. As
informacgdes encontradas serédo apresentadas em ordem cronoldgica.

Ogata et al. (1992) publicaram o artigo “HIV-1 Reverse Transcriptase Inhibitor
from Phyllanthus niruri”’, no qual utilizaram CLAE semipreparativa na etapa final de

purificagdo do &cido repandusinico A, composto originalmente isolado de Mallotus
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repandus, que foi identificado por Resonancia Magnética Nuclear (RMN). As
condicbes cromatograficas na purificacdo foram: coluna C18 YMC-AM 312 (6,0 X
150 mm), gradiente de fase movel de 3-43% de acetonitrila em agua com 10 mM de
NaH,PO,, tempo de corrida de 20 min, vazdo de 1 mL/min, deteccdo em 280 nm,
volume de injecdo de 40 uL. Dos picos apresentados, os principais (picos 1 e 2)
foram isolados e suas estruturas foram examinadas. O pico 2 ndo era um inibidor
muito forte e foi identificado como sendo brevifolina por comparacdo com RMN e
BAR-EM. O pico 1 exibiu uma atividade inibitéria muito forte de transcriptase reversa
do VIH e foi identificado como acido repandusinico A.

Cutrone et al. (1996) isolaram um novo composto (nirurisideo) do extrato de
folhas de P. niruri L. utilizando particdo liquido-liquido, cromatografia em coluna e
cromatograffia em camada delgada. O composto foi tido como um novo inibidor da
ligacdo da regulacao da expressao do virion do VIH e do elemento responsavel pela
ligacdo da regulacdo da expressao do virion do VIH. No mesmo trabalho, uma das
fracbes obtidas (300 mg) foi submetida a purificacdo por CLAE utilizando uma
coluna semipreparativa C18 YMC (20 x 250 mm; 7 ym) eluida com acetonitrila: agua
40:60 (v/v). Foram purificados os compostos rutina (tg: 16,5 min; 33 mg) e canferol-
3-O-rutinosideo (tr: 25,5 min; 10 mg).

De Souza et al. (2002) validaram um método de cromatografia liquida para
analise de compostos fendlicos no extrato aquoso de partes aéreas de P. niruri L. As
anélises foram conduzidas com coluna C18 LiChrospher® (4 x 250 mm; 5 um)
acoplada a uma pré-coluna C18 Shimadzu® (4 x 10 mm). Um detector de arranjo de
diodo Waters® foi utilizado para checar a pureza do pico de cada composto. Fase
movel: solucdo aquosa de acido fosforico 1% (p/p) e acetonitrila: sol. aquosa &cido

fosforico 1% (p/p) 50:50 (v/v). A vazao foi de 0,6 mL/min e o programa de gradiente
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foi o seguinte: 22-24% de B (7min), 24-40% de B (10 min), 40-100% de B (8 min),
100-22% de B (15 min). O volume injetado foi de 20 uL. Os picos foram detectados
em 275 nm. O pico chamado de 1, que apresentou tr de 6,6 min, foi identificado por
comparacdo do tempo de retencdo com o padrdo acido galico, através de
comparacado com o espectro no UV/Vis e co-cromatografia com acido galico. O
espectro no UV/Vis do pico 2, com tr de 20,2 min pode ser atribuido a uma flavona e
0 pico 3, com tg de 21,5 min como um derivado do acido galico. O método de CLAE
desenvolvido para analisar os compostos fendlicos de extratos aquosos de P. niruri
L.foi linear e reprodutivel para todos os picos selecionados.

Murugaiyah e Chan (2006) publicaram um artigo a cerca da atividade anti-
hiperuricémica de lignanas de folhas de P. niruri L., no qual as analises foram
conduzidas utilizando as partes aéreas da planta. A concentracdo de filantina,
hipofilantina e filtetralina no extrato metandlico, nas fracdes e sub-fracdes foi
determinada usando um sistema de CLAE Agilent 1100 Series equipado com um
detector de fluorescéncia e o software ChemStation A.08.03. Uma coluna Inertsil
ODS-3 (4,6 x 250 mm) foi utilizada com a seguinte condicdo analitica: fase mével de
acetonitrila: 4gua (55:45), vazao de 1,0 mL/min, comprimento de onda de excitacao
de 280 nm e de emisséo de 344 nm. A atividade anti-hiperuricémica de P. niruri foi
atribuida as lignanas constituintes, filantina, hipofilantina e filtetralina. No entanto, os
mecanismos de seus efeitos antihiperuricémicos nao foram determinados.

Ja em 2007 (a), Murugaiyah e Chan determinaram quatro lignanas em P.
niruri L. por um novo e simples método analitico usando CLAE com detecgéo por
fluorescéncia. O método ja utilizado em 2006 para analise de 3 lignanas teve agora
sua validacao descrita para analise de 4 lignanas - filantina, hipofilantina, filtetralina e
nirantina. A quantificacéo das lignanas foi realizada em duas partes. A primeira parte

envolveu a quantificacdo de lignanas em extratos metanolicos de partes aéreas de
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P. niruri L. coletadas de seis diferentes localizacdes geograficas de Penang
(Malasia), enquanto que a segunda parte envolveu a quantificacdo das lignanas em
extratos metanolicos das diferentes partes (folhas, frutos, ramos, caule e raizes) de
P. niruri L. coletadas de Bukit Mertajam em Penang (Malasia). O sistema utilizado
neste método empregou um detector de fluorescéncia operando com comprimento
de onda de excitagdo em 280 nm e de emissdo em 344 nm. Uma coluna Inertsil
ODS-3 foi utilizada. Os autores obtiveram uma separacéo 6tima (melhor resolucéo e
forma de pico) com o uso da fase movel (FM) isocratica constituida por
acetonitrila:dgua (55:45 v/v), comparada com a FM metanol:dgua e com outras
propor¢cdes de acetonitrila:agua, uma vez que o teor de acetonitrila quando inferior a
50% na FM resultou em picos largos de lignanas, além de tempo de andlise muito
longo, enquanto o aumento para mais de 60% de acetonitrila resultou na co-eluicdo
de picos (1 e 2). A vazao foi de 1,0 mL/min, e o experimento foi realizado a
temperatura ambiente (25°C). O volume de amostra injetado foi 20 uL e o tempo de
corrida total foi de 37 min. O método foi comparado com um método por CLAE com
deteccdo por UV comumente usado. Para a deteccéo pelo método CLAE-UV (230
nm), foram geradas curvas de calibracdo dos quatro compostos padrdo. O método
de CLAE com deteccdo por fluorescéncia registrou limites de deteccdo de 0,61
ng/mL para filantina (equivalente a 1,46 nM), 0,61 ng/mL para filtetralia (equivalente
a 1,47 nM), 6,10 ng/mL para hipofilantina (equivalente a 14,2 nM) e 1,22 ng/mL para
nirantina (equivalente a 2,84 nM), sendo de 80, 80, 8 e 40 vezes, respectivamente,
mais baixos quando em comparagdo com metodo por CLAE-UV. Os limites de
quantificacdo foram 4,88 ng/mL (equivalente a 11,7 e 11,7 nM, respectivamente)
para filantina e piltetralina, 9,76 ng/mL (equivalente a 22,7 nM) para nirantina e 24,4
ng/mL (equivalente a 56,8 nM) para hipofilantina, exibindo 40, 8 e 20 vezes,

respectivamente, menores que de método de deteccéo UV.
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Para o método de deteccdo por CLAE-UV, as curvas de calibracdo de todos
0os quatro padrdes de lignanas foram lineares em toda a faixa de concentracao
investigada. As curvas de calibracdo de 1, 3 e 4 obtidos com 0 método de deteccao
por CLAE de fluorescéncia foram lineares durante os intervalos de concentracao
investigada, em contraste, 2 foi linear em 24,4-2500 ng/mL. Assim, o método por
CLAE com deteccao por fluorescéncia aplicado na andlise de lignanas de P. niruri L.
ofereceu melhor sensibilidade do que o método de deteccdo por CLAE-UV. Além
disso, este ultimo em um comprimento de onda inferior a 230 nm pode ser afetado
por interferentes da matriz a partir do extrato metanélico bruto, sendo o método com
deteccdo por fluorescéncia também mais seletivo. O presente método permitiu a
quantificacdo de uma baixa quantidade de lignanas (especialmente o composto 3).
Foi a primeira vez que um método de deteccdo por CLAE-fluorescéncia simples e
sensivel para a determinacdo simultdnea de quatro lignanas em P. niruri L. foi
desenvolvido. O método foi considerado exato e preciso, sendo aplicado com
sucesso para a determinacdo quantitativa das lignanas em amostras de P. niruri L.
recolhidas a partir de varias localizac¢des.

Ainda em 2007 (b), Murugaiyah e Chan publicaram um artigo no qual
utilizaram o método de CLAE descrito acima em um estudo de farmacocinética e na
analise de lignanas de P. niruri L. em plasma. O método foi aplicado com sucesso no
estudo da farmacocinética das lignanas de P. niruri L. em ratos.

Markom et al. (2007) analisaram os efeitos de solventes e métodos para
extracao de taninos hidrolisaveis de P. niruri L. As andlises dos taninos nos extratos
foram conduzidas utilizando um CLAE equipado com um autoamostrador e um
detector UV/Vis Agilent Technologies. Foi utilizada coluna de fase reversa C18

Genesis (4,6 x 250 mm; 4 um). A separacdo cromatografica foi desenvolvida

utilizando como fase modvel 0,1% de &acido fosférico em agua (solvente A) e



30

acetonitrila (solvente B) com gradiente de solvente B: 8—-22% (35 min), 22-8% (10
min), a uma vazao de 1 mL/min. O volume de injecao foi de 20 pL e a detec¢céo em
270 nm. Amostras secas e trituradas de caules e partes aéreas de P. niruri L. foram
obtidas a partir de Nova Laboratories Sdn. Bhd (Malasia), sendo estas as mesmas
utilizadas para fabricacdo do produto comercial & base de P. niruri L.: HEPAR-P™
(capsula desenvolvida pela Nova Laboratories Sdn. Bhd que contém 250 mg de P.
niruri padronizada em 4% de corilagina e 18% de flavonoides totais). Como padrdes
de referéncia foram utilizados o acido gélico e o &acido elagico, ambos de pureza
98%,; a geranina isolada (pureza desconhecida) e a corilagina (pureza de 98%).
Solucbes padrdo de &cido galico foram preparadas em agua, com concentracdes
entre 0,75-1,2 mg/mL; enquanto que solu¢des de &cido elagico foram preparadas em
etanol 50%, com concentragdes variando de 2,5-1 mg/mL. Solugéo de corilagina foi
preparada pela Nova Laboratories Sdn. Bhd (Malasia) em solventes de diluicédo
apropriados em concentracdo de 0,5 mg/mL. Hepar-P™ e os extratos foram
dissolvidos em etanol 50% em concentracdes de 1-5 mg/mL. Todos os padrdes e
solucBes de extratos foram sonicados durante 30 min a 60° C a fim de remover
bolhas de ar e garantir que todos os sélidos fossem completamente dissolvidos
antes da analise por CLAE. Antes de serem injetadas, todas as solu¢cdes de amostra
foram pré-filtradas em membranas (Nylon; 0,45 um). Picos cromatograficos foram
identificados através da comparagdo com os tr dos padrdes acido elagico, acido
galico e corilagina, sendo o conteludo destes nos extratos calculado com base nas
areas dos picos e correspondentes concentracdes injetadas. A presenca de quatro
picos de componentes principais foi consistentemente detectada nos cromatogramas
de HEPAR-P™ e em alguns dos extratos de P. niruri L.. No cromatograma do extrato

padronizado Hepar-P™ foram identificados o &cido galico, o &cido elagico e a
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corilagina por comparacdo com os padrdes externos, que apresentam tg de 5,4, 18,9
e 31,2 min, respectivamente. A presenca de geranina ndo p6de ser verificada neste
estudo com base no método desenvolvido; 0s autores sugeriram que o método por
CLAE usado ndo seja adequado para a deteccdo de geranina ou que esta
substancia possa ter sido hidrolisada, resultando assim, em menor pureza e
producdo de varios artefatos. A hidrolise e a alcodlise culminando na formacao de
componentes mais simples, tais como corilagina, brevifolina acido carboxilico, acido
galico e acido elagico pode ter ocorrido na presenca de agua e de alcoois em altas
temperaturas. A presenca de geranina foi previamente confirmada pelo método de
RMN depois de multietapas de fracionamento e processos de isolamento.

O método por CLAE desenvolvido por De Souza et al. (2002) foi aplicado em
dois outros trabalhos envolvendo tecnologia de fitoterapicos (De Souza et al., 2007;
2009) na avaliacdo do teor de &cido galico em extratos secos obtidos por spray
dryer, granulados e comprimidos.

Colombo et al. (2009) desenvolveram e validaram um método por CLAE para
quantificacdo de corilagina tanto nas folhas quanto em extratos comerciais de P.
niruri L. A Anidro do Brasil Extracfes Ltda. (Grupo Centroflora), Botucatu-SP,
forneceu 3 extratos industriais obtidos das folhas maceradas da planta (pé seco, p6
seco soluvel em agua, extrato fluido) e o material vegetal referente as folhas de P.
niruri L., que foi seco sob fluxo de a 40° C e armazenado a temperatura ambiente
por 6 meses. Com base em dados fornecidos por estudos preliminares realizados
pelo proprio grupo, os parametros cromatograficos (coluna, fase movel, taxa de fluxo
e programa de eluicdo) foram otimizados, a fim de proporcionar uma melhor
separacdo dos componentes e um tempo de analise mais curto. A validacdo do
método otimizado foi conduzida utilizando-se um cromatégrafo liquido Alliance®

modelo 2795 equipado com um DAD modelo 996 e uma coluna Phenomenex® Luna
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fenil-hexil (4,6 x 250 mm; 5 um, 100A) protegida por uma coluna de guarda fenil-hexil
(4,0 x 3,0 mm; 5 um; 100 A). A fase movel foi composta por uma mistura de
solventes A (solucdo aquosa de acido acético 1%) e B (acetonitrila), a vazéo foi de
1,0 mL/min, o volume de injecéo foi de 20 uL e a coluna foi mantida a temperatura
ambiente durante a analise. O gradiente definido para ser empregado no método
analitico desenvolvido foi: 0-12 min, 13-37% B; 12-13 min, 37-100% B; 13-15 min,
100% B; 15-16 min, 100-13% B; e 16-30 min isocratica a 13% B. O cromatograma
foi monitorado em 267 nm e os espectros no UV dos picos obtidos foram registrados
na faixa de 200-400 nm. Um método de padrédo externo foi utilizado para construir a
curva analitica para corilagina (pureza 97%). Os valores de LDD e LDQ foram iguais
a 0,987 e 3,29 mg/L, respectivamente. Varios estudos tém indicado que corilagina
(Figura 2, pico 1) é um dos principais compostos responsaveis pela atividade
farmacolégica de P. niruri, assim, neste estudo foi desenvolvido um método simples
e eficiente para seu isolamento. Por meio deste método, outros dois compostos
caracteristicos de P. niruri também foram isolados: rutina (Figura 2, pico 2) e 3,4,5-
trildroxibenzoato de etila (Figura 2, pico 3). Resumidamente, apds o fracionamento
do extrato metandlico por meio de cromatografia em coluna em fase reversa (C18),
algumas das fracdes obtidas foram submetidas a CLAE semipreparativa utilizando
coluna Phenomenex Luna® C18 (21,2 x 250; 10 um; 100 A) eluida em modo
isocratico com sol. aquosa 0,1% de &cido acético: acetonitrila 80:20 (v/v) com vazao

de 17,0 mL*min”" e leitura de absorbancia em 254 nm.
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Figura 2. Cromatograma CLAE-DAD de extrato fluido commercial de P. niruri. Colombo et
al., 2009.

