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RESUMO

CARNEIRO, Vanessa Amaral.Estudo fitoquimico e avaliacdo da atividade
antioxidante de Plumbago scandens.2017. 112 f. Dissertacdo (Mestrado em
Quimica) — Instituto de Quimica, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de
Janeiro, 2017.

A espécie vegetal Plumbago scandens presente na restinga da Marambaia
na cidade do Rio de Janeiro é utilizada na medicina popular, porém sua composi¢ao
quimica e atividade antioxidante ndo é amplamente conhecida.Para este trabalho,
folnas e caules da espécie Plumbago scandensforam extraidos com solventes
organicos de diferentes polaridades, via soxhlet. Em seguida, os extratos foram
quantificados e foi realizadaa avaliacdo de sua atividade antioxidante utilizando-
semétodo de determinacdo de conteudo de fendis totais (CFT), teor de flavondides
totais (TFT) e atividade antioxidante pelo método do DPPH. O resultado obtido para
o conteudo de fendis totais para o extrato hexanico de P. scandens foi44,82 EAG/g e
para o extrato acetato de etila 140,72 EAG/g, o teor de flavondides totais para o
extrato hexanico foi de 44,99 mg EQC/g e para o extrato acetato de etila 73,52mg
EQC/g. A atividade antioxidante pelo método do DPPH apresentou um valor de
EC50100 pg/mL para o extrato hexanico e 35 pug/mL para o extrato acetato de etila.
No estudo fitoquimico do extrato hexanicode Plumbago scandensos seguintes
compostos foram identificados por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria
de massas e confirmados via comparacdo com padroes de referéncia ou
espectroscopia por Ressonancia Magnética Nuclear de *H e *C: Plumbagina (5-
hidroxi-2metil-1,4 naftoquinona), composto presente nas espécies do género
Plumbago, ja detectada na espécie estudada; Trés compostos ainda néo relatados
na literatura para a espéciePlumbago scandens: Tocoferol (Vitamina E) e o0s

triterpenos a- e - amirina.

Palavras-chave: Plumbago scandens.a- e - amirina. Plumbagina. Tocoferol. DPPH.



ABSTRACT

CARNEIRO, Vanessa Amaral.Phytochemistry study and antioxidant activity
evaluation of Plumbago scandens.2017. 112 f. Dissertacdo (Mestrado em Quimica) —
Instituto de Quimica, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro,
2017.

The plant species Plumbago scandens present in the Marambaia sandbank
in the city of Rio de Janeiro is used in popular medicine, but its chemical composition
and antioxidant activity is not widely known.Plumbago scandens leaves and stems
were extracted using organic solvents with different polarities, via soxhlet. Then, the
extracts were quantified and their antioxidant activity was evaluated using total
phenolic content, total flavonoid content and antioxidant activity by the method of
capture free radicals DPPH. The result obtained for the total phenol content for P.
scandens hexane extract was 44.82 EGA/g and for the ethyl acetate extract 140.72
EGA /g, the total flavonoid content for the hexanic extract was 44.99 mg EQC/g and
for the extract ethyl acetate 73.52 mg EQC/g. The results of antioxidant activity by
the DPPH method was ECsy 100 pg/mL for the hexane extract and 35 ug / mL for the
ethyl acetate extract.In the phytochemical study of the Plumbago scandens hexane
extract, the following compounds were identified via gas chromatography coupled to
mass spectrometry and confirmed by comparison with reference standards or *H
and *C Nuclear Magnetic Resonance Spectroscopy: Plumbagine (5-hydroxy-2-
methyl-1 , 4 naphthoquinone), a compound present in Plumbago species, already
detected in the species studied; Three compounds not previously found in Plumbago
scandens: Tocopherol (Vitamin E) and the a- and B-amyrin triterpenes

Keywords: Plumbago scandens.a- e 3- amyrin. Plumbagin. Tocopherol. DPPH.



Figura 1-
Figura 2-
Figura 3-

Figura 4-

Figura 5-

Figura 6-

Figura 7-
Figura 8-

Figura 9-

Figura 10-
Figura 11-

Figura 12-
Figura 13-
Figura 14-
Figura 15-
Figura 16-
Figura 17-
Figura 18-
Figura 19-

LISTA DE FIGURAS

Plumbago SCANAENS.........uuiiiiei e e e e e e ee e
Molécula da Plumbagina...............uuveiiiiniiiiieeeeeeeeeeeeeee e
Naftoquinonas encontradas no género Plumbago: Chitranona
(1), Droserona (2), Isoshinanolona (3) e Plumbazeylanona (4)....
3,8-diidroxi-6-metoxi-2-isopropil-1,4-naftoquinona e 5,7-diidroxi-
8-metoxi-2-metil-1,4-naftoquinona isoladas por Gupta et al.........
2-metil-5-(3’-metil-but-2’eniloxi)-[1,4] naftoquinona extraida por
KISNOTE...ce e
3,3’ Biplumbagina e Eliptinona isoladas por Kaewbumrung e
Panichayupakaranant, 2013.........cc.cccceeeeiiiiiiieeccce e
Alcalbides derivados da Guaridina..............ccccvvvvviiiiiiiiiiiiiiieeeeenn.
Naftoquinona e terpendide isolados a partir da espécie
Plumbago zeylanica, respectivamente..........ccccevveeeeeeeeiveveeeeeninnnns
Epiisoshinanolona isolada e caracterizada por Bhattacharyya e
Carvalno €m 1986.......cccouviiiiiiiiiiieecc s
Formula estrutural do DPPH..........cccooiiiiiiiiiiiieceeeee e
Reac0es referentes ao ensaio de determinagéo da capacidade
antioxidante por DPPH. Reducé&o pela presenca dos compostos
antioxidantes (AH.) ou radicais livres (R.).......coevvvevreiiiiiiiiieeeeeeenn,
Esqueleto basico dos flavonoides.............ccccoeeeiivivieeieiiiicccee
Formula estrutural da Quercetina............cccoeeveiiiiiiiiiiciccccce e
Formula estrutural do Acido GAlICO..........coveeveeveeeeieeeeee e
Moinho de facas tipo WilleY.........cceviieeiiiiiiiieeeeece e,
Fluxograma de extracao da planta Plumbago scandes................
Diagrama de blocos do ensaio de teor de flavondides totais........
Diagrama de blocos do ensaio de teor de fendis totais ................
Célculo da porcentagem de atividade antioxidante (AA) — ensaio
JE DPPH. ..o e

17
19

22

23

23

24
24

25

26
28

29
29
30
30
32
33
34
35

36



Figura 20-
Figura 21-

Figura 22-

Figura 23-

Figura 24-

Figura 25-

Figura 26-

Figura 27-

Figura 28-

Figura 29-

Figura 30-

Figura 31-

Figura 32-

Figura 33-

Figura 34-
Figura 35-

Figura 36-

Figura 37-

Cromatografia em coluna aberta do extrato hexanico..................
Cromatografia em camada delgada das fragdes 22, 23, 24 e 25
do extrato acetato de etila...............cooiiiiiiiiiiiiii s
Cromatograma de corrente de ions totais da fracdo 2PSEH 20...
Espectro de massas do pico majoritario da fracdo 2PSEH 20,
em comparacao ao espectro de massas da Plumbagina (5-
hidroxi-2metil-1,4 naftoquinona) (NIST).......ccccceeiiiiiieiiiiiiirieeeeiiiiees
Proposta de fragmentacao para a molécula Plumbagina..............
Cromatografia preparativa em camada delgada da fracao
2PSEH 20... .ttt

Cromatograma de corrente de ions totais da fracdo 2PSEH 20

Cromatograma de corrente de ions totais da fracdo 2PSEH 20
RIS AIFG. ...
Molécula da Plumbagina numerada............cccccoeveieeeeeeiiieeeenennnnnns
Espectro de correlagdo C-H, HSQC aproximado..............cccc.ueeeee.
Cromatograma de corrente de ions totais da fracdo 2PSEH21..
Espectro de massas do pico majoritario da fracdo 2PSEH 21,
em comparacgao ao espectro de massas do a-Tocoferol (NIST)...
Cromatograma de corrente de ions totais do padrao de a-
TOCOTEIOL. ...t
Espectro de massas do pico em 57,79 min do padrao analitico
a-Tocoferol e sua fragmentagao............coeeeeeeeriiiiiiiienicieee
Proposta de fragmentagao do a-Tocoferol..........cccccovvvvvviiicinnnnnn.
Cromatograma de corrente de ions totais do padrao de a-
Tocoferol coinjetado com a amostra 2PSEH 21................coouveen...
Cromatograma de corrente de ions totais do padrao de a-
Tocoferol coinjetado com a amostra 2PSEH 21 em comparacao
com a amostra original 2PSEH 21........ccccooeiiiiiiiiiiiiiieee,
Cromatograma de corrente de ions totais do padrao de a-
Tocoferol coinjetado com a amostra 2PSEH 21 em comparacao
com a amostra original 2PSEH 21, expandido no tempo de

retenGa0 57,70 MiN....oooiiei e e

53

54

56

56

57

58

59

60

61

64

65

66

66

67
68

69

69



Figura 38-
Figura 39-
Figura 40-
Figura 41-
Figura 42-
Figura 43-
Figura 44-
Figura 45-
Figura 46-

Figura 47-
Figura 48-

Figura 49-

Figura 50-

Figura 51-

Figura 52-

Figura 53-

Figura 54-

Figura 55-

Cromatograma de corrente de ions totais da fracdo 3PSEH 26...

Espectro de massas do pico em 60,87 min da fracdo 3PSEH 26,

em comparacao ao espectro da beta- amirina e do pico em
61,58 min em comparacao ao espectro da alfa-amirina...............

Cromatograma de monitoramento de ion selecionado em m/z

218 da frag80 3PSEH 26........ccovviiiiiiiiiiiiii e

Cromatograma de corrente de ions totais da mistura a, 8 —
amirina extraido de resinas de plantas amazonicas.....................
Espectro de massas do pico da a-, B-Amirina da Resina
AMITINICA. ..ot i i rr e e reeeeae e s

Fragmentagao da a-AmiriNa............ceeeveevviiiiiiiiiiinee e eeeeeeeeeeeenennns

Coinjecéo da Resina Amirinica e a fracdo 3PSEH 26...................
Cromatograma dos triterpenos encontrados no tomate................
Espectro de massas do pico em 60,87min da fracdo 3PSEH 26..
Espectro de massas do pico em 60,83min da fracdo 3PSEH 26..

Cromatograma dos triterpenos encontrados no tomate apos
tentativa de isolamento do composto 13 com o perfil de

fragmentacado dos ions mais abundantes do composto 2 — &-

YN 0411 41 T VTP TRUP TR

Reacao de amirinas com o reagente Dicromato de

PiridINA(PDC)....cevieiiiiiiieiiie e e e e ee e e e e e e e e e e e e e eeaeeennnnnnns

Cromatograma da amostra 3PSEH 26 apds o processo de

(03 ([0 £= Tor= o J PP PPPPPPPPPPPPPP

Cromatograma da amostra 3PSEH 26 oxidada coinjetada com o

padrao a-, B-Amirina da Resina Amirinica oxidados....................
Espectros de massas da a-Amirina oxidada no padréo (a) e na
AMOSEIA (D).
Espectros de massas da -Amirina oxidada no padréo (a) e na
AMOSIIA (D).

Reacado de amirinas com anidrido acético e DMAP..........ccc.........

71

712

73

74

74

75

78

79

80
80

81

82

83

84

85

86

87
88



Figura 56-

Figura 57-

Figura 58-

Figura 59-

Figura 60-

Figura 61-

Figura 62-

Figura 63-

Figura 64-

Cromatograma da Resina Amirinica ap0s a reacéo de
ACELIAGED. .....ce i i
Cromatograma da amostra 3PSEH 26 apoés a reacéo de

o o1 1| F= U= Lo P URRSRR
Cromatograma da amostra 3PSEH 26 acetilada coinjetada com
0 padrao a-, B-Amirina acetilados............cceveiiiiiniiiiiiieeeeees
Comparacéao dos espectros da a-Amirina acetilada no padréo e
0Tz U= 10 001 £ = VSRR
Comparacéao dos espectros da 3-Amirina acetilada no padréao e
0T U= 10 001 £ - VR ERSRPP
Cromatograma da fragdo PSEH 26.............cccccceeiiiiiiiiiciiieccieeeeies
Espectro de massas do pico majoritario (60,67 min) da fracao
PSEH 26, em comparagéo ao espectro do gamma-Sitosterol
OIS ) TSR
Espectro de massas do composto com Tr: 59,1 min, da fracao
PSEH 26, em comparacao ao espectro do Campesterol (NIST)..
Espectro de massas do composto com Tr: 59,5 min, da fracao
PSEH 26, em comparagao ao espectro do Stigmasterol (NIST)...

