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RESUMO

Entre os fitoterapicos atualmente estudados, os flavondides ocupam posicdo de
destaque em virtude de seu amplo espectro de atividades terapéuticas ja
demonstradas. Neste trabalho foi possivel a obtencdo de uma fragdo rica em
flavonoides da espécie Camptosema coriaceum Benth, uma Leguminosae. Atraves
da técnica de CLAE-DAD-EM foi possivel o isolamento e identificacdo de 6
flavondides glicosilados. A rutina, um glicosideo bem conhecido foi eleita como
marcadora da fragéo enriquecida em flavondides, esta foi quantificada e seu método
de validacéo foi estabelecido. Os resultados obtidos mostraram que a metodologia
analitica desenvolvida para a quantificacdo da rutina é exata, reprodutivel e linear no
intervalo de concentracdo 8 - 48 pg/mL de rutina (R= 0,99943). No intuito de tornar
esta fracdo enriquecida em flavondides como um produto tecnoldgico, foi realizado a
encapsulacdo das moléculas de rutina em []-ciclodextrina e foram realizados testes
antioxidantes do material encapsulado e do ndo encapsulado, visando avaliar a
eficiéncia do meétodo farmacotécnico. Foi observado que a rutina quando
encapsulada tem sua atividade antioxidante reduzida. Adicionalmente, testes
biologicos de linfoproliferacdo sobre diversas linhagens de carcinoma, foram
realizados com o extrato bruto da espécie C. coriaceum, com a fracdo enriquecida
em flavonodides e com a rutina, sendo o extrato bruto o mais ativo.

Palavras-chave : Nutracéuticos. Flavondides. Cromatografia liquida de alta
eficiéncia. Espectrometria de massas de alta resolugé&o.



ABSTRACT

Among the herbal drugs currently studied flavonoids occupy a prominent position due
to its broad spectrum of therapeutic activities already demonstrated. This work was
possible to obtain a fraction rich in flavonoids species Camptosema coriaceum
Benth, a Leguminosae. Through the technique of HPLC-DAD-MS was possible to
isolate and identify six flavonoid glycosides. Rutin, a glycoside well known was
elected as a marker of flavonoid-enriched fraction, this was quantified and its
validation method was established. The results showed that the analytical
methodology developed for the quantification of rutin is accurate, reproducible and
linear over the concentration range 8-48 mg / ml of rutin (R = 0.99943). In order to
make this flavonoid-enriched fraction as a technological product, was performed the
encapsulation of molecules in B-cyclodextrin rutin and antioxidant tests were made of
the material encapsulated and unencapsulated, to evaluate the efficiency of the
method pharmaceutics. It was observed that when encapsulated rutin has reduced
its antioxidant activity. Additionally, biological tests lymphoproliferation on various
carcinoma cell lines were conducted with the crude extract of the species C.
coriaceum, with the fraction enriched in flavonoids and rutin, being the most active
crude extract.

Keywords : Nutraceuticals. Flavonoids; High performance liquid chromatography.
Mass spectroscopy high resolution.
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1 INTRODUCAO

A manutencdo da saude dos individuos deveria comecar pela prevencédo dos
possiveis males inerentes a eles. Manter um equilibrio constante das taxas de
inUmeras substancias que trazem beneficios a saude é uma boa forma de iniciar
este processo. Sabe-se que noés, seres humanos, necessitamos daingestao diaria de
carboidratos, lipidios, proteinas, vitaminas, sais minerais. @ Contudo, com a
velocidade da vida moderna essas necessidades muitas vezes ndo conseguem ser
supridas através da dieta. Cada vez mais observamos os armarios e refrigeradores

domeésticos vazios e as cadeias de fast-food lotadas.

Alimentacéo saudéavel € tema muito discutido em todo cenario mundial, e que
vém passando por modificacdes, devido ao surgimento de doencas relacionadas a
alimentacdo dos seres humanos. A fim de tornar didatico a forma de manter a saude
a partir do que ingerimos, em 1991 foi elaborado pelo USDA - United States
Departament of Agriculture, um guia de orientagcdo das necessidades alimentares
gue nosso organismo necessita diariamente para sua manutencdo, este guia foi
denominado de “Piramide Alimentar” ou “Piramide dos Alimentos”, figura 1. A
piramide facilita a escolha da combinacdo dos alimentos que devem constar no
menu diério, pois como nenhum alimento possui todos 0s nutrientes necessarios ao
organismo, € preciso equilibrar a quantidade consumida de cada grupo para evitar

excessos ou deficiéncias nutricionais.
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Figura 1 - Piramide dos Alimentos. USDA
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Fonte: United States Departament of Agriculture — USDA (1991).

Entretanto, com desenvolvimento dos estudos acerca de como os alimentos
agem em nosso organismo, em especial a participacdo dos metabdlitos secundarios
e de outras substancias que podem trazer beneficios ao organismo (SCALBERT;
WILLIAMSON, 2000; ULLAH; KHAN, 2008), pesquisadores do Departamento de
Nutricdo da Escola de Saude Publica da renomada Universidade de Harvard — EUA,
liderados pelo pesquisador Walter Willett, defenderam uma revisdo radical das
recomendacdes dietéticas utilizadas nos Estados Unidos (KAUFER-HORWITZ et al.,
2005). Nessa nova estrutura, figura 2, baseada em inumeros estudos sobre
alimentacdo e saude, alguns tipos de alimentos antes considerados os vildes de

gualquer dieta ganharam local de destaque.

Hoje sabe-se que nem todo tipo de gordura compromete a saude do
individuo, muitas delas s&o necessarias como as monoinsaturadas e
poliinsaturadas. Por este motivo 6leos vegetais agora ocupam a base da nova
piramide alimentar, juntamente com os carboidratos integrais. Os demais tipos de
carboidratos que formavam a base da antiga piramide de alimentos, agora estdo no
apice, que em conjunto com as gorduras saturadas constituem o grupo alimentar

gue deve ser consumido em menor quantidade ou até banidos do cardapio diario. O
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mais interessante a ser observado nessa nova estrutura alimentar é a inclusao de
suplementos alimentares, e a ingestdo de vinho com moderacao, devido ao seu alto

teor de polifendis.

Figura 2 -Piramide de Willett
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Fonte: Willett (2001).

Um dos fatores importantes para esta reformulacéo foi a descorberta de que
existem diversas substancias presentes em determinados alimentos que contribuem
positivamente para a melhoria da saude. O licopeno (1), um carotendide presente

em vegetais de coloragdo vermelha, como o tomate e o0 mamé&o, atua como um
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potente antioxidante. No alho (Allium sativum) foram identificadas centenas de
fitoquimicos bioativos, sendo os de maior destaque os compostos sulfurados como a
alicina e aliina, presentes no alho em quantidades trés vezes maiores do que em
outros vegetais também ricos nestes compostos, como a cebola e o brécolis
(FARBMAN, 1993; DORANT, 1995).

N N P S P S N

1

1)

O termo alimento funcional surgiu no Japéao, por volta de 1980, quando o
governo japonés iniciou um programa de reducdo de custos de seguro saude. Para
diminuir as despesas com medicamentos, foi implantado um programa denominado
Foshu (comida para uso especifico de saude, na sigla em inglés), que consistia em
avaliar quais alimentos teriam beneficios comprovados a saude da populacéo,
cumprindo fungbes especificas no organismo (YAMADA et al., 2008). O fenémeno
ndo é isolado e nem aconteceu por acaso, ele estd inserido numa profunda

mudanca de habitos e costumes ao longo dos ultimos vinte anos.

Os alimentos funcionais saoportanto, aqueles produtos que afirmam onde
existe uma relagéo confirmada entre um alimento especifico e a melhoria da saude,
ou que um alimento pode reduzir o risco de uma doenca em particular. No Brasil, o
Ministério da Saude, através da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA),
regulamentou os Alimentos Funcionais através das seguintes resolucdes: ANVISA,
16/99; ANVISA 17/99; ANVISA 18/99; ANVISA 19/99.

Baseado nessa tendéncia é crescente a chegada ao mercado de inumeros
produtos denominados “nutracéuticos”. Os nutracéuticos sao formas farmacéuticas
contendo o principio ativo isolado. S&o comercializados desde os mais comuns
como: calcio, cromo, vitaminas, proteinas; até inUmeros metabdlitos secundarios, a
exemplo os fitosterdis — como o sitosterol (2)—- que possuem propriedades
hipocolesterolémicas devido a competicdo na absorcao intestinal entre os ésteres do
glicerol e o colesterol; e o0s antioxidantes — como o resveratrol (3), um polifenol

extraido da casca da uva.
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“ (2

Um numero expressivo de estudos epidemiolégicos mostra o efeito protetor a
saude do consumo de frutas e hortalicas. Assim, as substancias ativas presentes
nestes alimentos foram alcadas de seu posto de simples metabdlitos a uma classe
de substancias com uma miriade de aplica¢cdes para a manutencdo ou promoc¢ao da
saltde (DANIEL et al., 1999; PARE, 1999).

Portanto provada a eficiéncia do consumo dos alimentos funcionais, qual seria

a melhor forma de ingestdo? Através de alimentos frescos ou de suplementos?

A exemplo, o resveratrol (RSV), onde ja foi constatado que o menu diario,
incluindo a ingestdo de vinho com seguranca, poderia fornecer de 6 - 8 mg de RSV e
numerosos outros fitoquimicos. Em contraste, uma cépsula fornece entre 20 a 500
mg do puro trans-RSV, ou seja entre 3 a 83 vezes 0 que poderia ser oferecido em
uma dieta (CHACHAY et al., 2011).

Todavia, para que um nutracéutico se torne disponivel ao consumo humano,
uma seérie de etapas devem ser cumpridas, desde a busca por sua fonte,
comprovacdo de sua atividade incluindo seguranca, eficacia e auséncia de
toxicidade, e otimizacado de metodologia que garanta a integridade deste suplemento
até seu local de acdo. Grupos de pesquisa no mundo inteiro, tem trabalhado
intensivamente para que cada vez mais produtos desta natureza cheguem para

nosso consumo, de forma pratica e acessivel a todos.
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1.1 Flavonoides como Alimento Funcional

Os beneficios trazidos a saude obtidos com o consumo de frutas e vegetais
sdo muitas vezes atribuidos, em parte, ao seu alto teor de substancias polifendlicas.
O consumo destes polifendis através da dieta muitas vezes supera o consumo de
outros fitoquimicos e vitaminas (MANACH et al., 2004). Entre os polifenbis os
flavondides tem atraido uma atencdo consideravel, pois estudos epidemioldgicos
tem encontrado que ha uma relacdo entre o aumento da ingestao de flavonoides na
dieta e a diminuicdo dos risco de doengas cronicas como certos tipos de cancer e
doencas cardiovasculares (HERTOG et al., 1993; KNEKT et al., 2002; ARTS;
HOLLMAN, 2005). Middleton (1998) em seus estudos acerca dos flavondides, os
considera como modificadores nutricionais naturais de respostas biologicas.
Atualmente séo classificados como compostos bioativos em alimentos, ao lado dos
derivados de acidos fendlicos e hidroxicindmicos, todos compostos fendlicos
(NASSIRI-ASL; SHARIATI-RAD; ZAMANSOLTANI, 2008).

Flavondides sdo metabdlitos secundarios exclusivos de plantas que possuem
importancia impar tanto para o organismo produtor quanto para quem faz uso
dessas substancias. Constituem uma ampla classe de substancias, com mais de
8.000 estruturas identificadas (PIETA, 2000) e possuem uma série de propriedades
farmacoldgicas que os fazem atuar sobre os diversos sistemas bioldgicos.
(HARBONE; WILLIAMS, 2000). Para a planta, a funcdo dos flavondides é a defesa
contra predadores naturais, por isso sao produzidos. Sua estrutura conjugada
oferece protecdo contra raios UV, estando desta forma protegida contra reacdes
fotooxidativas. Uma outra funcdo é a de sinalizar contra predadores naturais
(HARTLEY,1999; SOARES et al., 2000). Condicdes de solo inadequadas, rusticas,
sob estresse, fazem com que as plantas produzam uma maior quantidade destes

compostos fendlicos.

Flavondides, passou a ser o nome generalizado usado para designar classes
de substéncias quimicamente semelhantes, como pode ser observado na figura 3.
As principais caracteristicas deste grupo € a quantidade de hidroxilas fendlicas

presentes em suas moléculas e a presenga de anéis aromaticos conjugados.
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Figura 3 - Classes de substancias fendlicas mais co  muns em plantas
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Fonte: Autora (2012).

Quimicamente estamos falando de polifendis, substancias compostas por um
nacleo comum de fenilcromanona (Cs-C3-Cg),0 nucleo flavilium. O esqueleto basico
dos flavonoides, dois anéis aromaticos conectados por uma ponte de trés atomos de
carbono, figura 4 , resulta de rotas biossintéticas separadas: a do acido chiquimico e
a do acetato via acido mevalbnico. A via do acido chiquimico origina a fenilalanina,
precursor do &cido cinamico, sendo este responsavel pelo anel aromatico B e a
ponte de trés carbonos. O outro anel aromatico, anel A do esqueleto basico dos

flavondides é formado pela rota do acetato (figura 5).

Figura 4 - Esqueleto basico dos flavondides

Fonte: Autora (2012).
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O primeiro flavonoide formado na biossintese € a chalcona e todas as outras
formas sdo derivadas desta através de véarias outras rotas (MARKAN, 1982;
DEWICK, 2001). A chalcona é formada pela condensacédo de 4-cumaroil CoA com
trés moléculas de malonil CoA, através da acdo da chalcona sintase, enzima
limitrofe da sintese de flavondides, pois catalisa a formacdo do esqueleto Cis, €
deste modo a entrada de hidroxicinamatos na biossintese. A ciclizacdo da chalcona
durante a sintese da flavanona é catalisada pela chalcona isomerase encontrada
fortemente complexada com a chalcona sintase. A flavanona é precursora de trés
diferentes classes de flavonoides, isto €; flavonas, isoflavonas e diidroflavonois. Na
formacao das flavonas e flavonois ocorre a introducdo de uma ligacao dupla entre C,
e Cs. Dois passos sao necessarios para esta conversao onde sédo descritas duas
flavonas sintase: flavona sintase | (dioxigenase) e flavona sintase Il (monoxigenase).
A monoxigenase dependente da citocromo P-450, que também catalisa a
epoxidacdo para a formacao das isoflavonas. Os diidroflavondis sdo formados pela
acdo de uma flavanona-3-hidroxilase (DEY; HARBONE, 1997; HELDT, 1997). A
figura 5 indica as reacdes enzimaticas envolvidas na producao de algumas classes

de flavondides.