As estruturas dos trés compostos, isolados sob a forma de pd amorfo
castanho escuro, foram identificadas por andlise de RMN e confirmadas por
comparagio com os dados espectrais disponiveis na literatura. E possivel que estes
componentes possam também ser aplicados como marcadores fitoquimicos.

Markom et al. (2010) estudaram método de extracao de taninos hidrolisaveis
de P. niruri L. por agua pressurizada. A analise dos componentes quimicos foi
conduzida usando uma técnica de CLAE-UV/Vis. O método de analise foi modificado
de um método de identificacdo da catequina em cha verde. A coluna utilizada para a
analise foi de fase reversa C18 Genesis (4,6 x 250 mm; 4 um). A separacao
cromatografica foi conduzida usando uma fase mével com sol. aquosa 0,1 % de
acido fosforico (solvente A) e acetonitrila (solvente B) com um gradiente de solvente
B: 8-22 % (35 min), 22-8% (10 min) a uma vazdo de 1 mL/min. O volume injetado foi
de 20 uL e a deteccao realizada em 270 nm. Os picos cromatograficos do acido
galico, acido elagico e corilagina foram identificados por comparacdo com o tg de
padrdes.

Ja em 2011, Markom et al. realizaram um trabalho de obtengcdo de perfis
quimicos e quantificacdo de taninos em extratos de P. niruri L. obtidos por Extracédo
com Fluido Supercritico (EFS). Os perfis quimicos ou as impressodes digitais de

compostos polifendlicos (taninos condensados e hidrolisaveis) em varias fracdes de
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P. niruri L. extraidas utilizando diéxido de carbono supercritico e varios co-solventes
polares, como agua, metanol e etanol foram apresentados. A analise quimica das
fracOes extraidas foi realizada por CLAE, tendo sido utilizado o método de analise
descrito por Markom et al. (2007). Amostras de caule e partes aéreas de P. niruri L.
secas e trituradas foram obtidas a partir de Nova Laboratories Sdn. Bhd (Malasia).
Os padrdes de referéncia utilizados foram: acido gélico e acido elagico (ambos com
98% de pureza); padrbes de flavonoides como quercetina, catequina, epicatequina,
galocatequina, epigalocatequina, todos também com 98% de pureza; rutina (97% de
pureza) e padrao comercial geranina. A identificacdo de corilagina foi conduzida pela
Nova Laboratories Sdn. Bhd. (Sepang — Malasia) usando seu padrao isolado (pureza
de 98%). Picos cromatograficos de acido galico, acido elagico e flavonoides foram
identificados por comparacédo dos tg com padrbes. A quantificacdo do acido galico,
do acido elagico e da corilagina foram feitas a partir de calibragées lineares como
citado por Markom et al. em 2007.

O cromatograma do extrato padronizado Hepar-P™

apresentou 0s taninos
hidrolisaveis acido gélico, corilagina, acido elagico e o pico A (desconhecido). Na
analise por CLAE, o &cido elagico foi também detectado quando o intervalo de UV
foi variado entre 210-360 nm. O pico do &cido elagico deu absor¢éo significativa em
270 nm. Esta é a primeira constatacdo que mostrou a presenca deste componente
em P. niruri usando o método de CLAE, tendo sido o composto anteriormente
apenas determinado por um meéetodo de RMN para esta planta. Nos frutos
framboesa, acido elagico foi detectado utilizando um gradiente de 8-21% de
acetonitrila:agua (com 1% de acido férmico) em CLAE-EM-DAD (365 nm). Neste
estudo, um maior comprimento de onda UV foi necessario porque o acido utilizado

(acido formico) tem uma absorbancia de base superior em comparacdo com a do

acido fosforico. Varios flavonoides foram detectados nos extratos, sendo eles do
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grupo flavonol (quercetina e rutina) e flavon-3-ol ((+)-catequina, (-)-epicatequina, (+)-
galocatequina, e (-)-epigalocatequina). Notou-se também que os tempos de retencao
dos picos do acido elagico (elagitanino) e da rutina (flavonoides) eram muito
semelhantes e de dificil diferenciacdo. O limite de deteccdo para a analise de CLAE
foi determinado como sendo de 0,75 pg/ mL para o acido galico e de 2,5 ug/ mL para
0 acido elagico.

Prashanth et al. (2012) avaliaram a producdo do metabdlito secundario
filantina em Phyllanthus niruri L. por cultura de tecido de folhas. As folhas jovens e o
caule foram processados até serem transferidos para um meio solidificado (tubos de
cultura) para o estabelecimento de culturas estaticas. Os calos formados foram
extraidos com solvente adequado por maceracdo. O extrato de calo sofreu analises
por CCD, onde se confirmou a presenca de filantina, passando entdo para analises
em CLAE. As solucbes das amostras e padrao (filantina) foram injetadas em
equipamento de CLAE (volume de injecdo 20 uL) com coluna de fase reservada C18
Phenomenex . A fase mdvel foi constituida por metanol: 4gua 66:34. A vazéo foi de
1,5 mL/min. O cromatograma foi verificado até 30 min em deteccdo a 230 nm.
(TRIPATHI, A. K. et al., 2006). A curva analitica da filantina foi obtida a partir da area
do pico do cromatograma versus a concentracdo de filantina. A quantidade de
filantina na amostra teste foi determinada a partir da equacgéo de regressao linear da
curva analitica. A quantidade de filantina produzida em diferentes grupos etarios de
cultura de calos foi estimado. O tg da filantina foi de cerca de 13,4 min.

Couto et al. (2013b) realizaram uma avaliacdo quimica e tecnolégica de
partes aéreas de P. niruri L. em funcéo de suas condi¢des de cultivo e colheita, a
partir da coleta de partes aéreas da planta no campo experimental da UNICAMP em

Paulinia-SP (Centro Pluridisciplinar de Pesquisas Quimicas, Bioldgicas e Agricolas-
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CPQBA). Entre as andlises realizadas, estava a analise por CLAE, tendo o grupo
escolhido utilizar o método ja descrito por De Souza et al. (2002).

Em outro artigo publicado por Couto et al., também em 2013 (a), os
pesquisadores avaliaram os efeitos antialodinico e anti-inflamatorio do acido galico e
fizeram uma andlise quantitativa do mesmo em pos secos por pulverizacdo de
folhas, caules, raizes e da planta toda de P. niruri L. Para quantificar o acido galico
(marcador quimico) nas drogas vegetais, foi utilizado novamente o método de CLAE
descrito por De Souza et al. (2002). Foram considerados 3 picos preponderantes
com tg de 6,58 (acido galico), 19,73 e 21,16 min. Os autores verificaram diferencas
quali e quantitativas nas diferentes partes analisadas da espécie.

Nakweti et al. (2013) analisaram quimicamente extratos de P. niruri L.
coletados em quatro areas geograficas da Republica Democratica do Congo. As
amostras foram analisadas por CCD e CLAE para caracterizacdo de metabdlitos
secundarios, tais como flavonoides, saponinas, sapogeninas esteroides e outros
compostos fendlicos. A analise por CLAE foi realizada em um equipamento Waters
2695 Alliance equipado com uma coluna C18 Alltech Altima (4,6 x 250 mm; 5 um) e
um detector de arranjo de diodos (Waters 29996). Foram injetados 18 uL de cada
amostra (extratos puros ou hidrolisados). A vazao foi de 1 mL/min e os picos foram
detectados em 275 nm. A separacdo cromatografica foi conduzida usando na fase
movel como solvente A acetonitrila, e dgua contendo 1% de acido cloridrico como
solvente B. O programa de gradiente foi 0 seguinte: 22-24% de A (7 min), 24-40% de
A (10 min), 40-100% de A (8 min), 100% de A (5 min), 100-22% de A (5 min), 22%

de A (5 min).
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Por comparagdo dos cromatogramas de extratos hidrolisados de P. niruri
obtidos por CLAE, foi revelado que o numero de picos principais difere dependendo
da localizacao geografica.

Até o presente momento nenhum trabalho relativo a analise de extratos de P.
niruri L. por Cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia (CLUE ou UPLC) foi publicado,
tendo sido esta técnica utilizada (Amin et al., 2013) apenas na analise de fracdes
obtidas a partir do extrato etanol 95% de P. niruri L., com o objetivo de identificar

substancias por espectrometria de massas (CLUE-EM) nestas fracdes.



Tabela 2. Comparacédo dos métodos de CLAE apresentados para analise de Phyllanthus
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niruri L.
Referéncia Parte usada nge - Fase movel Deteccéo Vaza_o Subs_tgnuas LDD
estacionaria ml/min Identificadas
acido
- 0, 1li
Ogata et al. C%SOYQA fsgl\él"?]lz e?n4§g/3£ Eo,\rln UV 280 nm 10 C?)rrt()ec\)/)i(flolIl‘i:r?a(Zja
(1992) - (6,0X 150 mm) 10 mM de ' 4cido -
prep NaH,PO, respandusinic
o A?
nirurisideg)2
Cutrone et al. cis (,20 x 250 ACN: agua f"a”.t'”";‘
(1996) Folhas mm; 7 |.11m) 10:60 - - rutina -
prep canferol 3-O-
rutinosideo®
A =1% AcF
em agua
B = ACN: 1%
AcF em 4gua
C18 LiChrospher® 50:50 (V/v) acido galico
(4 x 250 mm; 5 Gradiente: 22-
Dael S((;Lééaz)et ap(;zzz um); pré-coluna 24% B (7min), UV 275 nm 0,6 defrli{il/\;?il:)a do -
: C18 Shimadzu® (4 24-40% B 4cido aalico
x 10 mm) (10min), 40- 9
100% B
(8min), 100-
22% B (15
min)
Murugaiyah . - FL. filantina,
e Chan Folhas ci8 ;g%rtri'rln(;l 6x Acsh;:igua 280 nm 1,0 hipofilantina, -
(2006) ) 344 nm filtetralina
_ a'jéa:g:: ' filantinz_;\ 0,61
Murugaiyah folhasy ‘ ACN: 4gua FL. hlpofllaqtlna 6,10
e Chan frutos rarﬁos C18 Inertsil 55‘_45 280 nm 1,0 filtetralina 0,61
(2007a) ! ' ’ 344 nm nirantina 1,22
Cagle N ng/mL
raizes
filantina 0,61
Murugaiyah . oz FL. hipofilantina 6,10
e Chan Folhas cis Izré%rt;':n()‘l‘e x ACEE\IS..zgua 280 nm 1,0 filtetralina 0,61
(2007b) ’ 344 nm nirantina 1,22
ng/mL
A =0,1% AcF
em agua - -
e B = ACN aC|d_o ga_lllco
Markom et Caule, partes | C18 Genesis (4,6 Gradiente: 8— UV 270 nm 10 corilagina )
al. (2007) aéreas X 250 mm; 4 ym) 2204 B. ' acido elagico
(35min), 22—
8% B (10min)
A =1% AcF
em agua
B = ACN: 1%
AcF em agua
Extratos . ® 50:50 (v/v)
De Souza et secos por (a% I;(lgggo:qp;:eg Gradiente: 22- UV 275 nm 06 acido galico 0,13
al. (2007) pulverizacao, ’ ' 24% B (7min), ' 9 ug/mL
Granulos um) 24-40% B
(10min), 40-
100% B
(8min), 100-
22% B (15min)
A =1% AcF
em agua
B = ACN: 1%
AcF em agua
R 50:50 (v/v)
C18 LiChrospher Gradiente: 22-
De Souza et partes (250 x4mm; 5 | 24%B (7min), | UV 275 nm 0,6 &cido gélico 0,13
al. (2009) aéreas um) 24-40% B pg/mL
(10min), 40-
100% B
(8min), 100-
22% B (15

min)
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A=1%
AcAcético
B =ACN
Gradiente: 0- corilagina?,
Phenomenex® 3%02/(:7‘]3,'”1%313 rutina?,
Colombo et Folhas, Luna fenil-hexil min 37’_100% DAD 10 3,4,5- 0,987
al. (2009) extratos (4,6 x 250 mm; 5 B: 1’3_15 min 267 nm, ' trihidroxiben mg/mL
Um) 10b% B: 15-1’6 zoato de
min, 100-13% etial®
B; e 16-30 min
isocrética a
13% B
A =0,1% AcF
em agua
. @ B = ACN acido galico
'\gfr(kzoonfoit - c;1§5gen?§f_'li “(r?]')ﬁ Gradiente: 8— UV 270 nm 1,0 corilagina -
’ ' 22% B (35 acido elagico
min), 22-8% B
(10 min)
ac. gélico
ac. elagico
A =0,1% AcF quercetina
em agua catequina 19.75
. ® B = ACN epicatequina ’
Markom et . Partes cis Genes.ls (4.6 Gradiente: 8— UV 270 nm 1,0 galocatequina ng/mL
al. (2011) aéreas, caule | x 250 mm; 4 um) 2204 B . . 2,5
% B (35 epigalocatequi mL
min), 22-8% B na Hg
(10 min) corilagina
rutina
Calos .
Prashanth et C18 metanol: agua S
al. (2012) (%?#;Z)e Phenomenex® 66:34 Uv230 nm L5 filantina )
A =1% AcF
em agua
B = ACN: 1%
AcF em 4gua
C18 LiChrospher 50'.50 (V_/V)
Couto et al. . (250 x 4 mm; 5 Gradiente: 22- - . 0,13
partes aéreas e ) 24% B (7min), | UV 275 nm 0,6 acido gélico '
(2013b) um); Shimadzu 24-40% B ug/mL
(10 x4 mmi.d.) (10min), 40-
100% B
(8min), 100-
22% B (15
min)
A =1% AcF
em agua
B = ACN: 1%
AcF em agua
folhas C18 LiChrospher 50:50 (v/v) &cido gélico
' (250 x 4 mm; 5 Gradiente: 22- ’
Coggigt al. fa,“'es' um); pré-coluna | 24% B (7min), | UV 275 nm 0,6 g ﬂr?“’od”a'd O'/lnfl_
(20138) plailtgetsgda Shimadzu® (10x4 | 24-40% B ési(;\:)agglicg M
mm) (20min), 40-
100% B
(8min), 100-
22% B (15
min)
Partes C18 Alltech Altima BA-zlﬁ\/oCdNe quercetina,
Nak(vzvggse)t al. aéreas e (4,6 x 250 mm; 5 AcC em égt.Ja 27D$r|?m 1,0 clorigggico, -
calos um) Gradiente: h
Tabela 2 catequina

" modo preparativo

2 substancias isoladas
AcF = acido fosforico
ACN = acetonitrila
AcC = &cido cloridrico
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2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo geral
Comparar o perfil de metabolitos secundarios em diferentes 6rgaos de P.

niruri L.