96



Tabela 1-

Tabela 2-

Tabela 3-

Tabela 4-

Tabela 5-

Tabela 6-

Tabela 7-

Tabela 8-

Tabela 9-

Tabela 10-

Tabela 11-

Tabela 12-
Tabela 13-

Tabela 14-

LISTA DE TABELAS

Esquema de fracionamento em silica gel dos extratos em hexano
e em acetato de etila de Plumbago scandens............cccccceeveeeeennnn.
Rendimento médio de extracdo por Soxhlet nos diferentes
SOIVENTES. ...ttt ettt
TFT: Valores de concentracao dos padrées de Quercetina
(ng/mL) e suas respectivas abSOrvancias...........cccoeevvvvviiieeeeeennnnnnn.
Ensaio de TFT: Resultados de absorvéancia das amostras e
respectivas CONCENITAGOES. .........uuuiiieeeiiiiiiee e e e e e e
Ensaio de TFT: Resultados de concentracdo das amostras em
miligrama de EQC por grama de peS0 SECO........ceeeeeeeeiiieeeeeeeininnnns
CTF: Valores de concentracdo dos padrées de Acido Galico
(ug/mL) e suas respectivas abSOrvancias...........cccceevvvvvvnniiiieeeneenn
Ensaio de CFT: Resultados de absorvancia das amostras e
respectivas CONCENITAGOES. .........uuviiiee e iiiiiiee e e e e eireeee e e
Ensaio de CFT: Resultados de concentracdo das amostras em
miligrama de EAG por grama de PeS0 SECO..........cceuvvvrrmrrniiieaerenns
Ensaio de DPPH: Valores de concentracdo das amostras do
extrato hexanico de Plumbago scandens diluidas e suas
respectivas abSOrVANCIAS...........uueiiiiiii i e
Ensaio de DPPH: Valores de concentracdo das amostras do
extrato acetato de etila de Plumbago scandens diluidas e suas
respectivas abSOrVANCIAS...........uuciiiiiie e
Ensaio de DPPH: Valores de concentracao das amostras do
extrato hexanico e acetato de etila da Plumbago scandens e
suas porcentagens de atividade antioxidante...........c.ccccoeeeeevevnnnnn..
Resultados do ensaio de DPPH para Plumbago scandens............
Resultados de fendis totais, flavonoides totais e capacidade
antioxidante — DPPH para Plumbago scandens e outras trés
ESPECIES U PIANLAS. ...uvviiiiiiiiiiiiiiii it
Dados obtidos dos espectros de RMN 1H para

37

42

43

44

a7

48

48

49
51

52



Tabela 15-

Tabela 16-
Tabela 17-

Plumbaginaversus encontrados na
literatura...........ueeveeiiiiiii s

Dados obtidos dos espectros de RMN 13C para Plumbagina
versus encontrados na lteratura.........cccccceveeeniiieeeeeccciee
Dados de correlagdes C-H obtidos do espectro HSQC..................
Dados obtidos dos espectros de RMN 13C para a mistura de a-,

B- amirinaversus encontrado na literatura.............cccooeevvvvviineeeennnn,

61



Gréfico 1-
Gréfico 2-

Grafico 3-

Gréfico 4-

LISTA DE GRAFICOS

Curva analitica do ensaio de TFT, padrdo Quercetina.................... 43
Curva analitica do ensaio de CFT, padréo Acido Gélico................. 46
Curva analitica do ensaio de DPPH para Plumbago scandens —
EXIrato HEXANICO........ccoiiiiii e 50
Curva analitica do ensaio de DPPH para Plumbago scandens —

Extrato ACetato de €lila.......ceueeeeeeeeeeeee e 50



2.1
2.2

3.1
3.2
3.3
3.3.1
3.3.2
3.3.3
3.34
3.3.5

3.3.6
3.3.7

3.3.8

3.3.9
3.3.9.1
3.3.9.2

4.1
4.2
4.3
4.4
4.5

SUMARIO

INTRODUGAO . ...ttt e e e
OBUJIETIVO . e e et e e e e e et e e aaa e eaees
REVISAO BIBLIOGRAFICA......coiiiirireeieieieieene e
PlumMbago SCANUENS.....ciiii e s
AGCA0 ANTIOXTAANTE. ....eeiiiiiiiiiiiiiie e
MATERIAIS E METODOS ..ottt
AV F= LT =T PP PPPPPPPPPRPRRPP
EQUIPAMENTOS. ...t
Metodologia experimental..............uuiiiiiiiii
EXrac80 POr SOXNIEL......ccooiiiieiiiieie e
Teor de Flavonoides TOtaIS (TET)......uuuuuerrrieriiiiiiieeeeaeeeeeeeeeseiiiiiveneeeees
Conteudo de Fenais TotaIS (CET)....uuuururreieeiiiiieeieeaeeeeeeeeeseiiiiiiieieeeee
Teste de DPPH (DPPH)....cooiiiiiiiiiiieeeeee e
Fracionamento dos extratos — cromatografia em coluna aberta

PIEPATALIVA. ... ..ceeieiiiiei et e e e e e e e e e e e
Cromatografia em camada delgada..........ccoveeeveniie e,

Avaliacdo por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de

IYVAISSES. - et e e e e e e e e e et e e e ettt
Caracterizacao da molécula através de analise por Ressonancia
Magnética Nuclear de Hidrogénio e Carbono 13 (RMN *H e £C).........

Confirmacao da presenca de a-, B- amirina por reacdes guimicas.......

REaCOES € OXIAGAD. ......ueiiiiiieiieeeeeeee e e e
Reagles de acetilaGao...........ccccuuviiiiiiiiiiiie e
RESULTADOS E DISCUSSOES.........coioeeeeeeeee e
Extracdo da Plumbago scandens por Soxhlet..........c.ccccvvvvvivveiinnnns
Determinacao do teor de Flavonoides Totais (TFT).........cceeeeeeeeeeee.
Determinacdo do Conteudo de Fendis Totais (CFT)......cccccvvvvvvnnee.
Capacidade antioxidante — Ensaio de DPPH..............cccoov v,

Cromatografia em coluna aberta e em camada delgada..................

16
18
19
26
27
31
31
31
32
33
33
34
36

36
37

38

39

40
40
42
42
42
45
47
52



4.6 ANalise CromatografiCa.......cccuuuuiriiiiiiiiiie e 54

4.6.1 Fracdo numero 20 do extrato hexanico 2PSEH 20..........ccccceeeeiiinnn. 55
4.6.2  Fracdo numero 21 do extrato hexanico 2PSEH 21..........ccccccvvvvvinnnnn. 65
4.6.3  Fracdo numero 26 do extrato hexanico 3PSEH 26............cccevvvvvvnennn. 71
4.6.4  Fracdo numero 26 do extrato hexanico 3PSEH 26..........ccccccvvevveeennn.. 94
CONCLUSOES.......ooiiiiiiiiieiieei ettt 97
REFERENCIAS. ..ottt 99
APENDICE A — Espectro de RMN *3C obtido da fragcdo PSEH 20
AL S e e e e e a e e e e 106
APENDICE B — Espectro de RMN *H expandido A obtido da fracdo
PSEH 20 AlF3.. .ttt e e e e e 107
APENDICE C — Espectro de RMN *H expandido B obtido da fracdo
PSEH 20 AlF3.. .t e e e 108
APENDICE D — HSQC da fragdo PSEH 20 AIF3 purificada.................. 109
APENDICE E — Espectro de RMN **C obtido da Resina Amirinica...... 110

APENDICE F — Cromatograma e espectro de massas da fragéo
P O A 3. 111



16

INTRODUCAO

Restingas sé@o de acordo com a resolucdo n° 07, de 23 de Julho de 1996 do
CONAMA: “conjunto de comunidades vegetais, fisionomicamente distintas, sob
influéncia marinha e fluvio-marinha. Estas comunidades, distribuidas em mosaico,
ocorrem em areas de grande diversidade ecologica sendo consideradas
comunidades edaficas por dependerem mais da natureza do solo do que do clima”.

As restingas estdo presentes em quase todo o territdrio brasileiro, se
concentrando no litoral de Sdo Paulo, Rio de Janeiro, Espirito Santo, Alagoas,
Sergipe e Bahia.Com essa grande extensdo em area territorial, as restingas
concentram uma das mais ricas floras com espécies vegetais pouco estudadas e
que, desta maneira, compdem ampla biodiversidade (Wikipédia, 2016).

A restinga da Marambaia situada no estado do Rio de Janeiro, possui uma
extensdo de aproximadamente 42 km, é separada do continente pelo Canal do
Bacalhau, na Barra de Guaratiba (Rio de Janeiro). A regido € administrada pela
Marinha Brasileira, sendo utilizada para exercicios militares e experimentos de

armamentos (Corpo de Fuzileiros Navais, 2015).

Sua vegetacao reune uma das ultimas reservas de Mata Atlantica do sudeste
brasileiro dentre elas aPlumbago scandens(Figura 1, pag. 21), uma espécie tropical
presente tipicamente ao longo da costa do Brasil. A Plumbago scandenséuma
espécie endémica de restinga, de solo arenoso com restricdo de agua e €
caracterizada pela alta intensidade luminosa (PAIVA, et. al. 2011), € uma planta sub-
arbustiva ascendente, de 0,5 a 1,5m de altura.Sua disseminacdo € realizada por
animais e seu ciclo é perene, apresentando flor e fruto em grande parte do ano.
Essa espécie também é conhecida como “louco”, “caataia”, “caapomonga”, “folha-

de-louro” e “erva do diabo”.

A espécie vegetal Plumbago scandenspertence ao género Plumbago, a
familia da Plumbaginaceae, ordem Plumbaginales, superordem Malviflorae. Essa
familia compreende cerca de 20 géneros e aproximadamente 500 espécies,

apresentando uma ampla distribuicdo geografica (PAIVA, 2002).

As plantas do género Plumbago tém sido utilizadas na medicina popular como
anti-reumatico, anti-parkinson, purgativo, contra sifilis e dores de dente entre outras

aplicacoes.
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Figura 1: Plumbago Scandens

Fonte: RIET-CORREA, 2011

Essa planta j& desapareceu em vérios lugares em funcdo da atividade
humana e um exemplo disso ocorre com a exploracdo imobiliaria que acontece na
regido da zona oeste do Rio de Janeiro, onde muitas areas de restingas ainda estao
sendo destruidas para criagbes de condominios e shoppings, impactando
diretamente a flora da regido. Esta espécie também é encontrada na América do
Norte (Sul da Florida e México, principalmente) América Central e América do Sul
(PAIVA, et. al. 2011).

De uma maneira geral, as plantas sdo capazes de sintetizar diversas
substancias, sendo ricas fontesnaturais de pesquisa em fitoquimicos para obtencao

de novos farmacos, que podem contribuir para novos medicamentos terapéuticos.

Diversos trabalhos vém sendo publicados principalmentesobre a espécie
Plumbago zeylanica. Desde aplicacbes fitoterapicas e estudos medicinais a
caracterizacdo e determinacdo dos compostos ativos presentes no caule, folhas e
raizes. Esta espécie ¢ amplamente utilizada na cultura oriental e na medicina
Ayurvedica e sua aplicacdo é altamente difundida. Também foram publicados
trabalhos referentes a espécie Plumbago rosea L.(SILJA et al, 2015; NAIRet al,
2016), Plumbagoindica L(DINDA et al, 1994; PAVELA et al, 2013) e Plumbago

Auriculata (PAIVA et al, 2005).
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Entretanto, existem poucos relatos na literatura a respeito do estudo

fitoquimico e da atividade antioxidante da espéciePlumbago scandens.

1. OBJETIVO

Como existem poucos estudos na literatura a respeito daPlumbago scandens,
0 objetivo deste projeto é contribuir para o estudo fitoquimico e avaliar o potencial
antioxidanteda espécie vegetal Plumbago scandens presente na restinga da

Marambaia na cidade do Rio de Janeiro.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

O género Plumbagoapresenta diversas espécies mapeadas de plantas
floridas nativas das regides tropicais mais quentes do mundo. O género vem
sendoamplamente estudado nos ultimos anos, dentre eles, pode se destacar os
relacionados ao isolamento da naftoquinona plumbagina (5-hidroxi-2metil-1,4

naftoquinona), (Figura 2) e sua atividade bioldgica.

Figura 2: Molécula da Plumbagina
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Fonte: JAIN, 2014

A plumbagina € atribuida a atividade biolégica e antioxidante do género, tais
como: anticancer, antileishmaniose, antifUngico, anticoagulante, bactericida contra
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas (JAIN, 2014)

A plumbagina vem sendo muito estudada a partir do extrato proveniente da
espécie Plumbago zeylanica L.Essa espécie é comumente encontrada e utilizada
em fitoterapicos no oriente,sendoarbustos distribuidos em matagais e pastagens de
baixas altitudes em Taiwan (JAIN, 2014). Também é utilizada na medicina Ayuverda
na India onde suas raizes e/ou folhas s&o utilizadas no tratamento de bronquite,
desordem no figado, leucoderma entre outrasenfermidades (PRAVIN, 2013).Além
desses, essa espécie ainda € cultivada na China, Bangladesh, Sri-Lank, Australia e
Africa (JAIN,2014).
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Nairet al.(2016)obtiveram resultado satisfatério no estudoda potencialidade
antimicrobiana da plumbagina, obtida da espécie Plumbago résea no combate
adoencas causadas pelos microrganismosStaphylococcus aureuseCandida albicans.

No combate ao cancer, a Plumbagina € um inibidor ao crescimento do cancer
de prostata, cancer de mama, de pancreas e também atua como antioxidante,
antimocrobiano e antifungico (JAIN, 2014).

Em 2010, Nile e Khobragade estudaram o poder antioxidante dos flavondéides
extraidos da espécie Plumbago zeylanica, que demonstraram ter significante
atividade em comparacao com o flavonoide padrao: quercetina. O poder antioxidante
da Plumbagina também foi estudado por Tanet.al. (2011). Neste ultimo trabalho, os
autores extrairam das raizes da Plumbago zeylanica e observaram a capacidade da
Plumbagina de inibir o radical livre DPPH (2,2-difenil-1- picril-hidrazila) como
metodologia de medicdo da capacidade antioxidante, entre outros meétodos. Em
2014, o poder antioxidante dos compostos extraidos da espécie Plumbago zeylanica
foram estudados também por Nile e Park . Os resultados desse trabalho sucederam
na indicacdo de estudos futuros para o desenvolvimento de novas drogas para o
combate a doencas relacionadas a stress oxidativo einflamagao.

Estudo inédito com ratos foi realizado por Sunil et al. (2012) para aplicacéo da
Plumbagina extraida das raizes da espécie Plumbago Zeylanica no combate a
Diabetes Mellitus. O resultado do trabalho demonstrou eficacia no tratamento em
ratos, indicando a possibilidade do desenvolvimento de novas drogas para humanos
e corroborando a eficacia do tratamento ja difundido pela cultura popular oriental.

Estudos relacionados ao uso da Plumbagina no combate ao cancer de mama
foram realizados por Dandawate et al. (2014), a pesquisa foi feita a partir da sintese
de uma série de analogos de Hidrazonas derivadas da Plumbagina.Este estudo
demonstrou a potencializacdo da atividade anticancer da Plumbagina contendo
sitios hidrazinicos.

Segundo Nayak et al. (2015), devido as diversas aplicacdes da Plumbagina
especialmente no combate ao cancer, a demanda da industria farmacéutica cresce a
cada a ano. Entretanto, existe uma quantidade insuficiente de fontes naturais para
abastecer essa industria. Em funcdo dessa demanda, Nayaket al. 2015 propdem a
biossintese desse ativo através do uso das raizes da Plumbago zeylanica.

Em 1993, Gupta desenvolveu metodologia analitica utilizando cromatografia

liguida de alta eficiéncia acoplada a um detector de ultravioleta para determinacéo
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da Plumbagina e do 2,2-dimetil-5-hidroxi-6-acetilcromeno. A extracéo foi realizada
em hexano, esse extrato foi concentrado e ressolubilizadoem cloroférmio para
posterior analise cromatografica.

