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RESUMO

Jatropha gossypiifolia L. (Euphorbiaceae), conhecida no Para como piéao-
roxo, € utilizada no tratamento de hemorrdidas, queimaduras, dores
estomacais, entre outras doencgas. Diante da importancia do vegetal na regido
torna-se necessaria a sua investigacdo visando contribuir para o seu
aproveitamento no desenvolvimento de fitoterapicos. Para tanto, buscou-se
determinar o perfil cromatografico do extrato etandlico bruto (EEB), por
cromatografia de camada delgada (CCD) e por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE), o teor de flavondides totais e dos flavondides isolados no
extrato. Foram realizados também ensaios de atividade antimicrobiana com o
EEB e as fracdes obtidas a partir dele (fracdes hexanica, cloroformica, acetato
de etila e residual). A atividade antioxidante do extrato e suas frag6es também
foi caracterizada. O material vegetal foi coletado no horto de plantas medicinais
da EMBRAPA — AmazoOnia oriental e com ele preparou-se, por percolacao, o
EEB; utilizando um evaporador rotativo a baixa pressdo, obteve-se o extrato
seco que, posteriormente, foi fracionado por particdo liquido-liquido
sucessivamente com hexano, cloroformio e acetato de etila. As fracGes obtidas
foram também concentradas a baixa pressdo. A fracdo acetato de etila foi
novamente fracionada fornecendo uma fracdo acetona (FAct-1l), uma nova
acetato de etila (FA-II), metandlica (FM-II) e residuo solido (RS-Il). FAct-II foi
submetida a cromatografia liquida a média pressao obtendo-se as subfracdes
Fr SAcl-ll e Fr SAc3-ll denominadas de Jgl e Jg2, respectivamente. A
prospeccao quimica no extrato e nas fracdes dos metabdlitos foi realizada em
triplicata, sendo evidenciada a presenca dos seguintes polifendis: taninos
catéquicos e flavondides. A analise por CCD foi realizada utilizando-se o
eluente acetato de etila/acido férmico/acido acético glacial/agua (100:11:11:26),
sobre gel de silica de fase normal, sendo observadas zonas com fator de
retencdo 0,65, 0,72 e 0,77, reativas a solugdo de FeCl;. O cromatograma por
CLAE do EEB apresentou trés picos significativos (valores médios de tr: 13,24
min, 15,02 min e 16,00 min) cujos espectros sao caracteristicos de flavondides.
No calculo do teor de flavonodides, aplicando-se a média das leituras de
absorvancia (A: 0,874), chegou-se ao teor de 2,04%. A concentragédo
encontrada para cada substancia isolada foi de 340 ug para Jgl e 406 ug para
Jg2 por mililitro da solucdo de extrato. Quanto as atividades biologicas
testadas, FA-lI e FR-I inibiram o crescimento de S. aureus e C. albicans como
também apresentaram maior potencial antioxidante. Os resultados fornecem
parametros acerca de polifenois adequados para o controle de qualidade como
marcadores quimicos, e teor de destes possiveis marcadores.

Palavras-chave: Jatropha gossypiifolia, flavondides, polifenais.



ABSTRACT

Jatropha gossypiifolia L. (Euphobeaceae), known in Para as “Pido roxo” is used
for treatment of hemorroids, burns, stomach pains among other diseases, the
importance of this plant to this region has led to its research in order to improve
its phytotherapeutic development. During the analysis, the chromatographic
profiles of its Crude Ethanolic Extract (CEE)was determined using Thin Layer
chromatography (TLC) and High Performance Liquid Chromatography (HPLC)
methods. The total and isolated flavonoids quantities were determined.
Antimicrobial activity essays of the crude ethanolic extract were also conducted
and the fractions obtained (hexanic, chloroform, ethyl acetate and residual
fractions). The antioxidant activities of the extract and the fractions were also
characterized. The plant materials were collected from EMBRAPA medicinal
plants garden in the east Amazon and then extracted through percolation to
obtain crude ethanolic extract. The dry extract was obtained using low pressure
rotative evaporator followed by liquid-liquid partition with hexane, chloroform
and ethyl acetate successively. The fractions obtained were also concentrated
at low pressure, The ethyl acetate fractions were re-fractioned, giving rise to
acetone fraction (ActF-11), a new ethyl acetate (AF-II), methanolic fraction (MF-
II) and a solid residue (SR-I1). ActF-1l was submitted to liquid chromatography at
average pressure, resulting in sub-fractions like Fr ActS-Il and Fr ActS3-II called
Jgl and Jg2, respectively. Chemical prospection of the Extract and the
metabolite fractions were conducted in triplicates, leading to the observation of
the presence of the following polyphenols: Catechines, Tannins and flavonoids.
The analysis by thin Layer Chromatography (TLC) was conducted using eluent
of ethyl acetate/formic acid/glacial acetic acid/water at (100:11:11:26) on a
normal phase silica gel, showing the retention factors in the following
zones:0.65, 0.72, and 0.77 in reaction to Fecl3 solution . The HPLC
chromatogram of ethanolic crude extract presented three significant peaks with
average values of RT: 13.2 min, 15.02 min, and 16.00 min whose spectra are
characteristics of flavonoids. On calculating the flavonoid quantity using the
average absorbance reading (A=0.874), 2.02% flavonoid was found. The
concentrations for each isolated substances was 340ug for Jg1 and 406 ug for
Jg2 per milliliter of extract solution. Regarding the biological activity tested AF-1
and Fr-1 inhibited growths of S. aureus and C.albicans and also manifested a
great antioxidant potential. These results provide adequate polyphenol
parameters for quality control serving as chemical markers and their possible
quantities.

Keywords: Jatropha gossypiifolia, flavonoids, polyphenols.
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1. INTRODUCAO

Em 2000, a Associacdo dos Agentes Comunitarios de Saude de
Igarapé-Miri (Para - Brasil) - AACSIM e a Pastoral da Saude iniciaram uma
tentativa de ampliar e sistematizar o trabalho com plantas medicinais,
conferindo a producgédo, até entdo realizada em carater informal e associativo,
visando maior eficiéncia destes como recursos terapéuticos de facil acesso.

A AACSIM solicitou a Universidade Federal do Para (UFPA) através da
Faculdade de Farmécia auxilio para orientar a produgcédo de remédios de origem
vegetal, aperfeicoar técnicas e capacitar as pessoas envolvidas.

O resultado desta solicitacdo de apoio foi a realizacdo do projeto
“Natureza, Saude e Cidadania” que teve financiamento do Ministério do Meio
Ambiente. O objetivo deste projeto foi resgatar a experiéncia popular no uso de
plantas medicinais, levantar a posologia local, selecionando espécies indicadas
para tratar os agravos mais importantes, sistematizando os dados levantados.

Em 16 de marco de 2004, a Agencia Nacional de Vigilancia Sanitaria —
ANVISA — emitiu a Resolucdo RDC n°® 48 que dispbe sobre o registro de
fitoterdpicos. Nesta resolucdo, a ANVISA acata o registro de insumos
fitoterapicos tradicionais, desde que eles tenham estudo de validacdo da
atividade, de seguranca e de padronizacédo da forma de uso (BRASIL 2004).

Entre os meios descritos nesta resolugdo para andlise de insumos
fitoterapicos estdo os métodos cromatograficos, principalmente cromatografia
liguida de alta eficiéncia, associados aos meétodos espectroscopicos e
espectrométricos. Estes Ultimos sdo fundamentais para a caracterizacéo
estrutural das substancias isoladas e, consequentemente, a identificacdo de
seus constituintes que poderdo ser usados como marcadores na verificacao de
qualidade de matérias primas, insumos e produtos.

Essa verificacdo inclui a padronizacdo de matéria-prima, intermediarios
e fitotergpicos através da determinacdo do teor de marcadores nas amostras.
O doseamento de flavondides totais também pode ser um parametro utilizado
para o controle de qualidade do extrato de Jatropha gossypiifolia L.

A promulgacao da Politica Nacional de Plantas Medicinais trouxe maior

incentivo & pesquisa com vegetais de uso terapéutico, especialmente os da



flora que ocorre na regido amazoénica, pois isso favorece o estabelecimento de

arranjos produtivos locais a partir dos resultados aplicados.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Jatropha gossypiifolia L.

A Jatropha gossypiifolia L. Euphorbiaceae, € um arbusto de caule
esverdeado ou arroxeado nas partes novas (ALBUQUERQUE, 1980) podendo
alcancar até 1,5 m (PRANCE et al, 1975), sendo piloso nas ramificacbes e
peciolos; com folhas alternas, palmadas, ou lobadas e glabras, margens
ciliadas ou glanduliferas com 5-17 cm de comprimento. Apresenta flores roxas
em cimeiras paniculadas (CORREA, 1978) e fruto do tipo capsula, esverdeada,
com trés léculos contendo trés sementes oleaginosas (LORENZI e MATOS,
2002), escuras e rajadas (ALBUQUERQUE, 1980). A planta é conhecida
popularmente como pido-roxo, batata-de-tel, erva-purgante, jalapéao,
mamoninha, raiz-de-tet (CORREA, 1978), pedo-roxo, pinhdo-roxo e jalapa
(LORENZI e MATOS, 2002).