2.2. Objetivos especificos

a. Avaliar o perfil quimico qualitativo de folhas, flores+frutos, caules e raizes
de P. niruri L. através de reacdes quimicas de identificacdo, Cromatografia em
Camada Delgada e Cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia com énfase nos
seguintes metabdlitos secundarios: alcaloides, flavonoides, taninos, terpenos,
lignanas e compostos fendlicos do tipo C6-C1 (acidos galico e elagico).

b. Avaliar o teor de compostos fendlicos totais e flavonoides totais através de
espectrofotometria no UV/Vis nas diferentes partes de P. niruri L.

c. Avaliar o teor de acido gélico, &cido elagico e de corilagina por CLUE-UV
nas diferentes partes de P. niruri L.

d. Avaliar o perfil qguimico qualitativo e quantitativo de folhas e caules de P.
niruri L. colhidos em diferentes locais e periodos, através das técnicas descritas nos

itens anteriores (a-c).

3. METODOS
3.1. EQUIPAMENTOS, MATERIAIS E REAGENTES

Balanca analitica: Marte® modelo AY220 (méx. 220g; min. 0,01g; d = 0,0001g).

Balanca semianalitica: Gehaka® modelo BG 200 (méax. 200 g; min. 0,025 g; d =

0,001g).

Cartucho para extracdo em fase soélida (clean-up): Phenomenex® modelo Strata™

C18-E (15 x 10 mm; 55 pm).
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Placas para CCD: placas em aluminio cobertas com silica gel (Sigma-Aldrich®) (20 x

20 cm) com indicador de fluorescéncia em 254 nm.

Espectrofotdmetro UV-1800: Shimadzu® UV Spectrophotometer UVProbe 2.42)

Lampada UV: MineraLight® modelo UVSL-25.

UV/Vis: Beckman DV 530, Life Science.

Cromatégrafo Liguido de Ultra Eficiéncia (Waters Modelo Acquity H-Class): equipado

com Bomba quaternaria (Quaternary Solvent Manger) modelo QSM, amostrador
automético (Sample Manager) modelo FTN, forno para coluna cromatogréfica,
detector de arranjo de diodos Modelo UPL, detector de espectrometria de massas
single quadrupolo Modelo SQD, bomba de vacuo Sogevac Modelo SV40 BI, gerador
de N, Peak Scientific Modelo NM321A, e software do controle e aquisicdo de dados
Empower 3, software de transferéncia de método analitico Acquity UPLC Columns
Calculator.

Estufa de secagem e esterilizacio: modelo 320 SE - Fanem®.

Solventes:

a) CCD: solventes grau P.A. marcas Qhemis® e Synth®;

b) CLUE (incluindo clean up): solventes grau cromatogréfico (J. T. Baker®;
Merck);
Padrées: Corilagina e Acido galico Chromadex; Acido elagico Sigma Aldrich;
Quercetina e Rutina USP.

Agua ultrapura: obtida a partir de purificador Milli Q Synergy®;

Ultrassom: Unique®, modelo USC - 2800, frequéncia 40KHz.
Liofilizador: MicroModulyo, acoplado a bomba de vacuo Edwards.

Cuba cromatografica de vidro: 21 x 21 x 9 cm (altura x comprimento x largura)
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3.2. COLETA E PREPARO DO MATERIAL VEGETAL

Individuos de P. niruri L. foram coletados em 28/02/2012 no Centro
Pluridisciplinar de Pesquisas Quimicas Biologicas e Agricolas (CPQBA) da
UNICAMP e em 20/08/2012 nas dependéncias da empresa do ramo farmoquimico
Centroflora em Botucatu-SP. As mudas cultivadas na empresa Centroflora foram
obtidas do CPQBA-UNICAMP. Ambas as amostras foram secas em estufa com
circulacao de ar a 40° C. O periodo de secagem foi de 3 dias para o material vegetal
coletado em fevereiro e 5 dias para o coletado em agosto. Os materiais foram
enviados para o Campus da UNESP de Araraquara, sendo que o coletado em
fevereiro foi separado em caule, flor/fruto e folha, enquanto que o coletado em
agosto foi separado em caule, folha e raiz. O material de cada parte foi triturado em

liquidificador, até a obtencéo de 5,0 g.

3.3. OBTENCAO DOS EXTRATOS

O material vegetal de cada parte foi extraido com agua, etanol e acetato de
etila:hexano 1:1 (v/v), sequencialmente. O preparo dos extratos aquosos foi
realizado em banho-maria a 65°C durante 1 h, com agitacdo a cada 10 min. A massa
de droga vegetal utilizada foi 5,0 g e o volume de agua foi de 50 mL. Apds o tempo
de extracdo, as solucbBes extrativas sobrenadantes foram separadas dos materiais
vegetais por filtracdo simples (papel de filtro), congeladas a -80°C e liofilizadas,
obtendo-se os extratos aguosos secos. Cada material vegetal residual foi seco em
capela sob fluxo de ar e entdo extraido com 75,0 mL (divididos igualmente em 3
etapas de extracdo) de etanol. As extracbes foram realizadas em ultrassom a
temperatura ambiente em 3 etapas de 20 min cada. Apds cada etapa, as solucdes
extrativas sobrenadantes foram separadas dos materiais vegetais por filtracao

simples (papel de filtro). Os filtrados de cada uma das 3 etapas de extragéo de cada
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parte da planta foram agrupados em béqueres, secos sob fluxo de ar em capela e,
finalmente, em dessecador com silica gel sob presséo reduzida, obtendo-se assim
0s extratos etandlicos secos. Os materiais vegetais residuais dessa etapa foram
secos em capela sob fluxo de ar e entdo extraidos com 75,0 mL (3 etapas) de
acetato de etilazhexano 1:1 (v/v) utilizando a mesma metodologia descrita para a
producado dos extratos etanolicos.

Para facilitar a identificacdo dos extratos ao longo do texto deste relatorio,

foram adotadas as siglas mostradas na Tabela 3.

Tabela 3. Cddigos para identificacdo dos extratos de diferentes partes de P. niruri L.,

produzidos com diferentes solventes em extragéo sequencial.

ORIGEM DO MATERIAL PARTE EXTRATO
VEGETAL DA PLANTA aquoso etanélico acetato de etila:
hexano 1:1
caule 1CAq 1CEt 1CHA
CENTROFLORA/
folha 1FAq 1FEt 1FHA
agosto _
raiz 1RAq 1REt 1RHA
caule 2CAQ 2CEt 2CHA
CPQBA-UNICAMP/
) flor/fruto 2FFAqQ 2FFEt 2FFHA
fevereiro
folha 2FAq 2FEt 2FHA

3.4. ANALISE DOS EXTRATOS POR CROMATOGRAFIA EM CAMADA
DELGADA (CCD)

Os extratos aquosos, etanolicos e acetato de etilazhexano 1:1 (v/v) foram
solubilizados, respectivamente, em agua:metanol 6:4 (v/v; 10,0 mg/mL), etanol (10,0
mg/mL) e acetato de etila:hexano 1:1 (v/v; 5,0 mg/mL), sendo submetidos a analise
por CCD utilizando uma série de eluentes e reveladores seletivos, incluindo solugéo
metandlica de cloreto férrico 3 % (compostos fendlicos: flavonoides, taninos, etc),

anisaldeido sulfarico (terpenos/ lignanas), NP/PEG (flavonoides) e reagente de
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Dragendorff (alcaloides), além de acido sulfarico 10 % como revelador universal. Os
eluentes selecionados foram os que proporcionaram melhor seletividade nas
separacdes cromatograficas, dentre as diversas condi¢cdes avaliadas para cada
classe de metabolitos secundarios/padréo. Inicialmente, foram escolhidas fases
moveis para silica gel a partir de dados da literatura para as classes de metabdlitos,
condicbes estas que na maioria dos casos foram otimizadas para obter-se a
seletividade adequada na separacdo cromatografica. As amostras foram aplicadas
na placa com auxilio de um capilar marcado, visando ser aplicado o0 mesmo volume
das amostras. No caso das amostras extraidas com hexano:acetato de etila, foi
aplicado sempre o numero dobrado de capilares, visando igualar a quantidade de
massa aplicada.

Condicdes cromatograficas gerais: cromatoplacas de aluminio recobertas por

silica gel 60G (20 x 20 cm x 0,25 mm) (Sigma-Aldriche); ativacdo: 110°C por 30 min.
As respectivas fases moveis e reveladores utilizados sdo apresentados no item
Resultados e Discusséo.

O preparo das solucdes reveladoras segue o descrito abaixo:
a) anisaldeido sulfarico: 0,5 mL de anisaldeido foi misturado com 10,0 mL de &cido
acético glacial, seguido de 85,0 mL de metanol e 50 mL de acido sulfarico
concentrado, nesta ordem. Apos borrifar manter a cromatoplaca 5 —10 min em estufa
a110°C.
b) reagente de Dragendorff: solucdo A — 0,85 g de nitrato de bismuto basico foi
dissolvido em 10,0 mL de acido acético glacial e 40,0 mL de agua, sob aguecimento.
Solucédo B - 8,00 g de iodeto de potassio foram dissolvidos em 30,0 mL de agua. As
solugdes A e B sdo misturadas na proporgéo 1:1 (v/v).
c) Natural Products Reagent/polietilenoglicol (NP/PEG): solucdo A - solucéo

metandlica a 1% do éster do acido g -etilamino difenilborico. Solugcdo B - solucdo
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etandlica a 5% de polietilenoglicol 4000. As solugcbes A e B sdo misturadas na
proporgcao 1:1 (v/v).

d) cloreto férrico 3%: 3,0 g de cloreto férrico foram pesados e dissolvidas em 100 mL
de metanol.

e) acido sulfarico 10%: 10,0 mL de &cido sulfurico foram adicionados a 90 mL de

agua.

3.5. ENSAIOS DE IDENTIFICACAO DE ALCALOIDES

Devido as andlises em CCD nao terem detectado alcaloides e aos relatos da
literatura confirmando a presenca destes metabdlitos na espécie, optamos por outro
tipo de teste para confirmar a auséncia ou presenca de tracos dessa classe de
metabdlitos secundarios nos extratos. O teste realizado foi baseado na propriedade
dos alcaloides de formarem precipitados quando em contato com o reagente de
Dragendorff (complexo alcaloide-metal). Em tubos de ensaio foram pesados 10 mg
de cada amostra dos extratos aquosos e etandlicos secos de cada parte da planta.
Adicionou-se 2 mL de cloroférmio e 2 mL de &cido cloridrico 2%. Os tubos foram
vedados, agitados por 1 min e deixados em repouso até se observar a nitida
separacédo das fases (cloroférmio/agua). Para cada amostra, 2 gotas da fase aquosa
(contendo possivelmente alcaloides na forma de sais) foram colocadas em uma
extremidade de uma lamina e 2 gotas do reagente de Dragendorff foram colocadas
na outra extremidade. As gotas foram misturadas. Foi utilizado como controle

positivo do teste quinina.

3.6. DETERMINAQAO DO TEOR DE COMPOSTOS FENOLICOS TOTAIS
A determinacao do teor de compostos fendlicos totais nos extratos aquosos e

etanadlicos por espectrofotometria no UV/Vis foi realizada utilizando a metodologia de
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Singleton et al. (1999) baseada na metodologia original de Otton Folin e Vintila
Ciocalteu (FOLIN; CIOCALTEU, 1927). As analises foram realizadas em triplicata.
Foram pesados 5,0 mg de cada extrato e diluidos em 1,0 mL de agua:etanol 1:1
(v/v). Em tubos de ensaio, foram adicionados 0,1 mL da amostra, 6,0 mL de agua e
0,5 mL do reagente de Folin-Ciocalteau. Os tubos foram agitados e deixados em
repouso por 8 min. Entdo, em cada tubo foram adicionados 1,5 mL de solucéo de
carbonato de sodio (Na2CO3) a 20% em agua e 1,9 mL de agua. Apos 2 h foram
realizadas as leituras das absorbancias em espectrofotbmetro em 760 nm, utilizando
cubetas de 1 cm. A concentracédo final de cada extrato foi 50 pg/mL, com excecéo
dos extratos 1FAq, 2FFAQ e 2FAq, que tiveram sua concentracao reduzida para 25
ug/mL. O branco foi preparado seguindo a mesma metodologia das amostras,
porém, ao invés de adicionar inicialmente 0,1 mL de amostra, foi adicionado 0,1 mL
de agua:etanol 1:1 (v/v). A curva analitica foi obtida a partir das leituras de
absorbéancia de solugcbes de acido galico (etanol:agua 1:1; v/v) com concentracfes
finais de 1,25, 2,50, 4,00, 5,00, 7,50, 9,00, 10,00, 10,50 e 20,00 pg/mL, preparadas
segundo o procedimento descrito para 0os extratos, ou seja, adicionando-se 0,1 mL

da respectiva solucéo padréo ao invés da solucéo do extrato.

3.7. DETERMINACAO DO TEOR DE FLAVONOIDES TOTAIS

A determinacdo do teor de flavonoides totais nos extratos aquosos e
etanolicos por espectrofotometria no UV/Vis foi realizada utilizando uma adaptacéo
do procedimento A apresentado por Yu et al. (2012), este que por sua vez € uma
adaptacao de Woisky e Salatino (1998) e Chang et al. (2002). No procedimento
original apresentado por Yu et al. (2012), um dos reagentes utilizados é o acetato de

potassio, que aqui foi substituido pelo acetato de sédio, tendo sido feito os calculos
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para manter constante o numero de moles de acetato no experimento. A outra
divergéncia foi ter completado o volume para 5,0 mL com etanol 95%, ao invés de
agua destilada, como cita o artigo. As leituras foram realizadas em triplicata. Foram
pesados 5,0 mg de cada extrato e diluidos em 1,0 mL de etanol 95%. Deste volume
foi tomado 0,5 mL e homogeneizado com 1,5 mL de etanol 95%. Posteriormente,
foram adicionados 0,1 mL de cloreto de aluminio (AICI3) 10% em agua e 0,1 mL de
solucédo aquosa de acetato de sddio 1 M. O volume foi completado com etanol 95%
para 5,0 mL. As solucdes resultantes foram agitadas e mantidas a temperatura
ambiente e protegidos da luz. Apés 30 min foram realizadas as leituras das
absorbancias em espectrofotbmetro em 415 nm, utilizando cubeta de quartzo de 1
cm. A concentracdo final de cada extrato foi de 500 upg/mL, com excecdo dos
extratos 1CEt, 1FEt, 2FFEt e 2FEt, que tiveram a concentracdo reduzida para 250
Mg/mL, pois quando em concentragcao de 500 ug/mL a absorbancia desses extratos
ultrapassou a absorbancia maxima apresentada na curva analitica construida a
partir de concentracbes de padrdo pré-determinadas (ndo se sabe até que
concentracdo a linha de tendéncia permanece linear). O branco foi preparado
seguindo a mesma metodologia das amostras, porém, ao invés de adicionar
inicialmente 0,5 mL de amostra, foi adicionado 0,5 mL de etanol 95%. A curva
analitica foi obtida a partir das leituras de absorbéncia de solu¢cdes de quercetina
(etanol 95%) com concentracdes finais de 0,3125, 0,625, 1,25, 2,50, 5,00 e 10,00
pMg/mL, preparadas segundo o procedimento descrito para os extratos, ou seja,

adicionando-se 0,5 mL da respectiva solucao padrao ao invés da solucao do extrato.