A Plumbagina foi extraida e identificada por espectrometria de massas em
2005 por Hsiehet al.Nesse estudo, a extracdo da Plumbagina nas raizes da
Plumbago zeylanica foi realizada utilizando diferentes propor¢cbes de metanol e
agua. A analise e guantificacdo via cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada
a espectrometria de massas em seérie, com ionizacdo pela técnica Eletrospray em
modo negativo, forneceu um limite de deteccdo de 1 ng/mL com desvios padrbes
relativos baixos para o estudo da precisdo. Este método foi desenvolvido com o
objetivo de quantificar a Plumbagina e foi capaz de obter uma boa resolucdo em
relacdo aos outros compostos extraidos.

Em 2010, Israni, et al. propuseram uma metodologia para determinacdo e
quantificacdo da Plumbagina por espectrofotometriadeUltravioleta / Visivel. A
Plumbagina foi extraida das espécies Plumbago zeylanica, Plumbago rosea,
Plumbago capensis e Plumbago capensis var. alba. Os resultados obtidos da
validacdo da andalise demonstraram que o método de quantificacdo proposto foi
eficiente e que a espécie Plumbago roseaapresenta maior percentual de Plumbagina
em comparacao as outras espécies estudadas.

Em 2014, Jainet al.propuseram uma metodologia para determinacdo da
Plumbagina utilizando a técnica de cromatografia de camada fina de alta
performance. As amostras da espécie Plumbago zeylanicaforam extraidas em
metanol com auxilio do ultrassom. A proposta de Jainet al.(2014) foi desenvolver
uma metodologia capaz de ser utilizada em rotinas de controles de qualidade de
extratos de raizes de Plumbago.

N&o somente a Plumbagina € encontrada emplantas do género Plumbago.Em
1975, Sankaram e colaboradores isolaram a binaftoquinona, a Chitranona (1), um
sélido cristalino laranja obtido das raizes da Plumbago zeylanica(Figura 3, pag
26).Estudos realizados por Gunaherathet al(1983), propéem o isolamento nao
somente da Plumbagina, como também do Droserona (2) e Isoshinanolona
(3),extraidos das raizes da Plumbago zeylanica(Figura 3, pag 26).Em 1986,
Gunaherath et al propdem o isolamento da Plumbazeylanona (4), um trimero da
Plumbagina extraido das raizes da espécie Plumbago zeylanica(Figura 3, pag 26).

Para todos os casos, os compostos isolados foram confirmados via Espectrometria
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de Massas, Ultravioleta e Ressonancia MagnéticaNuclear de Hidrogénio e Carbono
13.

Figura 3: Naftoquinonas encontradas no género Plumbago

O
e OH
o8N
CHy
OH 0
1) ()
OH 0
’-/ H
OH CH,
H
3)

(4)

Legenda: (1) Chitranona, (2) Droserona, (3) Isoshinanolona e (4)Plumbazeylanona

Fonte: SANKARAM, 1975; GUNAHERATH, 1983

Em 1992, Dinda e CHEL propuseram a extracao do 6-hidroxiplumbagina das
partes aéreas da espécie Plumbago indica, espécie encontrada na india e utilizada
também como planta ornamental.

Guptaet al.(1999) isolaram duas naftoquinonas: 3,8-diidroxi-6-metoxi-2-

isopropil-1,4-naftoquinona e 5,7-diidroxi-8-metoxi-2-metil-1,4-naftoquinona (Figura 4,
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pag. 27). Raizes secas da espécie Plumbago zeylanica foram extraidas com etanol

em ebulicdo para obtencéo dessas naftoquinonas.

Figura 4. 3,8-diidroxi-6-metoxi-2-isopropil-1,4-naftoquinona e 5,7-diidroxi-8-metoxi-2-

metil-1,4-naftoquinona isoladas por Gupta et al.
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Em 2010, Kishoreet al. extrairam, identificaram e caracterizaram a
naftoquinona: 2-metil-5-(3’-metil-but-2’eniloxi)-[1,4] naftoquinona (Figura 5) além da

Plumbagina das raizes da Plumbago zeylanica.

Figura 5: 2-metil-5-(3’-metil-but-2’eniloxi)-[1,4] naftoquinona extraida por Kishore
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A caracterizacdo das estruturas isoladas realizadas nos trabalhos de Dinda
(1992), Gupta (1999) e Kishre (2010) foi realizada atravées da associacdo das
técnicas: Ultravioleta, Infravermelho, Ressonancia Magnética de Carbono 13 e
Hidrogénio e Espectrometria de Massas

Em 2013, Kaewbumrung e Panichayupakaranant isolaram trés naftoquinonas

extraidas das raizes da espécie Plumbago indica e desenvolveram uma metodologia
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para determinagédo simultdnea das naftoquinonas: Plumbagina, 3,3’ Biplumbagina e
Eliptinona (Figura 6, pag. 28) via cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada ao

detector de Ultravioleta.

Figura 6: 3,3' Biplumbagina e Eliptinona isoladas por Kaewbumrung e
Panichayupakaranant, 2013.
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Também em 2013, Congtrabalhou no isolamento de dozealcaléidesderivados
da Guaridina (Figura 7) das partes aéreas da espécie Plumbago zeylanica. Todas as
estruturas foram caracterizadas utilizando Infravermelho, Espectrometria de Massas,

Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio e Carbono.

Figura 7: Alcaldides derivados da Guaridina
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Fonte: CONG et. al. (2013)
Em 2014, Ohiraet al.isolaram uma nova naftoquinona eum terpendide (Figura

8) a partir da espécie Plumbago zeylanica.

Figura 8: Naftoquinona e terpendide isolados a partir da espécie Plumbago

zeylanica, respectivamente
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Fonte: OHIRA, S. et. al, 2014

Novas aplicacdes para Plumbagina vém sendo estudadas nos ultimos anos,
por exemplo, o trabalho realizado por Choiet al.(2012) demonstrou bons resultados
para aplicacdo da Plumbagina isolada das folhas da espécie Plumbago
auriculatacomo herbicida natural. Os autores compararam o desempenho da
Plumbagina ao desempenho de defensivos agricolas de referéncia para combater as
pragas presentes na cultura do pepino.

Pavela (2013) estudou a aplicacdo de 7 diferentes naftoquinonas como
inseticida no combate a mosca domeéstica, Musca domestica L, e os estudos
realizados demonstraram que somente a Plumbagina foi capaz de causar a morte de
100% das moscas domesticas adultas utilizadas no estudo.

Em 2016, Pradeepa et al. investigaram a possibilidade de utilizagdo da
Plumbagina extraida da Plumbago zeylanica como repelente de mosquitos
transmissores da Malaria, Anopheles stephensi. Resultados desse estudo
demonstraram um potencial uso desse composto no combate ao mosquito vetor da

Malaria, sendo uma op¢ado menos toxica e melhor para o meio ambiente.
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2.1Plumbago scandens

Existem poucos estudos na literatura a respeito da composicdo quimica da
espécie Plumbago scandens. Entretanto, existem indicacbes da presenca de
naftoquinonas, esteréides e flavondides (BHATTACHARYYA E CARVALHO,1986
ePAIVAet al., 2002 e 2004)

O composto Epiisoshinanolona (Figura 9) foi isolado e caracterizado por
Bhattacharyya e Carvalhoem 1986. A extracdo da espécie Plumbago scandens foi
realizada em meio alcodlico e a caracterizacdo da molécula foi determinadavia

espectroscopia por ressonancia magnética nuclear de hidrogénio.

Figura 9: Epiisoshinanolona isolada e caracterizada por Bhattacharyya e Carvalho
em 1986
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Paivaet al. (2004) estudaram as diferentes formas de extracdo da Plumbagina
das raizes da espécie Plumbago scandens. Eles avaliaram a extracdo usando
maceracao estatica por 24h, maceracdo dinamica por 10 horas +14 horas de
dindmica, extracdo com auxilio de ultrassom por 2 horas e extracdo via soxhlet em
diferentes tempos 2, 5 e 10 horas. Este estudo demonstrou uma maior eficiéncia de
extragdo da Plumbagina utilizando soxhlet por 5 horas, com rendimento de 57%
aproximadamente.

Em 2002, Paivaet al.estudaram o perfil cromatografico das espécies
Plumbago scandens e Plumbago auriculata LAM. Nesse trabalho, folhas, caules e

raizes das espécies foram extraidascom cloroférmioe o perfil dos extratos, de ambas
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as espécies, foram avaliados cromatograficamente através da comparacao de seus
tempos de retencdo via técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada
ao detector de ultravioleta. O resultado deste trabalho evidenciou similaridade
cromatografica entre as espécies estudadas.

Em 2006, Rodrigues et al.estudaram a extracdo da Plumbagina via fluido
supercritico CO,. Uma massa conhecida da espécie Plumbago scandens foi
submetida a pressurizacdo com CO,. ApOs a pressurizacao, 0 processo de extracao
foi acompanhado pela observacdo do comprimento de onda maximo caracteristico
da Plumbagina via espectrofotdbmetro de ultravioleta / visivel. Os resultados
encontrados foram equivalentes aos tradicionais solventes e processos de extracéo
do composto.

Em 2011, Paivaet al.estudaram as mudancas micromoleculares que
ocorreram em raizes da Plumbago scandensdurante o desenvolvimento da flora. O
objetivo desse trabalho foi relacionar os estagios fisiolégicos do vegetal com a
producdo quimica da espécie. O trabalho foi realizado através do monitoramento dos
compostos: Plumbagina, Epiisoshinanolona, Acido Palmitico e Sitosterol via
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas.

Em 2004, estudos in vivo com macacos foram realizados por Morais et al, e
estes estudos demonstraram resultados satisfatorios para o tratamento dos tremores
ocasionados pela doenca de Parkinson, que promove desordem no sistema nervoso

central.

2.2Atividade Antioxidante

A atividade antioxidante € evidenciada através de ensaios de determinacao
de teor de flavondides totais, conteldo de fendis totais e ensaio de atividade

antioxidante com DPPH.

Antioxidantes sdo substancias que na presenc¢a de pequenas quantidades em
relacdo ao substrato oxidavel retarda ou previne a oxidacdo desse substrato
(FOGARASI et al., 2015). E eles agem de diversas formas, como na decomposi¢cao
dos peroxidos e na eliminacdo de radicais livres. Todos esses efeitos dependem da
estrutura quimica e da concentracéo do antioxidante. Antioxidantes naturais podem
proteger o DNA, proteinas e membranas lipidicas de oxidagcbes perigosas ao
sistema biologico (FOGARASI et. al, 2015).
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A atividade antioxidante a ser determinada sera a que envolve um radical
cromoforo, simulando as espécies reativas de oxigénio (ERO), sendo o radical livre
DPPH (2,2-difenil-1- picril-hidrazila) um dos mais utilizados (ARNAOet al., 2000).

O ensaio de capacidade antioxidante por DPPH é baseado no método de
Brand-Williams (BRAND-WILLIAMS, 1995), onde o0s compostos antioxidantes

reduzem o radical estavel2,2-difenil-1-picril-hidrazila (Figura 10).

Figura 10: Férmula estrutural do radical DPPH
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Fonte: BRAND-WILLIAMS, 1995

O radical livre DPPH é um cromoéforo muito estavel, com um pico de absorcéo
no comprimento de onda de 517 nm. Em meio etandlico,ele apresenta coloracéo
violeta intensa (ARNAOet al., 2000). A medida que o DPPH sofre reducio pelos
componentes presentes na solucdo teste, observa-se mudanca da coloracdo da
solucdo original de violeta intensa para amarela, proporcional a concentracdo da
substancia com potencial antioxidante presente,podendo ser medida no

espectrofotometro.

As reacoes relatadas durante o ensaio sao descritas na figura 11, sendo AH,

0 composto antioxidante e R, o radical livre. (Brand-Williamset al., 1995).

Figura 11: Reacéo referente ao ensaio de determinacdo da capacidade antioxidante
por DPPH. Reducédo de DPPH pela presenca dos compostos antioxidantes (AH') ou
radicais livres (R)
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O ensaio de teor de flavondides totais é baseado no método de determinacao
colorimétrica com Cloreto de Aluminio (AICI3). Este composto € utilizado como
reativo para evitar interferéncias de outros compostos fendlicos (BURIOL et al.
2009), ele forma complexos estaveis com 0s grupos cetona C-4, além de grupos
hidroxila C-3 e C-5 das flavonas e dos flavondis. Também forma complexos acidos
labeis nos anéis A e B, com os grupos orto-di-hidroxil. Na figura 11 pode-se verificar

a estrutura basica dos flavonoides.

Figura 12: Esqueleto basico dos flavondides

Fonte: G.C BAG et al., 2015.

Para essa metodologia, a Quercetina (Figura 12) é o composto utilizado como
padrao para construcéo da curva analitica para o ensaio de teor de flavondidestotais
(BAG et al., 2015). E desta forma, os resultados da determinacdo serdo expressos

em massa equivalente de Quercetina por massa de amostra.

Figura 13: Férmula estrutural da Quercetina.
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Fonte: BAG et al., 2015

O conteddo de fendis totais € baseado no método de determinacdo
colorimétrica pelo reagente de Folin-Ciocalteu (mistura de Fosfomolibdato e
Fosfotungstato). A reagdo formaum cromaoforo azul proveniente da reducéo do 4cido
fosfomolibdico-fosfotungstinico pelas hidroxilas fendlicas (Angelo e Jorge, 2007). O
padrao utilizado para a determinacdo de fendis é o acido galico, demonstrado na

figura 13.

Figura 14: Férmula estrutural do Acido Galico.
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FONTE: Angelo e Jorge, 2007
Com base nessas informacbes, a acdo antioxidante da Plumbago
scandensneste trabalho sera analisada pela capacidade dos antioxidantes presentes

nos extratos.

3. MATERIAIS E METODOS
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3.1 Materiais:

Os reagentes(grau PA)utilizados nesse estudo foram:

Hexano, Acetato de Etila, Metanol, Etanol, Cloreto de Aluminio, Acetato de
Potassio, reagente de Folin-Ciocalteau (FC), Carbonato de Sédio, DPPH (2,2-difenil-
1- picril-hidrazila), Silica Gel (Silica-flash G60, 70-230 mesh),Silica Gel tipo GF 254,
Sulfato de Cério (IV), Sulfato de Sodio, DMAP (N,N Dimetil Amino Piridina), Anidrido
Acético, Diclorometano, PDC (Dicromato de Piridina) sintetizado e Alumina (Oxido
de aluminio 150-235 mesh).