As folhas de J. gossypiifolia, segundo a medicina popular, sdo utilizadas
para combater diferentes agravos tais como a obstrucao das vias abdominais
(CORREA, 1978), mostra também acdo hemostatica, anti-reumatica, anti-
hipertensiva, cicatrizante (LORENZI e MATOS, 2002) e antimalarica
(GBEASSOR, 1989).

O trabalho realizado por Bianco e Santos (2003) demonstrou a
possibilidade de se obter flavondides a partir do tratamento de um extrato de
acetato de etila, com acetato em uma particdo solido-liquido com acetona.

Os métodos cromatograficos para o isolamento e a andlise de polifendis
mais utilizados s&o principalmente: a cromatografia de contra corrente, a
cromatografia liquida de alta eficiéncia, a cromatografia em coluna, ou ainda
associacOes destas.

Kumar et al (2006) estudaram a atividade antimicrobiana do extrato
diclorometano/metanol (1:1) de 61 espécies de vegetais contra microorganismo
gram-positivos e gram-negativos, e fungos. Observou-se que J. gossypiifolia
apresenta atividade contra 8 microorganismos (Bacillus cereus var. mycoides,
B. pumilus, B. subtilis, Bordetella bronchiseptica, Staphylococcus epidermidis,

Klebsiella pneumoniae, Streptococcus faecalis e Candida albicans). Com isso,
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mostra-se viavel utilizar a atividade antimicrobiana para direcionar o processo

de fracionamento.

2.1.1 Familia Euphorbiaceae

As Euforbidceas estdo entre as maiores e mais variadas familias

vegetais de dicotiledbneas, distribuidas em todo mundo, em particular nos

tropicos e nos subtropicos, somando cerca de 300 géneros e aproximadamente

7500 espécies. Nas Ameéricas, ocorrem 2500 espécies em 92 géneros

presentes tanto em areas baixas como em montanhas (RIBEIRO et al, 1999).

2.1.2 Principais Substancias Isoladas de Jatropha gossypiifolia.

As substancias que ja foram isoladas de Jatropha gossypiifolia séo

apresentadas com suas estruturas no quadro 1.

Quadro 1: Principais substancias isoladas de Jatropha gossypiifolia.

Metabdlito /

Referéncia bibliogréafica

Descricao bésica do

processo extrativo

Estrutura quimica

Gadaina (lignana) /

BANERJI et al, 1984.

Extracdo exaustiva das
sementes, raizes e
caules com éter de

petréleo.

Jatrodieno (lignana) /

DAS et al, 1996.

Extracdo exaustiva dos

talos com éter de

petrdleo.

O

MeOOC

OMe
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Quadro 1: Principais

(Continuagéo).

substancias isoladas de Jatropha gossypiifolia.

Metabolito /

Referéncia bibliogréafica

Descricdo basica do

Processo extrativo

Estrutura quimica

Gossipidieno (lignana) /

DAS et al, 1999.

Extracdo exaustiva dos
caules desidratados

com hexano.

COOMe

@) AN @)
<o \O>

MeOOC

Gossipifana (lignana) /

DAS et al, 1995.

Extragdo exaustiva das
partes aéreas
desidratadas com éter

de petroleo.

Gossipilina (lignana) /

DAS et al, 1998.

Extracdo exaustiva das
partes aéreas
desidratadas com
solucdo diclorometano
/ metanol (1:1).

Propacina (cumarino-

lignéide) /

DAS et al , 2001.

Extracdo exaustiva de
todas as partes
vegetais desidratadas
com diclorometano /

metanol (1:1).

OMe
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Quadro 1: Principais substancias isoladas de Jatropha gossypiifolia.
(Continuagéo).
Metabdlito / Descricdo  basica do Estrutura quimica

Referéncia bibliogréafica

Processo extrativo

Cleomiscosina A

(cumarino-lignéide) /

DAS et al, 2003.

Extracdo exaustiva
sequencial do caule do
vegetal, primeiramente,
com hexano e,

posteriormente com
Acetato de etila (extrato

usado para obtencdo da

MeO N
O (@] O
(@]

Cleomiscosina A). OMe
Apigenina (flavondide) / Extracdo das folhas do
vegetal com etanol. O
SUBRAMANIAN et al, | Substancia obtida a partir
1971. da fracéao éter etilica. ‘
Vitexina (flavonadide) / Extracdo das folhas do Gl OH
u
vegetal com etanol.
A . .| HO @)
SUBRAMANIAN et al, | Substancia obtida a partir
1971. da fracdo acetato de etila. |
OH O
Isovitexina (flavondide) / Extragdo das folhas do OH

SUBRAMANIAN et al,
1971.

vegetal com etanol.
Substancia presente nas
fragbes acetato de etila e

metiletilcetona.

HO

Glu

OH O




2.2 Compostos Fendlicos

Os compostos fenolicos possuem grande distribuicdo entre 0os seres
Vivos tanto em vegetais quanto em microorganismos e estao entre as classes
de compostos que apresentam ampla variedade de estruturas. O elemento
estrutural que os caracteriza € um nucleo benzénico com, a0 menos, um
hidrogénio substituido por uma hidroxila, sendo encontrado na forma livre ou
fazendo parte de outra funcdo como, por exemplo: éter, éster, heterosideos
(BRUNETON, 2001; CARVALHO et al, 2007). Portanto apresentam
solubilidade em 4gua e em solventes organicos polares.

Estes compostos sdo capazes de formar pontes de hidrogénio tanto
intramoleculares como intermoleculares. Esta caracteristica € importante no
estabelecimento de ligagbes com proteinas sendo utilizada em testes de
identificacdo de taninos (BRUNETON, 2001; CARVALHO et al, 2007).

Estes também apresentam: propriedade para formar complexos com
metais, de terem intensa absorcdo na regidao do UV devido serem compostos
aromaticos, facilmente oxidaveis (BRUNETON, 2001; CARVALHO et al, 2007).

Caracteristicas como sabor, odor e coloracdo de diversos vegetais sao
atribuidos aos compostos fendlicos sendo que estes tém utilizagdo como
flavorizante e corante em alimentos e bebidas. Tém sido relatadas as seguintes
propriedades: antibacteriana, antiviral, expectorante, hepatoprotetor,
analgésica, antioxidante entre outras (BRUNETON, 2001; CARVALHO et al,
2007).

Lignoides

As ligninas sdo macromoléculas poliméricas formadas por unidades
basicas C6 — C3, que sao conhecidas como unidades fenilpropanicas que se
encontram depositadas nas paredes das células vegetais. Sdo conhecidos
quatro grupos de ligninas, cuja formacéo implica na condensacéo de unidades
de fenilpropandides: lignanas, neolignanas, alolignanas, norlignanas,
oligolignanas e heterolignanas (FILHO, 2007; BRUNETON, 2001).

As lignanas (Figura 1) sdo derivados fenilpropanicos formados a partir
do acoplamento oxidativo de moléculas de alcool cinamilico entre si e destes
com acido cindamico (ROBBERS, 1996; BRUNETON, 2001).
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As neolignanas (Figura 1) sdo dimeros oxidados de alil fendis e de
propenil fendis, entre si ou cruzados, em que a ligagdo carbono-carbono é
assimétrica, e ndo apresentam carbono gama (C-y) oxidado (ROBBERS, 1996;
BRUNETON, 2001).

As alolignanas (Figura 2) sdo dimeros mistos de arilpropandides, ou
seja, um dos mondmeros apresenta um carbono gama (C-y) oxidado e o outro
nao.

As norlignanas (Figura 2) sao caracterizadas pela remoc¢ao de um atomo
de carbono de um precursor primario.

Os oligoligndides (Figura 3) sdo oligbmeros de ligndides, portanto séo
produtos resultados de uma condensagdo de trés a cinco unidades
fenilpropanoidicas.

Os heterolignoides (Figura 3) sdo constituidos de moléculas de
estruturas diversas (FILHO, 2007).

OH
OMe MeO OMe
(T
MeO OMe
OMe OMe
HO Pinoresinol Grandisina
(Lignana) (Neolignana)

Figura 1: Exemplos de estruturas de lignanas, a esquerda, e neolignana, a
direita (FILHO, 2007).

MeO
MeO | | OMe
RS
HO OH
Furoguaiacidina Criptoresinol
(Alolignana) (Norlignana)

Figura 2 : Exemplos de estruturas de alolignanas, a esquerda, e norlignanas, a
direita (FILHO, 2007).
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OMe MeO

OH N
O O
(0]
MeO )
:@ OMe
HO _ OMe .
Herpetetradiona Propacina
(Oligoligndide) (Heterolignéide)

Figura 3: Exemplos de estruturas de oligoligndides, a esquerda, e
heterolignodides, a direita (FILHO, 2007).

Taninos

Os taninos séo substancias fendlicas de carater adstringente e soltveis
em agua com massa molecular entre 500 e 3000 Dalton que apresentam a
capacidade de formar complexos insoliveis em agua com alcaldides e
proteinas em geral (MELO & SANTOS, 2007; BRUNETON, 2001). A ligacdo
entre os agrupamentos fendlicos dos taninos e macromoléculas ocorre atraves
de ligacdes hidrofobicas ou pontes de hidrogénio (HARBONE, 1998).