Figura 5 -Biossintese dos flavondides [E-1: chalcon  a sintase, E-2: chalcona

isomerase, E-3: flavona sintase | (2-hidroxiflavano  na sintase), E-4: flavona

sintase Il (2- hidroxiflanona sintase), E-5: isofla  vona sintase (2-
hidroxiisoflavona sintase), E-6: flavanona-3-hidrox ilase e E-7: flavonol
sintase); (DEWICK, 2001)].
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Fonte: Dewick (2001).
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O valor nutracéutico atribuido a compostos fendlicos e flavonoides, além da
capacidade antioxidante, tem sido altamente considerado na pesquisa em Nutric&o,
ja que os seus alimentos-fonte sdo de baixo custo e comumente consumidos por
populacées de paises em desenvolvimento. Sabe-se que comunidades que estado
em risco nutricional e de saude, devido a inimeros fatores, necessitam de alimentos
gue fornegcam protecdo suplementar no sentido de melhorar as defesas orgéanicas e

prevenir doencas.

As principais classes de flavonéides — flavondis, flavonas, flavanonas,
catequinas, antocianinas, isoflavona, diidroflavonéis, e chalconas — sdo encontradas
principalmente em frutos, legumes, nozes, sementes, ervas, especiarias, caules e
folhas (VAN ACKER et al., 1996), ver tabela 1.

Tabela 1 - Principais classes de substancias fendli  cas

Flavonoides Fontes
representativos Alimentares
Antocianidina Azul, vermelho, Cianidina Frutas de coloracéo
violeta vermelha e roxa e
flores
Flavanol Incolor e amarelo Catequinas, Magéd, cha, cerveja,
epicatequinas, suco de uva, vinho,
procianidina chocolate
Flavanona Incolor e amarelo Hesperidina, Frutas citricas
naringenina
Flavona Amarelo claro Apigenina, luteolina  Cerealis, frutas, flores,
vegetais
Flavonol Amarelo claro Miricetina, quercetina  Cebolas, macés, cha,
e rutina tomate, trigo
sarraceno
Isoflavona Incolor Genisteina, diizeina Soja e derivados

Fonte: Adaptacao de Van Acker et al. (1996).
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Os flavondides sdo encontrados em grandes quantidades na dieta humana.
Os niveis de flavonodides totais e individuais na alimentacdo séo influenciados por
fatores genéticos das espécies vegetais e condicdes ambientais. Fatores naturais
como radiacdo solar, periodos de seca ou chuva, nutrientes e estacdo do ano

influenciam no metabolismo e producéo destas substancias (MACHADO, 2005).

A cinética de absorcdo dos flavondides varia consideravelmente entre os
alimentos devido a heterogeneidade de acucares e outros grupos funcionais ligados
ao nucleo flavona. Os flavondides sao usualmente absorvidos passando pelos
enterdcitos, em seguida sofrem principalmente reacdes de conjugacdo com o acido
glicurénico (glicuronidacdo), também podem sofrer reacdes de sulfatacdo ou
metilacéo, no figado e intestino delgado (HOLLMAN et al., 1995). Ao sofrerem estas
modificacdes os flavondides podem tornar-se metabdlitos mais ativos ou, serem
eliminados caso tornem-se mais polares. O acompanhamento do teor de flavonéides
e de seus metabolitos presentes no plasma humano ja é realizado ha algum tempo
comprovando os mecanismos de absorcao e distribuicdo destes compostos pelo
corpo humano (ERLUND, 2004).

Tabela 2- Estrutura quimica de alguns flavonéides d e ocorréncia natural em plantas

Foérmula estrutural Flavondides Substituicoes

5 6 7 3 a4

Flavanona

Eriodictiol OH H OH OH OH H

Hesperitina OH H OH OH OMe H

Narigenina OH H OH H OH H

Flavanol
o Catequina OXL H O OH OH H
O on Galocatequina OoH H OH OH OH OH

Flavona

Apigenina OH H OH H OH H

Crisina H H OH H 1S3 iss

Luteolina OH H OH OH OH H

Flavonol Canferol on H OH " on 5y
Quercetina OH H OH OH OoOH OH

Miricetina OH H OH OH OH H

Taxifolina OH H OH OH OH H

Isoflavona

Daidazina H H OFH

o
O | Genisteina OH H OH
O Gliciteina OoH OMe OoH
o

Formononetina H H OH H OMe H

I I
Iz

OH

I

OH

I

Fonte: Birt, Hendrisch e Wang (2001).
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A atividade bioldgica dos flavondides e de seus metabdlitos depende de sua
estrutura quimica. Apesar de serem estruturalmente semelhantes, as etapas de
absorcdo e mecanismo de acdo da substéancia podem variar de acordo com as

possiveis formas de substituicoes.

A rutina (4), um flavonol que apresenta um dissacarideo (raminose e glicose)
ligados na posicéao 3 do anel pirano, tem sido objeto de muitos estudos devido a sua

atividade vasculoprotetora.

OH

HO O
OH
OH
OH o}
Quercetina
4

OH

OH o CHs

OH

HO
Rutina
5
) )

Manach e colaboradores em 1997, demostraram que a rutina foi
completamente hidrolisada por glicosidases produzidas pelas enterobactérias dando

origem a quercetina-3-glicosidica e a quercetina, como apresentado na figura 6.
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Figura 6 - Hidrélise da Rutina

Rutina Quercetina 3-glicosideo Quercetina

Fonte: Autora (2012).

ApoOs a hidrdlise dos acucares estas moléculas passam a apresentar maior
afinidade pelas membranasdas células epiteliais e, portanto, sdo melhores
absorvidas (BORKKENHEUSER; SHACKLETON; WINTER, 1987). Entretanto a
Hollman et al. (1995) citam que a quercetina glicosilada (Q3G) é mais bem absorvida
gue a quercetina na forma aglicona devido a Q3G ligar-se a transportadores de
glicose nas células epiteliais. Manach et al. (1997) descrevem que rutina e
quercetina apresentam metabdlitos similares como diosmetina (6), isohamnetina (7)
e tamariximetina (8), apos 24 horas do inicio da dieta contendo 0,2% de quercetina
ou 0,4% de rutina. A rutina tem se destacado em fungdo das suas diversas
atividades farmacolégicas, atua principalmente na melhora dos sintomas de
insuficiéncia dos vasos linfaticos e venosos associados com algumas doencas
hemorrdgicas ou de hipertensdo, por promover a normalizacdo da resisténcia e
permeabilidade da parede vascular. Os efeitos da rutina sdo potencializados
guando associada ao acido ascorbico (PATHAK, D; PATHAK, K; SINGLA, 1991).

Os flavonodides podem modular enzimas do tipo hidroxilases, oxirredutases,
DNA sintetases, RNA polimerases, fosfatases, fosfocinases, oxigenases e
aminoéacido. Ainda assim, o consumo de flavonoides a partir da dieta ndo promove
desequilibrio generalizado no metabolismo, pois seus efeitos se restringem a vias
metabdlicas especificas. Esse grau consideravel de tolerancia a compostos que sao,
quimicamente, substancias reativas, estruturalmente muito préximas a Varios
compostos integrantes da bioquimica dos seres humanos, pode ser explicada, em
parte, por sua pouca solubilidade em agua, o que mantém baixa sua concentracao
fisiologica, a sua meia-vida curta e a compartimentalizacdo organica em 06rgaos e
suas células (HAVSTEEN, 2002).
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Biologicamente, os flavonoides mostram uma variedade de efeitos
farmacoldgicos. Flavonoides da classe isoflavona podem atuar como hormdnios em
vegetais e animais, dada a semelhanca estrutural com o0s estrOgenos naturais,
sendo usado em terapias de reposicdo hormonal em mulheres. (NAGATA, 2001). A
marcante acdo antioxidante dos flavondides é determinada pela presenca de
numerosas hidroxilas em certas posi¢cdes adicionada de uma dupla ligacéo entre os
carbonos das posi¢coes C, e Cs. Este efeito pode ser reduzido, por exemplo, pela
adicdo de moléculas de acucar (hexoses e pentoses) na estrutura hidroxilada do

flavondide.

A principal repercusséo do poder antioxidante dos flavonoides é, sem duvida,
sobre as doencas coronarianas, especialmente aquelas em que o ponto de origem é
a elevacao do colesterol LDL (low density lipoprotein) ou colesterol ruim, visto que
estas proteinas podem ser modificadas por radicais livres. Dessa forma, tornam-se
toxicas para o endotélio dos vasos sanguineos sendo facilmente absorvida por
macrofagos. Todo este processo culmina na formacéo de placas de gorduras, que

denominamos aterosclerose.

Estudos in vitro e in vivo demonstraram que os flavondides inibem essa
modificacdo oxidativa de LDLs pelos macrofagos através de um desses dois

mecanismos: pela inibicdo da hidroxilacdo da LDL ou por oxidacdo preventiva do a-

tocoferol, que esta presente em lipoproteinas (STEINBERG et al., 1989). Estes
mesmos autores sugerem que os radicais livres acentuam a trombogénese pelo
aumento da agregacao plaquetaria. Foi sugerido que os flavondides podem inibir a
atividade das enzimas lipooxigenase e ciclooxigenase — justificando sua ac¢ao anti-
inflamatoria -levando a diminui¢cdo da agregacdo de plaguetas e consequentemente
a reducdo da tendéncia a formacgéo de trombos.

Uma evidencia marcante sobre os efeitos antioxidantes dos compostos
fendlicos, em especial os flavondides do vinho tinto, foi demonstrada por Frankel,
Waterhouse e Teissedre em 1995. Segundo o0s autores, essa acdo protetora
cardiovascular poderia explicar o “paradoxo francés”, um fendbmeno que refere-se a
baixa incidéncia de doencas cardiovasculares observada na populacdo do sul da

Franca, que contrastava com sua dieta rica em gordura saturada. A explicagéo para
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esse paradoxo seria 0 elevado consumo de vinho tinto, visto queesta bebida contém

um alto teor de flavondides.

Outros efeitos incluem: promocéo da vasodilatacao (efeito anti-hipertensivo e
vasotonico), antitumoral, antimicrobiana, hipoglicemiante, antiproliferativa,
vasotonica entre outras (HARBONE; WILLIAMS, 2000; STOBIECKI, 2000; KIM et al.,
2004; SALEM et al., 2011).

Na China, o Ministério da Saude aprovou doses de prépolis, que € um
composto extremamente rico em flavondides e demais compostos fenélicos, para
serem vendidas nos supermercados, com a proposta de prevenir doencas tais como
inflamacé&o, doencas do coracao, diabetes e alguns tipos de cancer (BANSKOTA,;
TEZUKA; KADOTA, 2001). Para garantir a eficacia destas substancias, pesquisas
quimicas, farmacolégicas e clinicas objetivam entender sua bioatividade e
estabelecer critérios para seu controle de qualidade. (CAO; WANG; YUAN, 2004).

Diferentes métodos sdo empregados para andlise de flavondides entre eles
se destacam: meétodos espectrofotométricos, cromatografia em camada delgada
(CCD), cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM),
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE/HPLC) e eletroforese capilar (EC/CE).
Métodos espectrofotométricos baseados em coloracdo de reacbes séo
frequentemente aplicados para avaliar o teor total de flavondides. CCD é muito atil
para uma rapida varredura em uma amostra, antes de analise instrumental mais
detalhada. CG propicia uma excelente resolucdo, mas, necessita de derivacao
prévia da amostra. Eletroforese capilar € um método novo e considerado alternativo
ao HPLC para analise de flavondides; apresenta, algumas vantagens como boa
qualidade de separacdo, rapidez e baixo custo (JIANG et al.,, 2008), mas a
repetibilidade é inferior ao CLAE. Isto faz com que o CLAE utilizando de fase
estacionaria apolar (Cig) Seja a técnica de escolha para analise de desses polifenoéis
(GOMEZ-CARAVACA et al., 2006).

Os métodos hifenados CL-DAD (cromatégrafo liquido acoplado ao detector de
arranjos de diodos) e CL-EM (cromatégrafo liquido acoplado ao detector de massas)
sdo os tradicionalmente escolhidos. Os estudos na maioria das vezes objetiva a

determinacao simultanea de diversos flavondides em uma amostra de forma simples
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e rapida. Aditivamente, o método escolhido deve resguardar o suporte técnico para
gualidade, garantindo sua reprodutibilidade e eficiéncia.

O LC-MS, de fato, representa uma poderosa ferramenta para caracterizacao
de substancias fendlicas presentes em uma matriz, mas € um método de alto custo
e geralmente ndo esta disponivel para a maioria dos laboratérios de pesquisa. Ja o
DAD é muito mais comum e mais barato, providencia informac¢des de confirmacéao
de identidade (classe quimica) do analito e habilita a varredura do espectro, ou seja,
a aquisicdo simultdnea de diversos cromatogramas com comprimentos de onda
diferentes. Dessa forma disponibiliza ao analista informagdes importantes como a

pureza da banda cromatogréfica.

Com relacdo a identificagdo estrutural de flavonoides uma potente ferramenta
tem ganhado espacgo antes s6 ocupado pela ressonancia magnética nuclear (RMN):
0 espectrometro de massas. Atualmente contando com técnicas modernas de
ionizacao de moléculas, e contando com a adicdo de potentes detectotes - tempo de
voo (TOF) e armadilha de ions (lon Trap), podendo obter ions de geracées até MS*°-
a espectrometria de massas tornou possivel a identificacdo estrutural sem a

necessidade de isolamento da substéncia, tipo de analise ndo realizada via RMN.

A andlise de massas com a fragmentagcdo de ions selecionados permite a
identificagdo de fragmentos caracteristicos das estruturas dos flavondides
glicosilados fazendo a elucidacéo de tipo de anel de acucar presente na molécula e
sua posicdo, bem como a identificacdo de flavonas O-glicosiladas aciladas
(FERRERES et al., 2011; PAREJO et al., 2004; TRUCHADO; FERRERES; TOMAS-
BARBERAN, 2011).