Os padrdes utilizados nesse trabalho foram:
Quercetina,Acido Galico,alfa-Tocoferol.Todos os padrdes utilizados nesse

estudo séo da Sigma-Aldrich com grau de pureza = 95%.
3.2 Equipamentos:
Os equipamentos utilizados nesse estudo foram:
Moinho de facas tipo Willey;
Balanca analitica (Mettler Toledo, modelo AB-265-S);

Evaporador rotativo (Buchi, modelo Waterbath B481);
Espectrofotdmetro de ultravioleta-visivel (Varian, modelo Cary 100);

YV V V V V

Cromatdgrafo gasoso (456-GC, Bruker Daltonic.) acoplado a um
espectrometro de massas quadrupolar (Scion-TQMS, Bruker
Daltonics.);

» RMN 500/54 Premium shielded (Agilent Technologies);

3.3 Metodologia Experimental:

Para este estudo foi coletada, na Restinga da Marambaia no Estado do Rio

de Janeiro, uma espécie da familia Plumbago scandens. A identificagdo do material
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foi realizada pelo Prof. Luiz Roberto Zamith Coelho Leal, do Departamento de
Ecologia do Instituto e Biologia da Universidade Federal Fluminense.

As folhas e caules da espécie Plumbago scandens foram secas naturalmente
através do espalhamento em local fechado.

A moagem tem por finalidade reduzir mecanicamente o material vegetal a
fragmentos de pequenas dimensfBes aumentando a eficiéncia da extragdo. Esse
processo de moagem ocorreu no Instituto de Pesquisa de Produtos Naturais no
Centro de Ciéncias da Saude da Universidade Federal do Rio de Janeiro, através do

uso do Moinho de facas tipo Willey (Figura 14).

Figura 15: Moinho de facas tipo Willey

3.3.1.Extracdo por Soxhlet

A amostra moida foi pesada em balanca analitica, entre 100 e 150g para cada
batelada de extracédo, e transferida para o extrator Soxhlet com capacidade para 1
litro de solvente. A extracéo foi realizada de forma exaustiva (Qquando o solvente
ficava incolor, era mantida a extracdo por mais 2 horas)a partir de solventes com
polaridade crescente:hexano e acetato de etila (Figura 15):
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Figura 16: Fluxograma de extracdo da planta Plumbago Scandens

Material seco e moido |

| L Extragdo com hexano

'| 2. Remogdo do solvente
'i 1
Extrato Hexanico | Torta 1

1. Extragdo com acetato de etila
2. Remogao do solvente

Extrato em Acetato de Etila | Torta 2 I

O material extraido foi quantificadoem balanca analitica apds remocdo do
solvente,em evaporador rotativo sob vacuo a temperatura préxima do ponto de

ebulicdo do solvente.

3.3.2.Teor de Flavondides Totais (TFT)

A metodologia de ensaio para determinacdo dos flavonoides totais foi
baseado no método de Al-Owaisi, 2014, acrescido por otimizacdes feitas no método
de analise de acordo com o trabalho de Paiva, 2016 (Figura 16, pag
38).Inicialmente, 0,5 mL da amostra de Plumbago scandens foram adicionados 1,5
mL de Etanol 95%. Posteriormente, 0,1 mL de Cloreto de Aluminio a 10%, 0,1 mL de
Acetato de Potassio 10% e 2,8 mL de agua destilada. Essa mistura final foi mantida
a temperatura ambiente por 30 minutos. Ao final do processo,as absorvancias das

amostras, branco e padrbes foram lidas em espectrofotdmetro a 435nm.

Figural7: Diagrama de blocos do ensaio de teor de flavonoides totais
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Fonte: Paiva, 2016.

As amostras e os padrbes da curva analitica com a Quercetina foram
submetidos ao ensaio de acordo com a Figura 16. A curva analitica foi construida
através da correspondéncia das absorvancias dos padrbes e suas respectivas
concentracdes. Partindo-se de uma solucao estoque de 1000 pg/mL de Quercetina
foram realizadas diluicbes com etanol a 80% de forma a obter os padrbes com as
seguintes concentragbes: 20,0 pg/mL, 40,0 pg/mL,60,0 pg/mL,80,0 pg/mL €100,0
pg/mL.

A partir da regressao linear da curva, foi possivel obter a equacdo da reta
para obtencg&o do teor de flavonoides totais presentes nos extratos.Todos 0s ensaios

foram realizados em triplicata.

3.3.3.Contetdo de Fenois Totais (CFT)

A metodologia de ensaio para determinacdo do contetudo de fendis totais foi
baseada no método de Folin-Ciocalteau (FC).
Para a realizacdo do ensaio, escolheu-se a metodologia publicada por Abdennacer
em 2015 e otimizada por Paiva, 2016 (Figura 17). Para isso, 5 mL do reagente de
Folin-Ciocalteau (1:10 v/v) foi adicionada a uma aliquota de 0,5 mL da amostra de

Plumbago scandens, sendo misturados em seguida. A mistura foi deixada em
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repouso por 5 minutos e posteriormente foi adicionado 4 mL de Carbonato de Sédio
10% e misturados sob agita¢do vigorosa. Foi adicionado 2,8 mL de agua destilada.
A solucéo final foi deixada em temperatura ambiente por 90 minutos. Ao final do
processo, a absorvancia foi determinada em espectrofotdbmetro a 750 nm.

Figura 18: Diagrama de blocos do ensaio para determinacéo do contetudo de fenadis

totais.

Fonte: Paiva, 2016.

As amostras e os padrdes da curva de calibracdo com o Acido Galico foram
submetidos ao ensaio de acordo com a Figura 17. A curva analitica foi construida
através da correspondéncia das absorvancias dos padrbes e suas respectivas
concentracées.Partindo-se de uma solugéo estoque de 1800 pg/mL de Acido Galico,
foram realizadas diluicdes com 4gua destilada de forma a obter padrées com as
seguintes concentra¢des: 18,0 pg/mL, 36,0 pg/mL,72,0 pug/mL,108,0 pg/mL,144,0
ug/mL e180,0 pug/mL. A partir da regressao linear da curva, foi possivel obter a

equacéo da reta para obtencédo do teor de fendis totais presentes nos extratos.

O teor de compostos fendis totais foi expresso de mg de equivalentes de

Acido Galico por grama de amostra. Todos os ensaios foram realizados em triplicata.

3.3.4.Teste de DPPH (DPPH)
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O método de analise para o ensaio de DPPH foi realizado de acordo com
o descrito por Mensor, et al 2001. 10mg da espécie Plumbago scandens (foi
solubilizada) em Etanol com uma concentragcdo de 1,0 mg/mL. A partir dessa
solucdo, as amostras foram diluidas nas concentragcbes de 5 pug/ mL, 10 pg/ mL, 25
png/ mL, 50 pg/ mL, 125 pg/ mL e 250 pg/ mL, utilizando etanol como diluente. Um
mililitro de uma solucdo etandlica de DPPH (2,2-difenil-1- picril-hidrazila) com
concentracdo 0,3mM foi adicionado a 2,5mL das solu¢cbes nas dos extratos nas
diferentes concentracées e mantida a temperatura ambiente por 30 minutos no
escuro. Apds esse periodo, a absorvancia foi determinada em espectrofotdmetro a
518 nm.

Os valores de absorvancia em todas as concentracdes testadas, no tempo de
30 min, foram convertidos em porcentagem de atividade antioxidante (AA),
determinada pela Equacéo abaixo (Figura 19)

Figura 19: Célculo da porcentagem de atividade antioxidante (AA) - ensaio de DPPH

%AA:{l-(AbS amostra)/AbS controle} x100

onde, Abscontrole € @ absorbancia inicial da solucéo etandélica de DPPH e AbSamostra €
a absorbancia da mistura reacional (DPPH+amostra).

A quantidade de extrato de planta testada necessaria para decrescer a
concentracgéo inicial de DPPH em 50%, é chamada de ECsp, esse valor é calculado
por extrapolagdo da concentracdo do extrato da planta versus os resultados

porcentagem de atividade antioxidante (AA).

3.3.5 Fracionamento dos extratos — cromatografia em coluna aberta
preparativa

Com intuito de avaliar melhor a composi¢céo dos extratos obtidos na extracao,
com solventes de diferentes polaridades, estes foramconcentrados e submetidos a
um fracionamento por coluna de silica gel(Silica-flash G60, 70-230 mesh).

Os extratos hexanicos e de acetato de etilaforam aplicados na coluna de silica

gelpreviamente empacotada com auxilio de hexano. Para melhor uniformidade, tanto
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para aplicacdo do extrato no topo da fase estacionaria, quanto ao processo de
eluicdo da mesma, os extratos foram adsrorvidos em uma pequena quantidade de
silica gel com auxilio de diclorometano como solvente, evaporado e posteriormente
aplicado na coluna sob a forma de pastilha, seguida da eluicdo com hexano-acetato

de etila em gradiente crescente de polaridade, conforme mostra a Tabela 1.

Tabela 1: Esquema de fracionamento em silica gel dos extratos em hexano e em

acetato de etila da Plumbago scandens

Fragdes (50mL): Eluente:

1-5 Hexano (100%)

6-9 Hexano / Acetato de etila (1%)
10-13 Hexano / Acetato de etila (2%)
14-17 Hexano / Acetato de etila (3%)
18-21 Hexano / Acetato de etila (5%)
22-25 Hexano / Acetato de etila (10%)
26-29 Hexano / Acetato de etila (15%)
30-33 Hexano / Acetato de etila (20%)
34-37 Hexano / Acetato de etila (25%)
38-41 Hexano / Acetato de etila (30%)
42-45 Hexano / Acetato de etila (40%)
46-49 Hexano / Acetato de etila (50%)
50-53 Hexano / Acetato de etila (70%)
54-57 Acetato de Etila (100%)
58-61 Metanol (100%)

Apods o fracionamento, os solventes foram evaporados sob pressao reduzida

e a uma temperatura controlada em evaporador rotatério.

3.3.6.Cromatografia em camada delgada
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As fragBes obtidas da coluna cromatografica foram concentradas através da
evaporacao do solvente,ressolubilizadas em diclorometano e aplicadas em placas

cromatograficas de silica.

As placas cromatograficas de silica foram preparadas através da aplicacdo de
mistura de silica gel tipo GF 254 e 4gua em laminas de vidro. A ativagdo das placas

foi realizada através do aquecimento em estufa a 110° C por 2 horas.

As amostras foram aplicadas na placa cromatografica através do uso de
capilares de vidro, evitando-se que os pontos de aplicagéo ficassem mergulhados na
fase moével, quando colocadas na cuba cromatografica contendo o eluente. A fase
movel utilizada para eluicdo dos compostosfoi hexano-acetato de etila, em
proporcdes variadas, comecando pela mais apolar até mais polar, conforme
acompanhamento da separacdo dos compostos observados apds eluicdo e
revelacdo. Para isto, a cada etapa da eluicdo, as placas foram secas e reveladas
para tornarem visiveis as substancias incolores presentes na amostra. A revelacao
ocorreu por meio de visualizacdo através da luz ultravioleta e através do

borrifamento de Sulfato de Cério (IV), com posterior aquecimento.

Desta forma, foram observadas as caracteristicas das fragbes na
cromatografia em camada fina sendo que, aquelas que apresentaram

comportamentos semelhantes, foram reunidas.

3.3.7. Avaliacdo por cromatografia gasosa de alta resolucdo acoplada a

espectrometria de massas (CGAR-EM)

As fracOes obtidas e avaliadas por cromatografia em camada delgada foram
analisadas porcromatografia gasosa de alta resolugcdo acoplada a espectrometria de
massas (CGAR-EM). Para a analise por CGAR-EM, as amostrasforam solubilizadas
em diclorometano, em seguida a solucédo diluida foi injetada nocromatégrafo gasoso
acopladoa um espectrometro de massas quadrupolar,disponivel na Central Analitica
Fernanda Coutinho da UERJ.

As condi¢des utilizadas nas injecdes foram:
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CGAR;Coluna: fase fenil (5%) metil polisiloxano (95%), coluna Bruker BR-
5MS (30 m x 0,25 mm x 0,25 ym);Modo de injegao: Divisao de fluxo; razdo de
divisdo:1:10; temperatura do injetor: 280 °C; gas de arraste: Hélio, fluxoconstante
(1,0 mL/min); volume injetado: 2,0 uL; temperatura do forno: 60°C (2.0 min), rampa
de temperatura de 4°C por min até 300°C, ficando nessa temperatura por 20

minutos, totalizando assim um tempo de corridade 82 minutos;

Espectrdmetro de massas: temperatura da fonte: 220°C; temperatura da

interface: 250 °C;temperatura do quadrupdlo: 40°C;faixa de massa 40 — 650 m/z

Para andlise e identificacdo dos picos nos cromatogramas foiutilizado o
software MS Workstation da Bruker (MSWS 8: System Control — Bruker).

3.3.8Caracterizacdo molecularatravés de analise por Ressonédncia Magnética
Nuclear de Hidrogénio e Carbono 13 (RMN H! e 3C)

ApoOs a avaliacdo dos espectros de massas dos compostos nas fracdes
analisadas, aquelas que mostraram a presenca de compostos caracteristicos do
género Plumbagoe compostos ainda ndo identificados na espécie, ou seja, néo
antes publicados/encontrados na Plumbago scandens, foram caracterizados por

Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio e Carbono 13.

Os espectros de RMN *H e **C foram obtidos utilizando sequéncias de pulso
padronizadas nas frequéncias de 500 MHz e 125 MHz para 'H e *3C,
respectivamente. O espectro de HSQC foi obtido através da correlacdo j1xh com
aquisicdo 1D com janela de aquisicdo 8012,8 e tempo de aquisicdo 0,150; para

aquisicao 2D com janela de aquisicdo 25133,5 e tempo de aquisicéo 128.

Cloroformio deuteradofoi utilizado como solvente para a amostra e

trimetilsilano (TMS) como padrao de referéncia para as analises.

3.3.9. Confirmacao da presenca de a, B- Amirina por reacdées quimicas
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Com o objetivo de confirmar a presenga dos compostos a, - Amirina na
espécie Plumbago Scandens, a fracdo do extrato que apresentou a indicacdo da
presenca desses compostos foi submetida a duas reacdes quimicas: oxidacdo e
acetilacdo. A a- e B-amirina purificada, obtida a partir da resina referéncia contendo

também a mistura de compostos, foi submetida ao mesmo processo.