Os taninos podem ser classificados segundo sua estrutura quimica como
taninos hidrolisaveis ou taninos condensados. Taninos hidrolisaveis sao
caracterizados pela presenca de um oligo- ou poliésteres de um acgucar (ou de
um poliol relacionado) e de um numero variavel de moléculas de &cidos
fendlicos. (BRUNETON, 2001), estes sédo limitados as plantas dicotiledéneas e
relativamente encontrados em poucas familias (HARBONE, 1998). Os taninos
condensados, também denominados proantocianidina, sdo oligbmeros e
polimeros formados a partir de policondensac¢des de duas ou mais unidades,
em geral, de flavan-3-ol e flavan-3,4-diol (MELO & SANTOS, 2007) e que tem
grande ocorréncia entre as gimnospermas como também encontra difundida

entre as angiospermas, especialmente em arvores lenhosas (HARBONE, 1998)
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OH

OH

OH
HO

OH
HO COOH

HOOC ] OH

OH

OH
Acido hexahidroxidifenoilico Procianidol B -1
Figura 4: Exemplos de taninos hidrolisaveis, a esquerda, e de taninos
condensados, a direita (BRUNETON, 2001).

Flavonoéides

Os flavondides sdo compostos fendlicos hidrossollveis responsaveis
pela coloracao de flores, frutos e folhas de algumas espécies vegetais. Tém
sua origem biossintética na via dos fenilpropandides. Estruturalmente, séo
constituidos por unidades de C;s: dois anéis benzénicos A e B conectados por
uma cadeia de trés atomos de carbono. A ciclizacdo desta cadeia carbdnica
leva a formacédo do anel C. Flavonoides naturais geralmente sdo oxidados e
apresentam ocorréncia de compostos glicosilados em algumas classes
(STAFFORD, 2000; ZUANAZZI, 2007).

Um mesmo elemento estrutural basico para a maioria dos flavonoides
esta associado a mesma origem biossintética visto que parte de sua estrutura
deriva da rota dos policetideos e a outra parte deriva dos chiquimideos. A
divisdo desta classe metabdlica pode ser feita segundo o grau de oxidacao do
nuacleo piranico central (BRUNETON, 2001; MANN, 1999).

Flavonas e Flavonois sédo derivados do 2-fenilcromano, sendo o anel A
na maioria das vezes substituido por duas hidroxilas fendlicas em C-5 e C-7.
Outras substituicbes possiveis séo hidroxilas livres ou esterificadas no carbono
C-6 e/ou C-8, isoprenilacdo no C-6 ou C-8 deste anel. No anel B, mono, di e

trissubstituicdo por grupos -OH ou -OCH3z podem ser observadas. Diferenca

24



estrutural entre flavonas e flavondis esta na substituicdo de uma hidroxila na
posicdo C-3 desta ultima (BRUNETON, 2001; ZUANAZZI, 2007).

Flavanonas e diidroflavondis caracterizam-se pela auséncia da dupla
ligacdo entre C-2 e C-3 como também pela presenca de centro de assimetria.
Os diidroflavonois apresentam possibilidade de quatro isémeros (BRUNETON,
2001).

Biflavonoides séo dimeros de flavondides unidos uns aos outros sobre
tudo por seus carbonos. A maioria dos flavonéides naturais apresenta-se como
dimeros de flavonas e flavanonas, em geral 5, 7, 4 — trissubstituidas
(BRUNETON, 2001).

Chalconas sdo precursores da biossintese dos demais flavondides
Estruturalmente, sdo desprovidas do anel central, mantendo a cadeia de trés
carbonos, cetbnica e a, insaturada (BRUNETON, 2001).

Auronas sédo compostos derivados de 2-benzilidenocumaranona que
apresentam isomeria geométrica devido as ligacdes olefinica.

Os flavonoides possuem propriedade anticoagulante e anti-hepatoxica,
muitos deles também possuem propriedades antiinflamatoéria, antioxidante,
antibacteriana e espasmolitica (CAPASSO, 2003). Estes também apresentam
indicacbes para tratamento de doencas circulatérias como hipertenséo
(ZUANAZZI, 2007).

2.3 Capacidade Antioxidante

O metabolismo oxidativo é essencial para sobrevivéncia celular visto que
0S processos oxidativos tém importante influéncia no sistema de fluxo de
elétrons e conseqientemente na producdo de energia na forma de ATP
(ROBARDS et al, 2002).

O resultado deste metabolismo estd na formacédo de radicais livres,
espécies que contém um ou mais elétrons ndo pareados (MARCH, 1992), e
outras formas reativas oxidadas que ocasionam alteragbes oxidativas. A
formacdo excessiva de radicais livres pode levar saturacdo das enzimas
protetoras tais como superéxido desmutase, catalase e peroxidase isto levaria
a destruicdo e morte celular (ROBARDS et al, 2002).
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Os antioxidantes sdo substancias que quando em pequena
concentracdo, comparadas com aqueles do substrato oxidavel, inibe ou retarda
a oxidacao deste substrato. Os antioxidantes podem ser divididos em primarios
ou interruptor de cadeia e secundérios ou preventivos (ROBARDS et al, 2002).

Antioxidantes secundarios sdo compostos que retardam a velocidade da
oxidacdo. Os antioxidantes primarios sdo compostos que podem atuar
retardando ou inibindo a etapa inicial da cadeia ao reagir com radicais
lipofilicos, ou inibindo a etapa de propagacao ao reagir com radicais peroxila ou
alcoxila (ROBARDS et al, 2002).

1) Fase de Iniciag&o:
LH + ER* - L*+ERH

2) Fase de Propagacéo:
L®+ 0O, — LOO®
LOO®* + LH — LOOH +L*

3) Fase de Terminag&o:

LO® ou LOO® + 2GSH — LOH ou LOOH + GSSG
LO® ou LOO® + TocOH — LOH ou LOOH + TocQO*
TocO® + AscOH — TocOH + AscO*
L*ouLOO®ou LO®*+AH — LH +A®

Onde: ER®: Espécie Radicalar
L®: Radical alil
LOO®: Radical peroxila
LO®: Radical alcoxila
AH: Antioxidante primario
A®: Radical livre do antioxidante
GSH/GSSG: Glutationa Reduzida/Oxidada
TocOH/TocO®: Tocoferol/Tocoferil radical
AscOH/AscO®: Ascorbico/Ascorbil radical
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Entre compostos naturais que apresentam potencial antioxidante estao
0os compostos fendlicos, incluindo os flavondides, que apresentam capacidade
de capturar e neutralizar espécies oxidantes como superéxidos, hidroxila,
peréxido.

Os flavondides apresentam capacidade de se ligar a ions metalicos -
formacéao de quelatos - como ferro, atividade sequestradora de radicais livres,
inibicAo enzimatica das cicloxigenases, lipoxigenase, NADPH-oxigenase,
xantina-oxigenase, e fosfolipase, e estimulacdo de enzimas com atividade

antioxidante como catalase e superéxido-dismutase (ZUANAZZI, 2007).

3. OBJETIVOS
3.1 Geral

Contribuir para padronizacdo de preparacdes farmacopéicas obtidas a
partir de folhas da espécie vegetal Jatropha gossypiifolia L. segundo a

regulamentacao brasileira vigente.

3.2 Especifico

Determinar o perfil cromatografico do extrato etandlico bruto (EEB) por
Cromatografia em Camada Delgada (CCD) e por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE);

Determinar o teor de flavondides totais presentes no extrato etandlico
bruto.

Isolar por meios cromatograficos e caracterizar por métodos
espectroscopicos substancias isoladas.

Quantificar por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) os
flavonoides isolados;

Avaliar o potencial antioxidante das fracdes.

Avaliar a atividade antimicrobiana do extrato, suas fracbes e das

substéancias isoladas, por difusao em agar.
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4. MATERIAIS E EQUIPAMENTOS
4.1 Material Vegetal

Os arbustos de J. gossypiifolia utilizados neste trabalho estdo no Horto
de Plantas Medicinais da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecudria do
Para (EMBRAPA-PA) e apresentam altura entre 1,3 m a 1,8 m, deles foram
coletados, em outubro de 2007, 1348 g de folhas frescas (variando de 6 a 21
cm de comprimento por 8 a 28 cm de largura). A caracterizacdo botanica do
material vegetal foi realizada no Laboratério de Botanica — Herbario da
EMBRAPA-PA responsavel pela confeccdo da exsicata e confirmagdo da
classificacdo botanica da amostra como J. gossypiifolia L. Este documento
encontra-se disponivel naquele laboratorio sob registro NID: 042 / 07 (Figura
5).