Muitos flavondides isolados, testados biologicamente e em seguida
clinicamente, ja alcancaram as prateleiras das farméacias e estdo ao nosso dispor.
Entre eles podemos citar o medicamento de nome Fitoscar , uma pomada obtida a
partir de extrato seco de barbatimdo (Stryphdendron adstrigens), que possui
atividadade cicatrizante € comercializada na concentragdo de 60 mg de extrato bruto
de S. Adstrigens, nos quais encontram-se 30 mg de fendis totais.Outro exemplo é o

medicamento vasculoprotetor extensamente prescrito, Diosmin®,se trata da mistura
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de dois flavondides presentes em frutos citricos, laranja principalmente: diosmina (6)
450 mg e hesperidina 50 mg.

DIOSMINA

6

(4)

A quercetina (4), rutina (5), crisina, apigenina, flavonéides frequentemente
encontrados em espécies vegetais, sdo rotineiramente prescritas em formulacdes
magistrais com indicac6es multiplas: antioxidantes, vasculoprotetor, anti-estrogénico,

dislipidémicos.

Infelizmente, os flavondides ndo podem ser sintetizados biologicamente pelo
corpo humano, sendo nossa dieta a Unica fonte de obtencdo destas importantes
substancias. Nos Ultimos anos o interesse por este tipo de substancia tem
aumentado, promovido por sua visibilidade devido a seus efeitos benéficos a saude.

No entanto, alguns flavonoides ministrados como suplementos, e ndo pelo
consumo alimentar, dependendo da dosagem podem ser mutagénicos in vitro
(SKIBOLA; SMITH, 2000). Por outro lado, em doses fisioldgicas sdo capazes de
modular a atividade de enzimas associadas a ativacdo e detoxificacdo de
carcindgenos, de reduzir o dano oxidativo do DNA e de modular a expressao de
genes relacionados a apoptose, proliferacao celular e angiogénese envolvidos com a
progressao de neoplasias (GRAF; MILBURY; BLUMBERG, 2004).
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1.2  Encapsulacdo de Principios Ativos

Analisando a estrutura quimica dos flavonodides, percebemos a quantidade de
hidroxilas fendélicas presentes e 0 quanto elas séo passiveis de oxidacdo resultando
na perda da integridade dessas moléculas. Em se tratando de preparados contendo
flavonéides, como chas, extratos, podemos dizer que estas moléculas estdo mais
“protegidas”, mas quando a intencdo passa a ser a comercializacdo da substancia
pura, uma questdo a ser levantada € a forma de se obter uma formulacao estavel e

gue conserve a integridade da molécula.

A microencapsulacdo é o processo pelo qual pequenas quantidades de
liquidos, sdlidos ou gases sao cobertos com material que forma uma barreira para o
ambiente ou reacdes quimicas como aquecimento e oxidacdes (FINCH,1993;
GREEBLATT et al., 1993).

Inicialmente a matriz encapsulante mais usada era a lactose, posteriormente
foi sendo substituida pelagoma arabica. Além da goma arabica, outros polimeros
naturais sdo usados como microencapsulantes, sdo eles a goma xantana, agar,
alginato, carragena e amidos (GREBLATT et al., 1993; BERISTAIN, 1995).

Um bom agente encapsulante deve apresentar as seguintes caracteristicas:
estavel em emulsao, higroscopicidade, baixa viscosidade, gosto suave, auséncia de

aroma, baixa toxicidade e baixo custo.

As ciclodextrinas (CDs) apresentam as seguintes vantagens no que diz
respeito a encapsulacdo molecular: podem encapsular grande numero de
compostos, apresentam modificacdes vantajosas nas propriedades fisicas e

guimicas das moléculas encapsuladas e o método utilizado é barato e simples.

Quimicamente as CDs constituem uma classe de excipientes farmacéuticos
compostas por unidades de D-glicopiranose, que unidas pelas ligagbes a(1-4)
originam estruturas ciclicas (figura 7b ). As CDs obtidas com maior rendimento,
conhecidas como naturais, contém seis, sete e oito unidades de glicose, figura 7a,

sendo denominadas de a-ciclodextrina (a-CD), p-ciclodextrina (B-CD) e V-
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ciclodextrina (y-CD) respectivamente, sendo a 3-CD a de maior aplicacédo industrial
(DRUNKLER; FETT; LUIZ, 1999; SA-BARRETO; CUNHA FILHO, 2007.

Figura 7 - (a) estrutura ciclica das ciclodextrinas a, B,y. (b) Esquema das
moléculas de glicopiranose unidas pelas ligagbes 11(1-4)

a-ddodextrina B-ddodextrina y-ddodextrina

CH,OH CH,0H Ha
(b) o o, 0
OH OH OH
o o
OH OH OH

As ciclodextrinas apresentam cavidade hidrofébica de dimensbes médias

Fonte: Autora (2012).

(0,57nm, 0,78 nm, 0,95 nm) e superficie hidrofilica. O nimero de unidades de
glicose determina a dimenséo e o tamanho da cavidade. Compostos hidrofobicos de
cadeias longas formam complexos mais fortes do que compostos hidrofilicos de
cadeias curtas. As moléculas sado encapsuladas de maneira total ou parcial, a
dependerde seus respectivos tamanhos (DRUNKLER; FETT; LUIZ, 1999, SA-
BARRETO; CUNHA FILHO, 2007).

Bellinger et al. (1995) realizaram estudos sobre a toxicidade da ciclodextrina
em ratos e cachorros, durante 52 semanas. Concluiram ser ndo téxica até niveis de

12.500 ppm e 50.000 ppm em ratos e cachorros respectivamente.

A encapsulacdo com ciclodextrinasja esta bem estabelecida, e desempenha
muito bem esse papel protetor. Essa prote¢cdo dada a molécula garante um maior
tempo de prateleira, protegendo essas substancias de reagcdes nédo desejadas como
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fotooxidacdes, hidrélises, como também, e tdo importante quanto, o poder de auxiliar
no processo de liberacdo pos ingestéo, fazendo com que permaneca integra até sua

absorcéo no local desejado.

A industria farmacéutica e a industria de cosméticos utilizam a formacéo de
complexos de CD com o objetivo de melhorar as caracteristicas do produto final
(solubilidade, estabilidade e fotoestabilidade), assim como para facilitar a absorcéo e
liberacdo de principios ativos em seus locais especificos, evitando assim perda dos
ativos no metabolismo fisiolégico. A encapsulacdo de farmacos com CDs ja é
realizada com frequéncia na indastria, a exemplo temos: nimesulida, ciclosporina,
temazepan, dexametasona, além de outros mais. A resisténcia a oxidacdo da
vitamina D3 é notavelmente aumentada ao formar complexo com a CD (RAJEWSKI;
STELLA, 1996; UEKAMA 2004).

Adicionalmente, as CDs também encontram aplicacbes na industria de
alimentos. A exemplo, frutas e vegetais quando cortados, descascados ou
prensados para produzir sucos, frequentemente sofrem reacdo de escurecimento
enzimatico que se reflete na qualidade do alimento. O uso de sulfito tem causado
reacoes alérgicas, e como resultado o FDA - 6rgao regulador americanode alimentos
e medicamentos - tem limitado sua utilizacdo. O escurecimento enzimatico em sucos
de maca, péra e uva branca pode ser inibido com (B-CD. Estudos realizados por
Hicks et al. ( 1996) mostraram que, 1% de [-CD e 0,5% de fosfato adicionados ao
suco de maca inibem completamente o escurecimento por 1 dia na temperatura

ambiente e por 2a 3 semanas a4 °C.

Na quimica analitica as CDs tém encontrado aplicacées em diversos campos,
tanto em técnicas espectroscopicas como em cromatograficas. A formacdo de
complexos de inclusdo com ciclodextrinas origina aumento na seletividade e
sensibilidade do método analitico empregado. Em HPLC, a B-CD tem sido usada
para melhorar a resolugédo e reprodutividade. Em colunas de cromatografia a gas,
CDs séo usadas na fase estacionaria para facilitar as analises rapidase de rotina. No
que diz respeito a separacdo de enantiomeros as CDs sdo usadas como material de

preenchimento de colunas de CG e HPLC.
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1.3 Controle de Qualidade de Espécies Vegetais

A necessidade de se mostrar a qualidade de medi¢cbes quimicas atraves de
sua comparabilidade, rastreabilidade e confiabilidade, estd sendo cada vez mais
reconhecida e exigida. Dados analiticos ndo confiaveis podem conduzir a decisfes
desastrosas e prejuizos financeiros irreparaveis. O controle da qualidade das
matérias primas vegetais torna-se mais complexo em virtude de uma série de
variaveis inerentes ao produto: selecdo da espécie, sazonalidade, clima, método de

colheita e preparo de extratos, estabilidade frente a luz e temperatura.

De uma maneira geral, as plantas podem possuir centenas de constituintes,
alguns deles presentes em concentragdes minimas, dificultando os estudos de
identificacdo e atribuicdo de atividade bioldgica das substancias presentes no extrato
vegetal. Com os avancos tecnoldgicos ocorridos com a instrumentacdo analitica
(CLAE, RMN, Massas, etc) é possivel estabelecer critérios para padronizar e manter

o controle de qualidade dos fitoterapicos com maior rapidez (FARIAS, 2001).

Os extratos padronizados sao a base dos fitoterapicos e fitoquimicos. O rigor
na padronizacao foi exigido pela ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria)
com a portaria RDC 48/2004 de 16.03.2004, que estabeleceu uma legislacéo
especifica, que se baseia na “garantia de qualidade (...) exigindo a reprodutibilidade
dos fitoterdpicos produzidos”, o que s6 pode ser alcancado se as empresas se
utilizarem de extratos padronizados e estabelecerem um rigido controle de

qualidade.

No entanto, a maioria dos principios ativos existentes nas plantas medicinais
brasileiras sdo desconhecidos. Para contornar esta dificuldade a lei permite um
controle via “marcadores”. Marcador fitoquimico é uma substancia ou classe de
substancias presentes na matéria-prima vegetal com regularidade, ndo sendo
necessariamente o pricipio ativo (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA
SANITARIA, 2004).

Para algumas plantas, que j& dispdem de informagfes fitoquimicas e
farmacoldgicas, a padronizacdo via marcadores € um processo mais simples, como

0 extrato de guarana (Paullinia cupana) que pode ser dosado tomando por base a
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cafeina. Entretanto, quando se trata de extratos vegetais ativos como a pata de vaca
(Bauhinia forficata) com atividade hipoglicemiante ou a espinheira santa (Maytenus
ilicifolia), planta antiulcerogénica, nas quais seus principios ativos ainda ndo foram
descritos, a padronizacdo nao é feita com base nas substancias ativas. No caso da
espinheira santa a padronizacao é feita tomando como base o teor de taninos, uma

classe importante de substancias fendlicas.

Sem padronizacdo o produto perde a qualidade e a industria ndo pode
garantir a eficacia prometida j& que desconhece a concentracdo do(s) principio(s)
ativo(s) do produto a venda. A auséncia de padronizacao provoca afastamento dos
fitoterapicos por parte dos médicos, que ndo se sentem seguros em receita-los a
seus pacientes. Para garantir que 0 méetodo analitico empregado no controle de
qualidade gere informacgdes confidveis e interpretdveis sobre a amostra, ele deve
sofrer uma avaliacdo denominada validagao (BARATA, 2005).

A validagdo de um método € um processo continuo que comega nho
planejamento da estratégia analitica e continua ao longo de todo o seu
desenvolvimento e transferéncia. A RDC 48/04 exige os estudos de validagao para a
normatizacao do registro de medicamentos fitoterapicos como parte essencial das
Boas Praticas de Fabricacdo. O objetivo da validacdo € assegurar concentracdo do
principio ativo, bem como a reprodutibilidade dos resultados e o estabelecimento de
limites de aceitagéo do erro analitico através da aplicacdo sistematica de testes de

precisao e exatidao.

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) disponibiliza um guia
para validacdo de meétodos analiticos e bioanaliticos. Estes testes,que objetivam a
determinacdo de principios ativos em produtos farmacéuticos ou matérias-primas,
sdo realizados mediante a checagem de alguns parametros: especificidade e
seletividade, linearidade, precisdo (repetibilidade), precisdo intermediaria, exatidao,

e robustez.

Especificidade e Seletividade
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E a capacidade que o método possui de medir exatamente um composto em
presencga de outros componentes tais como impurezas, produtos de degradacgéo e

componentes da matriz.

Pode ser determinada pela pureza das bandas cromatograficas, quando se
utiliza de detector de arranjos de diodos ou pela identificacdo pelo detector de
massas. A pureza do pico demonstra que o mesmo € atribuido a um s6 componente

da amostra.
Linearidade

E a capacidade de uma metodologia analitica de demonstrar que os

resultados obtidos sao diretamente proporcionais a concentracdo do analito na

amostra, dentro de um intervalo especificado.

Recomenda-se que a linearidade seja determinada pela analise de no
minimo, 5 concentragfes diferentes. Estas concentragbes devem seguir o intervalo

de 80 a 120% da concentracao tedrica do teste.

Se houver relacao linear aparente apds exame visual do gréafico, os resultados
dos testes deverdo ser tratados por métodos estatisticos apropriados para
determinacdo do coeficiente de correlagcédo, interseccdo com o eixo y, coeficiente
angular, soma residual dos quadrados minimos da regressao linear e desvio padréo

relativo.
O coeficiente de correlacao (r) deve ser no minimo igual a 0,99.
Preciséo

A precisdo é a avaliacao da proximidade dos resultados obtidos em uma serie
de medidas de uma amostragem multipla de uma mesma amostra. Esta sera

determinada em dois diferentes niveis:

a) Repetibilidade (precisao intra-dia): concordancia entre os resultados
dentro d eum curto periodo de tempo com 0 memso analista e a
mesma instrumentacdo. A repetibilidade do método é verificada por,

no minimo, 6 determinacdes a 100% da concentracdo do teste;
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b) Precisdo intermediaria (precisdo inter-dia): concordancia entre o0s
resultados do mesmo laboratorio, mas obtidos em dias diferentes
e/ou equipamentos diferentes. Para determinacdo da preciséo
intermediaria recomenda-se um minimo de dois dias diferentes com

analistas diferentes.