3.8. PREPARO DOS EXTRATOS (CLEAN UP) PARA ANALISE POR CLUE
Visando remover substancias que poderiam interagir fortemente com a coluna

cromatografica e danifica-la, os extratos a serem analisados por CLUE foram
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submetidos a pré-tratamento por extracdo em fase solida. Foi utilizado cartucho de

C18 com 500 mg de fase estacionaria e volume de 6,0 mL da marca Perkin Elmer®.
O procedimento adotado em relacdo aos extratos aquosos foi 0 seguinte:

eluente 1 = metanol:agua 1:1, v/v.

eluente 2 = metanol:agua 95:05, v/v.

1° Ativacao da fase estacionaria: 8,0 mL de metanol.

2° Condicionamento da fase estacionaria: 8,0 mL do eluente 1.

3° Aplicacdo da amostra: 1,0 mL da amostra em solucdo (10 mg/mL; metanol: 4gua

1:1, v/v); eluicao recolhendo em frasco tarado (frasco 1).

4° Eluicdo com eluente 1: 4,0 mL, recolhendo no frasco 1.

5° Eluicdo com eluente 2: 5,0 mL, recolhendo no frasco 1.

O procedimento adotado em relacdo aos extratos etandlicos foi o0 seguinte:
1° Ativacdo da fase estacionaria: 8,0 mL de metanol.
2° Condicionamento da fase estacionaria: 8,0 mL do eluente (metanol: 4gua 95:05,
v/v).
3° Aplicacdo da amostra: 1,0 mL da amostra em soluc¢édo (5 mg/mL; metanol:agua
95:05, v/v), eluicéo recolhendo em frasco tarado.

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

ApGs a extragcdo em fase solida as amostras foram secas em capela sob fluxo
de ar e, em seguida, em dessecador com silica gel sob presséo reduzida até massa

constante.
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3.9. ANALISE DOS EXTRATOS POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ULTRA
EFICIENCIA (CLUE)

Colombo et al. (2009) desenvolveram um método cromatografico por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) acoplado a arranjo de diodos (DAD)
utilizando sistema gradiente e como fase movel acido acético 1,0% e acetonitrila, 0
qual foi utilizado para a analise de extrato de P. niruri L.

Com o intuito de tornar as analises cromatograficas da droga vegetal e dos
extratos mais rapida, com menor consumo de solventes e, consequentemente,
menor custo por andlise e menor impacto ambiental, o método analitico foi
transferido para cromatografia liquida de ultra eficiéncia acoplada a arranjo de
diodos (CLUE-DAD). Este trabalho de transferéncia e desenvolvimento de método
foi realizado pela aluna de mestrado Ingrid Albrecht, do Programa de POs-
Graduacao em Ciéncias Farmacéuticas da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da
UNESP, também sob orientacdo de André Gonzaga dos Santos. O trabalho de
mestrado, ainda em andamento, intitula-se “ldentificacdo de metabdlitos secundarios
em extrato aquoso de Phyllanthus niruri L. com a¢édo no processo de formacéo de
cristais de oxalato de célcio”.

As andlises por CLUE foram realizadas no Laboratério de Pesquisa e
Desenvolvimento da empresa Centroflora onde Ingrid Albrecht desenvolve parte de
seu projeto de mestrado.

Na Tabela 4 segue a descricdo das condi¢bes cromatograficas transferidas de

CLAE-DAD para CLUE-DAD.
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Tabela 4. Método analitico transferido de CLAE-DAD para CLUE-DAD

Coluna Acquity® HSS T3 C18 100 x 2,2 mm, 1,8 um
Temperatura coluna 30 °C
Temperatura amostrador 25°C
Fluxo 0,150 mL/min
Volume de injecao 1,7 L
Deteccéao 267 nm
Gradiente
Tempo (min) Q. FM,A.% FM B.%
(Acido Acético 0,1%) (Acetonitrila)
0 87 13
4.8 63 37
5,2 0 100
6,0 0 100
6,4 87 13
8 87 13

Os extratos aquosos (1CAq, 2CAq, 2FFAq, 1FAQ, 2FAqQ, 1RAQ) e etandlicos
(1CEt, 2CEt, 2FFEt, 1FEt e 2FEt), apés o pré-tratamento, foram solubilizados,
respectivamente, em 5,0 e 4,0 mL de agua: metanol 1:1 (v/v) durante 30 min em
ultrassom e filtrados através de filtro com membrana PVDF 0,22 um. O extrato 1REt
nao foi empregado, pois seu rendimento foi muito baixo.

A obtencdo de curvas analiticas dos padrées acido elagico (Figura 3,
a), acido galico (Figura 3, b) e corilagina (Figura 3, c) possibilitou a identificacédo
(comparacéo do tg) e quantificacdo (area do pico) dessas substancias nas amostras
analisadas por CLUE, sendo as leituras efetuadas em 267 nm. Foram aplicadas 5
concentracbes de cada padrdo, sendo que cada concentracdo foi aplicada em
triplicata. Os padrdes corilagina e acido galico foram solubilizados em metanol:agua
40:60 v/v; e o acido elagico foi solubilizado em hidréxido de s6dio 0,1 M. Cerca de 3
mL de cada solugéo foi filtrada através de filtro com membrana PVDF 0,22 um,
descartando-se os 2 primeiros mL. As concentracdes de acido galico injetadas
variaram de 4,115 a 82,291mg/L, as de &cido elagico variaram de 7,560 a 68,141

mg/L e as de corilagina variaram de 13,696 a 136,965 mg/L.
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Figura 3. Estruturas quimicas do &cido elégico (a), acido galico (b) e corilagina (c);

(Markom et al., 2007).

4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. RENDIMENTO DAS EXTRAQ@ES

Os rendimentos das extracdes (massa de extrato seco/massa de material
vegetal, %) sédo expressos na Tabela 5. O objetivo de produzir diferentes amostras
por extracbes sequenciais do material vegetal € obter de forma mais completa o
perfil quimico de cada parte da planta, considerando que apenas um solvente nao é
capaz de extrair todas as classes de metabdlitos secundarios da planta, pois esta é

uma fonte de grande diversidade quimica.
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Tabela 5. Rendimento das extracbes sequenciais com Aagua, etanol e acetato de

etilazhexano 1:1 de diferentes partes de P. niruri L.

EXTRATOS RENDIMENTO (%)
1CAq 6,2
1CEt 3,9
1CHA 0,3

TOTAL* 10,4
1FAqQ 15,8
1FEt 4,7
1FHA 0,7

TOTAL* 21,2
1RAq 4,7
1REt 2,5
1RHA 0,2

TOTAL* 7.4
2CAq 15,5
2CEt 1,1
2CHA 0,2

TOTAL* 16,8
2FFAqQ 30,3
2FFEt 2,0
2FFHA 0,6

TOTAL* 32,9
2FAQ 36,2
2FEt 3,8
2FHA 0,6

TOTAL* 40,6

*total referente as 3 extragdes sucessivas

A partir da andlise dos dados da Tabela 5, pode-se concluir que tanto o
rendimento da extracdo aquosa quanto o rendimento da extracao total de caules e
folhas coletados em fevereiro (codigos iniciados por 2) foi cerca de duas vezes maior
do que os rendimentos da extracdo aquosa e total de caules e folhas coletados em
agosto (codigos iniciados por 1). Porém, ao comparar os extratos etandlicos e
hexano:acetato de etila 1:1 (v/v) de caules e folhas coletados nos diferentes meses,
a relacdo se inverte, sendo que neste caso o rendimento apresentado na extracao
das partes coletadas em agosto foi um pouco maior.

Pode-se observar que o extrato aquoso € 0 que apresentou maior rendimento
em todos os casos, 0 que esta relacionado ndo apenas a solubilidade dos

metabdlitos de P. niruri L. em agua quente (65°C), mas também ao fato das
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extracOes terem sido sequencias, sendo a agua o primeiro liquido extrator utilizado.
A mesma relacdo pode-se estabelecer ao se comparar o rendimento dos extratos
etanolicos com os hexano:acetato de etila.

Comparando o rendimento das extracdes com agua e etanol de diferentes
partes da droga vegetal coletadas em fevereiro (2), pode-se concluir que o
rendimento foi maior na ordem folhas, flores/frutos e caule. Para a mistura
hexano:acetato de etila 1:1, o rendimento da extracdo de flores/frutos foi superior ao
de folhas, o qual foi superior ao de caules. Comparando o rendimento das extracdes
de diferentes partes da droga vegetal coletadas em agosto (1), pode-se concluir que
para todos liquidos extratores o rendimento da extracdo das folhas foi maior que o
do caule, que por sua vez foi maior que o da raiz.

De forma geral, observou-se um baixo rendimento nas extracdes das raizes

comparando-se aos outros 0rgaos.

4.2. FITOQUIMICA

A analise dos extratos por CCD demonstrou que os mesmos possuem perfis
quimicos distintos em diferentes graus. O numero de manchas observadas para
cada extrato estd computado nas Tabelas 7 a 17, sendo que ha fotos nas quais a
presenca de algumas manchas ndo estd clara, quer seja pela dificuldade de
fotografar a placa dentro da camara de luz UV, quer seja pela resolugao da foto.
Porém, mesmo assim elas foram contabilizadas, pois ao observar as cromatoplacas
elas estavam nitidas. Manchas na regido da distancia total de eluicdo (R; ~1) ndo
foram contabilizadas. Em nenhuma analise foram empregados os extratos 2CHA,

2FFHA, 2FHA, pois o rendimento destes foi pequeno.
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4.2.1. ALCALOIDES

Para analise de alcaloides foi utilizada apenas uma condicdo cromatogréfica,
tendo por fase movel acetato de etila:isopropanol: aménia 8:1,5:0,5 (v/v) (TONA et
al., 2004). As amostras aplicadas foram: 1CAq, 1FAq, 1RAq, 1CEt, 1FEt, 1REt,
2CAq, 2FFAq, 2FAq, 2CEt, 2FFEt, 2FEt, 1CHA, 1FHA, 1RHA. As condicdes de
visualizacao/revelacao foram: observacao sob luz visivel (Figura 4), luz UV 365 nm
(Figura 5), luz UV 254 nm (Figura 4) e utilizacdo do revelador reagente de

Dragendorff (Figura 5).

Figura 4. Cromatoplaca referente a analise dos extratos 1CAq, 1FAq, 1RAq, 1CEt,
1FEt, 1REt, 2CAq, 2FFAq, 2FAq, 2CEt, 2FFEt, 2FEt, 1CHA, 1FHA, 1RHA aplicados
nesta ordem, da esquerda para a direita. FM: acetato de etila:isopropanol: aménia

8:1,5:0,5 (v/v/v). Luz visivel.
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Figura 5. Cromatoplaca referente a andlise dos extratos 1CAq, 1FAq, 1RAq, 1CEt,
1FEt, 1REt, 2CAq, 2FFAqQ, 2FAq, 2CEt, 2FFEt, 2FEt, 1CHA, 1FHA, 1RHA aplicados
nesta ordem, da esquerda para a direita. FM: acetato de etila:isopropanol: amoénia

8:1,5:0,5 (v/vlv). Luz UV 365 nm.

Figura 6. Cromatoplaca referente a andlise dos extratos 1CAq, 1FAq, 1RAq, 1CEt,
1FEt, 1REt, 2CAq, 2FFAq, 2FAq, 2CEt, 2FFEt, 2FEt, 1CHA, 1FHA, 1RHA, aplicados
nesta ordem da esquerda para a direita. FM: acetato de etila:isopropanol: amonia

8:1,5:0,5 (v/viv). Luz UV 254 nm.
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Figura 7. Cromatoplaca referente a andlise dos extratos 1CAq, 1FAq, 1RAq, 1CEt,
1FEt, 1REt, 2CAq, 2FFAQ, 2FAq, 2CEt, 2FFEt, 2FEt, 1CHA, 1FHA, 1RHA, aplicados
nesta ordem da esquerda para a direita. FM: acetato de etila:isopropanol: amoénia
8:1,5:0,5 (v/ivlv). Revelagéo: reagente de Dragendorff.

A partir da observacao das placas e de suas das imagens tem-se os dados da
Tabela 6.
Tabela 6. Resultados das analises por CCD para identificacdo de alcaloides e

comparacao dos perfis cromatogréaficos dos extratos (Figura 4 a 7).

NUMERO DE MANCHAS

extrato 1CAq | 1FAq | 1RAq | 1CEt | 1FEt | 1REt | 2Caq | 2FFAq | 2FAq | 2CEt | 2FFEt | 2FEt | 1CHA | 1FHA | 1RHA
luz visivel - - - 3 3 - - - - 2 - 2 - 2 -
UV 254nm - - - 3 3 - - - 1 2 - 2 - 2
UV 365nm - - - 3 3 - - - 1 2 - 2 - 2
Dragendorff - - - - - - - - R R R _ N N

Analisando os resultados da Tabela 6 podemos constatar que o0s extratos
aguosos, independentemente da condicdo de observagcdo, ndo apresentaram
nenhuma mancha, com excecao de 2FAQ que apresentou uma mancha fluorescente
ao ser observado sob luz UV. 1FAq e 2FAQ sédo extratos aquosos de folhas,
diferindo apenas quanto a origem do material vegetal: coletas em distintos periodos

e a partir de diferentes individuos.
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Por meio da observacao sob luz visivel e UV, pode-se perceber que 1CEt e
1FEt apresentaram cada um 3 manchas, com mesmo R; e 1REt ndo apresentou
manchas. Ja 2CEt e 2FEt apresentaram cada um 2 manchas, com 0 mesmo Ry,
sendo que 2FFEt ndo apresentou manchas.

As diferencas no numero de manchas de extratos da mesma parte da planta
de diferentes procedéncias do material vegetal sugerem variabilidade no
metabolismo secundario da espécie.

Dos extratos acetato de etila: hexano, apenas o extrato 1FHA apresentou
manchas por meio da visualizacdo e observacdo sob luz UV: 2 manchas
correspondentes a 2 das 3 manchas apresentadas por 1FEt e 1CEt. A semelhanca
no perfil entre os extratos organicos era esperada em algumas condicbes
cromatograficas, ja que compostos de baixa a média polaridade ndo extraidos pela
agua podem ser extraidos pelos solventes organicos utilizados.

De forma geral, o perfil quimico mais simples e que mais difere dos demais €
o das raizes.

Apbs a pulverizagdo do reagente de Dragendorff sobre a placa, nenhuma
mancha foi visualizada, inclusive na origem. Assim, podemos concluir que o0s
extratos nao contém alcaloides ou possuem estes metabdlitos em baixa
concentracdo. Como a literatura cientifica descreve a presenca de alcaloides na
espécie (ver Tabela 1), realizamos um teste adicional (ensaio de complexagdo e
precipitacdo com metais) para confirmar a auséncia dessa classe de metabdlitos

secundarios nos extratos (item 3.5.).