Figura 5 : Fotografia da exsicata de folhas de Jatropha gossypiifolia.
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4.2 Material Quimico

Foram utilizados:

— Acetato de etila P.A. - QUIMEX, acetonitrila P.A. - Baker Analyzed®
HPLC, acido formico P.A. - QUIMEX, &cido acético glacial P.A. - QUIMEX,
acido cloridrico P.A. - QUIMEX, acido sulfarico P.A. - QUIMEX, agua ultra pura
tipo | LAFQ, anidrido acético P.A. - QUIMEX, cloroférmio P.A. - QUIMEX, 2,2-
difenil-1-picrilhidrazil (DPPH®) - SIGMA, etanol 92,8° GL, etanol PA 99,3%
QUIMEX, éter etilico P.A. - QUIMEX, éter de petréleo P.A. - VETEC, n-hexano
P.A. - NUCLEAR, metanol P.A. - QUIMEX, metanol Baker Analyzed® HPLC - J.
T. Baker, metanol P.A.QUIMEX, perdxido de hidrogénio P.A. - VETEC, tolueno
P.A. - NUCLEAR, tricloreto de antimonio P.A. - NUCLEAR.

— Reativos de Keede, Bouchardat, Dragendorff, Mayer, Pascova,
Fehling A e B: preparados no Laboratorio de Fitoquimica (BARBOSA et al,
2003).

- Solucdo de cloreto férrico 1% e 5%, lugol, ninhidrina a 1%, &cido
cloridrico a 5%, hidroxido de amoénio 6N e a 10%, &cido cloridrico a 6N,
nitroprussiato de sédio a 5%, hidroxido de sédio 1N e 2N, vanilina a 1%,
carbonato de sodio a 25%, formaldeido a 4%, o-dinitrobenzeno a 5%, cloridrato
de hidroxilamina a 10%, solucdo metandlica de hidréxido de potassio a 10%, p-
dimetilaminobenzaldeido: preparados no Laboratério de Fitoquimica
(BARBOSA et al, 2003).

4.3 Equipamentos

— Foram utilizados os seguintes equipamentos do Laboratério de
Fitoquimica — UFPA: balanca analitica Bioprecisa FA2104N; espectrofotdmetro
de UV-VIS - Spectrum SP 2000 UV; sistema para Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia Merck Hitachi LaChrom®D-7000; ultrason Quimis Modelo Q-
335D;

— Foram utilizados os seguintes equipamentos do Laboratério de
Farmacotécnica - UFPA: agitador de peneiras para analise granulométrica

eletromagnético-Bertel; balanca analitica Gehaka BK 500.
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— Foram utilizados o0s seguintes equipamentos do Laboratério de
Farmacognosia - UEM: bomba Water Associates Chromatography 01757,
Centrifuga Excelsa 2. Modelo 205 N FANEN Ltda; Liofilizador CHRIST Alpha 1-
4 LD.

— Foram utilizados os seguintes equipamentos do Laboratério de
Toxicologia - UFPA: Medidor de pH PHTEK. Modelo PHs-EB.

5. METODOS

5.1 Preparacéao da Droga vegetal

O material vegetal coletado foi selecionado e devidamente limpo, para
eliminar eventuais contaminantes. Este material foi pesado em balanca de
precisdo e posteriormente reduzido a fragmentos menores (dimensdes
variaveis entre 2 a 4 cm) com auxilio de uma tesoura. Em seguida, o material
foi levado a uma estufa com circulacdo forcada de ar a 40°C, sendo que o
periodo de secagem foi estabelecido com base no monitoramento do peso de
uma amostra mantida nas dadas condi¢des, por meio de repetidas pesagem.
Concluida a secagem em 48 horas, todo o material foi novamente pesado.

A droga vegetal foi obtida por moagem em moinho de facas e houve
uma nova pesagem para verificar a perda de material no processo. Apos a
secagem e trituracdo do material, a droga vegetal foi armazenada em um

recipiente de vidro tarado, previamente esterilizado e mantido fechado.

5.2 PreparacOes do Extrato e das FracOes

A obtencdo do extrato etandlico bruto foi realizada por percolacdo
segundo a Farmacopéia Brasileira | (SILVA, 1926) mediante fluxo continuo de
XXX gotas de etanol 92,8° GL por minuto.

O periodo de percolacdo foi monitorado pela avaliacdo do residuo
seco. Este monitoramento foi baseado na Farmacopéia Portuguesa VIl (2002)
sendo as aliquotas recolhidas diariamente. O extrato em solucdo foi
concentrado em evaporador rotativo a baixa pressdo e mantido em estufa a

50°C até total secura.
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As fracbes foram preparadas a partir de uma solucdo do extrato em
metanol/agua (1:1), transferida para um funil de decantag&o. Aliquotas de 100
mL de hexano, cloroférmio e acetato de etila foram utilizadas em seqiiéncia
para o fracionamento por particdo liquido — liquido (I). Foram obtidas as
seguintes fracdes: hexanica (FH - ), cloroférmica (FC - ), acetato de etila (FA -
) e fragéo residual (FR - 1), ver esquema 1.

A fracdo acetato de etila (FA - 1) seca foi entdo suspensa em acetona e
esta suspenséo foi centrifugada e filtrada a baixa pressdo. Este procedimento
foi repetido sucessivamente obtendo-se uma subfracdo acetona (FAct - II). O
residuo sélido formado foi submetido ao mesmo processo com acetato de etila
e, posteriormente, metanol obtendo-se subfragcbes acetato de etila (FA — II) e
metandlica (FM - 1), respectivamente. O produto obtido ao final destas
extracbes foi um residuo sélido amarelo (RS - Il). Todas as fracbes e
subfracdes foram concentradas em evaporador rotativo a baixa pressao, ver

esquema 2.

Material Vegetal Fresco >

Exsicata

_ Coleta, limpeza, pesagem, secagem,;

Material Veaetal Seco

l _ Pesagem, trituracdo, tamisacéo, pesagem,;

Droaa Veoetal Pulverizada

l __ Armazenagem, extracao (percolacdo), filtracdo a vacuo, concentracao, secagem

Extrato Etanolico Bruto

_ Particao liquido-liquido

Fracao Hexanica (FH - 1)

Fracéo Cloroformica (FC - I)

Fracdo Acetato de etila (FA - 1)

Fracdo Residual (FR - 1)

;V vy l" A vVYy YVY VL

Abordagem Analise Atividade Andlise
Fitoquimica || por CCD || Biol6aica || por CLAE

T— MPLC v 4 _T
Fracao (8es) ativa (S)

Esquema 1: Representacdo esquematica dos procedimentos adotados para

preparacao de extratos e fracoes.

31



FA -1(600 ma)

RS1 FAct (293 q)

RS2 FA -1

RS -l FM - 11 (257,9 mq)

Esquema 2 : Representacao esquematica do fracionamento da Fracdo acetato

de etila.
5.3 Controle de Qualidade da Droga e do extrato
5.3.1 Teor de Cinzas Totais da droga

A quantidade de substancias residuais ndo-volateis no processo de
incineracdo é determinada pelo teor de cinzas. Utilizando-se os pesos da droga
vegetal antes e depois da incineracdo obtém um valor que é utilizado para o
calculo da percentagem de cinzas em relacao a droga seca ao ar (Farmacopéia
Brasileira 1V,1988).

5.3.2 Anélise Granulométrica

A determinagdo granulométrica de pdés de drogas vegetais é feita pela
pesagem das massas de uma aliqguota de droga apds tamisacdo sucessiva
sobre tamises de malhas decrescentes (2,00mm, 1,40mm, 710um, 355um,
250pm, 180pum, 125um), sob uma intensidade de vibracdo correspondente ao
nivel 7 do equipamento utilizado, por um periodo de 30 minutos (Farmacopéia
Brasileira 1V, 1988).

5.3.3 Doseamento de Flavonoides Totais

O procedimento usado esta baseado na metodologia desenvolvida e
validada por Silva (1999). Inicialmente uma aliquota de 500mg do EEB é

extraida com metanol, grau HPLC, em banho-maria e sob refluxo por 30
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minutos. A solucdo metandlica e, entdo, filtrada para um baldo volumétrico de
50mL e completando-se o volume com o mesmo liquido extrator.

Uma aliquota de 10mL da solucdo metandlica é transferida para um
tubo de centrifuga, ao qual se adiciona cloroférmio e agua deionizada. Apés a
homogeneizagéo, a mistura € centrifugada por 2 minutos a 3000 RPM para a
completa separacdo das fases. Em seguida, retira-se uma aliquota da fase
hidrometandlica, transferindo-a para um baldo volumétrico de 25mL, ao qual se
adicionam acido aceético glacial, solucdo de piridina/metanol (2:8) e solucéo
metandlica de cloreto de aluminio, completa-se o volume com agua deionizada.

A leitura da absorvancia da solucdo é realizada a 420nm em
espectrofotdmetro, apds 15 minutos de repouso, sendo o branco 0s mesmos
solventes e nas mesmas concentracdes utilizadas na preparacdo da amostra.
A curva de calibracéo utilizada foi a relatada por Silva, 1999.

As andlises em triplicata forneceram dados de concentracdes

calculadas pela equacao:

c.  AxfD
A% x m

1cm

Onde: C: concentracdo de flavonoides totais expressos em gramas de
rutina por 100 g de solugcdo extrativa (g%); A: média das trés leituras de
absorvancia; FD: fator de diluicdo igual a 200; m: massa da solugéo extrativa;

A *,..: absorvancia especifica do complexo rutina-cloreto de aluminio.

5.3.4 Andlise quantitativa das substancias isoladas no extrato etandlico bruto
(EEB) por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com deteccdo por Arranjo
de Diodos (CLAE/UV-DAD).