Pode ser expressa como os desvio padrao ou desvio padréo relativo
(coeficiente de variacdo) de uma serie de medidas. E calculado pela

formula:

DPR = i x 100

CMD

®)
Onde:

DPR = Desvio padréo relativo

DP = Desvio padrao

CMD: Concentracdo média determinada

Exatidao
A exatiddo de um método analitico é a proximidade dos resultados obtidos
pelo método em estudo em relacdo ao valor verdadeiro. E calculada pela

formula:

concentracdo média experimental
Exatid&o = x 100
concentracao tedrica

. J/ (6)
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Neste estudo a exatiddo sera calculada pelo método de adi¢do de padréo, no
qual adiciona-se quantidades conhecidas do analito (padrdo de referéncia) a
amostra.

O parametro da exatidao € validado utilizando-se no minimo 3 concentracdes
(alta, média e baixa) ao longo da faixa de variagdo da curva de calibracdo, com no
minimo 5 determinagfes por concentracdo. Os valores de exatidnao aceitos podem
variar de 80 a 120% para o limite inferior de quantificacdo e de 85 a 115% par aos
demais pontos. A exatiddo da metodologia foi avaliada junto com a preciséo,

aplicando-se o calculo nas médias das concentracfes dos 5 dias de analises.

Recuperacéo

A recuperacdo mede a eficiéncia do método em extrair os analitos de uma
matriz biologica dentro de um limite de variagdo. Porcentagens de recuperacédo do
analito proximas a 100% sao desejaveis, embora admita-se valores menores, desde

gue a metodologia seja precisa, exata.

Robustez

A robustez de um método analitico € a medida de sua capacidade em resistir
a pequenas e deliberadas variacdes dos parametros analiticos. Indica sua confianca

durante o uso normal.
1.4 Camptosema coriaceum Benth e o Projeto IMSEAR

A espécie Camptosema coriaceum Benth pertencente a familia Leguminosae
(Fabaceae), sub-familia Faboidae, € um arbusto, nativa das regides de cerrado. A
familia Leguminosae, possui ampla distribuicdo nas regides temperadas e tropicais.
E subdividida em 3 subfamilias muito distintas: Faboideae, Caesalpinioideae e
Mimosoideae (BARROSO, 2002).

Para a subfamilia Faboideae estao descritos aproximadamente 482 géneros e
cerca de 12000 espécies de ampla distribuicdo nas regides temperadas e tropicais,
sendo que algumas dessas espécies tem grande importancia medicinal (DI STASI,
2002).
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Até o momento ndo existe na literatura relatos de estudos quimicos nem
registro de uso por parte de alguma populacéo relativos a espécie C. coriaceum.Esta
espécie faz parte do bioma da regido Semi-arida do Brasil e se encontra inserida no
projeto IMSEAR — Instituto do Milénio e do Semi-Arido.

A iniciativa de implantar Institutos do Milénio em certas regides estratégicas
do Brasil: Semi-Arido, Amazonia e Oceano Atlantico (incluindo areas litoraneas), foi
sem duvida o reconhecimento por parte do MCT, que, para tais regides, faltavam
informacdes basicas sobre a caracterizacdo, funcionamento e potencialidades dos
Seus recursos naturais, o que gerava um atraso cientifico e tecnolégico em relacéo

as demais regides do pais.

As 23 instituicdes participantes se reuniram para definir quais eram 0s
maiores problemas relacionados aos 20 milhées de habitantes da regido, e como
eles poderiam ser abordados a partir de pesquisas cientificas. Dois dos maiores
desafios encontrados na regido sdo a degradacdo ambiental devido ao uso
inadequado e descontrolado da terra por mais de quatro séculos e, juntamente com
ele, uma grave falta de conhecimento sobre a biodiversidade do Bioma das
Caatingas, com seus fatores altamente especializados a partir dos quais 0s
habitantes sobrevivem. Os recursos hidricos e seu uso racional podem auxiliar a
agricultura na regido, enquanto uma melhor compreensao de sua biota Unica e seu
uso sustentavel, especialmente no combate a doencas, podem também fornecer
uma rica fonte de renda, bem como promover saude as comunidades locais, ao
mesmo tempo em que ajuda a preservar o ambiente. O IMSEAR teve dois focos
principais de pesquisa. O primeiro aborda estudos bioldgicos e esta dividido em trés
programas (biodiversidade,bioprospeccdo e recursos genéticos) e o segundo foco
do IMSEAR é o estudo de diferentes aspectos da hidrologia da bacia de dois

grandes rios: o S&o Francisco e de Contas.

O Programa de Biodiversidade visa elaborar bancos de dados e publicar
esse conhecimento. O plano tem sido reunir informacdes para catalogar e mapear a
biodiversidade do Bioma das Caatingas, assim como detectarespécies endémicas
ameacadas de extingdo. Para o levantamento da fauna, levou-se em conta a
bibliografia e o0s espécimes coletados no Nordeste disponiveis nos museus

brasileiros. Para o levantamento das plantas e fungos foram utilizados, além da
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bibliografia e dos espécimes depositados nos herbarios da Regido, coletas
randémicas em areas especificas do Piaui, Ceard, Paraiba, Pernambuco, Alagoas e
Bahia, dentro do programa de coleta das instituicbes participantes. As plantas
coletadas constituiram a base dos Programas de Bioprospec¢cdo e de Recursos

Genéticos do Instituto.

O Programa de Bioprospeccdo visa atraves de analises fitoquimicas,
farmacoldgicas, imunologicas e toxicologicas encontrar fitoterapicos para algumas
das doencas de maior ocorréncia no Semi-arido, tais como leischmaniose cutanea e
visceral, chagas, esquistossomose e maléria. Ao mesmo tempo, compostos foram

testados quanto a sua atividade antibiética e anticancerigina.

O Programa de Recursos Genéticos trabalha com as espécies promissoras,
que serdo caracterizadas tanto através de sua diversidade genética como de
analises moleculares. Paralelamente, serdo conservadas ‘ex situ’, por meio de
conservacao das sementes, propagacao e formacéo de bancos de germoplasmas. O
DNA da maior parte das plantas coletadas foi extraido e armazenado em umbanco

de DNA para analises futuras.
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OBJETIVOS
Objetivo Geral

» lIsolamento de flavondides e flavondides glicosilados da espécie

Camptosema Coriaceum Benth;
Objetivos Especificos

Obter uma fracdo enriquecida em compostos fendlicos das raizes de C.
coriaceum,identificar e quantificar os compostos fendlicos majoritarios.
Desenvolver e validar uma metodologia de analise para deteccdo da rutina
em uma fragéo enriquecida de flavonoides;

Encapsular a rutina e avaliar sua atividade antioxidante.

Avaliar potencialidade de inibicdo de crescimento em linhagens de carcinoma

celular.
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3 EXPERIMENTAL
3.1 Equipamentos e Materiais

Para obtencdo do extrato foram utilizados solventes grau P.A. da marca
Vetec. Os extratos vegetais foram concentrados em aparelho evaporador rotatério
da marca BUCHI.

Foram utilizados solventes ultrapuros grau HPLC nas analises

cromatograficas de alta eficiéncia da marca J.T. Baker (Philipsburg, PA, EUA).

A 4gua deionizada utilizada no sistema de CLAE foi obtida atraveés do sistema
de filtracdo Milli-Q (Millipore, Sao Paulo, SP, Brasil).

Foram utilizados para clean-up de amostras cartuchos de extracdo em fase
sélida (SPE) Cigda Supelco;

As amostras injetadas no cromatografo liquido foram previamente filtradas em
filtro seringa da marca Millipore®, com membrana de nylon de 25 mm de diametro e

0,45 um de tamanho de poro.

Os solventes utilizados nas analises em CLAE foram filtrados a vacuo através
de uma membrana de nylon Millipore® de 0,45 pm e em seguida desgaseificados em
ultra-som COLE-PALMER 8852.

As andlises de ressonancia magnética nuclear (RMN) unidimensionais de *H
e 13C e bidimensilnais foram realizadas em espectrdometro BRUKER de 400 MHz, no
Instituto de Quimica e Biotecnologia da Universidade Federal de Alagoas. Foram
utilizados solventes deuterados Aldrich (Saint Louis, MO, EUA) para ressonancia de

hidrogénio, carbono treze e como referéncia interna o proprio solvente e TMS.

Para as medidas espectrofotométricas foi empregado um espectrofotdmetro
Femto (600S, Brasil) equipado com cubetas de polietileno de 1,0 cm de caminho
optico. Para as medidas de pH foi utilizado um medidor de pH Marte (MB-10, Brasil)
e, para a pesagens dos reagentes e padrbes visando o preparo de solucdes foi
empregada uma balanga analitica Bel com preciséo de 0,1 mg.



44

As andlises de espectrometria de massas de alta resolucao foram realizadas
em um espectrometro Q-TOF Waters. O software usado foi o Masslinxs.

3.2  Espécies Vegetais
3.2.1 Coleta

As raizes de Camptosema coriaceum foram adquiridas através da
Universidade Estadual de Feira de Santana - UEFS, e fazem parte do projeto
IMSEAR. Foram coletadas no municipio de Rio de Contas-Ba e sua excicata esta
depositada no herbario da UEFS sob nimero AMG 2016 (1816).

3.2.2 Procedimento Inicial

Todo material vegetal foi seco através da luz solar durante 3 dias e em
seguida pulverizado em maquina forrageira no Instituto de Quimica e Biotecnologia
da Universidade Federal de Alagoas.

3.2.3 Preparo e Fracionamento do Extrato Bruto

O p6 das raizes de Camptosema coriaceum (2 Kg) foi colocado em um
percolador utilizando como solvente extrator o etanol (6000 mL), ficando em
maceracao por 3 dias. O macerado foi retirado através de uma torneira, concentrado
em aparelho evaporador rotatério e o solvente foi adicionado novamente no
percolador. Este processo se repetiu por mais trés vezes, obtendo-se assim o

extrato bruto seco das raizes de Camptosema coriaceum (700 Q).
3.2.4 Particao liquido-liquido do Extrato Bruto

O extrato bruto seco das raizes de Camptosema coriaceum (200g) foi
solubilizado em uma solucdo Metanol/ Agua 2:3 e em seguida extraidos com
solventes seguindo a ordem crescente de polaridade: Hexano, cloroférmio, acetato
de etila e butanol. Originando as fracdes hexanica, cloroférmica, acetato de etila,

butanoélica e hidroalcoolica.
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3.3  Técnicas Cromatograficas
3.3.1 Preparo da silica de fase reversa Cyg

A silica Cyg usada foi preparada no laboratério seguindo o protocolo do Prof.
Bras H. de Oliveira (anexo 1) do Departamento de Quimica da Universidade Federal

do Parana.
3.3.2 Sistemas de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

SISTEMA 1: Cromatografo liquido SHIMADZU composto por uma bomba LC-
10ADvp, desgaseificador DGU-12A, equipamento de gradiente de baixa presséo
FCV-10ALvp, injetor manual RHEODYNE, forno CTO-10AVp, detector por arranjos
de fotodiodos SPD-M10Avp, ligados a uma interface SCL-10Avp. A andlise dos
dados foi registrada através do software CLASS-VP 5.0.

SISTEMA 2: Cromatégrafo liquido SHIMADZU composto por 2 bombas
preparativas LC-6AD, injetor manual RHEODYNE, detector por arranjos de
fotodiodos SPD-M10Avp, ligados a uma interface SCL-10Avp. A analise dos dados
foi registrada através do software CLASS-VP 5.0.

SISTEMA 3: Cromatografo liquido WATERS Alliance 2695 Separations
Module, equipado para andlises em gradiente, injetor automatico, forno, detector por
arranjos de diodos. A analise dos dados foi registrada através do software
EMPOWER.

SISTEMA 4: Cromatografo liqguido WATERS Alliance 2695 Separations
Module, equipado para analises em gradiente, injetor automéatico, forno, detector de

massas. A analise dos dados foi registrada através do software EMPOWER.
3.3.3 Colunas cromatogréficas
Foram utilizadas colunas comerciais analiticas C, e C1g das marcas:

a) Shimadzu ShimPack® (150 x 4,6 mm com particula de 3 pm)

b) Azahipak® (250 x 4,6 mm com particula de 5 pm)
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A coluna preparativa utilizada no trabalho foi a SHIMADZU ShimPack® (250 x
20 mm).

3.3.4 Preparo das amostras usadas no HPLC

O extrato bruto das raizes de C. coriaceum (10mg) foi solubilizado em 1 ml de

metanol grau hplc e filtrato em cartucho millipore 0,45 [’m.

A fracdo enriquecida em flavondides foi preparada solubilizando 10mg da
fracdo em 5 ml de metanol grau hplc em seguida filtrada em cartucho millipore 0,45

“Im. O volume de injecao foi de 10pl.

As substancias isoladas foram preparadas solubilizando 1mg da substancia
em 1 ml de metanol grau hplc em seguida filtrada em cartucho millipore 0,45 [Im. O

volume de injecéo foi de 10pl.

Para cromatografia preparativa da fracdo enriquecida em flavondides, para
isolamento dos flavonoides, foram preparadas solu¢cdes com concentracdo de

300mg/ml. O volume de injecéo foi de 300pl.
3.4 Obtencéo dos espectros de massas

As solucdes das amostras foram injetadas por insercao direta no
espectrometro de massas. O tempo total para aquisicédo de cada espectro foi fixado
em 1 minuto. Os espectros ESI-MS bem como os de ESI-MS/MS foram extraidos no
modo negativo e/ou positivo através do equipamento QT of Micromass (Manchester
- Reino Unido) e de um FT-ICR-MS Themo Scientific (Bremen — Alemanha). As
condicdes de operagdo dos equipamentos para as analises foram: voltagem do
capilar: 3.0-4.0 kV; temperatura da fonte: 100 C; temperatura de dessolvatacao: 100
C; voltagem do cone: 20-40 V. As amostras diluidas foram injetadas por uma
bomba de injecdo automatica (Harvard Apparatus) com um fluxo continuo de 10 pL
min—1 ou através do Nanomate Adivion (EUA) com fluxo continuo de 200 nL min-1.
Os espectros de full scan foram adquiridos na faixa de m/z 50 a 1500. Os espectros
de ESI-MS/MS foram adquiridos com energia de 10-30 e V a partir de m/z 50 até um
valor pouco acima do ion em estudo. Os espectros foram tratados com os softwares
Mass Lynx 4.1 e Scalibur 2.0 SR2.
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3.5 Validacdo da Metodologia
3.5.1 Solucbes Padréo e calibracao

Todas as solugdes padrao foram preparadas em 0,2%HCOOH/ACN 80:20. A
fracdo enriquecida de flavondides (30% MeOH) e a rutina (padrdo) foram
precisamente pesadas e solubilizadas em baldes volumétricos de 25mL para
obtencdo de solugBes stock de 4000/g/mL. A solucdo stock foi diluida com
0,2%HCOOH/ACN 80:20 para o preparo de uma série de solucdes de trabalho com

diferentes concentracoes.