4.2.2. FLAVONOIDES
Para os flavonoides foram definidas 4 condi¢cdes de analise. Na primeira

utilizou-se como fase moével acetato de etila:acetona: acido acético:agua 6:2:1:1 (v/v)
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(LIONCO et al.,, 2001). As amostras aplicadas foram: 1CAq, 1FAq, 1RAq, 1CEt,
1FEt, 1REt, 2CAq, 2FFAq, 2FAq, 2CEt, 2FFEt, 2FEt, 1CHA, 1FHA, 1RHA. As
imagens apresentadas séo referentes a observacéo sob luz UV 365 nm (Figura 8) e
utilizacdo do revelador acido sulfurico 10 % (Figura 9). A segunda condicdo teve a
mesma fase movel e amostras aplicadas que a primeira, porém foi aplicado também
o padrdo quercetina (3,0 mg/mL). As imagens apresentadas sao referentes a
observacédo sob luz UV 254 nm (Figura 10), apos revelacdo com solucdo metandlica
de cloreto férrico 3% (Figura 11) e revelacdo com NP/PEG seguida de observacao
sob luz UV 365 nm (Figura 12). A terceira condi¢do teve como fase moével tolueno:
acetato de etila:metanol:acido acético 5,3:4,0:0,5:0,2 (v/v), sendo esta uma
adaptacdo da fase movel utilizada por Andersen e Markham (2006), utilizando
também quercetina (10,0 mg/mL) como padrdo. As amostras aplicadas foram: 1CAq,
1FAq, 1RAq, 1CEt, 1FEt, 1REt, 2CAq, 2FFAq, 2FAq, 2CEt, 2FFEt, 2FEt. As imagens
apresentadas séo referentes a observacédo sob luz visivel (Figura 13), luz UV 365
nm (Figura 14) e 254 nm (Figura 15) e observacéo sob luz UV 365 nm (Figura 16)
apos revelacdo com NP/PEG. A quarta condicdo teve como fase movel acetato de
etila:acido formico:acido acético:agua 100:11:11:27 (v/v) (WAGNER; BLADT, 1996).
As amostras aplicadas foram as mesmas da terceira condigdo acrescido da rutina
(3,0 mg/mL). A imagem apresentada é referente a observacéo apos revelagcdo com

solucéo metandlica de cloreto de férrico 3% (Figura 17).
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Figura 8. Cromatoplaca referente a andlise dos extratos 1CAq, 1FAq, 1RAq, 1CEt,
1FEt, 1REt, 2CAq, 2FFAQ, 2FAq, 2CEt, 2FFEt, 2FEt, 1CHA, 1FHA, 1RHA aplicados
nesta ordem, da esquerda para a direita. FM: acetato de etila:acetona:acido acético:

agua 6:2:1:1 (v/v). Luz UV 365nm.

Figura 9: Cromatoplaca referente a andlise dos extratos 1CAq, 1FAqQ, 1RAq, 1CEt,
1FEt, 1REt, 2CAq, 2FFAQ, 2FAq, 2CEt, 2FFEt, 2FEt, 1CHA, 1FHA, 1RHA, aplicados
nesta ordem da esquerda para a direita. FM: acetato de etila:acetona:acido acético:

agua 6:2:1:1 (v/v). Revelacao: acido sulfarico 10 %.
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A partir da observacao das placas e das imagens tem-se os dados da Tabela
7.
Tabela 7. Resultados das analises por CCD para identificacdo de flavonoides e

comparacao dos perfis cromatograficos dos extratos (Figuras 8 e 9).

NUMERO DE MANCHAS

extrato 1CAq | 1FAq | 1RAq | 1CEt | 1FEt | 1REt | 2Caq | 2FFAq | 2FAq | 2CEt | 2FFEt | 2FEt | 1CHA | 1FHA | 1RHA
Luz visivel - - - - - - - f B - B N R N _
UV 365nm 4 6 - - 5 - 4 4 6 - - 5 R R B
H.S0,10% | 4 4 1 8 9 2 1 2 3 8 8 8 2 1 1

A observacédo sob luz visivel mostrou 1 mancha na cromatoplaca para alguns
extratos apenas na regido da distancia total de eluicdo (Ry~1); por apresentar
coloracdo verde e estar presente somente nos extratos organicos de partes aéreas,
supomos tratar-se de clorofila ou de clorofila juntamente com outra(s) substancia(s).
Por meio da observacdo sob luz UV 365 nm, pode-se perceber que 1FAq (6
manchas) e 1CAqg (4 manchas) apresentam 4 manchas com mesmo valor de Rf, o
mesmo ocorrendo para o grupo 2FAq (6 manchas), 2CAg e 2FFAQ (4 manchas). O
extrato 1RAQ ndo apresentou manchas. Os extratos aquosos de folhas possuem 5
manchas em comum, sendo que apenas 2FAg apresentou uma mancha
fluorescente. Os extratos etanodlicos de folhas apresentaram perfil correspondente ao
de 1FA(Q, porém com auséncia da ultima mancha.

ApoOs a placa ser revelada com acido sulfurico (Figura 7), pode-se observar a
diferenca no perfil quimico das diferentes partes dos extratos aquosos, sendo que 0s
perfis de caule e folhas (LCAqg e 1FAQ) ou de folhas e flores/frutos (2FAQ e 2FFAQ)
sdo mais parecidos entre si comparando-se as raizes; nota-se uma mancha
majoritaria com mesmo Rf nos extratos aquosos. Ao comparar 0s extratos aquosos
de folhas, produzidos com material vegetal de diferente origem, 1FAQ apresenta
uma mancha que ndo é apresentada por 2FAg. Em relagdo aos extratos etandlicos,

os perfis sdo semelhantes para todos os extratos, com exce¢ao das raizes.
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E interessante atentar para as diferencas de tamanho e intensidade das
manchas apresentadas pelos diferentes 6rgdos, sendo que ora uma substancia
mostra-se mais abundante no extrato de caule, ora outra substancia mostra-se mais
abundante no extrato de folhas ou raizes.

Estes dados apontam novamente para diferencas quimicas mais relevantes
entre partes aéreas e raizes, bem como para a constatacao de variabilidade quimica

na espécie.

Figura 10. Cromatoplaca referente a andlise dos extratos 1CAq, 1FAq, 1RAq, 1CEt,
1FEt, 1REt, quercetina, 2CAq, 2FFA(Q, 2FAq, 2CEt, 2FFEt, 2FEt, 1CHA, 1FHA,
1RHA aplicados nesta ordem, da esquerda para a direita. FM: acetato de

etila:acetona:acido acético: 4gua 6:2:1:1 (v/v). Luz UV 254 nm.
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Figura 11. Cromatoplaca referente a analise dos extratos 1CAq, 1FAq, 1RAq, 1CEt,
1FEt, 1REt, quercetina, 2CAq, 2FFAq, 2FAq, 2CEt, 2FFEt, 2FEt, 1CHA, 1FHA,
1RHA aplicados nesta ordem, da esquerda para a direita. FM: acetato de

etila:acetona:acido acético: agua 6:2:1:1 (v/v). Revelacdo com cloreto férrico 3%.

Figura 12. Cromatoplaca referente a analise dos extratos 1CAq, 1FAqQ, 1RAq, 1CEt,
1FEt, 1REt, quercetina, 2CAq, 2FFAq, 2FAq, 2CEt, 2FFEt, 2FEt, 1CHA, 1FHA,
1RHA aplicados nesta ordem, da esquerda para a direita. FM: acetato de
etila:acetona:acido acético: agua 6:2:1:1 (v/v). Luz UV 365nm apos revelacdo com

NP/PEG.
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A partir da observacdo das placas no momento em que foram feitas e das

imagens, tem-se os dados da Tabela 8 (Figuras 10 a 12).

Tabela 8. Resultados das analises por CCD para identificacdo de flavonoides e

comparacao dos perfis cromatograficos dos extratos (Figuras 10 a 12).

NUMERO DE MANCHAS

extrato 1Caq 1FAq 1RAq 1CEt 1FEt 1REt querc 2CAq 2FFAq 2FAq 2CEt | 2FFEt | 2FEt 1CHA 1FHA 1RHA
UV 254nm 6 6 6 6 6 3 1 6 6 6 6 6 6 - - -
FeCls; 3% 5 5 2 5 5 - 1 5 5 5 5 5 5 - - -

NP/PEG

365nm 4 4 2 4 4 - 1 4 4 4 4 4 4 - - -

Cada extrato aquoso e etandlico observado sob luz UV 254 nm (Figura 8)
evidenciou a presenca de 6 manchas (com os mesmos valores de R;), com excecéo
de 1REt que ndo apresentou nenhuma mancha. Os extratos acetato de etila: hexano
ndo apresentaram nenhuma mancha. A condi¢céo de fase moével ndo demonstrou ser
satifatéria para quercetina, pois a mesma apresentou valor de Ri~1. Quando a
cromatoplaca foi revelada com cloreto férrico (Figura 9), as amostras que haviam
apresentado 6 manchas por observacdo em UV 254 nm apresentaram 5 manchas
(com excecdo do extrato 1RAq), das quais, 4 correspondiam as manchas
observadas sob luz UV 254 nm. Isto novamente mostra a menor variedade ou/e
presenca de metabdlitos secundarios em raizes. Os extratos hexano: acetato de
etila ndo apresentaram nenhuma mancha.

Apos revelacdo com NP/PEG e visualizagdo sob luz UV 365 nm (Figura 10),
1RAq apresentou as mesmas 2 manchas evidenciadas pelo cloreto férrico. As outras
amostras, de modo geral, apresentaram perfil cromatografico semelhante ao descrito

no paragrafo anterior.
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Figura 13. Cromatoplaca referente a andlise dos extratos 1CAq, 1FAq, 1RAq, 1CEt,
1FEt, 1REt, quercetina, 2CAq, 2FFAq, 2FAq, 2CEt, 2FFEt, 2FEt aplicados nesta
ordem, da esquerda para a direita. FM: tolueno:acetato de etila:metanol:acido

acético 5,3:4,0:0,5:0,2. Luz visivel.

Figura 14. Cromatoplaca referente a andlise dos extratos 1CAq, 1FAq, 1RAq, 1CEt,
1FEt, 1REt, quercetina, 2CAq, 2FFAQ, 2FAq, 2CEt, 2FFEt, 2FEt aplicados nesta
ordem, da esquerda para a direita. FM: tolueno:acetato de etila:metanol:acido

acético 5,3:4,0:0,5:0,2. Luz UV 365 nm.
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Figura 15. Cromatoplaca referente a analise dos extratos 1CAq, 1FAqQ, 1RAq, 1CEt,
1FEt, 1REt, quercetina, 2CAq, 2FFAQ, 2FAq, 2CEt, 2FFEt, 2FEt aplicados nesta
ordem, da esquerda para a direita. FM: tolueno:acetato de etila:metanol:acido

acético 5,3:4,0:0,5:0,2. Luz UV 254nm.

Figura 16. Cromatoplaca referente a analise dos extratos 1CAq, 1FAq, 1RAq, 1CEt,
1FEt, 1REt, quercetina, 2CAq, 2FFAQ, 2FAq, 2CEt, 2FFEt, 2FEt aplicados nesta
ordem, da esquerda para a direita. FM: tolueno:acetato de etila:metanol:acido

acético 5,3:4,0:0,5:0,2. Luz UV 365 nm apds revelacao com NP/PEG.
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A partir da observacao das placas no momento em que foram feitas e das

imagens, tem-se os dados da Tabela 9 (Figuras 13 a 16).

Tabela 9. Resultados das analises por CCD para identificacdo de flavonoides e

comparacao dos perfis cromatograficos dos extratos (Figuras 13 a 16).

NUMERO DE MANCHAS

extrato 1CAq | 1FAq | 1RAq | 1CEt | 1FEt | 1REt | querc. | 2Caq | 2FFAq | 2FAq | 2CEt | 2FFEt | 2FEt
luz visivel - 2 - 5 5 - 2 2 2 2 4 4 4
UV 365nm 2 5 5 - 2 2 2 3 4 4 4
UV 254nm 2 5 5 - 2 2 2 3 4 4 4
NP/PEG 365nm 2 5 5 2 2 2 3 4 4 4

O namero e perfil das manchas observadas foi praticamente 0 mesmo com 0s
diferentes tipos de visualizacdo/revelacdo. Os extratos aquosos apresentaram 2
manchas com mesmo R; com excecdo 2FAq com uma mancha fluorescente
adicional (UV 254 e 365 nm; NP/PEG) e 1CAq e 1RAQ que nao apresentaram
manchas. Tanto 1CEt quanto 1FEt apresentaram as mesmas 4 manchas, sendo que
1REt ndo apresentou nenhuma mancha. Os extratos 2CEt, 2FFEt e 2FEt
apresentaram cada um 5 manchas.

O padrao quercetina apresentou 2 manchas, sendo a maior correspondente a
guercetina e a menor a um contaminante do padrdo. Este flavonoide ndo foi
identificado em nenhum dos extratos, apesar do relato na espécie pela literatura
(CALIXTO et al., 2006).

Com relacdo as condic¢des utilizadas, a FM tolueno: acetato de etila: metanol:
acido aceético 6:2:1:1 (Figuras 11 a 14) mostrou-se adequada para identificacdo de
guercetina que apresentou valor de R de cerca de 0,5, o que ndo ocorreu com a
outra FM utilizada, que é mais polar. As cromatoplacas em que utilizou-se a outra

FM (acetato de etila: acetona: acido acético: agua 5,3:4,0:0,5:0,2) apresentaram
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maior numero de manchas e, de modo geral, mais manchas com a revelacdo com

NP/PEG e FeCl; sugerindo a presenca de flavonoides ou fendlicos.

Figura 17. Cromatoplaca referente a analise dos extratos 1CAq, 1FAqQ, 1RAq, 1CEt,
1FEt, 1REt, rutina, 2CAq, 2FFAq, 2FAq, 2CEt, 2FFEt, 2FEt, aplicados nesta ordem,
da esquerda para a direita. FM: acetato de etila:acido férmico:acido acético:agua
100:11:11:27 (v/v). Revelacdo com cloreto férrico 3%.

A partir da observacdo das placas no momento em que foram feitas e das

imagens, tem-se os dados da Tabela 10 (Figura 17).

Tabela 10. Resultados das andlises por CCD para identificagéo de flavonoides e

rutina e comparagéao dos perfis cromatograficos dos extratos (Figura 17).

NUMERO DE MANCHAS E R¢

Extrato 1CAq | 1FAq | 1RAq | 1CEt | 1FEt | 1REt | rutna | 2CAq | 2FFAq | 2FAq | 2CEt | 2FFEt | 2FEt
'n. manchas - 4 - - a4 - 1 1 5 4 - - 4
zRf - 0,40 - 0,39 0,40 - 0,40 0,40 0,40 0,39 - - 0,40

"niimero total de manchas observadas apds revelacdo com cloreto férrico; “ valores de R; para manchas observadas nos
extratos com valor semelhante ao apresentado pela rutina.