A validacdo do método foi realizada com objetivo de garantir a

confiabilidade e seguranca dos resultados obtidos (ANVISA, 2003). As

condi¢cBes cromatograficas estéo representadas nas tabelas 1 e 2.
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Tabela 1: Parametros cromatograficos utilizados para analise das amostras de

Jatropha gossypiifolia.

PARAMETROS CONDICOES

Deteccéo UV (A =280 nm)

Fluxo 0,8mL/min.

Coluna Agilent LiChrospher® 100, RP18 (5 pm) e 250 x 3,0 mm.
Fase movel Ver tabela 3

Volume de injecao 20 pL
Temperatura do forno 26 °C (+ ou - 1°C).

Tabela 2: Programacéo da fase moével utilizada na analise cromatografica por

CLAE.
Tempo

0 mim 100 0 0
5 mim 85 15 0
25 mim 75 25 0
40 mim 75 25 0
47 mim 0 0 100

Nesta analise utilizaram-se solucbes metandlicas do EEB na
concentracdo de 6 mg/mL e das substancias individualizadas 1000 pg/mL
(solucao estoque), 800 pg/mL, 750 pyg/mL, 600 pg/mL, 500 pg/mL, 400 pg/mL,
250 pg/mL e 200 pg/mL. As solucdes foram filtradas sobre membrana de
Milipore® 0,45 pm e o volume de injecdo na coluna foi de 20 L.

Seletividade de um método analitico € a capacidade em detectar
exatamente um dado composto na presenga de outros componentes, tais
como, impurezas, produtos de degradagdo e componentes da matriz (BRASIL,
2003). A avaliacdo da seletividade do método é feita pela identificacdo das
substancias detectada no extrato por comparacao dos tempos de retencéo dos
picos da substancia isoladas com aquele da mesma na matriz, comparacao
entre espectros da substancia isolada com o espectro do composto na amostra
instigada.

A linearidade do método € avaliada empregando-se cinco
concentracfes das substancias isoladas. Cada concentracdo € analisada em
quintuplicata no cromatografo, em volume de 20 puL. As médias das areas dos
picos de cada uma das amostras (substancias) foram lancadas no eixo das
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ordenadas e as respectivas concentracdes nas abscissas. A equacdo da reta é
obtida pelo método dos minimos quadrados e expressa por y= a + bx, onde o
coeficiente angular (a) é a inclinacdo da reta em relacdo aos eixos e 0
coeficiente linear (b) é a intersecédo da reta com o eixo y. Ja a faixa linear de
trabalho foi determinada por intermédio do coeficiente de correlacdo de
Pearson (r) (BRASIL, 2003).

5.4 Andlise Fitoquimica do Extrato e das Fracdes

O extrato e as fracdes foram submetidos a abordagem fitoquimica com
finalidade de investigar a composi¢cao quimica dessas amostras. Estes testes
foram realizados em triplicata e obedeceram as condi¢cbes estabelecidas no
Manual para Analise Fitoquimica e Cromatografica de Extratos Vegetais
(BARBOSA et al, 2003).

5.5 Andlise Cromatogréfica do Extrato e das Fracdes
5.5.1 Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

O extrato e as fragOes obtidas foram analisados por CCD, inicialmente,
sobre cromatoplacas manufaturadas e, posteriormente, sobre placas
padronizadas marca Merck® com dimensdes de 10 cm x 10 cm, tendo como
fase estacionéria gel de silica de fase normal, ativadas a 105°C por 30 minutos.
As amostras foram preparadas na concentracdo de 5 mg/mL para o extrato e
suas fracoes, e 1Img/mL para substancias isoladas sendo todas dissolvidas em
metanol exceto FH e FC dissolvidos em cloroformio.

O eluente acetato de etila/acido férmico/acido acético glacial/agua
(100:11:11:26), indicado para separacdo de flavonoides (WAGNER, 2001), foi
utilizado na analise cromatografica de extratos e fracdes. Apds a eluicdo, os
cromatogramas obtidos foram observados sob luz ultravioleta nos
comprimentos de onda de 254 nm e 365 nm e, posteriormente, revelados com
uma solucéo de cloreto férrico a 1% evidenciando os flavondides presentes nas

amostras.
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Outros cromatogramas foram desenvolvidos com 0s mesmos sistemas
cromatograficos e foram utilizados para bioautografia tendo como revelador
uma solucdo metandlica de DPPH® a 0,01% (VUORELA, 2003; WANG, 2008).

5.5.2 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

Para esta andlise, o EEB foi preparado na concentracdo de 5 mg/mL e
a FA, na concentracdo de 5 mg/mL, dissolvidos em metanol grau HPLC e
posteriormente filtradas em filtro Millipore 0,45 pm.

Aliquotas de 20 pL do EEB e da FA foram manualmente injetadas, em
analises distintas, no sistema cromatografico a fim de definir os perfis da
composicdo de cada amostra. O sistema cromatografico era composto de
coluna LiChrospher® 100 HPLC Cartridge 250-3 com gel de silica RP-18 (5um)
como fase estacionaria e a temperatura do forno foi estabilizada em 26°C, para
deteccdo utilizou-se um arranjo de diodos modelo L-7455 Lachrom marca
Merck Hitachi. O eluente bombeado por um dispositivo de duplo estagio dotado
de quatro canais para solventes. A programac¢ao de eluentes utilizada nesta
andlise esta expressa na tabela 2, ver 5.3.4. A andlise quantitativa das
substéancias isoladas do extrato etandlico bruto (EEB) foi realizada utilizando-se

0 mesmo sistema anteriormente descrito.

5.5.3 Cromatografia liquida a média pressao (CLMP)

No processo de separagcdao do EEB empregou-se cromatografia a
media pressdo em coluna de vidro 45 cm — 2 cm, preenchida com silica RP-18
e submetida a um fluxo continuo de 5mL/min. Amostras foram solubilizadas em
metanol HPLC e injetadas manualmente com auxilio de seringas de vidro.

A fase movel utilizada no tratamento das Fr Act - Il e Fr Ac10 — Il teve
variagdes nas proporgdes dos componentes em ordem decrescentes de

polaridade (ver tabelas 3 e 4).
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Tabela 3: Composicdo da fase movel utilizada na Cromatografia liquida a
média pressao (CLMP) de Fracdo acetona - Il (FAct — II).
H,O MeOH EtOH AcOEt VOLUME DE ELUENTE (mL)

70 30 - - 100
60 40 - - 100
50 50 - - 100
- 100 - - 100
. 90 10 - 50
- 80 20 - 50
. 70 30 - 50
- 60 40 - 50
. 50 50 - 50
- 40 60 - 50
. 30 70 - 50
- 20 80 - 50
. 10 90 - 50
- - 100 - 50
. - 90 10 50
- - 80 20 50
. - 70 30 100
- - 60 40 100
- - 50 50 150

Tabela 4: Composicdo da fase movel utilizada na Cromatografia liquida a
meédia pressdo (CLMP) de Fr Ac10 — II.

H,O MeOH EtOH VOLUME DE ELUENTE (mL)

60 40 - 100
50 50 - 100
- 100 - 100
. 90 10 100
. 80 20 100
- 70 30 50

O esquema 3 representa os fracionamentos realizados segundo o
sistema cromatografico descrito acima, como também a denominacédo das

fracGes apds agrupamento destas.
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[ FA-I (600 mg) ]

[ RS1 ] FAct (293 mg)
( R:SZ ] | FA -l ] —{  FrAc1-1
( RS - II ] (FM—1i(257,99) ] —{  FrAc2-1
—{ FrA-ll ) —{  FrAc3-II
—{ Fr Al ] H  FrAcsa-u |
—{ Fr A2 ] M FrAcs -0 )
—{ Fr A3 ] M FrAce-u )
—{ Fr A4 ] —__FrAacz - )
—{ Fr A5 ] HH  FrAcs -1 ]
—{ Fr A6 ] H  FrAco -1 ]
—{ Fr A7 ] M  FrAcio-n )
—{ FrB -l ] —{  FrSAci-ll |
—{ FrC-1Ii ] —{ FrSAc2 -1l )
—{ FrD -1l ] —{(  FrSAc3 -1l |
—{ FrE—Il ) —{  FrSAc4 -1l |
—{ FrE-ll ) —{  FrSAc5 -1l |
—{ Fr G-Il ) —{  FrSAc6 -1l |
—{ FRH -l ] —{  FrSAc7 -1l )
—{  FrSAc8-Il |
=—{ FrSAcO -1l |
= FrSAc10 -1l |
—{ FrSAcil -Il |
—{ FrSAc12 -1l |
—{ FrSAc13 -1l |
—{  FrAci1-u1 |
—{  FrAc12-1l |
—{ FrAc13-1 |
—{  FrAci4-1 |

Esquema 3: Representacdo esquematica das fracdes agrupamentos apoés

fracionamento.

5.6 Avaliacdo da capacidade Antioxidante

A capacidade antioxidante foi avaliada através da reacdo das fracoes,
dissolvidas em metanol, com o radical livre DPPH®. A reacdo foi acompanhada
pela mudancga de cor e a atividade é avaliada pelo decréscimo da absorvancia

medida em 517 nm, em relacdo ao solvente (BLOIS, 1958).