Apds a otimizacdo da metodologia, foi construida uma curva de calibracédo
para a rutina com 6 concentracoes diferentes: 4,8 [ig/ml, 8 [ig/ml, 16 [ig/ml 24
Cg/ml, 32 Cig/ml, 40 Cig/ml, 4801g/ml, 64 [ig/ml.

Na curva de calibracdo, aplicou-se métodos estatisticos de regressao linear.
3.6  Encapsulacéo

Para o preparo da B-CD foi pesado 10ug da mesma e dissolvidos em agua
Milli-Q. A concentracdo da solucdo resultante foi de 1,76x10“molL™. Em seguida foi
diluida para a concentracdo desejada e realizada a razdo molar entre Rutina: B-CD
nas propor¢cdes 1:1, 1:2, 1:5, 1:10. As solugles resultantes foram deixadas em

contato por 48h sob agitacdo magnética.
3.7 Atividade Antioxidante
3.7.1 Preparo das solugoes
Todos os reagentes utilizados eram de grau analitico de pureza.

As solucbes preparadas para o desenvolvimento do trabalho descrito
utilizaram como solvente majoritario agua deionizada (condutividade 18.2

MQ.cm@25°C) obtidas a partir de purificador Simplicity UV, Millipore.

Para o preparo da solucdo de Fe" (2x10™* mol L™) foi pesado 0,0241g do sal
NH4Fe(S04),.12H,0 (Merck) e solubilizado em uma solucdo de HCI (0,02 mol L. A
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solucéo resultante foi transferida para um baldo volumétrico de 250 mL e o volume

completado com solugéo de acido cloridrico.

A solucdo estoque de referéncia de &cido galico 1000,0 mg L™ foi preparada
solubilizando-se 0,050 g de &cido gélico (Sigma) em 50 mL de uma solu¢do tampao
acetato (CH3CO,H/CH;COONa) 0,025 mol L™ com valor de pH ajustado para 4,0 +
0,1. As solucdes de trabalho foram preparadas de acordo com a diluicdo adequada
da solucdo estoque empregando uma solucéo 0,025 mol L™ de tamp&o acetato com

pH ajustado para 4,0 £0,1.

A solucdo estoque de quercetina (Sigma) 100 mg L™ foi preparada em uma
solucdo hidroalcoolica 50%(v/v), apOs dissolver 5,0 mg do composto para um

volume final de 50 mL.

O reagente de Folin-Denis foi sintetizado como segue: em um baldo foram
colocados 100 mL de &gua destilada, a este foram adicionados 10,0 g de tungstato
de sédio (Carlo Erba) e 300 mg de acido fosfomolibidico (Merck) acrescidos de 5,0
mL de acido fosforico (Vetec) concentrado. A mistura foi deixada em aquecimento
em refluxo por cerca de 2 horas. Apos esse periodo, 0 aguecimento foi desligado,
guando a mistura reacional atingiu a temperatura ambiente, adicionou-se agua a

mistura até um volume final de 200 mL.

Para o preparo da solucdo de carbonato de sédio (75 mg L™) foram pesados
7,5 g do composto Na,CO3; (Reagen Quimibras) e solubilizado em agua. A solucao
resultante foi transferida para um baldo volumétrico de 100 mL e o volume

completado com agua.

Para o preparo da solucdo de persulfato de potassio (2x10° mol L™) foi
pesado 0,027 g do sal K,S,05 (Merck) e solubilizado em 4gua deionizada. A solucéo
resultante foi transferida para um baldo volumétrico de 50 mL e o volume
completado com agua. Em seguida retirou-se 5,0 mL desta solucdo e transferiu-se
para outro baldo volumétrico de 50 mL e o volume foi completado com &gua. A
concentracéo final da solucao foi de 2x10° mol L™.
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A solucéo estoque do radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH"*) 600 pmol L*
foi preparada pela dissolugcéo de 11,83 mg de DPPH (C13H12Ns506, Sigma) em 50 mL
de metanol (SHARMA, BHAT, 2009).

A solucdo estoque do radical derivado do acido 2,2-azinobis(3-
etilbenzotiazolina-6-sulfénico (ABTS"*) 5 mmol L™ foi preparada pela dissolucéo de
26 mg de ABTS (C1sH18N4O6S4, Sigma) e 4 mg de K,S,0g (Merck) em 10 mL de
agua. Apols 16 h de incubacdo ao abrigo da luz, a solucéo foi diluida para 25 mL
com tampdo fosfato 0,05 mol L™ com pH ajustado para 7,4 + 0,1 (ARTS; HOLLMAN,
2005).

A solucdo de DMPD 2,5x10° mol L™ foi preparada dissolvendo-se 29,30 mg
de DMPD (CgH12N2SOy4, Aldrich ) em 50 mL de uma solugéo tampé&o acetato 0,05
mol L (pH 4,0 + 0,1) e armazenada em frasco ambar. A solucdo estoque de
Na,S,0s 2,5x10° mol L™, necessaria a realizacdo do teste, foi preparada
dissolvendo-se 28,8 mg de Na,S,0g (Fluka) em 50 mL em &gua. A solucdo de
trabalho de Na,S,0s a 2,5x10™ mol L™ foi preparada pela diluicdo adequada da

solucado estoque em uma solucdo 0,025 mol L™* de NaOH (Sinth).
3.7.2 Testes para avaliagao da atividade antioxidante
3.7.2.1Método de Folin — Denis (Compostos Fendlicos Totais)

Para realizagdo do ensaio, foram adicionados, a um baldo volumétrico de 5,0
mL, 500 pL do reagente de Folin—-Denis, 500 pL de Na,COs (75 g L) e 2,0 mL da
amostra ou solucao de referéncia. O volume final de 5,0 mL foi completado com
agua deionizada e aguardou-se 15 minutos. As medidas espectrofotométricas foram

realizadas em 770 nm.

O sinal analitico de referéncia (branco) foi obtido a partir de uma solucao
semelhante & anterior, onde o mesmo volume de amostra foi substituido por agua.
Acido galico foi empregado como referéncia para obtencéo da curva analitica e, a
partir dos dados da curva, a concentracéo total de compostos fendlicos na amostra

foi calculada.
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3.7.2.2DPPH- 2,2 difenil-1-picril-hidrasil

A molécula de DPPH é caracterizada como um radical livre em virtude da
deslocalizacdo do elétron desemparelhado por toda a molécula possui uma cor
violeta, caracterizada por uma banda de absorcdo em 520nm. Quando uma
determinada substancia doadora de atomos de hidrogénio, entra em contato com a
solucdo de DPPH ocorre uma mudanca da cor violeta do radical para amarelo

palido, relativa a hidrazina formada na reacao.

Os procedimentos relativos ao método com DPPH procedeu-se da seguinte
forma: em um baldo volumétrico de 5,00 mL adicionou-se 0,42 mL da solucéo
estoque do radical DPPH'™, 1,0 mL da solucdo padrdo ou da amostra previamente
diluida e aferiu-se com agua. Aguardou-se 30 min apos a mistura dos reagentes e
procedeu-se a leitura em 517 nm empregando-se cubetas de vidro com 1 cm de
caminho oéptico.

3.7.2.3ABTS

Para o método empregando o radical ABTS™® procedeu-se de forma
semelhante ao DPPH, sendo que em um balédo volumétrico de 5,00 mL adicionou-se
0,22 mL da solugdo estoque do radical ABTS™, 1,0 mL da solucdo padrdo ou da
amostra previamente diluida e aferiu-se com agua. Aguardou-se 10 min apos a
mistura dos reagentes e procedeu-se a leitura em 734 nm empregando-se cubetas
de vidro com 1 cm de cainho éptico. A curva analitica para ambos os procedimentos
empregando DPPH™* e ABTS™ foi construida empregando-se acido galico como
padrdo de calibracdo.Acido galico e a rutina foram empregados como referéncia
para obtencdo da curva analitica

3.7.2.4ADMPD

Para a realizacdo dos testes de atividade antioxidante empregando o radical
DMPD, é necessario uma etapa de geracéao de radical que se faz misturando 500 ml
da solucdo de DMPD, 50 ml de tampé&o acetato 0,1M (pH 5,25) e 0,1ml de cloreto
férrico 0,05M. Para o teste procedeu-se da seguinte forma: em um baldo volumétrico

de 5,00 mL adicionou-se 140uL da solucdo estoque do radical DMPD, 140uL da
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solucdo Na,S,0g 2,5x10° mol L*, e 500 pl da solucdo padrdo ou da amostra
previamente diluida e aferiu-se com agua. Aguardou-se 30 min ap6s a mistura dos
reagentes e procedeu-se a leitura em 505 nm empregando-se cubetas de vidro com

1 cm de caminho 6ptico.

O acido gélico foi empregado como referéncia para obtencdo da curva

analitica.
3.8 Testes Bioldgicos

Os testes biologicos de linfoproliferacdo foram realizados no laboratério de
Farmacologia do Centro Pluridisciplinar de Pesquisas Quimicas, Bioldgicas e

Agrondmicas da Universidade de Campinas (CPQBA-Unicamp).
3.8.1 Células

As linhagens celulares utilizadas neste trabalho sao originarias de neoplasias
humanas e foram cedidas pelo National Cancer Institute (NCI) dos Estados Unidos.
Todos os procedimentos abaixo foram realizados sob condicbes estéreis (Fluxo
Laminar Veco®, Classe 1IB2). Para descongelamento, o criotubo contendo as
células foi mantido a temperatura ambiente, e seu conteudo transferido para um tubo
de centrifuga de 15mL. O volume foi completado para 10mL com meio de cultura
RPMI-1640 (Gibco , NY, USA) contendo 5% de soro fetal bovino (SFB) (Gibco , NY,
USA) e centrifugado a 2000 rpm (rotagcdes por minuto) por 4 minutos a 4°C. O
sobrenadante foi aspirado e o precipitado contendo as células foi ressuspendido
cuidadosamente para evitar a formagdo de grumos, em 5mL de RPMI/SFB. A
solucdo (5mL) celular foi transferida para frascos de manutencédo de 25cm?(T25) e

incubada a 37°C em atmosfera de 5% de CO,, em ambiente Umido.
3.8.2 Cultivo celular

As células foram mantidas em frascos de 25cm?® com 5mL de meio
RPMI/SFB e repicadas quando a monocamada celular atingia cerca de 80% de
confluéncia (ou seja, uma vez por semana) em meio RPMI/SFB. Para as células em
suspensao (K562 - leucemia) o repique era realizado pela retirada de um volume

previamente determinado de um frasco de manutencéo e transferido para outro,
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sendo completado o volume para 5mL, no caso de frascos de culturas de 25cm2
(T25) e 10mL para os frascos de 75cm? (T75). A diluicdo utilizada foi dependente
das caracteristicas de cada linhagem celular ou ainda dos objetivos dos
experimentos realizados. Estes frascos foram incubados a 37°C em atmosfera de
5% de CO, em ambiente umido. Para células aderidas, cujo crescimento ocorre em
monocamada, foi necessaria a tripsinizacdo, ou seja, o despreendimento das
mesmas do frasco através de acao enzimatica. Apos a aspiracao do meio de cultura,
foram adicionados 500uL de tamp&do de Hank’s (Sigma Chemical® Co , St Louis,
MO, USA) banhando toda a monocamada celular por 10 vezes consecutivas. Este
liquido foi aspirado e entdo adicionado 500uL de tripsina-EDTA (2,5g/L) a 37°C. O
frasco foi incubado de 25 a 30 segundos, sendo logo em seguida banhado com
RPMI/SFB. A partir deste ponto, quando as células se apresentaram em suspensao,

foi utilizado o mesmo procedimento para as células leucémicas.

3.8.3 Ensaio para a determinacéo da atividade anticancer dos extratos, fracbes e

substancias.

A avaliagédo da atividade anticancer foi realizada em nove linhagens tumorais
humanas, sendo plaqueados 100uL de células, em placas de 96 compartimentos,
em meio RPMI/SFB/gentamicina (50ug/mL), nas suas respectivas densidades de
inoculacao (tabela 2), determinadas na Divisdo de Farmacologia e Toxicologia do
CPQBA/UNICAMP. Cada placa continha apenas uma linhagem, sendo possivel a
avaliacdo de cinco amostras distintas, exceto uma placa de controle celular (TO).
Antes da adicdo das amostras, as placas foram incubadas por 24 horas a 37°C em

atmosfera de 5% de CO, em ambiente imido.
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Tabela 3 - Densidade de inoculacao das linhagens ce  lulares nos ensaios anticancer.

Linhagem Celular Nome Densidade da Inoculacéo
Pulmé&o NCI-H460 4x10" células/mL
Mama MCF-7 6x10” células/mL
Ovério com fendétipo resisténcia NCI-ADR/RES 5x10" células/mL
multidrogas

Célon HT-29 4x10" células/mL
Prostata PC-3 5x10” células/mL
Melanoma UACC-62 5x10” células/mL
Ovério OVCAR-3 7x10” células/mL

Renal 786-0 4,5x10" células/mL
Leucemia K-562 4x10" células/mL

Fonte: Autora (2012).