Os resultados obtidos mostram que 1FAq, 1FEt, 2FAq e 2FEt apresentaram o
mesmo numero de manchas (4), com perfil cromatografico praticamente idéntico

(valores de R; e coloracdo das manchas), tendo 2FFAq também apresentado 4
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manchas com esse mesmo perfil além de uma quinta mancha apresentada com
menor valor de Rf do que as outras 4. Os extratos de raizes ndo apresentaram
manchas. Observa-se que 1CAq ndo apresentou manchas, ao contrario de 2CAq
gue apresentou 1 mancha, sendo esta ao que tudo indica correspondente a mancha
apresentada pelo padrao rutina (coloracdo verde), que pode ser visualizada em

todas as amostra gue apresentaram ao menos 1 mancha.

4.2.3 LIGNANAS

Para andlise de lignanas foi utilizada a fase moével tolueno:acetona 50:1 (v/v)
(ELFAHMI, 2005). As amostras aplicadas foram: 1CAq, 1FAqQ, 1RAq, 1CEt, 1FEt,
1REt, 2CAq, 2FFAq, 2FAq, 2CEt, 2FFEt, 2FEt, 1CHA, 1FHA, 1RHA. As imagens
apresentadas sao referentes a visualizacdo sob luz visivel (Figura 18), luz UV 365
nm (Figura 19) e 254 nm (Figura 20) e utilizacdo do revelador quimico anisaldeido

sulfarico (Figura 21).

Figura 18. Cromatoplaca referente a andlise dos extratos 1CAq, 1FAq, 1RAq, 1CEt,
1FEt, 1REt, 2CAq, 2FFAq, 2FAq, 2CEt, 2FFEt, 2FEt, 1CHA, 1FHA, 1RHA aplicados

nesta ordem, da esquerda para a direita. FM: tolueno:acetona 50:1. Luz visivel.
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Figura 19. Cromatoplaca referente a analise dos extratos 1CAq, 1FAqQ, 1RAq, 1CEt,
1FEt, 1REt, 2CAq, 2FFAq, 2FAq, 2CEt, 2FFEt, 2FEt, 1CHA, 1FHA, 1RHA aplicados

nesta ordem, da esquerda para a direita. FM: tolueno:acetona 50:1. Luz UV 365 nm.

Figura 20. Cromatoplaca referente a analise dos extratos 1CAq, 1FAq, 1RAq, 1CEt,
1FEt, 1REt, 2CAq, 2FFAQ, 2FAqQ, 2CEt, 2FFEt, 2FEt, 1CHA, 1FHA, 1RHA aplicados

nesta ordem, da esquerda para a direita. FM: tolueno:acetona 50:1. Luz UV 254 nm.
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Figura 21. Cromatoplaca referente a analise dos extratos 1CAq, 1FAqQ, 1RAq, 1CEt,
1FEt, 1REt, 2CAq, 2FFAq, 2FAq, 2CEt, 2FFEt, 2FEt, 1CHA, 1FHA, 1RHA, aplicados
nesta ordem da esquerda para a direita. FM: tolueno:acetona 50:1. Revelacdo com

anisaldeido sulfurico.
A partir da observagédo das placas no momento em que foram finalizadas as

andlises e das imagens, tem-se os dados da Tabela 11 (Figuras 18 a 21).

Tabela 11. Resultados das andlises por CCD para identificacdo de lignanas e

comparacao dos perfis cromatogréficos dos extratos (Figuras 18 a 21).

NUMERO DE MANCHAS

Extrato 1CAq | 1FAq | 1RAq | 1CEt | 1FEt | 1REt | 2CAq | 2FFAq | 2FAq | 2CEt | 2FFEt | 2FEt | 1CHA | 1FHA | 1RHA
luz visivel - - - 3 3 - - - - 3 - 3 - 3
UV 254nm - - - 3 3 - - - - 3 - 3 - 3 -
UV 365nm - - - 3 3 - - - - 3 - 3 - 3 -
anisaldeido sulfarico - - - 12 12 4 - - - 7 4 12 4 5 4

Os resultados obtidos com os diferentes métodos de visualizacao/revelacdo
mostram que 0s extratos aquosos ndo apresentaram manchas - forca de eluicdo da

FM muito baixa. Com a visualizac¢do sob luz visivel ou UV, os extratos etandlicos de
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caule (1CEt e 2CEt) e de folhas (1FEt e 2FEt), além de 1FHA apresentaram as
mesmas 3 manchas. 2FFEt e 1REt ndo apresentaram manchas. E interessante
destacar o fato do extrato etandlico de flor/fruto ndo ter apresentado nenhuma
mancha, uma vez que em grande parte das analises realizadas ele apresentou perfil
de manchas semelhante ao apresentado pelo extrato de folhas.

Apos revelacdo com anisaldeido sulfarico, 1CEt, 1FEt e 2FEt apresentaram o
mesmo numero de manchas (12), com perfil cromatografico praticamente idéntico
(valores de Rf e coloracdo das manchas); 1REt e 2FFEt apresentaram 4 manchas e
2CEt apresentou 7 manchas, sendo que de modo geral todas correspondentes as
apresentadas pelos extratos de folhas. Da mesma forma, os extratos hexano:acetato
de etila apresentaram as mesmas 4-5 manchas.

O revelador anisaldeido sulfurico ndo € seletivo apenas para lignanas e,
portanto, podemos apenas sugerir a possivel presenca de lignanas, considerando-se
também a fase mdvel utilizada. Novamente, observou-se perfil quimico mais simples

para raizes.

4.2.4. TANINOS

As 3 condi¢cdes de analises utilizadas para taninos foram baseadas em
SIMOES et al. (1999). Na primeira, a fase mdvel utilizada foi tolueno:acetato de
etila:acido formico 1:5:3. As amostras aplicadas foram: 1CAqg, 1FAq, 1RAq, 1CEt,
1FEt, 1REt, 2CAq, 2FFAq, 2FAq, 2CEt, 2FFEt, 2FEt. As imagens apresentadas sao
referentes a visualizacdo sob luz UV 365 nm (Figura 22), 254 nm (Figura 23) e
revelacdo com cloreto férrico (Figura 24). A segunda condicdo teve como fase movel
tolueno:acetato de etila:acido formico 2,43:5,57:2,0. As amostras aplicadas foram:
1CAq, 1FAqQ, 1RAq, 1CEt, 1FEt, 1REt, acido galico (3,0 mg/mL), 2CAq, 2FFAq,

2FAq, 2CEt, 2FFEt, 2FEt. As imagens apresentadas sdo referentes a visualizacéo
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sob luz visivel (Figura 25), sob luz UV 365 nm (Figura 26) e 254 nm (Figura 27) e
revelacdo com cloreto férrico (Figura 28). A terceira condicdo teve a mesma fase
movel que a segunda e foram aplicados os mesmo extratos, sendo a diferenca entre
elas, que na segunda condicado foi utlizado o padrédo acido galico, e nesta o padréo
corilagina. Devido a impossibilidade de registro da imagem no momento em que a
cromatoplaca foi feita e a ma qualidade adquirida pela mesma apos algum tempo,
esta ndo é apresentada. A cromatoplaca foi utilizada na identificagcdo da corilagina

nos extratos por meio do calculo do Ry.

Figura 22. Cromatoplaca referente a analise dos extratos 1CAq, 1FAq, 1RAq, 1CEt,
1FEt, 1REt, 2CAq, 2FFAqQ, 2FAq, 2CEt, 2FFEt, 2FEt aplicados nesta ordem, da
esquerda para a direita. FM: tolueno:acetato de etila:acido formico 1:5:3. Luz UV 365

nm.
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Figura 23. Cromatoplaca referente a analise dos extratos 1CAq, 1FAqQ, 1RAq, 1CEt,
1FEt, 1REt, 2CAq, 2FFAQ, 2FAq, 2CEt, 2FFEt, 2FEt aplicados nesta ordem, da
esquerda para a direita. FM: tolueno:acetato de etila:acido formico 1:5:3. Luz UV

254 nm.

Figura 24. Cromatoplaca referente a analise dos extratos 1CAq, 1FAq, 1RAq, 1CEt,
1FEt, 1REt, quercetina, 2CAq, 2FFAq, 2FAq, 2CEt, 2FFEt, 2FEt aplicados nesta
ordem, da esquerda para a direita. FM: tolueno:acetato de etila:acido formico 1:5:3.

Revelacdo com cloreto férrico 3 %.



74

A partir da observacao das placas no momento em que foram finalizadas as

analises e das imagens, tem-se os dados da Tabela 12 (Figuras 22 a 24).

Tabela 12. Resultados das andlises por CCD para identificacdo de taninos e

comparacao dos perfis cromatograficos dos extratos (Figuras 22 a 24).

NUMERO DE MANCHAS
extrato 1CAq | 1FAq | 1RAq | 1CEt | 1FEt | 1REt | 2CAq | 2FFAq | 2FAq | 2CEt | 2FFEt | 2FEt
luz visivel - - - - - - - B B B

UV 254 nm 5 5 5 5 5 5 5 5 6 5 5 5
UV 365 nm - - - - - - - - 1 B B R
FeCls 5 5 - - - - 5 5 5 - - -

Por meio da visualizacdo da cromatoplaca sob luz visivel ndo foram
observadas manchas em nenhum extrato. Por meio da observacéo sob luz UV 254
nm em todos os extratos foram observados 5 manchas correspondentes, com
excecdo de 2FAQ que possui uma mancha fluorescente a mais, sendo esta a Unica
mancha visualizada sob luz UV 365 nm (Figura 20) para todos os extratos. Apds a
revelacdo da cromatoplaca com cloreto férrico (Figura 22), 1CAq, 1FAq, 2CAq,
2FFAQ e 2FAQ apresentaram as mesmas manchas visualizadas sob luz UV 254 nm.
Tais manchas apresentaram coloracdo azul, o que sugere a presenca de taninos
hidrolisaveis ou substancias relacionadas (acido galico, acido elagico). Os demais
extratos ndo apresentaram manchas. De modo geral, nesta condi¢do de analise, ndo
foram encontradas diferencas significativas no perfil quimico das diferentes partes
ou entre as diferentes coletas, com excecdo de 1RAQ que n&o apresntou manchas
guando revelado com FeCls, demonstrando auséncia de compostos fendlicos nesta

condicgao.
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Figura 25. Cromatoplaca referente a analise dos extratos 1CAq, 1FAq, 1RAq, 1CEt,
1FEt, 1REt, acido galico, 2CAq, 2FFAq, 2FAq, 2CEt, 2FFEt, 2FEt aplicados nesta
ordem, da esquerda para a direita. FM: tolueno:acetato de etila:acido formico

2,43:5,57:2,0. Luz visivel.

Figura 26. Cromatoplaca referente a andlise dos extratos 1CAq, 1FAq, 1RAq, 1CEt,
1FEt, 1REt, acido gélico, 2CAq, 2FFAq, 2FAq, 2CEt, 2FFEt, 2FEt aplicados nesta
ordem, da esquerda para a direita. FM: tolueno:acetato de etila:acido formico

2,43:5,57:2,0. Luz UV 365 nm.
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Figura 27. Cromatoplaca referente a andlise dos extratos 1CAq, 1FAq, 1RAq, 1CEt,
1FEt, 1REt, acido gélico, 2CAq, 2FFAq, 2FAq, 2CEt, 2FFEt, 2FEt aplicados nesta
ordem, da esquerda para a direita. FM: tolueno:acetato de etila:acido formico

2,43:5,57:2,0. Luz UV 254 nm.

Figura 28. Cromatoplaca referente a analise dos extratos 1CAq, 1FAq, 1RAq, 1CEt,
1FEt, 1REt, acido gélico, 2CAq, 2FFAq, 2FAq, 2CEt, 2FFEt, 2FEt aplicados nesta
ordem, da esquerda para a direita. FM: tolueno:acetato de etila:acido formico

2,43:5,57:2,0. Revelacdo com cloreto férrico 3 %.
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A partir da observacao das placas no momento em que foram finalizadas as

analises e das imagens, tem-se os dados da Tabela 13 (Figuras 25 a 28).

Tabela 13. Resultados das andlises por CCD para identificacdo de taninos e

comparacao dos perfis cromatograficos dos extratos (Figuras 25 a 28).

NUMERO DE MANCHAS

Extrato 1Caq | 1FAq | 1RAq | 1CEt | 1FEt | 1REt | &c. gdlico | 2Caq | 2FFAq | 2FAq | 2CEt | 2FFEt | 2FEt
luz visivel - 3 - - 2 - 1 2 3 3 1 1 1
UV 365nm 6 6 1 3 3 - 1 7 7 6 6 1 1
UV 254nm 5 4 4 3 - 1 5 5 5 4 1 1
FeCl; 3% 1 5 2 1 2 5 6 1 2 2

Sob luz visivel, os extratos aquosos de folhas (1FAqQ e 2FAQ) e de flores/frutos
(2FFAQ) apresentaram mesmo perfil cromatografico (3 manchas), mais complexo do
gue de caules e raizes. Os extratos etandlicos apresentaram perfis mais simples.

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

Na observacdo da cromatoplaca sob luz UV 254 nm, tanto o extrato 1CAq
qgquanto o 1FAqQ apresentaram 5 manchas cada, sendo 3 comuns entre eles. O
extrato 1RAQ nao apresentou manchas. O extrato 2CAgq e o extrato 2FFAqQ
apresentaram as mesmas manchas que o extrato 1CAqg. O extrato 2FAq apresentou
as mesmas manchas que o extrato 1FAQ.

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

O é&cido gélico foi identificado em 1FAq, 2CAq, 2FFAq, 2FAq, 2CEt, 2FFEt e

2FEt. Em 1CAq e nos extratos de raizes (1RAq e 1REt) o acido gélico néo foi
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identificado, demonstrando mais uma vez diferencas quimicas dos materiais de

diferentes coletas e entre partes aéreas e raizes.

A partir da observacdo da placa no momento em que foi feita foram

calculados os Ry, que estéo apresentados na Tabela 14.

Tabela 14. Resultados das analises por CCD para identificacdo de corilagina e

comparacao dos Ry.

Extrato 1Caq | 1FAq | 1RAq | 1CEt| 1FEt | 1Ret |corilagina| 2CAq | 2FFAq| 2FAqg | 2CEt | 2FFEt | 2FEt

'Ry 0,23 | 0,23 - - 0,23 - 0,23 0,23 | 0,23 | 0,23 - 0,23 | 0,23

'valores de R para manchas observadas nos extratos com valor semelhante ao apresentado pela corilagina.

Além das manchas ja computadas na Tabela 13 (com excecdo do acido
galico), todos os extratos que apresentaram manchas evidenciaram uma mancha

correspondente a mancha da corilagina (valores de R; e coloracdo das manchas).