O produto dessas reacOes realizadas na amostra e no padrdo foram
analisadas por Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas para
avaliacdo/ comparacao do perfil cromatografico e de fragmentacdo dos compostos

formados para confirmagao da presenca de a e 3- Amirina na espécie estudada.

3.3.9.1 Reacao de Oxidacao

A metodologia aplicada para oxidagdo da hidroxila presente na molécula dos
compostos a- e B- Amirina utiliza o reagente Dicromato de Piridina — PDC como
agente oxidante, ja previamente sintetizadoe disponivel no LEMA-IQ-UFRJ seguindo
o trabalho de COREY, E.J. e SCHIMIDT, G. de 1979.

O procedimento experimental para oxidar as moléculas usou
aproximadamente 10mg do extrato dissolvidos em 5mL de Diclorometano, em
seguida a solucao foi colocada num baldo de reacdo com capacidade de 10mL, foi
adicionada50 mg do reagente PDC, essa mistura foi submetida a agitagdo com
auxilio do agitador magnético por 1 hora e 30 minutos. O produto da reacgédo foi
passado por uma coluna de silica para purificagcdo, o eluato da coluna foi
rotaevaporado e ressolubilizado em diclorometano para posterior injecdo no CGAR-
EM.

3.3.9.2 Reacao de Acetilacéo

A amostra e padrdo de a- e B- Amirina foram submetidos a reacdo de
acetilacdo com Anidrido Acético utilizando o reagente DMAP (N,N — Dimetil Amino

Piridina) como catalisador nucleofilico da reacao.

O procedimento experimental para acetilar as moléculas usou

aproximadamentelOmg de amostra pesados em um baldo de reacdo, 10mL de
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Anidrido Acético e uma pequena quantidade de DMAP foram adicionados ao balédo
de reacdo, essa mistura foi submetida a agitacdo com auxilio do agitador magnético
por 1 hora e 30 minutos (Esse tempo de reacdo foi obtido experimentalmente
baseado no acompanhamento da reacdo através de cromatografia em camada
delgada). Finalizada a reacgéo, a mistura reacional foitransferida para um ampola de
decantacdo e adicionada agua destilada, 5mL de diclorometano e foi realizada a
extracdo liquido-liquido; esse procedimento foi repetido mais duas vezes e as
fracbes organicas foram recolhidas no mesmo recipiente, foi adicionado sulfato de
sbdio a fracdo organica para eliminacdo de qualquer residuo de agua no meio, 0
produto da extracdo seco foi rotaevaporado e ressolubilizado em diclorometano para

posterior injecdo no CG-EM.
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4, RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1Extracdo da Plumbago scandens por Soxhlet

As amostras foram submetidas a extracdes exaustivas com hexano, acetato
de etila e metanol respectivamente, até que fosse observado um solvente limpido de
extracdo, permanecendo assim por mais 2 horas. ApoOs extracdo, o solvente foi
removido e o material residual foi quantificado. Osresultados obtidos estdo

apresentados na Tabela 2.

Tabela 2: Rendimento da extracdo por Soxhlet nos diferentes solventes

Massa de P. Massa de )
Extrato % Extraido
scandens Extrato
Hexano 21,49¢ 2,72
789,74 g i
Acetato de Etila 26,239 3,32

Devido ao baixo rendimento da extragdo, extragbes sucessivas foram
necesséarias para obtencdo de massa suficiente para a realizacdo dos processos

analiticos posteriores.

4.2Determinacdo do Teor de flavondides totais (TFT)

Solucbes padrdao de Quercetina foram preparadas para a obtencdo da curva
analitica para determinacdo do teor de flavonoides totais dos extratos hexanico e
acetato de etila da espécie Plumbago scandens.

Os padrdes de Quercetina e as amostras foram submetidas a extracao e lidos
no espectrofotdbmetro de UV-Visivel, no comprimento de onda 435nm. Os valores de

Absorvanciaobtidos apos leitura em triplicata dos padrbes seguem na tabela 3.
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Tabela 3: TFT: Valores de concentracdo dos padrdes de Quercetina (ug/mL) e suas

respectivas absorvancias

Concentracdo (ug/mL) Absorvancial Absorvancia?2 Absorvancia 3

20,0 0,1653 0,1733 0,1669
40,0 0,3245 0,3565 0,2998
60,0 0,4753 0,5159 0,4897
80,0 0,6411 0,6760 0,6349
100,0 0,8281 0,8392 0,7830

A partir dos dados de absorvancia, foi possivel obter a equacdo da curva
analitica e avaliar a linearidade da curva através do coeficiente de correlacdo
(Grafico 1).

Grafico 1: Curva analitica do ensaio de TFT, padrdao Quercetina

Curva analitica TFT - Padrao Quercetina
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0,0 20,0 40,0 60,0 80,0 100,0 120,0

Concentracio (ug/mL)

® Absorbancia 1 Absorbancia 2 Absorbancia 3

As amostras foram submetidas ao procedimento de TFT e analisadas em
triplicata. As absorvancias foram obtidas e,a partir de sua média, as concentracdes
foram determinadas a partir da equacgao da reta A = 0,0078xC+0,0047, sendo A, 0

valor de absorvancia e C, a concentracdo em pg/mL. (Tabela 4, p4g 48).
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Tabela 4: Ensaio de TFT: Resultados de absorvancia das amostras e respectivas

concentracoes

Absorvancia Desvio Concentragdo

Amostra Absorvancial Absorvancia2 Absorvancia3 Média Padrio (ug/mL)

Extrato

P - 0,2237 0,2244 0,2241 0,0005 28,12
Hexanico
Extrato
Acetato de 0,3420 0,3641 0,3402 0,3488 0,0133 44,11
Etila

O resultado da absorvancia 1 do extrato hexanico apresentou resultado
discrepante dos demais (0,1303) e, portanto, ndo foi considerado para o céalculo da
concentracéao.

A partir da massa inicial das amostras e do volume utilizado na solubilizacéo
das mesmas, foi possivel correlacionar a concentragdo obtida em ug/mL para a
medida em miligramas equivalentes de Quercetina por grama de matéria seca (mg
EQC/g matéria seca). Os calculos de conversdo de concentracdo para o extrato
hexanico seguem descritos abaixo.O mesmo célculo foi aplicado para o extrato em

acetato de etila.

Concentracao obtida para a amostra extrato hexanico: 28,12ug em 1 mL
Massa em 0,5 mL (Aliquota inicial do teste):0,0140 mg
Massa de amostra (peso seco): 0,0003 g (massa por volume de aliquota)

Concentracado:44,99 mg EQC/ g peso seco

As amostras apresentaram-se nas referidas concentragcdes em mg EQC/g de

matéria seca, conforme Tabela 5.

Tabela 5: Ensaio de TFT: Resultados de concentragdo das amostras em miligrama
de EQC por grama de peso seco

Massa EQC Massa de amostra Concentracao

Amostra Concentragao na aliquota por volume de (mg EQC/ g
(Mg/mL) ,
(mg) aliquota (g) peso seco)
Extrato Hexanico 28,12 0,0141 0,0003 44,99

Extrato Acetato de
Etila 44 11 0,0221 0,0003 73,52
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O teor de flavondides totais obtido nos diferentes extratos da espécie
Plumbago scandensindica a presenca de flavondides nos extratos. Porém, a
capacidade de extracdo dos flavonoides pelo acetato de etila, 73,52 mgeEQC/g de
peso seco é bem maior daquela obtida pelo Hexano: 44.99 mg EQC/g de peso

SecCo.

4.3Determinacédo do Conteudo de Fenois Totais (CFT)

Solugdes padrao de acido galico foram preparadas para a obtengdo da curva
analitica para determinar ocontetdo de fendis totais dos extratos hexanico e acetato
de etila da espécie Plumbago scandens.

Os padrdes de Acido Galico, o branco e as amostras foram analisadose lidos
no espectrofotdbmetro de UV-Visivel, no comprimento de onda 750nm. Os valores de
Absorvancia obtidos apds leitura em triplicata dos padrbes seguem na Tabela 6.

Tabela 6: CFT: Valores de concentracdo dos padrdes de Acido Galico (ug/mL) e

suas respectivas absorvancias

Concentragcdo (ug/mL) Absorvancial Absorvancia 2 Absorvancia 3
18,0 0,0254 0,0301 0,0354
36,0 0,1238 0,1539 0,1637
72,0 0,3878 0,3851 0,3838
108,0 0,6073 0,6068 0,6175
144.0 0,8195 0,8098 0,8060
180,0 0,9828 1,0224 1,0224

A partir dos dados de absorvancia, foi possivel obter a equacdo da curva
analitica e avaliar a linearidade da curva através do coeficiente de correlacdo
(Grafico 2):



Gréfico 2: Curva analitica do ensaio de CFT, padrédo Acido Gélico
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As amostras foram submetidas ao procedimento padronizado de CFT e

analisadas em triplicata. A partir das absorvancias obtidas, as médias foram

calculadas e as concentracdes determinadas utilizando a equacdo da reta A =

0.0061xC-0.058, sendo A, o valor de absorvancia e C, a concentragao em pg/mL.

(Tabela 7).

Tabela 7: Ensaio de CFT: Resultados de absorvancia das amostras e respectivas

concentracoes

Absorvancia Absorvancia Absorvancia Absorvancia Desvio Concentracéo

Amostra 1 2 3 Média Padrao (ng/mL)
Extrato
Hexanico 0,2196 0,2140 0,2124 0,2153 0,0038 44,81
Extrato
Acetato
de Etila - 0,7969 0,8039 0,8004 0,0049 140,72




47

O resultado da absorvancia 1 (0,6704) do extrato acetato de etila apresentou
resultado discrepante dos demais e portanto ndo foi considerado para o calculo da
concentracéao.

A partir da massa inicial das amostras e do volume utilizado na solubilizacéo
das mesmas, foi possivel correlacionar a concentragdo obtida em ug/mL para a
medida em massa equivalente de Acido Galico por grama de matéria seca (mg
EAG/g matéria seca). Os céalculos de conversdo de concentracdo para o extrato
hexanico seguem descritos abaixo.O mesmo célculo foi aplicado para o extrato em

acetato de etila:

Concentracao obtida para amostra extrato hexanico: 44,81ug em 1 mL
Massa em 0,5 mL (Aliquota inicial do teste):0,0224mg
Massa de amostra (peso seco): 0,0005 g (massa por volume de aliquota)

Concentracado:44,81 mg EAG/ g peso seco

O resumo dos resultados das amostras em mg EAG/g de matéria seca, conforme
Tabela 8.

Tabela 8: Ensaio de CFT: Resultados de concentracdo das amostras em miligrama
de EAG por grama de peso seco

Massa de amostra

Concentragdo Massa EAG na Concentragdo (mg

Amostra , por volume de
E
(ng/mL) aliquota (mg) aliquota (g) AG/ g peso seco)
Extrato Hexanico 44,81 0,02240 0,0005 44,81
Extrato Acetato de Etila 140,72 0,07036 0,0005 140,72

O teor de fendis totais obtido nos diferentes extratos da espécie Plumbago
scandens indica a presenca de fendis nos extratos. Porém, a capacidade de
extracdo dos fendis pelo acetato de etila, 140,72 EAG/g de peso seco € bem maior

daquela obtida pelo Hexano: 44,81 EAG/g de peso seco.

4.4Capacidade antioxidante — Ensaio de DPPH
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O resultado da capacidade de sequestro de radical livre — DPPH para
osextratos hexanico e acetato de etila da espécie Plumbago scandensfoi expresso
através das meédias das concentracdes que representa a quantidade de amostra
necessaria para sequestrar 50% do radical livre DPPH (ECso)

As amostras da espécie Plumbago scandensdiluidas nas concentracdes de 5
pg/ mL, 10 pg/ mL, 25 pg/ mL, 50 pg/ mL, 125 pg/ mL e 250 pg/ mL foram
submetidas a rota analitica em triplicata e asabsorvanciasforam determinadas em

espectrofotometro a 518 nm (Tabelas 9 e 10).

Tabela 9: Ensaio de DPPH: Valores de concentragdo das amostras do extrato

hexanico daPlumbago scandens diluidas e suas respectivas absorvancias

Concentragdo (ug/mL)  Absorvincial  Absorvincia2  Absorvancia 3 Média E:::’;Z
5 0,2755 0,2743 0,2721 0,2740 0,0017

10 0,4006 0,3990 0,3992 0.3996  0,0009

25 0,4557 0,4551 0,4522 0,4543 0,0019

50 0,5019 0,5038 0,5047 0,5035 0,0014

125 0,5351 0,5330 0,5330 0,5337 0,0012

250 0,5301 0,5309 0,5328 0,5313 0,0014

Tabela 10: Ensaio de DPPH: Valores de concentragcdo das amostras do extrato

acetato de etila daPlumbago scandens diluidas e suas respectivas absorvancias

Concentragdo (ug/mL)  Absorvincial  Absorvancia2  Absorvancia 3 Média E:;:’;z
5 0,0817 0,0888 0,0879 0,0861 0,0039

10 0,1275 0,1528 0,1400 0,1401 0,0127

25 0,3061 0,3148 0,2990 0,3066  0,0079

50 0,5719 0,5677 0,5701 0,5699  0,0021

125 0,9122 0,9103 0,9145 0,9123  0,0021

250 0,9156 0,9050 0,9226 0,9144  0,0089

Os valores de absorvancia em todas as concentracdes testadas foram

convertidos em porcentagem de atividade antioxidante (AA) (Tabela 11)
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Tabela 11: Ensaio de DPPH: Valores de concentracdo das amostras do extrato

hexanico e acetato de etila daPlumbago scandense suas porcentagens de atividade

antioxidante (AA)

Extrato Hexanico

Extrato Acetato de Etila

Concentragdo AAmédio Concentragao AAmédio
(ug/mL)g AAR) (%) (ug/mL)g AARR) (%)
66,31 90,01
200 66,46 66,50 201 89,14 89,47
66,73 89,25
51,01 85,82
100 51,21 51,14 100 83,00 84,42
51,19 84,43
44,28 67,66
50 44,35 44,44 50 66,74 67,60
44,71 68,41
38,63 40,92
25 38,40 38,44 25 41,35 41,13
38,29 41,11
34,57 7,61
10 34,83 34,74 10 7,80 7,59
34,83 7,37
35,18 7,32
5 35,08 35,04 5 8,39 7,44
34,85 6,61
A partir dos dados de porcentagens de atividade antioxidante (AA), foi

possivel obter as curvas analitica (Gréficos 3 e 4, pag. 54).