38



5.7 Avaliagdo microbiologica

Os testes de atividade antimicrobiana foram realizados no Laborat6rio
de Microbiologia Clinica da Faculdade de Farméacia e as amostras biologicas
de processos clinicos de pacientes atendidos no Hospital Bettina Ferro de
Souza e, isolados e identificados em parceria com o Laboratério de
Microbiologia do Departamento de Patologia - CCB - UFPA pela Prof.a Dr.a
Antonia B. R. Vieira. Em resumo, 0S microrganismos apresentam as seguintes
caracteristicas:

_ Staphyloccoccus aureus: Bactéria Gram-positiva, responsavel por
inUmeras e variadas infec¢des e sindromes em humanos e com resisténcia a
varios tipos de antimicrobianos.

Escherichia coli: Bactéria Gram-negativa, agente de infeccdes
gastrintestinais e o principal responsavel por infec¢des urinarias em mulheres.
Apresenta facilidade na aquisicdo e transferéncia de plasmideos de resisténcia
a antimicrobianos.

Pseudomonas aeruginosa: Bactéria Gram-negativa, importante
agente de infeccdes nosocomiais, resistente a uma grande variedade de
antimicrobianos.

_ Candida albicans: Fungo leveduriforme, principal agente de infec¢oes
fungicas oportunistas, principalmente no trato vaginal e oral.

Os testes de suscetibilidade antimicrobiana foram realizados pelo
método de difusdo em agar em disco (BAUER et al 1966; CLSI, 2002; KARTAL
et al 2003) com o seguinte procedimento: foram preparados in6culos do
microrganismo a testar, tomando-se 4 col6nias do isolado, mantidos em agar
Muller-Hinton e diluidas em solucdo salina a 0,85 % até atingir a turbidez
correspondente ao tubo 0,5 da escala de Mac-Farland correspondendo
aproximadamente 1 a 2 x 102 UFC/mL de E. coli ATCC 25922 (CLSI, 2003).

De cada suspensdo de microrganismo foram semeados em triplicata
100 pL com auxilio de um al¢ca de Digralski descartavel, em toda a superficie
do meio agar Muller-Hinton contidos em placas de Petri. Em seguida, foram
adicionados discos de papel filtro quantitativo, de 6 mm de diametro,
impregnados com 10 pL do EEB e das fragdes obtidas (FH-I, FC-1, FA-I e FR-I)
nas concentracbes de 500 mg/mL, 250 mg/mL, 125 mg/mL e 62,5 mg/mL,
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dissolvidos em dimetilsulfoxido (DMSO), discos estes previamente preparados
e deixados na estufa por 24 horas a temperatura de 35 C. Apds este periodo
de incubacé&o das placas foi realizada a leitura dos resultados medindo-se, em
milimetros, o halo formado ao redor dos discos contendo os extratos. Foi
considerado como resultado final de cada extrato a meédia das trés medidas e
como suscetivel halo igual ou acima de 9 mm de didmetro (medida do disco
com extrato). O DMSO foi utilizado como controle negativo.

6. RESULTADOS E DISCUSSAO
6.1 Rendimentos

O rendimento de uma extracdo ou de um fracionamento é calculado a
partir da relacdo percentual entre a massa de material vegetal utilizada no
processo e a massa do extraido seco, obtida apds a secagem em estufa. Este
calculo pode ser realizado através de uma regra de trés simples. Dessa forma,
partindo-se de 195,25 g de droga vegetal, com teor de 78% de agua evaporada
do material vegetal fresco, foram obtidos 30,789 de EEB, rendimento de
15,76% em relacéo a droga vegetal.

O rendimento da particdo liquido - liquido, partindo-se de 22,669, de
EEB, foi de 3,69 (15,90%) em FA-lI e de 10,319 (45,48%) em FR-I conforme
demonstrado no esquema 4 de onde se deduz que 61,38% da amostra do EEB
sdo soluveis em solventes mais polares, indicando que grande parte dos
constituintes presentes neste extrato apresenta maior polaridade
consequentemente maior solubilidade nesse tipo de solvente. Neste

fracionamento, 2,23 % de EEB foram perdidos no processo.

EEB (22,660)
[
[ [ [ |
FH-I FC-I FA—| FR-I

6,279 (27,68%) 1,979 (8,71%) || 3,609 (15,90%) | | 10,31g (45,48%)

Esquema 4: Rendimento em grama e em percentagem da Particao liquido —

liquido.
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6.2 Determinacdo de Parametros para Controle de Qua lidade de material

vegetal e extrato.

6.2.1 Teor de Cinzas Totais

Teste realizado segundo a Farmacopéia Brasileira IV, realizado em
triplicata, em que o teor médio de cinzas totais obtido foi de 7,13%. Nao
existem dados referenciais para avaliar o teor de cinzas totais obtido para a

espécie.

6.2.2 Anéalise Granulométrica

O Teste realizado segundo Farmacopéia Brasileira IV forneceu como
resultado 95,5% da amostra retida pelo tamis de abertura de malha 1,70 mm,

caracterizando a amostra como pé grosso.

6.2.3 Abordagem Fitoquimica

Na abordagem fitoquimica foi evidenciada a presenca de
sesquiterpenolactonas e outras lactonas, e depsidios e depsidonas em todas
as amostras analisadas.

Os flavondides e taninos catéquicos estdo presentes no EEB e em FC-
I, FA-l e FR-l, a presenca de flavondides na fracdo cloroférmica pode ser
devido a existéncia de flavonoides nao glicosilados (agliconas). No mesmo
sentido, compostos derivados de unidades de flavan-3-ol e flavan-3,4-diol
(aglicona), como os taninos, podem estar presentes em fragcdes obtidas com
solventes de menor polaridade.

Esterdides e triterpenoides encontrados no EEB e nas FH-1 e FC-1. A
caracteristica lipofilica do alcool etilico confere a ele a capacidade de extrair
compostos de menor polaridade.

Acucares redutores foram encontrados no EEB e na FR-l, a fragédo
residual (hidrometandlica) foi obtida devido a baixa solubilidade de alguns
compostos em solvente de menor polaridade logo esta fracdo esta constituida

de substancias como acucares, glicosideos, etc.

41



Os azulenos foram encontrados nas FH-l e FC-l bem como
carotenodides encontrados no EEB e também na FH-I, devido a boa solubilidade
destes metabdlitos em solventes de baixa polaridade possibilitando sua

extracdo (Tabela 5).

Tabela 5: Resultados da abordagem fitoquimica.

CLASSE DE METABOLITO EEB FR FA FC FH
Saponina + + - + -
AcuUcares redutores + + - - -

Polissacarideos - - - R R
Proteinas e aminoacidos - - - - -

Taninos + + + + -
Flavonoides + + + + -
Glicosideos cardiacos - - - - -
Catequinas - - - - -
Derivados de Benzoquinonas, Fenantraquinonas e - - - - -
Naftoquinonas

Sesquiterpenolactonas e outras lactonas + + + + +
Esterdides e Triterpendides + - - + +
Azulenos - - - + +
Carotendides + - - - +
Depsidios e depsidonas + + + + +

Cumarinas - - - - -
Antraquinonas - - - - -
Bouchardat - - - - -
Alcaloides Dragendorff - - - - -
Mayer - - - - -
Purinas - - - - -

6.2.4 Analise Cromatografia por Cromatografia em Camada Delgada (CCD) do
extrato e das fracoes

As analises dos extratos por CCD foram feitas utilizando-se
cromatoplacas padronizadas de gel de silica de fase normal com acetato de
etila/acido férmico/acido acético glacial/agua (100:11:11:26), como eluente
(WAGNER, 2001). Os cromatogramas obtidos mostraram zonas
cromatograficas de fator de retencao (Fr) 0,65, 0,72 e 0,77 presentes no EEB,
FA-l e FR-l ao serem observados sob luz UV a 254 nm também foram
detectadas zonas de Fr 0,72 e 0,77 no RS-Il (Figura 6). Neste sistema
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cromatografico Jgl e Jg2 apresentam Fr 0,65 e 0,72. Todas as zonas
cromatograficas citadas apresentam sensibilidade a solucdo alcodlica de FeCls
(Figura 7).

Em outra cromatoplaca e com o mesmo sistema cromatografico, foi
aspergida solugdo metandlica de DPPH’ a 0,04%, e ao ser observado sob luz
UV de comprimento de onda 365nm foi possivel visualizar zonas
cromatograficas de coloracao laranja e Fr 0,77 (Figura 8).

A separacdo cromatografica diferenciada entre as fragcdes indicou que
a FA e FR estdo desprovidas, em quantidade significativa, de substancia de
baixa polaridade demonstrando a eficiéncia do processo de particdo liquido —

liquido.