4.2.5. TERPENOS

Para andlise de terpenos foram utilizadas 2 condi¢des: a) fase movel acetato
de etila: hexano 1:9 (v/v) (SINGH et al., 1989); visualizacdo sob luz visivel (Figura
29), sob luz UV 365 nm (Figura 30) e 254 nm (Figura 31) e utilizacdo do revelador
acido sulfurico (Figura 32) e anisaldeido sulftrico (Figura 33); b) fase movel tolueno:
acetato de etila: 4cido acético 9,3:0,5:0,2 (v/v); baseada em KHATOON et al. (2006),
visualizacéo sob luz visivel (Figura 34) e utilizagdo do revelador anisaldeido sulfarico
(Figura 35). As amostras aplicadas foram: 1CAq, 1FAqQ, 1RAq, 1CEt, 1FEt, 1REt,

2CAq, 2FFAq, 2FAq, 2CEt, 2FFEt, 2FEt, 1CHA, 1FHA, 1RHA.
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Figura 29. Cromatoplaca referente a andlise dos extratos 1CAq, 1FAq, 1RAq, 1CEt,
1FEt, 1REt, 2CAq, 2FFAQ, 2FAq, 2CEt, 2FFEt, 2FEt, 1CHA, 1FHA, 1RHA aplicados

nesta ordem, da esquerda para a direita. FM: acetato de etila:hexano 1:9 (v/v). Luz

visivel.

Figura 30. Observacao sob luz UV 365nm da cromatoplaca referente a andlise dos
extratos 1CAq, 1FAq, 1RAq, 1CEt, 1FEt, 1REt, 2CAq, 2FFAQq, 2FAq, 2CEt, 2FFEt,
2FEt, 1CHA, 1FHA, 1RHA aplicados nesta ordem, da esquerda para a direita. FM:

acetato de etila:hexano 1:9 (v/v). Luz UV 365nm.
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Figura 31. Cromatoplaca referente a andlise dos extratos 1CAq, 1FAq, 1RAq, 1CEt,
1FEt, 1REt, 2CAq, 2FFAQ, 2FAq, 2CEt, 2FFEt, 2FEt, 1CHA, 1FHA, 1RHA aplicados
nesta ordem, da esquerda para a direita. FM: acetato de etila:hexano 1:9 (v/v).Luz

UV 254 nm.

Figura 32. Cromatoplaca referente a andlise dos extratos 1CAq, 1FAq, 1RAq, 1CEt,
1FEt, 1REt, 2CAq, 2FFAq, 2FAq, 2CEt, 2FFEt, 2FEt, 1CHA, 1FHA, 1RHA aplicados
nesta ordem, da esquerda para a direita. FM: acetato de etila:hexano 1:9 (v/v).

Revelacdo com acido sulfarico 10 %.
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Figura 33. Cromatoplaca referente a andlise dos extratos 1CAq, 1FAq, 1RAq, 1CEt,
1FEt, 1REt, 2CAq, 2FFAQ, 2FAq, 2CEt, 2FFEt, 2FEt, 1CHA, 1FHA, 1RHA aplicados
nesta ordem, da esquerda para a direita. FM: acetato de etila:hexano 1:9 (v/v).

Revelacdo com anisaldeido sulfurico.

A partir da observagédo da placa no momento em que foi feita e da imagem,

tem-se os dados da Tabela 15 (Figuras 29 a 33).

Tabela 15. Resultados das andlises por CCD para identificacdo de terpenos e

comparacao dos perfis cromatogréficos dos extratos (Figuras 29 a 33).

NUMERO DE MANCHAS

Extrato 1CAg | 1FAq | 1RAg | 1CEt | 1FEt | 1REt | 2CAq | 2FFAq | 2FAq | 2CEt | 2FFEt | 2FEt | 1CHA | 1FHA | 1RHA
luz visivel - - - 2 3 - - - - 2 2 3 - 2 -
UV 254 nm - - - 5 8 3 6 4 8 1 3 1
UV 365 nm - - - 2 2 2 2 2 1 2 -
acido sulfarico - - - 13 13 4 9 5 13 12 12 7
anisaldeido sulfarico - - - 13 13 2 7 4 13 8 10 4
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Conforme previsto devido a baixa forca de eluicdo da fase mével, ndo foram
observadas manchas para os extratos aquosos em nenhuma das condi¢cdes de
visualizacao/revelacao.

Sob luz visivel e UV 365 nm os perfis cromatograficos dos extratos etandlicos
de folhas (1FEt e 2FEt) foram idénticos e, com exce¢do de uma mancha com maior
valor de Rf, também foram iguais aos perfis de 1CEt, 2CEt, 2FFEt e 1FHA. Sob luz
UV 254 nm, os perfis dos extratos etandlicos demonstraram maior complexidade,
sendo que os extratos de folhas apresentaram 8 manchas com mesmos valores de
Rf. Novamente, o perfil de raizes foi 0 que mais se distinguiu dos demais, nao
apresentando nenhuma mancha nas condicdes de visualizacao citadas.

As revelacbes com anisaldeido sulfurico e acido sulfurico mostraram maior
namero de manchas. Os perfis cromatograficos de extratos etandlicos e hexano:
acetato de etila de folhas e caules foram semelhantes. Ja os extratos de raizes e
flores/frutos apresentaram menor complexidade, porém suas manchas

corresponderam as observadas nos outros 0rgaos.

Figura 34. Cromatoplaca referente a analise dos extratos 1CAq, 1FAqQ, 1RAq, 1CEt,
1FEt, 1REt, 2CAq, 2FFAq, 2FAq, 2CEt, 2FFEt, 2FEt, 1CHA, 1FHA, 1RHA aplicados
nesta ordem, da esquerda para a direita. FM: tolueno:acetato de etila:acido acético

9,3:0,5:0,2 (v/v).Luz visivel.
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Figura 35. Cromatoplaca referente a analise dos extratos 1CAq, 1FAqQ, 1RAq, 1CEt,

1FEt, 1REt, 2CAq, 2FFAq, 2FAq, 2CEt, 2FFEt, 2FEt, 1CHA, 1FHA, 1RHA aplicados

nesta ordem, da esquerda para a direita. FM: tolueno:acetato de etila:acido acético

9,3:0,5:0,2 (v/v). Revelacdo com anisaldeido.

A partir da observacdo das placas no momento em que foram finalizadas as

analises e das imagens, tem-se os dados da Tabela 16 (Figuras 34 e 35).

Tabela 16. Resultados das andlises por CCD para identificacdo de terpenos e

comparacao dos perfis cromatogréaficos dos extratos (Figuras 34 e 35).

extrato

1CEt

1FEt

2CEt

2FFEt

2FEt

luz visivel

1Caq

1FAQ

1RAq

9

11

1REt

2CAq

2FFAqQ

2FAq

9

4

9

1CHA

1FHA | 1RHA

anisaldeido
sulfdrico

16

17

11

16

7

17

13

15 12

extratos aquosos ndo apresentaram nenhuma mancha.

Tanto na visualizacdo quanto apés a revelacdo com anisaldeido sulfarico, os

Na visualizacdo, percebe-se que 1FEt apresenta 2 manchas (amarelas) a

mais que 1CEt, estando uma muito proxima a origem (é a segunda mancha
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observada) e a outra no limite da distancia total de eluicdo. As outras manchas
apresentadas por 1FEt sdo correspondentes as manchas apresentadas por 1CEt.
No extrato de raizes ndo foram evidenciadas manchas. 2CEt e 2FEt apresentaram
perfil semelhante entre si, e semelhante ao extrato 1CEt; 2FFEt apresentou 1
mancha a menos do que estes extratos. Comparando 1FEt e 2FEt, € interessante
ressaltar que as 2 manchas amarelas ja citadas em 1FEt ndo estdo presentes em
2FEt, o que é outra evidencia da variabilidade da producdo de metabolitos
secundarios. Em relacdo aos extratos hexano: acetato de etila, somente 1FHA
apresentou manchas, tendo perfil semelhante a 1CEt/2CEt.

Os perfis cromatograficos apos revelacdo com anisaldeido sulfurico
demonstraram maior complexidade. Os perfis de extratos etandlicos e hexano:
acetato de etila de folhas e caules foram semelhantes. Ja os extratos de raizes e
flores /frutos apresentaram menor complexidade e, em geral, suas manchas

corresponderam as observadas nos outros 6rgaos.

4.3. ENSAIOS DE IDENTIFICAC}AO DE ALCALOIDES

Foram testados o0s extratos aquosos e etandlicos com o reagente de
Dragendorff e em nenhum deles houve formacéo de precipitado, o que indica a
auséncia ou presenca apenas de tracos de alcaloides nas amostras. O controle
utilizado (quinina) deu reacao positiva. Talvez a auséncia de alcaloides justifique-se
pelo método de extracdo utilizado, sendo uma extracdo do tipo acido-base

reconhecidamente mais eficiente para esta classe de metabolitos secundarios.

4.4, DETERMINACAO DO TEOR DE COMPOSTOS FENOLICOS TOTAIS
Para determinar a concentracdo de fendlicos totais nos extratos, foi utilizada

uma curva analitica obtida a partir da leitura em triplicata da absorbancia de
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solucbes de acido galico de diferentes concentragcdes. A concentracdo de acido
galico utilizada variou de 1,25 a 20 ug/mL. A Tabela 17 apresenta os dados obtidos

para a curva analitica.

Tabela 17. Dados de absorbancia relativos as solu¢cdes de acido gélico de diferentes

concentracdes.
acido galico (ug/mL) Média das Absorbancias
1,25 0,194
2,50 0,370
4,00 0,529
5,00 0,580
7,50 0,855
9,00 1,067
10,00 1,147
10,50 1,221
20,00 2,112
g 25
(=)
&
.g 5 /’
2 y=0,1022x+0,1049
< R2=0,9967
1,5 ’/
1
0,5
0 T T T T 1
0 5 10 15 20 25

acido galico {ug/mL)

Figura 36. Curva analitica obtida a partir do &cido géalico para determinacdo do teor de

fendlicos totais utilizando o reagente de Folin-Ciocalteau.

A leitura das absorbancias de cada extrato foi feita em triplicata e a média dos

valores foi calculada, como pode ser observado na Tabela 18.



Tabela 18. Dados de absorbancia relativos as solu¢des dos extratos.

Extrato Média das Absorbéancias
1Caq 0,347
1FAQ* 0,756
1RAq 0,638
1CEt 0,259

1FEt 0,454
2Caq 0,546

2FFAQ* 0,620
2FAq* 0,628
2CEt 0,295
2FFEt 0,354
2FEt 0,473

*extratos cuja concentragao final foi de 25ug/mL ao

invés de 50ug/mL.
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As respectivas concentracdes de fendlicos totais nos extratos foram

calculadas, descontando-se do valor de absorbancia dos extratos o valor de

absorbéancia do branco (0,020), segundo a equacéo a seguir:

y =0,1022 . x + 0,1049

Sendo y referente a absorbancia e x a concentracdo de fendlicos totais.

Segue exemplo de célculo para 1CAQ:

Absorbancia = 0,347

Branco = 0,020

Absorbancia — Branco = 0,327

y = 0,1022.x + 0,1049

0,327 = 0,1022.x + 0,1049

0,222 = 0,1022.x

x =217 ug/mL

Assim, considerando-se o volume de 1,0 mL, em 50 ug de amostra tem-se 2,17

Mg de fendlicos totais, 0 que em porcentagem representa:

50 ug — 100%

2,17 ug — x

X=4,34 %
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Tabela 19. Teor de fendlicos totais nos extratos de P. niruri L.

Extrato Teor de Fendlicos Totais (%)

1CAq 4,34
1FAq 24,68
1RAq 10,04
1CEt 2,62
1FEt 6,44
2CAq 8,24

2FFAq 19,38
2FAq 19,69
2CEt 3,32
2FFEt 4,48
2FEt 6,81

Considerando os dados da tabela acima, podemos concluir que o maior
contetdo de fendlicos totais foi encontrado nos extratos aquosos das folhas, sendo
que 1FAqQ apresentou teor cerca de 5 % maior do que 2FAqQ. 2FFAQ apresentou
mesmo teor de fendlicos do que 2FAqQ. Em relacdo ao caule, os resultados foram
inversos ao de folhas ao se comparar 0s extratos produzidos com as partes vegetais
colhidas em fevereiro e agosto, neste caso, 0 extrato produzido com os caules
coletados em fevereiro apresentou maior teor. Comparando-se caules com folhas, o
teor obtido no ultimo caso foi bem maior. O extrato aquoso de raizes apresentou teor
de fendlicos maior do que o de caules. O menor teor observado nos extratos
etandlicos era esperado, jA que a extracdo realizada foi sequencial e a agua foi o
primeiro solvente extrator utilizado. Porém, quando se objetiva a andlise do teor de
compostos fendlicos totais no material vegetal de partida para producao de extratos,
todos os extratos produzidos sequencialmente com o mesmo material vegetal
devem ser analisados. Observando os teores de compostos fendlicos totais
encontrados para os extratos etanélicos, pode-se concluir que estes representam de
23 a 60% do teor encontrado nos extratos aquosos para 0S respectivos extratos,
porcentagem esta significativa. ApO0s a extracdo com etanol ainda restaram

compostos fendlicos totais no material vegetal residual.
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4.5. DETERMINACAO DO TEOR DE FLAVONOIDES TOTAIS

O procedimento utilizado para analisar o teor de flavonoides totais em P. niruri
foi escolhido com base na analise das classes de flavonoides preponderantes na
espécie. Assim, € importante destacar que ao contrario do que a nomenclatura
indica, esse método ndo € capaz de fornecer o teor de flavonoides totais, mas sim,
dos flavonoides que reagem com o0 agente complexante. Estudos anteriores
mostraram que no procedimento A utilizado por Yu et al. (2012), o mecanismo
cromogénico pode ser a formacdo de um complexo estavel amarelo brilhante, por
complexacdo de ions de aluminio com o grupo carbonila na posi¢cdo C-4 e o grupo
hidroxila na posicdo C-3 ou C-5 da estrutura dos flavonoides. Assim, as flavonas, por
exemplo, sem a hidroxila na posicédo 5, tais como 6-hidroxiflavona, ndo podem ser

guantificadas com este procedimento (YU et al., 2012).

.
(a) | | Alcl, .
OH 7
0 {Om gt
e
| | AlCl
- >
oH ©
OH

Figura 37. Possiveis complexos cromogénicos gerados por ions de aluminio com

substituintes funcionais de flavondis e flavonas.

Para determinar a concentracdo de flavonoides totais nos extratos, foi
utilizada uma curva analitica obtida a partir da leitura em triplicata da absorbancia de
solugbes de quercetina de diferentes concentracdes. A concentracdo final da
quercetina (na cubeta) variou de 0,3125 a 10 yg/mL. A Tabela 20 apresenta os

dados obtidos para a curva analitica.
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Tabela 20. Dados de absorbancia relativos as solucdes de quercetina de diferentes

concentragoes.
guercetina (ug/mL) Média das Absorbéancias
0,31 0,018
0,63 0,049
1,25 0,111
2,50 0,250
5,00 0,508
10,00 1,011
s 12
2 1 *
2 y=0,1028x-0,0128
< 55 R?=0,9998

0,6
0,4 /
0,2

0 / : : : : .

0] 2 4 6 8 10 12

quercetina {ug/mL)

Figura 38. Curva analitica obtida para a quercetina para determinacdo do teor de

flavonoides totais utilizando o reagente complexante cloreto de aluminio.

A leitura das absorbancias de cada extrato foi feita em triplicata e a média dos

valores foi calculada, como pode ser observado na Tabela 21.
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Tabela 21. Dados de absorbancia relativos as solu¢gdes dos extratos.