Grafico 3: Curva analitica do ensaio de DPPH para Plumbago scandens — Extrato

hexanico
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Grafico 4: Curva analitica do ensaio de DPPH para Plumbago scandens — Extrato

acetato de etila
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A quantidade de extrato de planta testada necessaria para decrescer a
concentracéo inicial de DPPH em 50% (ECsp)foi calculada pela interpolacdo da
curva analitica da concentragdo do extrato da planta versus os resultados
porcentagem de atividade antioxidante (AA) de cada extrato (hexanico e acetato de

etila). Os resultados obtidos desta extrapolacéo estdo descritos na tabela 12.

Tabela 12: Resultados do ensaio de DPPH para Plumbago scandens

DPPH (png /mL)

Amostras
ECs
Plumbago scandens (Ext. Hexanico) 100
Plumbago scandens (Ext. Acetato de Etila) 35

Os resultados obtidos para o ensaio antioxidante pelo sequestro do
radical livre DPPH nas amostras indicam um alto poder antioxidante do extrato
acetato de etila(EC50,=35) em comparacao ao extrato hexanico ECso = 100ug/mL.

O extrato acetato de etila também apresentou teores maiores de flavonoides
e fendis em comparacdo ao extrato hexanico, demonstrando que possivelmente a
contribuicdo da atividade antioxidante do extrato acetato de etila seja proveniente da

presenca de fendis e flavonoides neste extrato.

Os teores de fendis totais, flavonoides totais e ensaio antioxidante pelo
sequestro do radical livre DPPH encontrados na espécie Plumbago scandens nos
diferentes extratos, foram comparados com trés diferentes plantas medicinais
(Tabela 13).
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Tabela 13: Resultado de fendis totais, flavonoides totais e capacidade antioxidante —

DPPH para Plumbago scandens e outras trés espécies de plantas

Flavonodides Capacidade
Fendis Totais Totais antioxidante
Amostras Referéncias
mg EAG/ g peso mg EQC/ g DPPH (ug /mL)
seco peso seco ECsg
Plumbago scandens
. 44,81 44,99 100 -
(Ext. Hexanico)
Plumbago scandens
_ 140,72 73,52 35 -
(Ext. Acetato de Etila)
Plumbago zeylanica Nile et al,
_ 260 45,5 96,0
(Ext. Etandlico) 2010
Euphorbia tirucalli Orland et al,
. . 96,18 63,57 16,98
linneau (Ext. Etandlico) 2015
Diospyros hispida Campos et
by i .p 161,78 42,0 11,8 P
(Ext. Etandlico) al, 2015

Através da comparacdo dos resultados obtidos, ndo h& como fazer uma
correlacdo entre os valores de fendis totais, flavonoides totais e atividade
antioxidante. Porém, é possivel observar que o extrato hexanico da Plumbago
scandens tem uma capacidade antioxidante equivalente ao extrato etandlico
daPlumbago zeylanicamesmo contendo uma quantidade menor de fendis totais,
demonstrando assim que a capacidade antioxidante do extrato hexanico néo seja
proveniente dos possiveis compostos fendlicos que podem ser encontrados na
espécie Plumbago scandens, e desta forma, sugere que algum outro constituinte

quimico contribui efetivamente para acao sequestradora de radicais livres.

4.5Cromatografia em coluna aberta e camada delgada

Apds os extratos hexanico e de acetato de etila passarem pela coluna de
fracionamento (Figura 18, pag. 57), resultando um total de 61 fracdes cada, foram
levados a secura para eliminacdo do solvente de eluicdo e, em seguida,
ressolubilizadas em diclorometano para aplicacdo em placas cromatograficas de

silica.
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Figura 20: Cromatografia em camada aberta do extrato hexanico

Quatro amostras foram aplicadas em cada placa de forma que fosse possivel
a observacdo das caracteristicas das fracdes e aquelas com comportamentos
semelhantes, ou seja, que apresentaram mesmo fator de retencdo (Rf) para os
compostos presentes, foram reunidas, para posterior analise por cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massas.

Outra observacéao possivel de ser feita, foi a aparente pureza da fracao, isto €,
guantidade de manchas presentes na placa, podendo ser visivel ou apos revelacéo,
indicando ou ndo a presenca de mais de um composto por fracdo (Figura 19, pag.
58).
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Figura 21: Cromatografia em camada delgada das fragdes 22, 23, 24 e 25 do extrato

acetato de etila

. i Cromatografia apos
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Cérico

No exemplo da Figura 19, é possivel ver a similaridade entre o fator de
retencdo dos compostos presentes nas fragdes, sendo observado somente uma
mancha para cada ponto de aplicacdo indicando a possivel presenca de uma Unica
substancia ou uma substancia majoritaria em relacdo a outros compostos que
possam estar presentes e que possuam a mesma caracteristica de eluicdo. Desta
forma, as fragdes foram reunidas de acordo com seus Rfs em 24 (extrato hexanico)

e 12 (extrato Acetato de Etila) fracOes principais, respectivamente.

4.6 Andlise cromatogréafica

As fragOes obtidas da cromatografia em coluna foramressolubilizadas em
diclorometano e analisadas por cromatografia gasosa de alta resolucdo acoplada a
espectrometria de massas (CGAR-EM).

Para injecdo cromatografica, as amostras foram codificadas de forma que

fosse possivel a rastreabilidade das informacdes:
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e FracOes obtidas do extrato hexanico: PSEH (Plumbago scandens
extrato hexanico) e respectivo numero da fracdo, conforme ordem de
eluicdo explicada na tabela 1 (pagina 23);

e Fracoes obtidas do extrato acetato de etila: PSEA (Plumbago scandens
extrato acetato de etila)e respectivo numero da fracdo, conforme ordem
de eluicdo explicada na tabela 1 (pagina 23);

Como foi necessario o fracionamento mais de uma vez do extrato hexanico,
foi adicionado o numero referente ao fracionamento antes do codigo: exemplo a
fracdo proveniente do segundo fracionamento recebe sempre um 2 na frente:
2PSEHxx, o terceiro fracionamento um 3 e assim, sucessivamente.

Os cromatogramas foram avaliados pico a pico, e aquelas fracbes,que
apresentaram indicagdo de compostos caracteristicos da espécie Plumbago
scandens ou/e apresentaram indicagdo de compostos ndo antes encontrados em
literatura para essa espécie ou espécies do mesmo género, foram destacadas a

sequir:

4.6.1 Fracdo numero 20 do extrato hexanico 2PSEH 20

O cromatograma proveniente da fragdo numero 20 (Figura 20, pag 60) do
extrato hexanico apresentou um pico majoritario no tempo de retencdo de25,9 min, e
um espectro de massas caracteristico de uma naftoquinona, (Figura 21, pag.
60)quando comparado ao espectro de massas da NIST (National Institute of
Standard and Technology).

Outros dois picos significativos estao presentes no cromatograma proveniente
da fracdo numero 20, o primeiro deles em 47,5 min apresenta um espectro de
massas caracteristico de ftalato e o outro que elui em 57,8 min corresponde ao

composto Tocoferol quando comparado ao espectro de massas da NIST.
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Figura 22: Cromatograma de corrente de ions totais da fracdo 2PSEH 20
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Figura 23: Espectro de massas do pico majoritario da fracdo 2PSEH 20, em
comparagcdo ao espectro de massas da Plumbagina (5-hidroxi-2metil-1,4

naftoquinona) (NIST)
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No espectro de massas (Fig. 21, pag 60) pode-se observar o pico
correspondente ao ion molecular [M]"*em m/z 188 Da (100%) conferindo com a
formula molecular C11HgO3. A relacdo entre o nimero de &tomos de carbono e
hidrogénio indicou a presenca de 8 insaturacdes na molécula. Os picos em m/z 173
Da (25%) e em m/z 160 Da (26%) correspondem respectivamente a fragmentos
idnicos resultantes da perda de radical metila [M-CH3]™ e mondéxido de carbono [M-
COJ" diretamente do ion molecular. Ja o pico em m/z 131 Da (50%) corresponde a
fragmento i6nico resultante da perda de 1 molécula CO e um atomo de H a partir do

fragmento ibnico em m/z 160 Da (Figura 22).

Figura 24: Proposta de fragmentacdo para a molécula Plumbagina

oG Oy - e

m/z 160 l

CH
CH3 3 CHj
Ol T e IS — [
/\ 4 ) <
o)
©) —H,—CO H/O °
(CoH-0)

m/z 131

Frente a essas informacdes experimentais, o composto com tempo de
retencdo de 25,9 min teve sua estrutura proposta como sendo a Plumbagina (5-
hidroxi-2-metil-naftaleno-1,4-diona), uma vez que € o principal componente com
atividade biolégica nas diversas espécies do género.

Para que fosse possivel confirmar a estrutura proposta, sucessivos
fracionamentos cromatograficos, sob silica gel, da fracdo 2PSEH 20 foram

realizados. Nesta etapa, o fracionamento inicial por cromatografia preparativa em
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camada delgada, apresentou apés revelacdo com luz de ultravioleta, 5 fragdes com
diferentes fatores de retencdo denominadas Rf1l, Rf2,Rf3,Rf4 e Rf5. (Figura 23).

Figura 25:Cromatografia preparativa em camada delgada da fracdo 2PSEH 20.

A andlise por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas de todas
as fracdes descritas, mostrou a presenca da naftoquinona (plumbagina) somente na
fracdo Rf5, porém um composto em 57.7 min, ainda se mostrava presente na fracao
e quando comparado seu espectro de massas com os da biblioteca NIST, indicava
como sendo a-Tocoferol (Figura 26).



Figura 26:
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Desta forma uma nova etapa de fracionamento foi necessaria para obtencéo
da naftoquinona isolada. Sendo assim, a fragdao Rf5 da amostra 2PSEH 20, foi
submetida a fracionamento por coluna aberta utilizando alumina como fase
estacionaria, onde foram obtidas 6 fracbes caracterizadas como 2PSEH 20 Rf5 Alx
(onde x =1 a 6).

A andlise por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas de

todas as fracGes descritas, mostrou a presenca da Plumbagina isolada somente na

fracéo Al6 (Figura 27).
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Figura 27: Cromatograma de corrente de ions totais da fracdo 2PSEH 20 Rf5 AIF6
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A partir da avaliacdo cromatografica, € possivel concluir que o composto de
interesse, a naftoquinona, foi isolada do composto a-Tocoferol com sucesso.

Para confirmacéo, iniciamos o processo de caracterizacdo da plumbagina
através da ressonancia magnética nuclear de Hidrogénio (Apéndice B e C, paginas
107 e 108) e Carbono (Apéndice A, pag.106) para completa caracterizacdo e
confirmacéo do principal marcador para o género Plumbago.

Para o espectro de Hidrogénio, foram observados sinais correspondentes aos
Hidrogénios ligados ao anel aromatico, com deslocamentos quimicos altos (646,00 a
8,00ppm) e um sinal Unico em &y 2,19ppm sugerindo a presenca do grupamento
metilico ligado ao Carbono sp? do anel. Os deslocamentos quimicos encontrados
foram atribuidos a Plumbagina e comparados com os dados descritos por Bothiraja
et al. (2011) (Tabela 15).
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Figura 28: Molécula da Plumbagina numerada

Tabelal5: Dados obtidos dos espectros de RMN *H para a Plumbagina versus

encontrado na literatura

Plumbagina (BOTHIRAJA

Carbono Plumbagina
et al, 2011)
1 - -
2 - -
3 6,81 6,81
4 - -
5 - -
6 - -
7 7,26 7,26
8 7,64 7,62
9 7,62 7,62
10 - -
11 2,19 2,19

Para os deslocamentos quimicos atribuidos ao Hidrogénio, ndo houve
completa similaridade pois BOTHIRAJA et al (2011) atribui o deslocamento 7,62
para os hidrogénios 8 e 9 da molécula e afirma que é um multipleto. O que nao
procede pois 0s hidrogénios ndo séo iguais, eles estdo sendo influenciados por
diferentes atomos vizinhos, o hidrogénio 9 € influenciado pela carbonila préxima
(hidrogénios mais desblindados, menor deslocamento quimico) e o nosso resultado

demonstrou isso, o0 deslocamento quimico de 9 € menor do que o da posicdo 8.
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Além disso, temos deslocamentos quimicos significativos que néo sdo atribuidos a
molécula:dy 1,73ppm, &y 1,57ppmdy, 1,25 ppm(Apéndice B e C, pag. 107 e 108).

O espectro de Ressonancia Magnética Nuclear de Carbono 13 forneceu
sinais para 27 carbonos, e que puderam ser atribuidos a molécula com auxilio das
informacdes providenciadas pelo artigo de Bothiraja et al. (2011) (Tabela 15).

Foram observadosdois carbonos carbonilicos (6¢c 184,8 e 190,3ppm), um
carbono sp® oxigenado (d¢ 161,2ppm), oito carbonos sp® (5¢c 149,6, 137,2, 136,1,
135,5, 124,2, 119,9, 119,3, 115,1ppm), um sinal emdc 61,4ppm que €
provavelmente proveniente de um carbono sp*® que pode estar sendo influenciado
por algum &atomo eletronegativo e outros 14 sinais de carbonos sp® sem elementos
eletronegativos (6¢ 39,4, 37,4, 37,3, 32,7, 31,9, 29,7, 28,0, 24,8, 22,7, 22,6, 19,7,
16,6, 14,6 ppm).

Tabela 16: Dados obtidos dos espectros de RMN *3C para a Plumbagina versus

encontrado na literatura

, Plumbagina (BOTHIRAJA
Carbono Plumbagina

et al, 2011)

1 184.8 184.6
2 149.6 149.5
3 135.5 135.3
4 190.3 190.1
5 115.1 114.9
6 161.2 161.0
7 124.2 124.0
8 136.1 135.9
9 119.3 119.1
10 132 131.8
11 16.6 16.4

Todos os deslocamentos quimicos esperados para a Plumbagina,
segundoBOTHIRAJA et al, 2011,foram encontrados, demonstrando que a Plumbagina
esta presente nessa fracdo. Porém outros deslocamentos quimicos que ndo foram

atribuidos aos carbonos da Plumbagina foram encontrados. (Apéndice A, pag. 106).
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Para confrontar com os dados da literatura, e acompanhar a correlagdo C-H a
curta distancia de todos os deslocamentos obtidos, avaliamos o espectro HSQC
(Heteronuclear Single Quantum Correlation Spectroscopy) (Apéndice D, pag 109).