Fr.: 0,77
Fr: 0,72 Fr: 0,72

Fr: 0,65

FH-1 FC-l EEB-I FA-I

Figura 6: Cromatograma em fase normal das amostras fracdo hexanica (FH-I),
fracdo cloroférmica (FC-I), extrato etanodlico bruto (EEB-I), fragdo acetato de
etila (FA-l), fracéo residual (FR-1), Jg 1, Jg 2 e residuo sdlido (RS -II) (acetato
de etila/acido férmico/acido acético glacial/dgua - 100:11:11:26); observado sob
luz UV a 254nm.
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Figura 7. Cromatograma em fase normal das amostras fracdo hexanica (FH-I),
fracdo Cloroformica (FC-I), extrato etandlico bruto (EEB-I), fracdo acetato de
etila (FA-1), fracdo residual (FR-1), Jg 1, Jg 2 e residuo solido (RS -Il) —
(acetato de etila/acido férmico/acido acético glacial/agua - 100:11:11:26;
revelado com FeCL3 a 1%).

Fr: 0,77

FH.l EC. FFRJ FAd ER-l Jgl Jg2 RS-

Figura 8 : Cromatograma em fase normal das amostras fracdo hexanica (FH-I),
fracdo Cloroformica (FC-I), extrato etandlico bruto (EEB-I), fracdo acetato de
etila (FA-1), fracdo residual (FR-1), Jg 1, Jg 2 e residuo sélido (RS —Il) —
(acetato de etila/acido férmico/acido acético glacial/agua (100:11:11:26), placa
padronizada de fase normal, revelado com solugcdo metandlica de DPPHe e
observado sob luz UV a 365nm.
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6.2.5 Andlise Cromatografia por Cromatografia liquida de alta eficiéncia do

extrato e das fracoes

Andalise do EEB e das fragcbes FH-1, FC-I, FA-l e FR-l1 por CLAE
segundo o sistema cromatografico proposto, apresentou cromatograma para
EEB com trés picos significativos, com os seguintes valores médios de tr: 13,24
min, 15,02 min e 16,00 min (Figura 9). Esses picos apresentam espectros no
ultravioleta caracteristicos de flavonéides. No cromatograma de FA-I (Figura
10) tem-se como destaque os picos de tr 13,36min, 15,05min e 16,08min. Nos
cromatogramas das FH-1 e a FC-I foram registrados sinais em 13, 15 e 16
minutos porem de baixa intensidade. Todas as andlises foram registradas a
280 nm.

Os valores médios de tr 13,24 min, 15,02 min e 16,00 min presente no
cromatograma do EEB e os tr 13,36min, 15,05min e 16,08min da FA-I
apresentam-se muito semelhantes tanto em funcdo do tempo de retencéo

guanto aos espectros de UV.
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Figura 9: Cromatograma de CLAE do EEB registrado a 280 nm, observa-se
tempo de retencdo médio tr 13,24 min; 15,02 min e 16,00 min. Espectros
correspondentes para todos os tr 13,24min (a), 15,02min (b) e 16,00min (c).
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Figura 10: Cromatograma de CLAE do FA-I registrado a 280 nm, observa-se
tempo de retencdo meédio tr 13,36min, 15,05min e 16,08min. Espectros

correspondentes para todos os tr 13,36min (a), 15,05min (b) e 16,08min (c).

6.2.6 Doseamento de Flavonoides Totais

A analise espectrométrica do extrato, realizada a 420nm, em triplicata,
forneceu em cada experimento os seguintes valores de absorvancia: 0,867,
0,883 e 0,872; respectivamente. O valor médio das absorvancias — A: 0,874 —
foi utilizado para o célculo da concentracdo de flavondides totais, a qual deve

ser expressa em gramas de rutina por 100 g de solucéo extrativa. O célculo da
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concentracdo de flavondides totais presentes no extrato encontrado foi de
2,0363g / 100 g de solucao extrativa. O teor encontrado a partir da amostra
utilizada do EEB foi de 2,04%.

6.2.7 Analise quantitativa das substancias isoladas no extrato etandélico bruto

por cromatografia liquida de alta eficiéncia.

A seletividade do método esta baseada no tempo de retencdo médio e
na correlacdo de espectro de UV. Os cromatogramas de Jgl (Figura 11) e Jg2
(Figura 12) apresentam pico com tr médio de 13,36 minutos e 16,00 minutos
respectivamente, e para evidenciar a presenca destes no EEB realizou-se
correlacdo reversa de espectros armazenados na biblioteca do cromatégrafo
(pesquisa o0 espectro de uma substancia presente na amostra que apresente
maior correlagdo com o espectro armazenado na biblioteca).

O espectro de Jgl apresenta maior fator de correlacdo com o pico de tr
13,24 presente no cromatograma de EB, com valor de 0,9962; enquanto que o
espectro relativo a Jg2 apresenta fator de correlacéo de 0,9915 com pico de tr
16,00. Consideram-se elevados fator de correlagao valores acima de 0,9500. O
tempo de retencdo e espectros indicam presenca de Jgl e Jg2 no extrato e

nesta fracao.
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Figura 11: Cromatograma do Jg 1 registrado a 280 nm, observa-se o
primeiro pico a tr 13,36 min (A: 218,6nm; 266,6nm; 349nm).
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Figura 12: Cromatograma do Jg 2 registrado a 280 nm, observa-se o primeiro
pico a tr 16,09 min. (A\:214,8; 268,8; 336,1).

A linearidade do método representada pelas equacdes da reta e dos
coeficientes de correlacdo de Pearson (r) para a Jgl e Jg2 que estédo
expressos nas figuras 13 e 14, respectivamente. A medias das areas obtidas
frente as diversas concentracfes estdo apresentadas na tabela 6 e tabela 7.
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Figura 13: Linearidade do método para Jgl.
Tabela 6: Média das areas dos picos cromatogréficos usadas na construcédo da
reta de Linearidade do método para Jg1.

Concentracdes de n Média das areas
Jgl (pg/mL)
1000 5 17123341
750 5 11737694
600 5 8016241
500 5 7858502
400 5 5878518
250 5 3700291
200 5 2839710
25000000
L ]
20000000+ -
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- -f )
,;—"'
15000000+ e
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- d-’ ) '
10000000+ e
|
o r=0.9973
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Figura 14: Linearidade de Jg2.
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Tabela 7: Média das areas dos picos cromatograficos usadas na construcao da

reta de Linearidade do método para Jg2.

Concentragfes de Jg2 ( pg/mL) N  Média das areas
1000 5 21969746
750 5 16003317
600 5 12049366
500 5 10459738
400 5 7939523
250 5 5420959
200 5 4489566

n= numero de determinacdes

As curvas analiticas, com as respectivas médias das areas obtidas
frente as diferentes concentragbes das substancias Jgl e Jg2 estdo
apresentadas nas Tabelas 8 e 9. As areas de Jgl e Jg2 no EEB tiveram média,
respectivamente, de 5.120.066 e 8.574.329,9 e o intervalo estabelecido foi de
200 pg/mL a 600 pg/mL.

Tabela 8: Concentragdes utilizadas e areas obtidas para realizagdo da Curva

de calibracao para Jg1.

Jg 1 (ug/mL) N Relacédo das areas

750 5 11737694
500 5 7858502
400 5 5878518
250 5 3700291
200 5 2839710

n= numero de determinacdes
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Tabela 9: Concentracdes utilizadas e areas obtidas para realizacdo da Curva

de calibracao para Jg2.

Jg 2 (ug/mL) N Relacado das areas

750 5 16003317
500 5 10459738
400 5 7939523
250 5 5420959
200 5 4489566

n= numero de determinacdes

As equacbes da reta e o coeficientes de correlacdo de Pearson (r),

para a Jgl e Jg2 estéo representadas nas Figura 15 e 16.
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Figura 15: Curva de calibragao para Jg1.
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Figura 16: Curva de calibragdo para Jg2.

A estimativa das concentracdes de Jgl e de Jg2 foi calculada utilizando
as respectivas equacdes de reta da curva de calibragdo e médias de suas
areas observadas na analise cromatografica do EEB. O resultado encontrado
foi de 340,91 pg/mL para Jgl e de 406,26 ug/mL para Jg2.

6.3 Isolamento de Jgl e Jg2

Para isolamento de Jgl e Jg2 foi utilizada a cromatografia liquida de
meédia pressao (CLMP). Uma aliquota de 200,1 mg da fracdo acetona - Il (FAct
- Il) forneceu 270 subfracdes, agrupadas segundo monitoramento por CCD em
14 fragbes mostradas na Tabela 10 com respectivas massas.

Em outro fracionamento por CLMP da fracdo Acl0 — II foram obtidas
110 subfracdes, agrupadas segundo monitoramento por CCD em 13 fragdes.
As subfracdes SAcl-lIl e SAc3-Il foram posteriormente denominadas de Jgl e

Jg2, respectivamente (Tabela 11).
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Tabela 10: Massas obtidas na Cromatografia liquida a média pressao (CLMP)

de Fracao acetona (Fr Act — II).

FracOes obtidas  Fracdes Reunidas Massas obtidas

1-2 Acl -l 2,8 mg
3-4 Ac2 -1l 8,9 mg
5-6 Ac3 -l 1,0 mg
7-42 Ac4 -1l 3,9 mg
43-80 Ac5 -l 6,9 mg
81-95 Ac6 — I 27,6 mg
96-101 Ac7 — I 5,7 mg
102-114 Ac8 — I 24,5 mg
115-119 Ac9 -1l 18,4 mg
120-155 Acl10 -1l 72,4 mg
156-172 Acll -1l 2,1 mg
173-210 Acl2 -1l 12,2 mg
211-230 Acl3 -1l 1,2 mg
231-270 Acl4 — I 2,7 mg

Tabela 11: Massas obtidas na Cromatografia liquida a média pressédo (CLMP)
de Fr Ac10 - II.