Extrato Média das Absorbancias

1CAq 0,084
1FAq 0,311
1RAq 0,052
1CEt* 0,521
1FEt 1,071
2CAq 0,069
2FFAq 0,099
2FAq 0,228
2CEt* 0,517
2FFEt 0,864
2FEt* 0,992

*extratos cuja concentracdo final foi de 250
pg/mL ao invés de 500 pg/mL.

As respectivas concentracdes de flavonoides totais devem ser calculadas
descontando-se do valor de absorbéancia dos extratos o valor e absorbancia do
branco, porém, como esse valor foi zero, tendo o valor de absorbancia dos extratos
parte-se direto para a seguinte equacao:

y =0,1028 . x - 0,0128

Sendo y referente a absorbancia e x a concentracdo de flavonoides totais
expressos como quercetina.

Segue exemplo de célculo para 1CAQ:
Absorbancia solucéo do extrato 1CAq = 0,084
Absorbancia solucédo Branco =0

Absorbancia 1CAq — Absorbancia Branco = 0,084
y =0,1028 . x - 0,0128

0,084 =0,1028 . x - 0,0128

0,0968 = 0,1028.x

x =0,94 ug/mL
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Assim, considerando-se o volume de 1,0 mL, em 500 pg de amostra tem-se
9,40 ug de flavonoides totais expressos como quercetina, 0 que em porcentagem
representa:
500 ug — 100% x=0,19 %

0,94 pg - x

Tabela 22. Teor de flavonoides totais expressos como quercetina nos extratos de P.

niruri L.
Extrato Teor de Flavonoides
Totais (%)

1CAq 0,19
1FAq 0,63
1RAq 0,13
1CEt 2,08
1FEt 4,22
2CAq 0,16
2FFAQ 0,22
2FAQ 0,47
2CEt 2,06
2FFEt 1,71
2FEt 3,91

Considerando os dados da tabela acima, podemos concluir que o maior
conteudo de flavonoides totais foi encontrado nos extratos etandlicos das folhas,
cujos valores foram proximos para as duas coletas distintas. Os extratos etanolicos
de caule foram os que apresentaram o segundo maior teor de flavonoides totais,
superando o extrato etandlico de flores/frutos, diferentemente do que ocorreu na
analise do Teor de Fendlicos Totais (Relatério Parcial), onde o segundo maior teor
pertenceu ao extrato de flores/frutos. O extrato etandlico de raizes nao foi analisado
por falta de amostra. Ao se comparar os extratos produzidos com as partes vegetais
colhidas em fevereiro e agosto, em todos 0s casos 0s extratos produzidos com as
partes vegetais colhidas em agosto apresentaram maior teor de flavonoides totais.

Comparando-se caules com folhas, tanto dos extratos aquosos, quanto dos extratos
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etandlicos, o teor obtido nas folhas foi bem maior, tendo ocorrido variacdo entre
cerca de 2 a 4 vezes. O teor do extrato aquoso de raizes foi 0 menor teor observado.
O menor teor observado nos extratos aquosos era esperado, ja que, de modo geral,
o etanol possui maior seletividade na extracéo de flavonoides (SIMOES et al., 2007).
E importante lembrar que ao contrario do que a nomenclatura indica, esse método
nao é capaz de fornecer o teor de flavonoides totais, uma vez que traz restricbes de
deteccao de certas classes de flavonoides, como explicado no inicio deste item.

Os valores obtidos mostram claramente a importancia de se fazer extracfes
sucessivas (ou exaustivas) no caso de analises empregadas para avaliar teores em
drogas vegetais, 0 que pode ser observado, por exemplo, comparando 0s extratos
1FAqQ e 1FEt, sendo o valor obtido por 1FAg corresponde a 15% do valor obtido por
1FEt, porcentagem esta significativa, e que deve ser somada ao valor predominante
(1FEt) para se chegar a um teor de flavonoides totais na droga vegetal mais proximo
do real. Possivelmente, apds a extracdo com etanol ainda restaram flavonoides no

material vegetal residual.

4.6. PREPARO DOS EXTRAOS (CLEAN UP) PARA ANALISE POR CLUE
Apos o clean up a massa das amostras obtidas variou como mostrado na

Tabela 23.



Tabela 23. Massa e rendimento obtido no pré-tratamento das amostras para analise por

CLUE.
Extrato Massa Massa pés  Rendimento
inicial clean up (%)
1CAq 10,0 2,6 26
1FAq 10,7 2.8 26
1RAq 10,7 2.6 o
2CAq 9.9 27 7
2FFAq 10,2 2,5 25
2FAq 9.9 17 1
1CEt 5,5 2.8 51
1FEt 5.0 19 28
2CEt 3,0 15 0
2FFEt 5,2 27 ey
2FEt 5,4 1,7 31

4.7. ANALISE DOS EXTRATOS POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ULTRA
EFICIENCIA (CLUE)

Os dados referentes as curvas analiticas (Figuras 39 a 41) obtidas por meio
dos padrdes acido elagico, &cido galico e corilagina sdo apresentados na Tabela 24

e nas Figuras 42 a 44.

Tabela 24. Dados relativos as curvas analiticas de &cido elagico, acido gélico e

corilagina.
i R Area do pico N .
Padréao Concentracdo (mg/L) (média triplicata) Tempo de retencdo (min)
7,560 359457,33
30,274 1321702,00
Acido elagico 37,964 1494760,67 4,7
45,427 1685448,33
68,141 2133574,33
4,115 133324,67
32,916 1119308,33
Acido galico 41,146 1396695,33 2,1
49,375 1674826,67
82,291 2695763,33
13,696 274299,00
54,786 1097547,33
Corilagina 68,482 1344803,00 3,3
82,179 1662297,00
136,965 2767820,67
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Figura 39. Curva analitica do acido elagico.
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Figura 40. Curva analitica do acido galico.
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Figura 41. Curva analitica da corilagina.
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Figura 42. Cromatograma do acido eldgico na concentracdo de 37,96 pg/mL,

referente a curva analitica.
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Figura 43. Cromatograma do acido galico na concentracdo de 41,15 pg/mL,

referente a curva analitica.
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Figura 44. Cromatograma da corilagina na concentracdo de 68,48 pg/mL, referente
a curva analitica.

Os dados referentes as amostras sao apresentados nas Tabela 25 a 28 e nas

Figuras 45 a 55.



Tabela 25. Concentracdo de acido elagico nos extratos aquosos e etanolicos. tg =

96

4,7 min.
Amostra Resultados analise |
Nome Massa Volume Area do Concentragao Teor (m/m,
(mg) (mL) pico (mg/L) %)
1CAq 2,6 5,0 225515 - e
2CAQq 2,7 5,0 446789 - e —
2FFAqQ 2,5 5,0 350489,2 9627,76 0,96
1FAq 2,8 5,0 1553046,3 73558,09 7,36
2FAQ 1,7 5,0 345025,8 13441,08 1,34
1RAq 2,6 5,0 129682 - L
1CEt 2,8 4,0 137481 - =
2CEt 1,5 4,0 233290 - e
2FFEt 2,7 4,0 1649344 - o e
1FEt 19 4,0 393055,7 12812,51 1,28
2FEt 1,7 4,0 734954,8 38360,66 3,84

‘concentragdo ndo calculada devido ao valor da &rea obtida ser menor do que o valor da

concentracdo mais baixa utilizada na curva analitica.

Tabela 26. Concentracdo de acido galico nos extratos aquosos e etandlicos. tg = 2,1

min.
Amostra Resultados analise

Nome Massa Volume Area do Concentracao Teor
(mg) (mL) pico (mg/L) (%)
1CAq 2,6 50 42038,2 818,99 0,08
2CAqQ 2,7 50 102380,4 4267,48 0,43
2FFAQ 2,5 50 195158,8 10184,13 1,02
1FAqQ 2,8 50 551054,2 28788,85 2,88
2FAq 1,7 50 236973,6 18403,66 1,84
1RAqQ 2,6 5,0 158533 = - T e
1CEt 2,8 4,0 32934,7 204,64 0,02
2CEt 15 4,0 56971,7 2337,40 0,23
2FFEt 2,7 4,0 135645,6 4854,15 0,49
1FEt 1,9 4,0 202250,7 11175,60 1,12
2FEt 1,7 4,0 122078 - T e

Tconcentracdo ndo calculada devido ao valor da &rea obtida ser menor do que o valor da

concentragcao mais baixa utilizada na curva analitica.
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Tabela 27. Concentracdo de corilagina nos extratos aquosos e etandlicos. tg = 3,4

min.
Amostra Resultados analise
Nome Massa Volume Area do Concentracao Teor
(mg) (mL) pico (mg/L) (%)
1CAq 2,6 50 12326,9 2497,57 0,25
2CAq 2,7 50 31508,6 4385,87 0,44
2FFAQ 2,5 50 600406,4 60919,04 6,09
1FAq 2,8 50 686550,2 62383,24 6,24
2FAq 1,7 50 588023,3 85830,87 8,58
1RAq 2,6 50 4578,8 1707,08 0,17
1CEt 2,8 4,0 2536,8 1143,65 0,11
2CEt 15 4,0 3963,6 2322,60 0,23
2FFEt 2,7 4,0 68696,7 6023,56 0,60
1FEt 1,9 4,0 257628,4 28190,96 2,82
2FEt 1,7 4,0 92399,6 12319,46 1,23
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Figura 45. Cromatograma da amostra 1CAqQ.
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Figura 46. Cromatograma da amostra 2CAqQ.
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Figura 47. Cromatograma da amostra 2FFAQ.
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Figura 48. Cromatograma da amostra 1FAQ.
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Figura 49. Cromatograma da amostra 2FAq.
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Figura 50. Cromatograma da amostra 1RAQ.
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Figura 51. Cromatograma da amostra 1CEt.
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Figura 52. Cromatograma da amostra 2CEt.
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Figura 53. Cromatograma da amostra 2FFEt.
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Figura 54. Cromatograma da amostra 1FEt.
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Figura 55. Cromatograma da amostra 2FEt.
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Figura 56. Sobreposi¢do dos cromatogramas referentes a analise dos extratos

1CAq, 2CAq, 2FFAq, 1FAq, 2FAqQ e 1RAQ, da frente para tras.
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Figura 57. Teor em porcentagem de acido gdlico, corilagina, acido elagico e
fendlicos (soma dos trés anteriores) nos extratos aquosos de diferentes partes de P.

niruri.
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Figura 58. Sobreposicdo dos cromatogramas referentes a analise dos extratos

1CEt, 2CEt, 2FFEt, 1FEt e 2FEt, da frente para tras.
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Figura 59. Teor em porcentagem de acido gélico, corilagina, acido elagico e
fendlicos (soma dos trés anteriores) nos extratos etanélicos de diferentes partes de

P. niruri.

Em todos os extratos foram identificados os padrdes utilizados, mas em
algumas amostras nao foi possivel quantifica-los. Com relacdo ao &cido elagico, o
mesmo foi quantificado apenas nos extratos de folhas e flores/frutos, sendo o maior
teor observado para 1FAq (7,36 %); 2FAqQ apresentou teor de 1,34 %.

Os extratos de folhas apresentaram as maiores propor¢cdes de acido galico,
porém, comparando-se 0s extratos produzidos com material vegetal coletado em
diferentes condicdes, o extrato de folhas coletado em agosto (1FAQ) apresentou
novamente maior contetdo do que o correspondente coletado em fevereiro (2FAQ).
Em relacdo ao &cido gélico, os extratos de caule apresentaram teores menores; nos
extratos 1RAq e 2FEt ndo foi possivel quantifica-lo. Nos extratos de caules
produzidos com material vegetal coletado em fevereiro, foram detectados de 5,2 a
11,4 vezes mais acido galico do que nos respectivos extratos produzidos com o
material vegetal colhido em agosto.

Com relacdo a corilagina, em todas as amostras foi possivel sua
quantificacdo. A amostra que apresentou o menor contetudo foi a 1RAQ, seguida

pelas amostras de caule. Outra vez os extratos aquosos de folhas apresentaram o0s
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maiores teores. As amostras 2CAg e 2CEt apresentaram maior conteudo de
corilagina do que 1CAq e 2CEt, tendo essa variacdo sido de aproximadamente 1,7
vezes para 0s extratos aquosos e 2,0 vezes para 0s extratos etandlicos.

A deteccéo da corilagina em todas as amostras analisadas e o seu maior teor
apresentado, além de possuir importancia por sua acado biolégica mostra, em
contraponto com 0s outros 2 padrdes, que a corilagina € um bom marcador
fitoquimico para a espécie Phyllanthus niruri,

Com relacdo aos perfis cromatograficos observados nos cromatogramas
(Figuras 42 a 52), os extratos de folhas e frutos/flores apresentaram perfis mais

complexos e similares entre si, em oposi¢ao aos extratos de caules e raiz.

5. CONCLUSAO

A partir dos resultados apresentados pode-se inferir que o perfil quimico de
folhas e caules é mais complexo do que o perfil quimico de raizes para todas as
classes de metabolitos avaliadas. H& também diferencas quimicas menos
pronunciadas entre folhas e caules, sendo o perfil de folhas mais complexo. Quanto
as flores/frutos, mostraram-se semelhantes quimicamente as folhas. Os extratos
etandlicos apresentaram perfil quimico (CCD) semelhante aos aquosos em
condi¢cdes de fase movel mais polares e com fases moveis menos polares, perfis
semelhantes aos extratos acetato de etila:hexano. Comparando-se as duas coletas
realizadas, foram observadas diferencas significativas entre os mesmos 0rgaos da
planta (folhas e caules), o que sugere a existéncia de variabilidade quimica na
espécie (sazonalidade).

Quanto aos padrdes utilizados em CCD, tanto a rutina como a corilagina

foram identificadas na maioria dos extratos, 0 que sugere mais uma vez a
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possibilidade de uso dessas substancias como marcadores fitoquimicos de
Phyllanthus niruri.

A determinacdo do teor de flavonoides totais revelou maior teor destes
compostos em folhas, seguido de caules e raizes, para os extratos 1; e folhas,
seguido de caule e flores/frutos, para os extratos 2. Ja em relacdo aos compostos
fendlicos totais, foi observado maior conteddo em folhas, seguido de raizes e caule,
para os extratos 1; e folhas, seguido de flores/fruto e caule, para os extratos 2.

As analises por CLUE, tanto em relacdo aos teores de corilagina, acidos
galico e elagico quanto ao perfil cromatografico, permitiram chegar as mesmas
conclusdes do que as andlises por CCD: perfil marcadamente distinto entre partes
aéreas e raizes, com maior semelhanca entre folhas e flores/frutos; variabilidade
guimica entre as diferentes coletas.

De forma geral, concluimos que o perfil quimico de raizes é o que mais se
distingue das demais partes da planta, resultado semelhante ao descrito por Couto
et al. (2013a). Além disso, dentre os extratos aquosos obtidos, o extrato de raizes foi
0 que apresentou menor rendimento. Considerando-se também as dificuldades
relacionadas ao uso de raizes, desde o manejo do cultivo até a producdo da droga
vegetal, como por exemplo, a contaminagdo por solo e micro-organismos, n0Ssos
dados sugerem 0 uso apenas de partes aéreas ou de folhas de P. niruri L. na

producédo de fitoterapicos ou medicamentos fitoterapicos.
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