Através do cruzamento dos deslocamentos quimicos podemos atribuir os

hidrogénios aos Carbonos correspondentes na estrutura (Tabela 16).

Tabela 17: Dados de correlacdes obtidos do espectro HSQC

Carbono 5 Correlagdo ey
(Ppm) HSQC
1 184,8 -
2 149,6 -
3 135,5 6,81
4 190,3 -
5 1151 -
6 161,2 -
7 124,2 7,26
8 136,1 7,62
9 119,3 7,64
10 132,0 -
11 184,8 -
12 16,4 2,19

Através dos dados de correlacdo, poderemospropor a estrutura da
Naftoquinona Plumbagina, mas os deslocamentos iguaispropostos BOTHIRAJA et al
(2011)para os hidrogénios ndo foram confirmados, haja vista o Carbono com
deslocamento quimico 136,1 esta ligado ao Hidrogénio com deslocamento quimico
7,62. E o Carbono com deslocamento 119,3 ligado ao 7,64 (Figura 29), confirmando
a premissa que esses Carbonos ndo poderiam ser iguais por estarem influenciados

por diferentes atomos vizinhos.
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Figura 29: Espectro de correlagao C-H, HSQC aproximado
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As constantes de acoplamento (J) para os hidrogénios a e b nao foram
possiveis de serem calculadas pois o0s deslocamentos quimicos para esses
hidrogénios se sobrepdem formando um multipleto. Esse resultado corrobora os
resultados publicados porBOTHIRAJA et al (2011), que indica a presenca de

multipleto para os hidrogénios a e b da molécula da Plumbagina.
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Estudos futuros merecem ser realizados para obtencdo do isolamento da
molécula Plumbagina utilizando uma metodologia otimizada para extracdo e

purificacdo dos extratos provenientes da Plumbago scandens.

4.6.2 Fracdo nimero 21 do extrato hexanico 2PSEH 21

O cromatograma de corrente de ion totais (Figura 30) proveniente da fracao
namero 21 do extrato hexanico apresentou um espectro de massas (Figura 31)
interessante para o composto com tempo de retencdo em 57,7 min, sendo
observado uma possivel indicacdo do composto a-Tocoferolpela comparacdo com o
espectro de massas da biblioteca NIST (National Institute of Standard and

Technology).

Figura 30: Cromatograma de corrente de ions totais da fracdo 2PSEH 21
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Figura 31: Espectro de massas do pico majoritario da fracdo 2PSEH 21, em

comparagao ao espectro de massas doa-Tocoferol (NIST)
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O espectro de massas indica a presenca da a-Tocoferol nessa fracdo.Com

objetivo de confirmar a presenca deste composto, comparamos o tempo de retencéo

e 0 espectro de massas provenientes da amostra 2PSEH21 com o padrdo de

referéncia do a-Tocoferol (Figuras 32 e 33).

Figura 32: Cromatograma de corrente de ions totais do padréo a-Tocoferol.
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Figura 33: Espectro de massas do pico em 57,794 mim do padrdo analitico a-

Tocoferol e sua fragmentagéao.
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O espectro de massas do padrdao (Figura 31) e amostra (Figura 29)
demonstram ter o mesmo perfil de fragmentacdo, pode-se observar o pico
correspondente ao ion molecular [M]*emm/z430Da conferindo com a férmula
molecular do composto C,9Hs500,. Os picos emm/z164, m/z165 e m/z205 Dasao
formados pela quebra da parte ndo aromatica da molécula com ou sem
transferéncia de Hidrogénio (m/z164 e 165) e pela perda da cadeia isoprénica (m/z
265) (Figura 34).
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Figura 34: Proposta de fragmentacdo da molécula a-Tocoferol
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Fonte: Zhang et al, 2016

Frente a essas informacdes experimentais, 0 composto com tempo de
retencdo de 57,7 min teve sua estrutura proposta como sendo o a-Tocoferol.

Foi possivel também observar a similaridade entre os cromatogramas através
de comparacao dos tempos de retencdo. Uma coinjecdo da amostra 2PSEH21 e o
padrao a-Tocoferol foi realizada para avaliacdo do tempo de retencéo (Figuras35 e
36)

Figura 35: Cromatograma de corrente de ions totais do padrao a-Tocoferol

coinjetado com a amostra 2PSEH 21.
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Como observado, ndo houve mudanca na retencdo, demonstrando que 0s
compostos eluem com o mesmo tempo de retencdo no sistema cromatografico
(Figura 34).

Figura 36: Cromatogramas de corrente de ions totais do padrdao a-Tocoferol

coinjetado com a amostra 2PSEH 21 em comparacao a amostra original 2PSEH21
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Figura 37: Cromatograma de corrente de ions totais do padrao a-Tocoferol

coinjetado com a amostra 2PSEH 21 expandido no tempo de retencdo 57,707 min
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Através das analises dos cromatogramas e espectros de massas realizados
com a fracdo da 2PSEH21 da espécie Plumbago scandens, podemos afirmar que o
composto a-Tocoferol esta presente na sua composicéo quimica.

Nao ha estudos publicados associando a presenca a-Tocoferol (Vitamina E)

na espécie estudada, sendo esse resultado de extrema importancia haja vista que o
alfa-tocoferol é o maior antioxidante lipossolivel presente em todas as membranas
celulares e, assim, atua na protecdo contra a lipoperoxidacao (Kay et.al, 1986).

Os tocoferdis sdo encontrados em diversas plantas em proporcdes variadas,
sendo as principais fontes os 0leos vegetais, vegetais verde escuro e produtos de
origem animal como figado e ovos (Guinazi et.al.,, 2009). Os tocoferdis podem se
apresentar nas formas de a-, B-, y- e  (alfa, beta, gama e delta), sendo o isomero
alfa o mais abundante e o mais potente antioxidante nesses alimentos e principal

fonte de vitamina E.(Guinazi et.al., 2009).
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4.6.3 Fracdo nimero 26 do extrato hexanico 3PSEH 26

O cromatograma de corrente de ion totais (Figura 38) proveniente da fracao
namero 26 do extrato hexanico apresentou um espectro de massas (Figura 39)
interessante para os compostos com tempo de retencdo em 60,88 min e 61,58 min,
sendo observado uma possivel similaridade com os triterpenos pentaciclicos alfa e
beta-Amirina pela comparacdo de seus respectivos espectros de massas com 0s

espectros de massas da biblioteca NIST (National Institute of Standard and

Technology).

Figura 38: Cromatograma de corrente de ions totais da fracdo 3PSEH 26
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Figura 39: Espectro de massas do pico 60,87min, em comparagdo ao espectro do

beta-Amirinae do pico 61,58min, em comparacao ao espectro do alfa-Amirina
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Como a fragmentacdo da amirina apresenta ion-base em m/z 218 Da (pico
base) e baixa intensidade para o ion molecular, o cromatograma de monitoramento
de ion selecionado em m/z 218 Da sugere a presenca de dois compostos com 0

mesmo padréo de fragmentacdo, bem como, mesmo ion-base. (Figura 40)
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Figura 40: Cromatograma do ion selecionado em m/z 218 Da da fracdo 3PSEH 26
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Os espectros de massas, quando comparado ao NIST, indicam a presenca de
a e B- Amirina nessa fracdo. E para confirmacao,foi utilizada como padrdo de
referéncia, uma mistura de a- e B- Amirina proveneniente de resinas de plantas
amazobnicas ricas nestes compostos, da qual foi extraida, purificada e caracterizada
por RMN. Esta mistura foi disponibilizada pelo LEMA/IQ/UFRJ — Laboratorio de
Andlises e Metodologias Aplicadas do Instituto de Quimica da Universidade Federal
do Rio de Janeiro.

A mistura de a- e B-amirina foi purificada e caracterizada por CGAR-EM
(Figuras 41 e 42) e RMN *3C (Apéndice E, pag 110).
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Figura 41: Cromatograma de corrente de ions totais da mistura de a- e B-

Amirinaextraida da Resina de plantas amazonicas
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Figura 42:Espectros de massas da a e 3- Amirina da Resina Amirinica
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No espectro de massas da a e - Amirina (Fig. 42) pode-se observar 0 pico
correspondente ao ion base [M]"*em m/z 218 Da (100%)proveniente de um processo
de fragmentacdo do tipo Retro Diels-Alder (RDA). O pico com m/z 203Da
corresponde ao fragmento idnico resultante da perda de radical metila [M-CHs]"™ a
partir do fragmento ibnico em m/z 218 Da. O pico emm/z 189Da corresponde a
fragmento ibnico resultante da perda de 1 molécula de agua a partir do fragmento
i6nico em m/z 207 Da. (Figura 43).

Figura 43:Fragmentacao da a- Amirina

M-+ m/z 425

m/z 203 = 218 — CH,

m/z 189 = 207 — H,0

O espectro de RMN*3C (Apéndice D, pag. 109) confirmou a presenca de 60

atomos de Carbono (a + B amirina), dos quais 54 apresentam hibridizacdo de
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carbonos sp® entre 15 e 60ppm, quatro carbonos com hibridizacdo sp? com
deslocamentos quimicos entre 120 e 150 ppm e dois deslocamentos em torno de
79ppm provenientes do Carbono ligado ao Oxigénio.

A confirmacéo estrutural dos compostos amirinicos provenientes da resina foi
realizada pela comparacéo dosdeslocamentos quimicos dos espectros de RMN *C
para os compostos a- e - Amirina publicados na literatura (Dias et al, 2011). (Tabela
17).

Tabela 17: Dados obtidos dos espectros de RMN *C para a mistura a- e B-amirina

versus encontrado na literatura

B-amirina (DIAS et al,

a- e B-amirina a-amirina (DIAS et al, 2011)
2011)
15,5 15,4
15,6 15,4
15,6 15,6
15,7 15,6
16,8 16,8
16,8 16,8
17,5 17,4
18,4 18,4
18,4 18,6
214 21,4
23,3 23,2
23,4 23,3
23,6 23,6
23,7 23,7
26 25,9
26 26,1
26,2 26,2
26,6 26,6
27 27,2
27,3 27,2
28,1 28,0
28,1 28,1
28,2 28,1
28,4 28,4

28,8 28,7
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31,1 31,0
31,3 31,2
32,5 32,2
32,6 32,4
32,9 32,6
33,4 33,7
33,8 33,8
34,8 34,7
36,9 36,9
37 36,9
37,2 37,1
38,6 38,5
38,6 38,7
38,8 38,7
38,8 38,7
39,6 39,6
39,7 39,6
39,8 39,8
40 40,0
41,6 41,5
41,7 41,7
42,1 42,0
46,9 46,8
47,3 47,2
47,7 47,6
47,7 47,7
55,2 55,1
55,2 55,1
59,1 59,0
79,1 79,6
79,1 79,3
121,7 121,7
124,4 124,4
139,6 139,5
145,2 145,2

Através da comparacéo realizada dos deslocamentos quimicos de RMN *3C,

pode-se concluir que os compostos purificados da resina apresentam 0s mesmos
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deslocamentos quimicos da a- e B-Amirina relatados na literatura, confirmando
assim sua estrutura quimica, podendo ser usada como parametro de confirmacao da
presenca desses compostos na fracdo 3PSEH 26 da espécie Plumbago scandens.

Através da comparacdo dos espectros de massas ha a confirmacdo da
presenca da Amirina na fracdo da Plumbago scandens estudada. Pois elas
apresentam tempo de retencao e perfil de fragmentacdo similares aos apresentados
pela pelo padrao de mistura de a e - Amirina.

A partir dessa concluséo, foi realizada uma coinjecdo do padrdocom a fracéo
3PSEH 26 para avaliagdo/comparacao dos tempos de retencdo dos compostos de
interesse. (Figura 44).

Figura 44: Coinjecao do padrédo de amirina e a fracdo 3PSEH 26
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O perfil cromatogréafico produto da coinjecdo da resina das amirinas padrao e
a amostra 3PSEH26 confirma a presenca dos compostos a- e 3- amirina. Porém, ha
uma coeluicdo de outro composto ocorrendo com a [3- amirina no tempo de 60,81
min e que apresenta 0 mesmo fragmento ibnico emm/z 218 Da como ion base.

Essa coeluicdo ja pode ser vista antes mesmo da coinjecdo com o padréo.
(Figura 38, pag. 75).

O perfil cromatogréafico e de fragmentacéo (por ter os mesmos ions base e
molecular e ions caracteristicos dos compostos amirinicos) do composto que coelui
com a B- amirina sugere ser d-amirina. Essa concluséo foi baseada no estudo
realizado por SHAN.et al(2015). Neste estudo, ele pesquisou sobre os triterpenos
incluindo a-, B-, y-e &-amirina. E o perfil cromatografico apresentado por esse
trabalho (Figura 45)apresentasimilaridade ao que foi obtido na amostra 3PSEH26,

indicando a possibilidade da coeluigao citada.

Figura 45: Cromatograma dos triterpenos encontrados no tomate
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Fonte: SHAN. et al, 2015

A diferenga entre B- amirinae &-amirina € apenas a posicdo de uma dupla
ligacdo o que impossibilita a separacdo cromatografica ndo importando o gradiente
de temperatura utilizado para analise.

A fragmentacdo dos compostos que coeluem na amostra 3 PSEH26confirma
a possibilidade afirmada, o espectro de massas do pico que sai em 60,88 min possui
a fragmentagdo comparavel a3- amirina, apresentando o fragmento iGnico com m/z

203Da maior do queo fragmento ibnico comm/z189 Da. Ja no composto comtempo
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de retencao anterior (60,81min) ele apresenta um padréo de fragmentacéo diferente
com os ions fragmentos emm/z 203 Da e 205 Da com maior intensidade quando

comparados ao espectro da B-Amirina (Figuras 46 e 47).

Figura 46: Espectro de massas do pico em 60,88min da fracdo 3PSEH 26
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Figura 47: Espectro de massas do pico em 60,831min da fracdo 3PSEH 26

Spectrum 1A 60.831 min, Scan: 7353, Merged| o
100% 218.2 ]
75%] 203 1 i
50%] .