3.8.4 Diluicdo das amostras

O extrato bruto de C. coriaceum, sua fracdo enriquecida de flavondides e a
substancia marcadoraforam submetidos ao ensaio de atividade antiproliferativa
sendo diluidos em dimetilsulféxido® (DMSO) (Sigma Chemical Co , St Louis, MO,
USA) na concentracdo de 0,1g/mL, resultando em solugbes estoques. Estas
solugdes foram diluidas 400 vezes em RPMI/SFB/gentamicina. Apés a diluicédo,
100uL do extrato ou fracdo a ser testado foram adicionados a placa de 96
compartimentos, exceto na TO (placa controle), nas concentracdes de 0,25; 2,5; 25 e
250 pg/mL. Neste momento, também se realizou a fixacdo da placa TO pela adicdo
de 50 pL de &cidolitricloroacético (TCA) 50% (Merck , Darnstadt, Germany)
determinando assim, a quantidade de células presentes no momento em que as
amostras foram colocadas. Os desenhos das placas controle (TO) e placa tratada
estao ilustrados nas Figuras 5 e 6 . As demais placas foram incubadas por 48 horas
e, apos este periodo, o experimento foi interrompido através da fixacdo das células
pela adicdo de 50uL de TCA a 50%, e incubacgdo por 1 hora a 4°C. Apds esse
periodo, as placas foram submetidas a quatro lavagens consecutivas com agua para
a remocdo dos residuos de TCA, meio, SFB e metabdlitos secundarios, sendo

mantidas a temperatura ambiente até a secagem completa.
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3.8.5 Determinagéo da citotoxicidade das amostras

Para determinar a quantidade de células ap0s 48 horas de tratamento, as
células fixadas foram coradas com 50uL de sulforradamina B (SRB) (Sigma
Chemical Co , St Louis, MO, USA) (corante protéico) a 0,4% (peso/volume),
dissolvido em &cido acético a 1%, por 30 minutos a 4C. As placas foram lavadas
por 3 vezes consecutivas com uma solucdo de acido acético 1% e secas a
temperatura ambiente. O corante ligado as proteinas celulares foi solubilizado por
adicado de 150uL de Trizma Base (10uM) (Sigma Chemical Co , St Louis, MO, USA).
A leitura espectrofotométrica da absorbancia foi feita em leitor de microplacas a
540nm. A sulforrodamina B é um corante proteico que se liga aos aminoacidos
basicos das proteinas de células que estavam viaveis no momento da fixacdo. Por
ISso, quanto maior a quantidade de SRB ligada ao compartimento, menor a atividade
citotoxica da amostra em teste (SKEHAN et al.,1990).

3.8.6 Analise dos resultados

Com os dados de absorbancia foram elaborados gréaficos relacionando a
porcentagem de inibicdo ou morte celular com a concentracdo de extrato ou fracao.
Além disso, foram calculadas as médias das absorbancias descontadas de seus
respectivos brancos e através das formulas a seguir, foi determinada a inibicdo de
crescimento (IC) de cada amostra testada.

Se T > C a droga estimulou o crescimento, ndo apresentou IC.

Se T =TO0 e < C, adroga foi citostatica e a formula utilizada foi 100 X [(T-TO)/
(C-TO)].

Se T< TO a droga foi citocida e a férmula utlizada foi 100 X [(T-
T0)/(TO)]ISendo que T € a média da absorbéancia da célula tratada; C é o controle
de célula; TO é o controle das células no dia da adicdo das drogas. O resultado
obtido foi subtraido de 100%, obtendo-se entdo a porcentagem de crescimento. Com
esses resultados foram produzidos graficos relacionando a concentracdo da amostra
e seu efeito. As amostras foram consideradas ativas quando apresentaram inibicéo
de crescimento maior que 50% e ainda de forma dose dependente,

preferencialmente apresentando seletividade para os tipos celulares.
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Através da regressao sigmoide das curvas obtidas com as médias da
porcentagem de crescimento, sdo calculados os valores TGl (total growth inhibition),
ou seja, concentracdo necessaria para inibir totalmente o crescimento celular. Esses

valores séo utilizados para comparar a poténcia das amostras e evidenciando a

seletividade
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os estudos relacionados a produtos naturais tem ganhado nos ultimos
tempos uma importante ferramenta de andlise, os fingerprints. Estes podem ser
obtidos através das mais variadas técnicas: por cromatografia, espectrometria de
massas, ressonancia magnética nuclear. Com estas analises podemos obter o perfil
de um extrato bruto antes mesmo de comecarmos sua descomplexacéo, ou seja,

antes de obter fracdes mais purificadas deste extrato.

Para se ter uma ideia da composi¢cdo quimica do extrato bruto das raizes de
Camptosema coriaceum Benth, foi realizada a anélise do extrato por RMN *H (figura
8). Esse tipo de analise funciona como um fingerprint da amostra fica claro que néo
da para realizar identificacdes estruturais de moléculas presentes no extrato, mas se
tem uma ideia qual classe de substancia é predominante: triterpenos, flavonéides,

saponinas, por exemplo.

O espectro de RMN *H do extrato bruto etanélico das raizes de C. coriaceum,
mostrou maior intensidade de sinais na regido entre 1 e 2 ppm. Sinais nestas
regides sugerem a presenca de grupamentos —CH,. No caso dos produtos naturais,
podemos sugerir que ha uma alta concentragcdo de triterpenos e/ou outras
substancias apolares no extrato bruto. Outros sinais podem ser observados, como
0S que aparecem na regido entre 6 e 7 ppm, sugerindo presenca de substancias

aromaticas, mas em menor intensidade.

Figura 8 - Espectro de RMN H do extrato bruto em et  anol das raizes de C. coriaceum ,
Bruker400 MHz, em CDCI 5

T
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Fonte: Autora (2011)
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Para avaliar a complexidade quimica, ou seja, a quantidadee a natureza
qguimica (lipofilica/hidrofilica) das substancias presentes no extrato brutoetandlico de
C. coriaceum, foi realizado estudos usando a cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE). Sendo a amostra um extrato vegetal, este trabalho tende a ser mais
laborioso. A grande complexidade quimica contida em amostras desta natureza - de
substancias altamente polares como acucares e flavondides glicosilados a

substancias apolares como triterpenos - dificulta o processo de separacao.

Para contornar este problema a primeira opcdo é utilizar gradiente de
solventes. O uso da eluicdo gradiente em condigbes de ampla faixa de for¢a da fase
movelé tido como exploratorio e pode ser usado de modo a fornecer um
cromatograma fingerprint (impressdo digital) da amostra em andlise (CASS,
DEGANI, 2001). O cromatogramafingerprint obtido no HPLC é a melhor maneira de

identificar a fase mével mais eficiente para sua separagao.

Dessa forma, foi obtido o cromatograma fingerprint das raizes de C.
coriaceum (figura 9 ), empregando agua deionizada (solvente A) e metanol (solvente
B). O gradiente teve inicio com 5% de B e variou até 100%B em 60 minutos. No
fingerprint podemos observar a presenca de substancias ao longo de todo o
cromatograma, desde as mais polares (inicio) até as mais apolares, que eluiram no

final da anélise.

Figura 9 - Gradiente exploratério do extrato bruto em etanol das raizes Camptosema
coriaceum
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Fonte: Autora (2011)
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4.1 Particdo liquido-liquido

O passo seguinte a analise do extrato bruto foi a obtencéo de fracdes a partir
de solventes especificos. O método escolhido foi a particdo liquido-liquido, usando
solventes comgrau crescente de polaridade: hexano, cloroférmio, acetato de etila e
butanol, conforme descrito no esquema abaixo, figura 10 .

Figura 10 - Fluxograma da particdo liquido-liquido do extrato etandlico das raizes de
Camptosema coriaceum

/\
EXTRATO BRUTO MEOH/H0 2:3
HEXANO |
/\ /\
Fracdo Hexano Fragdo Hidroalcéolica
\/ \/
CLOROFORMIO |
Fragéo Cloraformio Fracdo Hidroalcdolica
ACETATO DE ETILA |
FracioAcetato de Etila Fracao Hidroalcdolica
\/ v
BUTANOL |
/\ /\
Fracgo Butand Fracéo Hidroalcoolica
v \/

Fonte: Autora (2011)

Todas as fragGes obtidas na particdo liquido-liquidoforam analisadas por RMN

'H e CLAE-FR, seguindo os mesmos procedimentos aplicados ao extrato bruto.

Através dos espectros de RMN *H podemos diferenciar as fracdes obtidas no
processo de particdo. Como esperado encontramos na fracdo hexanica apenas
sinais que sugerem a presenca de triterpenos, ou seja presenca de sinais com
deslocamento na regido entre 1-2 ppm. A fracdo cloroférmio ainda apresentou sinais

na regiao entre 1-2 ppm, porém bem menos intensos em comparacado com a fracéo



59

hexanica. Na fragdo acetato de etila observamos sinais bem intensos nos intervalos
de 6 3—-4 e 66 — 7ppm, sugerindo a presenca acgucares e de anéis aromaticos, em

produtos naturais é indicativo de flavondides glicosilados.

Figura 11 - Espectros de RMN 1H das fragGes obtidas  na particdo liquido-liquido: (A)
hexano; (B) cloroférmio; (C) acetato de etila

Fonte: Autora (2011).

O fingerprint das fracdes foi realizado nas mesmas condicdes do extrato
bruto: gradiente linear com 5% de B até 100%B em 60 minutos (B=MeOH). A analise
em HPLC €& uma etapa muito importante no processo do conhecimento de um
extrato vegetal, visto que fornece um perfil quimico de todos o0s constituintes
presentes no extrato. De posse deste cromatograma podemos tracar estratégias de
isolamento, otimizando gasto com solventes, evitando o isolamento da mesma

substancia diversas vezes, e principalmente: tempo.

Na figura 12 temos os fingerprints de todas as fracoes obtidas no processo
de particdo do extrato bruto das raizes de C.coriaceum. A figura ilustra o que foi
mencionado acima, da importancia do uso do HPLC nas separacdes de extratos de
plantas.
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Figura 12 - Exemplo de cromatograma das frac6es ob tidas na particdo liquido-liquido. (1)
Fracdo hexano, (2) Fracdo cloroférmio, (3) Fracdo a cetato de etila, (4) Fracéo
butanol, (5) Fracdo hidroalcoolica.
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Fonte: Autora (2011)

A fracdo hexanica, concordando com respectivo espectro de RMN H, sé
apresentou substancias apolares, que eluiram com tempo de retencéo (tr) préximo
aos 60 minutos, no final da andlise. Ou seja, essas substancias formaram uma forte

ligacdo com a fase estacionaria Cig apolar.

A fracao cloroférmica também apresentou as bandas referentes a substancias
apolares como observado na fracdo hexéanica. Além destas foram observadas
bandas menos intensas no intervalo entre 20 e 40 minutos da analise, estando neste
intervalo com a composicdo da fase movel entre 30% e 60%B (MeOH) e com

absorcdo em 350 nm, indicando presenc¢a de compostos fendlicos.
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Na fracdo acetato de etila, estas bandas apresentadas na fracdo cloroférmio,
com tg intermediario (20 — 40 minutos) e com absor¢cdo no UV em 350 nm se
mostraram bem mais intensas. Juntando os dados mostrados no espectro de RMN
'H com os obtidos nas andlises cromatogréficas, na fracdo acetato de etila
sugerimos um alto teor de substancias fendlicas, mais especificamente flavondides

glicosilados.

A fracdo butandlica também apresentou bandas intermediarias semelhantes a

fracdo acetato de etila, todavia em concentragdo bem menor.

Contrariando as expectativas, na fracdo hidroalcéolica além das bandas que
eluiram no inicio do cromatograma (substancias altamente polares), a banda
principal da fracdo hexanica (60 min), correspondente a uma substancia apolar,
também foi observada na fracdo hidroalcéolica. E em todas as outras fractes
analisadas. Esta banda, provavelmente,é uma substancia tdo abundante no extrato
que se faz presente em todas as fracbes, possivelmente um triterpeno. N&o
curiosamente o espectro de RMN 'H do extrato bruto (figura 8), mostra apenas
sinais de substancias apolares, mesmo tendo em seu conteddo substancias

fendlicas, flavonoides glicosilados e acucares.

Neste trabalho foi escolhida a opcdo em se trabalhar com a fracdo acetato de
etila, em virtude de seu conteddo de flavondides e flavondides glicosilados,
utilizando-se de suas propriedades antioxidantes e todos os seus efeitos benéficos a
saude humana, de modo a isolar, quantificar, testar e formular um produto obtido de

espécies vegetais ricas nesse tipo de substancia.
4.2 Isolamento de substancias da Fracao Acetato de Etila

A fracdo acetato de etila (AcOEt) foi a escolhida para estudos fitoquimicos em
virtude de seu alto teor de compostos fendlicos como foi evidenciado através das

analises de espectroscopicas.
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4.2.1 Cromatografia de Fase Reversa da fracdo AcCOEt: Coluna C 15

O primeiro tratamento submetido a fracdo AcOEt foi a separacdo de grupos
de constituintes em uma coluna de silica modificada (C.g), obtida em nosso
laboratério (ver experimental). O objetivo desta separacdo cromatogréfica foi obter
sub-fracdes mais simples para analise e posterior isolamento de substancias através
do HPLC. As sub-fracdes eluidas na coluna C,g foram: 100%H,0O, 30%MeOH,

60%MeOH, 100%MeOH, nomeadas de acordo com o solvente usado para obté-las.
Cada uma destas fracBes foram submetidas a analises de RMN *H eHPLC.

A fracdo 100%H,0, de coloracéo escura, concentra quase que a totalidade de
aclicares simples presentes na fracdo acetato de etila. As analises deRMN *H
apresentou sinais caracteristicos de flavonoides glicosilados. E a fracdo de maior

rendimento.

A fracdo 30%MeOH, de coloracdo amarelo escuro, possui aspecto de cristal.
O espectro deRMN *H se apresentou mais limpo em relacdo as fragdo 100% H,0,
com sinais dos hidrogénios aromaticos, em & 6 e 7 ppm, mais intensos e definidos, e
os sinais entre d 3 e 4 ppm apresentando os desdobramentos caracteristicos de

acucares.

Surpreendentemente, a fragdo 60%MeOH voltou a apresentar coloragédo mais
escura, semelhante a primeira fracdo. Porém seu espectro de RMN *H mostrou
sinais limpos, relativos a flavonéides glicosilados, contrastando com sua aparéncia.
Na analise em CLAE foi observado que as substancias que eluiram no inicio da
analise tiveram maior intensidade no sinal do detector, sugere-se que estas
substancias muito polares, sollveis em agua, sejam agucares simples, justificando a

coloracdo escura da fracao.

A fracdo 100%MeOH foi de pouco rendimento, como o objetivo do trabalho é
a busca de flavonéides, esta foi desconsiderada.