FracOes obtidas  FragOes Reunidas Massas obtidas

1-14 SAcl - I 6,8 mg
15-20 SAc2 -l 2,2 mg
21-24 SAc3 - I 2,9 mg
25-28 SAc4 - I 2,4 mg
29-32 SAc5 - I 1,2 mg
33-38 SACc6 — Il 29,3 mg
39-44 SAc7 -l 7,6 mg
45-52 SAc8 -l 1,8 mg
53-64 SAc9 -l 4,7 mg
65-71 SAc10 - I 5,4 mg
72-74 SAcll -1l 1,3 mg
75-79 SAcl2 -1l 1,8 mg
80-110 SAcl13 -1l 3,4 mg
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6.4 Avaliacdo da capacidade antioxidante

Dentre as substancias utilizadas para determinar a atividade
antioxidante tem-se a molécula de 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH?®)
caracterizada por ser um radical estavel em virtude da deslocalizacdo espacial
do elétron livre por toda estrutura da molécula na molécula (MOLYNEUX,
2004).

Uma solucdo de DPPH® ao ser misturada com uma substancia que
possa ser doadora de atomos de hidrogénio promove o aumento da forma
reduzida difenilpicrilhidrazina, de coloracdo amarela, sendo observada a
descoloracdo da solucdo. O monitoramento desta reacdo mostra um
decréscimo da absorvancia da solucéo proporcional a atividade antioxidante da
amostra adicionada. Este teste foi realizado em triplicata (MOLYNEUX, 2004).

A avaliagcdo da capacidade sequestradora dos agentes antioxidantes
presente na amostra, frente ao DPPH?®, foi realizada a temperatura ambiente.
Os resultados expressam, através dos graficos abaixo, as relacbes do
decréscimo da absorvancia em fungdo do tempo e inibicdo da atividade do
DPPH?* em funcéo da concentracéo (Figuras 17 a 23).
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Figura 17: Avaliacdo da capacidade antioxidante do extrato etandlico bruto
(EEB): 125pg/mL (-o-), 62.5 pg/mL (-x-), 31.25 pg/mL (—+-), e 15.625 pg/mL
(=0-), 7,8125ug/mL (—e-). Os valores estdo mostrados em absorvancia de
DPPH no eixo das ordenadas e Tempo em minutos nas abscissas.
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Figura 18: Avaliacdo da capacidade antioxidante da fracdo hexanica (FH):
125pg/mL (—o-), 62.5 pg/mL (—x-), 31.25 pg/mL (—+-), e 15.625 pg/mL (—0-),
7,8125ug/mL (—e—). Os valores estdo mostrados em absorvancia de DPPH no
eixo das ordenadas e Tempo em minutos nas abscissas.
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Figura 19: Avaliacdo da capacidade antioxidante da fracdo cloroférmica (FC):
250pg/mL (—o-), 125pg/mL (-o-), 62.5 pg/mL (—x-), 31.25 pg/mL (—+-), e
15.625 pg/mL (—0-), 7,8125ug/mL (—e-). Os valores estdo mostrados em
absorvancia de DPPH no eixo das ordenadas e Tempo em minutos nas
abscissas.
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Figura 20: Avaliacdo da capacidade antioxidante da fracdo acetato de etila:
250pg/mL (—o-), 125pg/mL (-o-), 62.5 pg/mL (—x-), 31.25 pg/mL (—+-), e
15.625 pg/mL (—0-), 7,8125ug/mL (—e-). Os valores estdo mostrados em
absorvancia de DPPH no eixo das ordenadas e Tempo em minutos nas
abscissas.
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Figura 21: Avaliagdo da capacidade antioxidante da fracdo residual: 250ug/mL
(~o-), 125pg/mL (—o-), 62.5 pg/mL (—x-=), 31.25 pyg/mL (—+-), e 15.625 pg/mL
(=0-). Os valores estdo mostrados em absorvancia de DPPH no eixo das
ordenadas e Tempo em minutos nas abscissas.
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Capacidade Antioxidante de Jatropha gossypiifolia, L
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Figura 22: Comparacgdo da capacidade antioxidante do extrato etandlico bruto
e fracdes de J. gossypiifolia na concentragao de 125ug/mL: FH (—A-), FC (—o—
), EEB (—e-), FA (-0-) e FR (—0-). Os valores estdo mostrados em inibicdo da
atividade do DPPH® no eixo das ordenadas e concentracdo em pg/mL nas
abscissas.

As quatro fracOes testadas apresentaram diminuicdo da absorvancia do
DPPH tanto em funcdo do tempo como também, e inversamente com as
concentracdes das amostras (Figuras 18, 19, 20 e 21). Apdés seis minutos, FA -
| teve a menor leitura 0,193 seguida das FR - 1 (0,280), FC -1 (0,658) e FH — |
(0,719). E natural que fracbes obtidas de extracbes com solvente de maior
polaridade agrupe substancias com esta caracteristica, entre estas estdo os
compostos fendlicos, como os flavonoides. No caso destas fracdes, o
cromatograma da FA-Il apresentou sinais cujo espectro é caracteristico de
flavondides, com maior intensidade do que estes vistos na FR-Il. O mesmo é
verificado por CCD, zonas cromatograficas reativas a solucédo etandlica de

cloreto férrico detectaveis somente na fracdo acetato de etila.
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Figura 23: Avaliacdo da capacidade antioxidante do extrato etanolico bruto e
fracbes: FH (-A-), FC (—o-), EEB (—e-), FA (-o-) e FR (—0-). Os valores estao
mostrados em inibicdo da atividade do DPPH® no eixo das ordenadas e
concentracdo em pg/mL nas abscissas.

A menor concentragdo capaz de inibir 50% de DPPH® esta presente na
FA-1l seguida FR-II, FC-Il e FH-II. A FA-II foi a que apresentou maior potencial

antioxidante dentre as frag0es testadas (Figura 23).

6.5 Avaliagdo microbiologica

Foi considerado como resultado final de cada extrato a média das trés
medidas do halo de inibicdo e como resultado positivo, 0 surgimento de halo
igual ou maior que 8 mm de diametro. O DMSO foi utilizado como controle
negativo (Branco).

Nesta avaliagdo, S. aureus e C. albicans mostraram-se sensiveis a
fracdo cloroférmica nas concentracées 500mg/mL e 250mg/mL, e se mostrou
resistentes P. aeruginosa e E. coli frente todas as amostras em todas as
concentracOes (Tabela 12).

Candida sp. mostrou-se sensivel a fracdo acetato de etila em todas as
concentracbes testadas enquanto S. aureus foi resistente nas mesmas
condicOes (Tabela 12).

S. aureus mostrou-se sensivel a fracao residual nas concentracdes de
500mg/mL e 250mg/mL enquanto Candida sp., E. coli e P. aeruginosa foram

resistentes em todas as concentracdes testadas (Tabela 12).
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N&o foi evidenciada sensibilidade dos microorganismos testados a FH

para todas as concentracoes (Tabela 12).

Tabela 12: Antibiograma (Halo de Inibicdo em milimetros):

C (mg/mL)

E.

coli S. aureus

P. aeruginosa

C. albicans

EEB

FH

FC

FA

FR

500
250
125
62,5
500
250
125
62,5
500
250
125
62,5
500
250
125
62,5
500
250
125
62,5

- 8 mm
- 7 mm
- 7 mm
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7. CONCLUSAO

Neste trabalho foram detectados taninos catéquicos, pela primeira vez
na espécie, o que pode estar relacionado com a atividade antimicrobiana
detectada. A presenca dos heterosideos cianogenéticos confirma a taxonomia
do vegetal, como uma Euphorbiaceae.

As andlises do EEB e da FA-I por CCD com sistema acetato de etila/
acido férmico/acido acético/agua na proporgcao (100:11:11:26) proporcionaram
perfis semelhantes onde se observaram zonas coradas pela solugéo de cloreto
férrico a 5%, indicando presenca de compostos fendlicos, sendo possivel
aproveitamento destes como marcador de qualidade da amostra.

Foram isolados dois flavondides e estes designados Jgl e Jg2, a
avaliacdo cromatogréafica de Jgl e Jg2 por CLAE, mostra espectros de UV que
se levam a concluir que séo derivados glicosilados de apigenina (espectro com
maximo de absorvancia em 266nm e 338nm).

As fracdes extraidas com solventes mais polares, fracdo acetato de
etila e fragdo residual, apresentaram maior atividade microbiologica e melhor
potencial antioxidante.

A andlise quantitativa das substancias isoladas presente no extrato
etanadlico bruto por cromatografia liquida de alta eficiéncia esta condizente com
as especificacbes a RDC n° 899 quanto a linearidade e especificidade do
método.

Os resultados deverdo contribuir com informagfes principalmente
relacionadas a parametro de controle de qualidade, tais como estabelecimento
de perfis de separagdo por CCD, utilizacdo de polifendis como marcadores de
controle de qualidade, e teor de destes possiveis marcadores.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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