. 109.1
25% T
[]%_: l Y l . 1 l

R I N B Tt L T

100 200 300 400 500 600
Acqguired Range  m/z

O perfil de fragmentacao no estudo realizado por SHAN. et al(2015) para a
®-amirina indica um perfil similar do pico com tempo de retencdo 60,81 min com o

aumento dos fragmentos idnicos com m/z 203/205 Da. (Figura 48)
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Figura 48: Cromatograma dos triterpenos encontrados no tomate apds tentativa de
isolamento do composto 13 com o perfil de fragmentacéo dos ions mais abundantes

do composto 2 - d-amirina
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Fonte: SHAN et al, 2015

Para a confirmacao da presencga de a- e B-Amirina no extrato de Plumbago
scandensforam realizadas reacfes quimicas de oxidacdo e acetilacdo tanto na
fracdo 3PSEH 26 quanto na mistura padrao de a- e B-Amirina de modo o perfil
cromatografico e de fragmentacao pudessem ser comparados.

A fracdo 3PSEH 26 e a mistura de amirinas foram oxidadasutilizando o
reagente Dicromato Piridina (PDC) como agente antioxidante.

O processo de oxidagdo utilizando o reagente Dicromato dePiridina(PDC)
como agente oxidante leva a oxidacdo do alcool presente nas amirinas a uma

cetona conforme ilustram as reacdes abaixo.

Figura 49: Reacao da a- e - Amirina com o reagente Dicromato de Piridina — PDC



82

a-amirina: Ry, R3 = CH3; R,=H
B-amirina: R;=H, R,,R3 = CH3

Com a formacédo do grupo carbonilico nos compostos amirinicos através da
reacdo de oxidacdo, hd uma mudanca no tempo de retencdo quando analisado por
cromatografia. Por utilizar uma coluna DB-5(baixa polaridade) na analise
cromatografica, o que comanda a retencdo de compostos com pressao de
vaporpréximos éa massa molar da molécula. Logo, como diminuimos a massamolar
da molécula com a saida de dois Hidrogénios, temos uma pequena diminuicdo do
tempo de retencédo como ilustra o cromatograma do padrédo de compostos amirinicos
oxidado (Figura 50).

Figura 50: Cromatograma do padrao de amirinas oxidado.
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Essa mesma mudanca no tempo de retencdo pbde ser confirmada no
cromatograma da amostra submetida a mesma reacdo de oxidacdo com o PDC
(Figura 51). Antes a 3-amirina, eluia no tempo de retencéo de 60,88 min e agora a (3-
amirina oxidada elui com tempo de retengcédo de 59,92min; para a-amirina a mesma
mudanc¢a aconteceu, antes eluia com 61,58min e depois da oxidacdo eluiu com
60,66 min.

Figura 51: Cromatograma da amostra 3PSEH26 ap0s o processo de Oxidacao
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Uma confirmacdo das mudangas nos tempos de retencdo foi realizada

através da coinjecao da amostra com a mistura dos padrdes oxidados (Figura 52).

Figura 52: Cromatograma da amostra 3PSEH26 oxidada coinjetada com o padrao

de a- e B-Amirina Oxidados
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Como pode ser observado, ndo houve mudanca na retencdo, demonstrando

que o0s compostos eluem com o mesmo tempo de retencdo no sistema

cromatografico.

Com a reagao de oxidagado do grupo hidroxila na a-, B- amirina, foi possivel

observar os perfis dos espectros de massas de ambos os compostos foram

modificados, apresentando um ion molecular com 2 unidades a menos de massa

molar (M* 424 Da) proveniente da perda de dois hidrogénios. A partir destes dados,

uma comparacdo dos espectros de massas entre o padrédo e amostra (3PSEH 26)

evidencia que a reacdo de oxidacdo ocorreu em ambos compostos amirinicos

presente nesta fracdo confirmando assim, sua presenca (Figura 52 e 53).

Figura 53: Espectros de massas daa-amirina oxidada no padrao (a)e na amostra (b)
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(a) Espectro de Massas do padrao a-amirina oxidado
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Figura 54: Espectros de massas da 3-amirina oxidada no padrao (a)e na amostra (b)



(a) Espectro de Massas do padrao B-amirina oxidado
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(b) Espectro de Massas da amostra oxidada
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O ion molecular dos compostos a- e B- Amirina quando oxidadas, muda

igualmente nos padrbes e na amostra evidenciando o comportamento similar das

moléculas quando submetidas as mesmas condi¢cdes, corroborando assim com mais

uma evidencia na confirmacdo da presenca dests compostos na espécie Plumbago

scandens.

Uma outra reacdo quimica foi realizada para confirmacédo da presenca dos

compostosa- e - Amirina. A fracdo 3PSEH 26 e o padréao foram acetiladosutilizando

anidrido acético eDMAP (N,N — Dimetil Amino Piridina) como catalisador nucleofilico

da reagéo.
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O processo de acetilagdo utilizando anidrido acético e o reagente DMAP (N,N
— Dimetil Amino Piridina) leva a acetilagdo da hidroxila presente nas amirinas

conforme ilustra a reacao abaixo (Figura 55).

Figura 55: Reacdo da Amirina com anidrido acético e DMAP

a-amirina: R, R3 = CH3; R,=H
B-amirina: R;=H, R2,R3 = CH3

A analise por CGAR-EM do produto reacional foi utilizada para verificar se
houve a insercao do grupo acetil no oxigénio da hidroxila através do monitoramento
da mudanca de tempo de retencéo (Figura 56) e aumento de massa molar (M=468
Da) no espectro de massas.

Figura 56: Cromatograma da Resina Amirinica ap0s a reacao de Acetilacéo
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Com a insercao do grupo acetil nos compostos amirinicos através da reacao
de acetilacdo, ha uma mudanca no tempo de retencdo quando analisado por
cromatografia. Isso se da devido ao aumento na massa molar do composto e a
caracteristica da fase estacionaria da coluna, ja mencionada anteriormente. Desta
forma, a B-amirina, eluia no tempo de retencdo de 60,87 min, apds acetilada passou
a eluir em 61,74min; ocorrendo a mesma mudanca para a- amirina que eluia em
61,58min e apos acetilada passou a eluir em 62,42 min.

Essa mesma mudanca no tempo de retencdo pode ser evidenciada no perfil
cromatografico da amostra 3PSEH26 apds sersubmetida a mesma reacdo de

acetilacao (Figura 57).

Figura 57: Cromatograma da amostra 3PSEH26 ap0ds a reacdo de Acetilacéo
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Para confirmar a acetilacdo das amirinas presentes na amostra, bem como a
mudanca nos tempos de retencdo_ foi realizada coinjecdo da amostra e padrbes

acetilados (Figura 58).

Figura 58: Cromatograma da amostra 3PSEH26 apds o processo de Acetilagdo
coinjetada com o padrédo de a- e B-Amirina Acetilados
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Como pode ser observado, a coeluicao total das amirinas padréo acetiladas
com as que estdo presentes na amostra acetilada, demonstra que ambas eluem
com o mesmo tempo de reten¢do no sistema cromatografico.

Com a reagao de acetilagao do grupo hidroxila na a-, - amirina, foi possivel
observar que os perfis dos espectros de massas de ambos compostos foram
modificados, apresentando um ion molecular com massa molar (M™ 468 Da)
proveniente da inser¢cdo de um grupo acetil e perda de um hidrogénio. A partir
destes dados, uma comparacdo dos espectros de massas entre o padrao e amostra
(3 PSEH 26) evidencia que a reacao de acetilacdo ocorreu em ambos compostos

amirinicos presente nesta fragdo confirmando assim, sua presenca (Figura 59e 60).



Figura 59: Comparacdo dos espectros da a-amirina acetilada no padréo e

amostra
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Figura 60: Comparacdo dos espectros da [(-amirina acetilada no padrédo e na

amostra
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O ion molecular dos compostos a- e B- Amirina quando acetilado, muda
igualmente nos padrbes e na amostra evidenciando o comportamento similar das
moléculas submetidas as mesmas condi¢des, corroborando assim com mais de uma
evidéncia na confirmacdo da presenca destes compostos na espécie Plumbago
scandens.

Apés confirmagdo utilizando a comparacdo dos tempos de retengdo com
padrdo de a-, B amirina, comparacdo dos espectros de massas e duas diferentes
reacfes quimicas, podemos afirmar que a espécie Plumbago scandens apresenta
os triterpenos a-, B amirina na sua composi¢do quimica, ainda ndo encontrado em
nenhum relato da literatura para a espécie Plumbago scandens como possivel fonte

desses triterpenos.
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A presenca dos triterpenosa-, 3 amirina € uma descoberta interessantes pois
esses compostos sdo encontrados em plantas medicinais e diversos estudos
demonstram sua atividade biolégica e potencial farmacologico. Investigacdes
demonstram a aplicacdo da mistura a, B amirina como anti-inflamatério, como
protetor gastrico, no tratamento de doencas hepaticas e anti tumoral. (BANDEIRA et
al, 2007; VASQUES et al, 2012). Apesar de existirem 4 formas: o-, B-, y- e d (alfa,
beta, gama e delta) (Shan et.al., 2015), a- e B- amirina sao as mais estudadas com

diversas publicacdes demonstrando sua existéncia e potencial farmacoldgico.

4.6.4 Fracdo nimero 26 do extrato hexanico PSEH 26

O cromatograma de corrente de ions totais proveniente da fracdo numero 26
do extrato hexanico apresentou um pico majoritario no tempo de retencao 60,67 min,
e um espectro caracteristico de compostos da classe dos esteréis, em especial
Sitosterol (Figuras 61 e 62)pela comparacdo com o espectro de massas da
biblioteca NIST (National Institute of Standard and Technology). Existem estudos
associados a presencao do Sitosterol na espécie Plumbago scandens (PAIVA et al,
2011).

Figura 61: Cromatograma da fracdo PSEH 26
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Figura 62: Espectro de massas do pico majoritario (60,67 min) da fracdo PSEH 26,

em comparacao ao espectro do gamma-Sitosterol (NIST)
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Outros dois compostos presentes na fragdo 26, em menor quantidade,
guando comparados seus respectivos espectros de massas com 0s da biblioteca
NIST, apresentam similaridade com os espectros do Campesterol (composto Tr:
59,07; Figura 61) e do Stigmasterol (composto Tr: 59,51; Figura 61)

Figura 63: Espectro de massas do composto com Tr: 59,07 min, da fracdo PSEH 26,
em comparacao ao espectro do Campesterol (NIST)
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Figura 64: Espectro de massas do composto com Tr: 59,51 min, da fracdo PSEH 26,

em comparacao ao espectro do Stigmasterol (NIST)
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A comparacao dos espectros de massas indica a presenca de 3 compostos
ester0is nessa fracdo, sendo eles: Campesterol, Stigmasterol e Sitosterol. A
presenca desses ester0is em extratos de plantas € muito comum, uma vez que
estes compostos estdo presentes nas membranas celulares de espécies vegetais
superiores, assumindo uma grande variedade de atividades biologicas especificas,
em adicdo ao seus papeis como constituintes na bicamada lipidica (OLIVEIRA,
2007).

As propriedades biologicas dos fitosterodis, especialmente sua capacidade de
reduzir o colesterol no sangue, sdo as principais razdes para 0 uso destes
compostos como ingredientes em alimentos (KOZLOWSKA et al., 2016). Além dessa
aplicacdo, especialmente o B-sitosterol tem efeitos protetivos contra o cancer de
mama, prostata e colon (GONZALEZ LARENA et al., 2012)
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CONCLUSOES

Ao final do estudo fitoquimico e da capacidade antioxidante da espécie
Plumbago scandenschegou-se as seguintes conclusoes:

v No estudo quimico do extrato hexanicode Plumbago scandensos seguintes
compostos foram identificados e confirmados: Plumbagina (5-hidroxi-2metil-1,4
naftoquinona), composto presente nas espécies do género Plumbago, ja detectada
na espécie estudada; Trés compostos inéditos na espécie Plumbago scandens:

Tocoferol (Vitamina E) e os triterpenos a- e 3- amirina.

v/ Para o estudo da capacidade antioxidante da espécie Plumbago scandens no
extrato acetato de etila, os teores encontrados de fendis totais, flavonoides totais e

capacidade antioxidante foram superiores aos encontrados no extrato hexanico,
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Além disso, esses teores também foram superiores aos relatados para espécie do
mesmo género, Plumbago zeylanica. Para o extrato hexanico, concluiu-se que o
ensaio de capacidade de sequestro do radical livre DPPH nédo é proporcional ao
conteudo fendlico e teor de flavonoides totais e que essa capacidade é proveniente
dos compostos encontrados na fracdo hexanica, principalmente o Tocoferol, que € o
maior antioxidante lipossolivel presente em todas as membranas celulares (Kay
et.al, 1986). E desta forma pode-se concluir que a espécie Plumbago scandens pode

ser considerada como fonte de antioxidantes naturais.

v' Este estudo contribuiu para um maior conhecimento da espécie Plumbago
scandens, tanto do ponto de vista quimico quanto do potencial antioxidante da

planta.

FUTUROS TRABALHOS

Alguns resultados encontrados durante a pesquisa da composi¢cao quimica da
espécie Plumbago scandens e que ndo foram possiveis serem amplamente
estudados durante essa dissertacdo, merecem ser estudados em futuros trabalhos
para confirmacao da premissa apresentada nesse estudo.

O cromatograma de corrente de ions totais proveniente da fracdo numero 35
do extrato de acetato de etila apresentou um composto com espectro de massas
interessante no tempo de retencdo 23,5 min, e foi identificado uma possivel
similaridade com uma benzofuranona (Apéndice F, p4g. 111).

As benzofuranonas s&do pouco estudadas mas existem publicacdes

apontando potenciais bioldgicos para essa molécula (GU et al., 2007). Nenhuma
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publicacdo ouestudo demonstrou encontrar derivados de Benzofuranonas na
espécie Plumbago scandens.

Na fracdo 3PSEH26, onde encontramos e confirmamos a presenca dos
compostos a-, B- amirina, ha a indicacdo de outro composto que nao foi confirmado
durante esse estudo e merece ser esclarecido. Nos cromatogramas e espectros de
massas ha a indicagcdo da presenga do composto &-amirina. Ndo h& muitos estudos
publicados sobre essa molécula (SHAN et al, 2015) e ndo ha nenhuma publicacéo

associando a presenca desse composto na espécie Plumbago scandens.
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APENDICE A -Espectro RMN **C obtido da fracdo PSEH 20 AIF3
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APENDICE B- Espectro RMN ' H expandido A obtido da fracdo PSEH 20 AIF3
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APENDICE C- Espectro RMN * H expandido B obtido da fracdo PSEH 20 AIF3
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APENDICE D —HSQC da fracdo 3PSEH 20 AIF3 purificada
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APENDICE E —Espectro RMN *3C obtido da resina Amirinica
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APENDICE F - Cromatograma e espectro de massas da fracdo PSEA 35
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