4.2.2 Otimizagao das condi¢des de HPLC

a) Composicao da fase moével
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Observando os cromatogramas apresentados até o momento, podemos
observar uma baixa resolucdo entre as bandas cromatograficas. Sendo necessario
um ajuste de fase mével a fim que se torne ideal para a separacdo dos favonoides
presentes nas amostras. Para analise de flavondides é necessario um pH acido
devido a interacdo entre a hidroxilas fenodlicas e a fase estacionaria, sendo este
efeito da acidificacdo da fase movel na separacao é o primeiro fator a ser avaliado. A
composicao da fase movel com agua com pH entre 2 — 3 e metanol e/ou acetonitrila
foi testada. Apds analises foi verificado que, usando acetonitrila como solvente
organico as bandas cromatograficas apresentaram melhor resolucédo. A fase movel
inicial mais adequada para a separacdo foi: 0.2% de acido acético em
agua/acetonitrila 80:20 (v/v). Abaixo, nas figuras 13 el4 , exemplo do emprego do
acido na composicdo da fase movel para separacdo de flavondides. No
cromatograma da figura 15 a fase médvel consistia apenas de agua e solvente
organico (metanol), dessa forma as bandas cromatograficas nao apresentaram
resolucdo adequada para analise e/ou isolamento dos constituintes. Ao passo que &
feito o ajuste da fase moével, nesse caso adicionando acido férmico no solvente
aquoso e substituindo o metanol por acetonitrila, € observada uma drastica mudanca

no perfil cromatografico da mesma fragdo analisada, figura 14.

Figura 13 - Exemplo de cromatograma da fracdo 30%Me OH. Fase movel: 70:30
H,O/MeOH, 1,0mL/min, coluna ShimPack 15x0,46cm, detec c¢&o em 254
nm.
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Fonte: Autora (2011).
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Figura 14 - Exemplo de cromatograma da fracdo 30%Me OH. Fase movel: 80:20
0,2%HAC/ACN, 1,0mL/min, coluna ShimPack 15x0,46cm, deteccdo em

254 nm.

2:254nm, 8 nm | 2:254nm, § nm | 2: 254 nm, 8 nm | | | | |
1750+~ — — — |- 100h20_20meohp27_ . —— 30meoh_15dez2010 — -~ 60meoh_15dez2010 | — — — — b= - — — — = e

100h20_20meohp27_ | 30meoh_15dez2010 | 60meoh_15dez2010 | | | | |

| [ | | | | | | | | |

| | F | | | | | | | | |

| | | | | | | | | | |
1500+ — — |-t~ — — =fl-——*t-———d == === [ Bl == === t-—-=== == === [t Bl

| | | | | | | | | | |

| | | | | | | | | | |

| | | | | | | | | | |

| | | | | | | | | | |
1250'7777>’T 77777 1~ ‘777\7 77777 [ [ [ [ [ R

| | | | | | | | | | |

| | | | | | | | | | |

| | | | | | | | | | |
10004 — — | Lo~ [ I [ - __ Lo _ Lo

| | | | | | |

| | | | | | |

2 | | | | | | |

E | | | | | | |

= + | + = -

| | | | |

| | | | |

| | | | |

| | | | |

r T T r Bl

| | |

| | |

| | |

| | |

1 |

| |

| |

| |

I |

Fonte: Autora (2011)

b) Otimizacao do diodo array detector (DAD)

Flavondides contém dois anéis aromaticos em diferentes posi¢coes e assim
possuem duas absorcfes méximas (RIJKE et. al.,, 2006), que ficam entre o0s
intervalos de 254-277 nm e 312-371 nm. Para garantir a sensibilidade para todos os
analitos e tornar o processo de validacdo mais facil, a deteccéo foi monitorada em

dois comprimentos de onda: 254 nm e 350 nm.

A andlise cromatogréfica através da CLAE das fracfes obtidas da coluna Cgg,
revelou grande similaridade quimica entre elas. Provavelmente a maioria dos

constituintes sdo comuns em todas elas.
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Figura 15 - Exemplo de cromatograma da fracdo 30%Me OH. Fase movel: 80:20
0,2%HAC/ACN, 1,0mL/min, coluna ShimPack 15x0,46cm, deteccdo em

350 nm
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Fonte: Autora (2011).

4.3  Tratamento da fracdo 100%H -0
4.3.1 Hidrdlise acida: Busca das Agliconas

A fracdo 100%H,O foi a eleita para o experimento de hidrélise pois
apresentou dois requisitos importantes: fracdo de maior rendimento e presenca de

flavondides atestada por RMN *H.

Com a fragao das agliconas foram realizadas algumas separagdes usando
coluna Sephadex, mas infelizmente nédo foi possivel isolamento. A segunda opcéo

obviamente foi o HPLC.
4.3.2 lIsolamento de Agliconas

Para o isolamento das agliconas foi empregado uma coluna preparativa Shim
Pack ODS SHIMADZU 250 x 20 mm. Foi realizada elui¢cdo gradiente com fase movel
inicial 0.2%HAc/acetonitrila 80:20 até 50%B em 30 minutos, com fluxo de 10mL/min.

Foi possivel o isolamento de 2 agliconas: quercetina e canferol. Como sao
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substancias jA bem conhecidas os espectros de RMN e massas foi de facil

interpretacao.

Os espectros de massas foram obtidos no modo positivo de ionizagcdo -
ESI(+)-MS - a primeira aglicona gerou o pico com m/z [M+H] 303, referente a

guercetina.

Figura 16 - Espectro de massas ESI da quercetina. m  /z [M+H] 303.

flahidrol3 41 (0.907) Cm (40:129) TOF MS ES+
100- 303.0584 7.46e3

-« Quercetina

] 172.9796
288.3059
1490206 504.0604
627.0875
| g5.0816 522.6138 667.0348

100 150 20Q 250 300 350 400 450 500 550 800 850 700 750 800

.Fonte: Autora (2011).

O ndcleo aglicona quercetina, € um dos flavondides mais comumente

encontradosem espécies vegetais, juntamente com o canferol e a miricetina.

A segunda aglicona identificada foi o canferol, com sinal de massa m/z [M+H]
287.

Figura 17 - Estruturas das agliconas canferol e que rcetina isoladas apés hidrélise

acida.

.Fonte: Autora (2011)
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4.4  Da fragdo 30% MeOH

Na fracdo 30% MeOH o objetivo foi isolar e identificar os dois flavondides
glicosilados mais abundantes — possiveis marcadores - e todos 0s outros passiveis
de identificacdo em virtude de suas quantidades. Foi usada a mesma condi¢ao
cromatografica empregada para o isolamento das agliconas.

Nesta fracdo, foram isolados 6 flavondides glicosilados (Fr2, Fr3, Fr5, Fr6, Fr7
e Fr8) e 1 aglicona (30MeOH 8).

a) Substancia Fr2

A substancia Fr2 foi identificada através de espectrometria de massas de alta
resolucdo e RMN 400MHz 1D e 2D. O espectro de massas apresentou o pico do ion
molecular com m/z [M+H] 757 e fragmentos de m/z [M+H] 611, 449, 303 como
mostrado no espectro da figura 20 . De acordo com dados da literatura e com o perfil
de fragmentacéo, estes espectros indicam a presenca do flavondide glicosilado
Ramp-(1 - 6)-[Ramp-(1 - 2)]-Galp-(1 - 3)-quercetina, uma vez que 0s ions
fragmentos coincidem com a proposta de fragmentacdo da estrutura mostrada na

figura 21 .

Figura 18 - Espectro de massas ESI(+)-MS/MS do glic osideo de m/z [M+H] 757.
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Fonte: Autora (2011).



Figura 19 - Ram p-(1 - 6)-[Gal p-(1 - 2)]-Ramp-(1 - 3)-quercetina
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Fonte: Autora (2011).

b) Substancia Fr3
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A substéncia foi identificada através de espectrometria de massas de alta

resolucdo e RMN 400MHz 1D e 2D. O espectro de massas ESI(+)-MS apresentou o

pico do ion molecular com m/z [M+H] 741 e através do MS/MS obtivemos o0s

fragmentos de m/z [M+H] 595, 449, 287. Este perfil de fragmentagcédo refere-se a

perda consecutiva de 3 acgucares: ramnose, ramnose e glicose/galactose. Sugere-se

portanto, com base em dados da literatura, que a substancia Fr3 seja o flavondide

glicosilado Ramp-(1 - 6)-[Ramp-(1 - 2)]-Galp-(1 - 3)-canferol, figura 23 .



Figura 20 - Espectro de massas ESI(+)-MS/MS do glic osideo de m/z [M+H] 741.
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Fonte: Autora (2011).

Figura 21 - Ram p-(1 - 6)-[Ramp-(1 - 2)]-Gal p-(1 - 3)-canferol
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Fonte: Autora (2011).
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c) Substancia Fr5
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O espectro de massas de alta resolucdo da substancia Fr5, mostra o pico do

ion molecular com massa de m/z [M+H] 611.1694, como observado no espectro de

massas full-scan da substancia, figura 22 .

Figura 22 - Espectro de massas ESI(+)-MS full scan
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A fragmentacdo do ion molecular m/z [M+H] 611, gerou os seguintes ions

filhos: m/z 465 (referente a perda de uma ramnose), m/z 303 (referente a perda de

uma galactose/glicose, identificando a aglicona quercetina).

Com base nessas informacfes dos espectros de massas podemos dizer que

a molécula analisada se trata do flavondide glicosilado Ramp-(1 - 6)-Glcp-(1 - 3)-

quercetina. Também conhecido como rutina.
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Figura 23 - Espectro de massas ESI(+)-MS/MS do glic osideo de m/z [M+H] 611.
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A pureza da molécula pode ser observada no espectro pela presenca de
dimero protonado de massa m/z 1221, figura 24.

Figura 24 - Espectro de massas ESI(+)-MS/MS da frag mentacdo do ion m/z [M+H] 1221.
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Figura 25 - Ram p-(1 - 6)-Glcp-(1 - 3)-quercetina (rutina)
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Fonte: Autora (2011).

A rutina, foi escolhida como marcador da fracdo 30%MeOH. A esta fragao
daremos o nome de “fracdo enriquecida em flavondides”. O passo seguinte é a
quantificacdo da rutina na fracao e posteriormente o desenvolvimento de um método

de validacao para este flavonoide.
d) Substancia Fr6

A substancia Fré apresentou m/z [M+H] 597.1761. Esta molécula ao ser
fragmentada gerou os ion de m/z 451 (apds a perda de uma ramnose) e m/z 289
(apbs a perda de 162 Da, ou seja glicose/galactose). Este ion de massa m/z 289 é

referente a catequina.



Figura 26 - Espectro de massas ESI(+)-MS/MS da frag mentacao da substancia de m/z

[M+H] 597.
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Fonte: Autora (2011).

e)Substancia Fr7
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A substancia Fr7 apresentou em seu espectro de massas 0 pico do ion

molecular com massa m/z[M+H] 595. A primeira quebra é de uma unidade de acucar

de massa m/z[M+H] 147, uma ramnose. O sinal seguinte é o m/z[M+H] 287, que

identifica o nucleo canferol e foi obtido apds a perda de uma hexose, podendo ser

glicose ou galactose. Para obter a identidade da hexose é necessario recorrer a

RMN 2D.

Figura 27 - Espectro de massas ESI(+)-MS/MS da frag mentacao da substancia de m/z

[M+H] 595.
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Fonte: Autora (2011).



Figura 28 - Ram p-(1 - 6)-Glcp-(1 - 3)-canferol, uma das possiveis conformacdes da

substancia Fr7
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Fonte: Autora (2011).

f)Substancia Fr8
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De acordo com o espectro de massas, esta molécula de massa m/z[M+H] 465

ao fragmentar-se gera o ion de massa m/z[M+H] 303, a quercetina. A perda é de

162 unidades de massa, ou seja uma hexose.

Figura 29 - Espectro de massas ESI(+)-MS/MS da frag mentacao da substancia de m/z

1.03e3
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Figura 30 - Glc p-(1 - 3)-quercetina (isoquercetina) ou Gal p-(1 - 3)-quercetina
(hiperosideo)
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Fonte: Autora (2011).

4.5 Da fracdo 60% MeOH

As 2 substancias isoladas desta fracdo foram as mesmas isoladas da fracao
30%MeOH, a Fr5 e Fr7.

4.6 Validacdo de método analitico para quantificacd o da Rutina através de
HPLC-DAD-MS.

4.6.1 Especificidade e Seletividade

A seletividade do método, que confirma a identidade da substancia padrao, foi
avaliada usando a técnica de LC-MS. Para analise no detector de massas algumas
condigbes na analise tiveram que ser reavaliadas em virtude na necessidade de
fluxo reduzido para emprego deste detector. As condicdes adequadas foram
encontradas usando a coluna Asahipak™ C, com fluxo de 0.3 ml/min em eluicédo
gradiente onde o percentual do solvente B (acetonitrila) variou de 20 a 50% no

intervalo de 30 minutos (figura 29 ).
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Figura 31 - Cromatograma da fracdo 30%MeOH pela téc nica de LC-MS.
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Fonte: Autora (2011).

O espectrometro de massas foi operado no modo positivo de ionizagédo. As
condicbes do massas foram: capilar 3500, cone, extrator, temperatura do bloco

100°C, temperatura de dessolvatacédo 80°C.

Figura 32 - Cromatograma do massas da fragdo 30% Me OH
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Fonte: Autora (2011).

No espectro de massas da fracdo enriquecida em flavondides foi possivel
observar o pico do ion molecular m/z [M+H] 611 da substancia eluida com tg=20.6,
(figura 32).

A rutina, isolada da fracdo enriquecida em flavonodides, foi analisada nas
mesmas condi¢cdes da fracdo que lhe deu origem. E seu espectro de massas revelou

ser a mesma substancia presente na fracéo enriquecida em flavondides



Figura 33 - Cromatograma do marcador da fracdo enri  quecida em flavondides. Fase
mével 20 — 50%B em 30 trinta minutos, fluxo 0,3ml/m in, dete¢cdo 350nm.
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Fonte: Autora (2011).

Figura 34 - Cromatograma de massas do marcador daf racao enriquecida em
flavondides
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Fonte : Autora (2011).

4.6.2 Linearidade
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Para estabelecer a linearidade do método foi construida uma curva de

calibracdo para a rutina em diversas concentracdes, plotando a area da banda

cromatografica (mAU min) frente a concentracdo (ug/mL). Foram injetadas em

triplicata seis concentracdes de rutina, a figura 31 ilustra tipico cromatograma obtido

na construcdo da curva.
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A faixa linear observada foi entre o intervalo de 8ug/ml a 48 pg/mide
miricetrina, com o coeficiente de regressdo R=0,99943, salientando que o valor de R

ideal é o mais proximo de 1.

A figura 30 representa a curva de calibracéo e linearidade do padréo rutina. O
eixo Y representa a area do padrdo (A) e o eixo X representa a concentracdo do

analito expressa em microgramas por mililitro.

Figura 35 - Faixa linear da rutina
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Fonte: Autora (2011).

4.6.3 Precisao intra-dia

As analises foram realizadas em 3 dias diferentes. A tabela tal apresenta os
valores de precisdo intra-dia. Foram preparadas seis aliquotas de mesma
concentragéo da fracdo enriquecida de flavonéides (30%MeOH). O valor da precisédo
intra-ensaio, medido pelo coeficiente de variacdo, foi 0,39%, valor considerado

satisfatorio segundo critério da ANVISA que estabelece o maximo de 5%.
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Tabela 3 - Precisdo intra -dia do método de validacdo da rutina na fracdo enriquec  ida
em flavonoides

200 pg/ml  400ug/ml

10mg  MEDIA DESVIO CV (%)

P1
P2
P3
P4
P5
P6

1559632
1567947
1569235
1550970
1562263
1569589

6,239
6,268
6,272
6,210
6,248
6,273

12,48
12,54
12,54
12,42
12,50
12,55

311,967
313,378
313,596
310,497
312,413
313,656

12,50 0,049 0,394

Fonte: Autora (2011).

4.6.4 Exatidao e Precisao inter-dia

A forma escolhida para verificar a exatiddo do método foi a realizacdo do teste

de recuperacdo do analito, também conhecido como adicdo de padrdo. Ou seja,

guantidades conhecidas e crescentes do padrédo foram adicionadas na fragéo

enriquecida em flavonodides de concentracao fixa.

Cincos pontos de adicdo, preparados em triplicata, foram usados para

construir a curva e a exatiddo foi calculada pelo percentual de recuperacdo do

padrao.

Figura 36 - Curva da adi¢do de padrao
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Fonte: Autora (2011).
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Na tabela abaixo estdo expostos a média da area obtida nos cromatogramas
para cada concentragéo, os valores do desvio padrao, o coeficiente de variacao, e a

recuperacao.

Tabela 4 - Adicdo de padrdo e precisdo inter-dia. O nde Fr= fracdo 30%MeOH, pd=
padréo rutina .

Fr 321153 860,85 0,27 8,29
Fr +100u! pd 471643 370,63 0,08 12,37 4,09 102,16 96,71
Fr+150 pl pd 538341 383,02 0,07 14,18 5,90 98,29
Fr+200 pl pd 578338 510,77 0,09 15,27 6,98 87,29
Fr+250 pl pd 684392 559,68 0,08 18,15 9,86 98,63

Fr +300 pl pd 750542 227,60 0,03 19,94 11,66 97,16
Fonte: Autora (2011).

No primeiro ponto ndo houve percentual de recuperacéo, obviamente por ndo
ter sido fortificado com o padréo. A média de recuperacao das analises foi de 96,7%,
indicando uma excelente exatiddo do método analitico. Na curva de adicdo de
padrdo ndo ha intercesséo entre 0s eixos, visto que a concentragdo da fragdo a ser
fortificada possui aproximadamente 8 1g/ml do padrdo. O coeficiente de variacdo das
analise variou apenas entre 0,03 a 0,3; obtendo-se a média de 0,10%, indicando

uma excelente precisao do método.

Este ensaio de adicdo de padréao, ndo so fornece a exatiddo do método, ainda
nos fornece um outro parametro intrinseco a validacdo do método, a especificidade.
Este parametro foi determinado na fortificagcdo da fracdo, nesse processo apenas a

banda cromatogréfica correspondente ao padrdo tem sua concentragdo aumentada.

A tabela abaixo resume os parametros avaliados na validacdo do método

analitico para quantificacdo da rutina na fracao enriquecida em flavonéides.
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Tabela 5 — Resumo dos parametros e validacdo avalia dos no método.

PARAMETROS RESULTADOS
Seletividade Seletivo
Linearidade 0,99943

Intervalo 8,0 a 48,0 pg/ml
Preciséo intra -dia (CV %, n=6) 0,39%
Preciséo inter -dia (CV %, n=6) 0,10%

Exatiddo 96,71% de recuperacao

Robustez N&o checada

Fonte: Autora (2011).

4.7 Encapsulagdo da Rutina com [-CD

A rutina, substancia marcadora da fracdo enriquecida de flavondides, foi
encapsulada em 3-CD com a finalidade de assegurar sua integridade quimica, visto
que sua estrutura contendo inumeras hidroxilas fendlicas sdo  facilmente

degradadas.

A rutina foi encapsulada em diversas concentracdes de 3-CD, nas propor¢des
de 1:1, 1:2, 1:5 e 1:10. Para analise do encapsulamento foram realizadas analises
cromatograficas no HPLC-DAD nas mesmas condi¢des de analise do padréo rutina,
ja estabelecidas anteriormente, ou seja, fase moével HAC/ACN 80:20, fluxo de
1,0mL/min, detec¢cdo em 254 e 350nm.

Na figura 35, temos o cromatograma referenteesta analise, onde todas as
propor¢cdes de encapsulamento estdo sobrepostas, inclusive o padréo livre de 3-CD
e a [3-CD pura. No cromatograma ha um aumento da intensidade deabsor¢do das
bandas na medida em que se aumenta a propor¢cdo de ciclodextrina, dessa forma
confirmando o encapsulamento. Ainda presente no cromatograma da figura 35, as

analises feitas com os padrbes de [-CD (verde) e rutina (preto).
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Figura 37 - Rutina apos encapsulagdo com  [-CD. Nas propor¢des 1:1 (roxo), 1:2 (azul),
1:5 (rosa), 1:10 (azul escuro), rutina (preto), B-CD(verde).
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Fonte: Autora (2011).

4.8 Potencial antioxidante da fracdo enriquecida em flavondides, rutina e
rutina B-CD

O extrato bruto de C. coriaceum, a fragdo enriquecida em flavondides a rutina
e a rutina B-CDforam avaliados com relacdo ao seu potencial antioxidante de acordo
com os ensaios: Folin-Ciocateu (FC), DPPH, ABTS e DMPD empregando como
padréo de calibracdo o 4cido galico e canferol.

Figura 38 - Substancias empregadas como padrdes nos testes de capacidade
antioxidante
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HO OH
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Fonte: Autora (2011).
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Para o ensaio de FC (compostos fendlicos totais) a fracdo enriquecida em
flavonoides apresentou maior teor de fendlicos totais em relagdo ao extrato (tabela
1). Esta constatacao foi corroborada com 0s ensaios para capacidade antioxidante,
com excecédo do ensaio do DPPH (tabela 1). Como a fracao é rica em flavonéides
glicosilados estes compostos devem interagir de forma mais efetiva com os radicais
ABTS" e DMPD" (comparando com o extrato) que com o DPPHLI. Este resultado
esta associado a reacdes o preferencial do radical DPPH[ com compostos lipofilicos

€ menos volumosos.

Tabela 6 - Resultados dos ensaios antioxidantes emp  regando acido galico como

padréo.
RUT (0,2mg/ml) 136 152 148 22
Fracdo (1mg/ml) 690 757 49 94
Extrato(1mg/ml) 122 204 6,9 1
RUT B-CD 1:1 - 52 83 -
RUT B-CD 1:2 - 45 46 -

Fonte: Autora (2011).
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Tabela 7 - Resultados do ensaio ABTS empregando can  ferol como padréo.

ABTS
AMOSTRA Canferol
RUT (0,2mg/ml) 242
Fracdo (1mg/ml) 610
Extrato(1mg/ml) 289
RUT B-CD 1:1 143
RUT B -CD 1:2 116

Fonte: Autora (2011).

O efeito da encapsulacdo da rutina com a B-CD foi avaliado pelos ensaios do
DPPH e ABTS, sendo que para o ultimo também foi empregado o flavondide
canferol (6) para calibracdo (tabela 2). De forma geral, foi observado que o
encapsulamento da RUT conduz a reducdo da atividade antioxidante (AA),
possivelmente pelo bloqueio dos grupos reativos aos radicais. O emprego do
canferol como padréo de calibracdo apresentou tendéncia de reducdo da atividade
antioxidante semelhante aos resultados obtidos com acido galico para o ensaio do
ABTS.

Apesar da reducdo da atividade, investigagcbes quanto a caracterizacdo do
complexo de inclusédo, estabilidade e liberagcdo deste flavondide estdo em

andamento.
4.9 Avaliacao Linfoproliferativa de Principios Ativ osdaC. Coriaceum

A incidéncia de cancer tem aumentado anualmente e o interesse em terapias
alternativas e no uso de farmacos originarios de produtos naturais esta crescendo,
especialmente aqueles derivados de plantas. Com a finalidade de buscar novas
fontes de farmacos anticancer, muitos extratos e principios ativos de plantas estédo
sendo estudados em modelos in vitro e in vivo. O modelo in vivo tem a importancia

de confirmar a atividade anticancer observada em cultura de células, superando as
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limitagcdes dos modelos in vitro.

A triagem inicial da atividade anticancer da Camptosema coriaceum foi
realizada com o extrato bruto etandlico das raizes, através de testes de
citotoxicidade em cultura de células tumorais humanas. Em seguida e da mesma
forma, foram testados a fragdo enriquecida de flavonoides, extraida desta espécie e

sua substancia marcadora, o flavonéide rutina.

O grafico abaixo se refere a acao do extrato de C. coriaceum em cultura de
células tumorais humanas e relacionam a porcentagem de crescimento com a
concentracdo do extrato. Os valores abaixo de 100% e acima de zero representam
inibicdo de crescimento enquanto 0s negativos (abaixo de zero) representam morte
celular, pois a quantidade de células (aferida pela absorbancia no final do
experimento), no segundo caso, € menor do que aquela que iniciou o experimento

(absorbancia do TO).

O gréfico (figuras 37 e 38) representa a atividade anticancer do extrato bruto
etanodlico das raizes de C. coriaceum e também do quimioterdpico doxorrubicina

(controle positivo).

Figura 39 - Gréfico da atividade anticancer da doxu rrubicina (controle positivo) em
cultura de células tumorais humanas, relacionando p orcentagem de
crescimento versus concentracao do extrato
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Fonte: Autora (2011).
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Fonte: Autora (2011).
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relacionand
xtrato.

C.

(0]

O extrato bruto etandlico das raizes de C. coriaceum produziu efeitos

linhagem de melanoma (UACC-62) na

concentracdo de 2,5 pyg/mL e em concentracdes mais elevadas inibiu o crescimento

de todas as linhasgens testadas. Na maior concentracdo, apresentou atividade

citocida para as linhagens UACC-62, MCF7 e 786-0 (figura 39 ).

Figura 41 - Gréafico da atividade anticaAncer da fragdo enriqueci
(30%MeOH)em cultura de células tumorais humanas, re
porcentagem de crescimento versus concentracdo do e
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A fracdo enriquecida em flavonodides (30%MeOH), apresentou atividade
citostatica para as linhagens de mama (MCF7), melanoma (UACC-62) e leucemia

(K-562) na maior concentracdo, sendo inativo para todas as outras linhagens
(figura39).

O flavondide glicosilado (CCsubst), marcador da fracdo enriquecida em
flavondides, apresentou atividade citostatica para a linhagem de melanoma (UACC-
62), sendo inativo para todas as demais linhagens.

Figura 42 - Gréfico da atividade anticaAncer da ruti  na, marcadora da fracdo enriquecida
em flavondides,em cultura de células tumorais human as, relacionando
porcentagem de crescimento versus concentracéo do e xtrato.
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Fonte: Autora (2011).

A tabela abaixo resume os valores de inibicdo de crescimento total (TGI) das
amostras testadas. Verifica-se que a acdo evidenciada no extrato bruto ndo se
repete para a fracdo enriquecida de flavonoides e consequentemente para a rutina.
Sugere-se dessa forma que outro tipo de substancia ou sinergismo entre elas, é a
responsavel pela acéo citotéxica desempenhada pelo extrato bruto etandlico desta
espécie, em especial frente a linhagem de mama (MCF7) que apresentou valor

inferior em comparacéo ao padréo utilizado, a doxorrubicina.

Fonte: Autora (2011).
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Tabela 8 - Valores de TGI (inibicdo de crescimento total) do extrato bruto de C.
coriaceum, da fragdo enriquecida em flavondides (FEF), daruti  na (RUT) e
da doxorrubicina(Dox) em  pg/mL.

Linhagem/Extrato EBE FEF RUT Dox ‘

U251 >250 >250 >250 0,72
UACC-62 30,09911 >250 >250 2,01
MCF7 60,34015 >250 >250 237,42
NCI/ADR-RES >250 >250 >250 18,15
786-0 204,4854 >250 >250 0,92
NCI-H460 >250 >250 >250 4,50
OVACR-3 >250 >250 >250 15,21
HT29 >250 >250 >250 36,33
K-562 >250 >250 >250 1,99

Fonte: Autora (2011).

Em paralelo, na tentativa de descobrir qual substancia presente no extrato
bruto da Camptosema coriaceum tem atividade linfoproliferativa, outra substancia
isolada desta espécie foi avaliada. Desta vez um triperpeno de estrutura ainda néao
elucidada. Porém o triterpeno(CCest) apresentou atividade citostatica apenas para a
linhagem de leucemia (K-562), figura 40.

Figura 43 - Grafico da atividade anticancer triterp enos isolado da espécie C.
coriaceum ,em cultura de células tumorais humanas, relacionan do
porcentagem de crescimento versus concentracao do e xtrato .
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Fonte: Autora (2011).
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5 CONCLUSOES

Através de técnicas cromatograficas foi possivel a obtencdo de uma fragcéo

enriquecida em flavondides glicosilados da espécie C. coriaceum.

Da fracado enriquecida em flavonoides foi possivel o isolamento de cinco

flavondides glicosilados e uma catequina também glicosilada.

O método de validagdo da rutina na fracdo enriquecida com flavondides do
extrato seco das raizes de C. coriaceum encontra-se devidamente validado com os

parametros de validacdo consoantes com a regulacéo.

A eficiéncia da encapsulagéo da rutina em [1-CD foi comprovada mediantes
0s ensaios da capacidade antioxidantes, comparando a rutina encapsulada com a

nao-encapsulada.

Através dos testes de linfoproliferacdo, comprovamos a atividade citostatica
do extrato bruto de C. coriaceum, da fracdo enriquecida em flavondides e da rutina
sobre o crescimento celular de diversas linhagens de células tumorais. Sendo o
extrato bruto o mais eficaz e com atividade citocida frente as linhagens de

melanoma, mama e renal.
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