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RESUMO 

 

Hancornia speciosa Gomes, popularmente conhecida como mangaba, tem uso 

etnomédico para o tratamento de hipertensão e diabetes, entre outros. A potencial 

atividade anti-hipertensiva da espécie foi relatada em trabalhos anteriores de nosso 

grupo em modelos in vitro, ex vivo e in vivo, sendo rutina, L-(+)-bornesitol e ácido 

quínico identificados como constituintes bioativos. O presente trabalho teve como 

objetivo realizar a padronização químico-biológica de extratos de H. speciosa, com 

potencial atividade anti-hipertensiva e antidiabética. Para tanto, foram obtidos 

diferentes extratos de folhas da espécie utilizando solventes (etanol / água em 

diferentes proporções; metanol / acetato de etila), técnicas extrativas (percolação e 

maceração estática) e tempos variados. Os teores dos marcadores químicos foram 

quantificados nos extratos, utilizando método de CLAE-DAD e espectrofotometria no 

UV-Vis. Os extratos obtidos apresentaram variações nos teores de flavonoides totais 

(2,68 ± 0,14 a 5,28 ± 0,29%), bornesitol (5,11 ± 0,26 a 7,75 ± 0,78%), rutina (1,46 ± 

0,06 a 1,97 ± 0,02%), FlavHS (triglicosídeo da quercetina; 0,72 ± 0,05 a 0,94 ± 

0,14%) e ácido clorogênico (0,67 ± 0,09 a 0,91 ± 0,02%). Os extratos foram 

avaliados em modelo ex vivo de vasodilatação em anéis de aorta torácica de ratos 

pré-contraídos com fenilefrina e in vitro de inibição da enzima α-glicosidase. Todos 

os extratos apresentaram atividade em ambos os modelos, com faixas de pCI50 de 

4,97 ± 0,22 a 6,48 ± 0,10 para a atividade vasodilatadora, e de 3,49 ± 0,21 a 4,03 ± 

0,10 para inibição da enzima α-glicosidase. Os dados obtidos foram submetidos à 

análise de componente principal (PCA) para avaliar a relação entre a composição 

química quantitativa e a atividade biológica dos extratos. PCA demonstrou existência 

de correlação positiva entre o efeito vasodilatador e os teores de ácido clorogênico, 

rutina, flavonoides totais e FlavHS, bem como correlação negativa com a 

concentração de bornesitol. Não se observou associação significativa entre os teores 

dos marcadores quantificados e a inibição da enzima α-glicosidase. Por sua vez, 

análises de componente principal entre as atividades biológicas e as áreas dos dez 

picos majoritários nos perfis cromatográficos dos extratos indicaram correlação 

positiva entre as substâncias lipofílicas e a inibição da α-glicosidase, bem como 

 

 



 

 

entre a atividade vasodilatadora e os compostos flavonoídicos, além de ácido 

clorogênico. O extrato de H. speciosa obtido por percolação com etanol 96 ºGL (EE-

EC) e suas frações cromatográficas inibiram in vitro a α-glicosidase, sem diferença 

estatística entre eles (pCI50 de 4,75 ± 0,16 a 5,33 ± 0,15). EE-EC e a fração 

diclorometânica derivada deste reduziram a glicose sérica em aproximadamente 50 

e 75%, respectivamente, em ensaio agudo de hiperglicemia, quando administrados 

por via oral a camundongos na dose de 300 mg/Kg. O refracionamento da fração 

diclorometânica resultou no isolamento de um sólido cuja estrutura química foi 

elucidada por métodos espectroscópicos usuais como sendo 3-O-β-(3’-R-hidroxi)-

hexadecanoil-lupeol, inédito na espécie. Em conclusão, os resultados obtidos 

indicam que a atividade vasodilatadora de H. speciosa pode ser atribuída aos 

flavonoides e ácido clorogênico, enquanto a atividade antidiabética está associada 

aos compostos lipofílicos, ésteres do lupeol e da α/β-amirina.  

 

Palavras-chaves: Hancornia speciosa; extratos padronizados; ciclitois; flavonoides; 

atividade antidiabética; atividade vasodilatadora; relação entre composição química 

quantitativa e atividade biológica; 3-O-β-(3’-R-hidroxi)-hexadecanoil-lupeol.  



 

 

ABSTRACT 

 

Hancornia speciosa Gomes, a plant species popularly named “mangaba”, has 

ethnomedical uses to treat hypertension and diabetes, among others. Its potential 

antihypertensive activity has been previously demonstrated by us employing in vitro, 

ex vivo and in vivo assays, rutin, L-(+)-bornesitol and quinic acid being regarded as 

the bioactive compounds. The goal of this work was to undertake the chemical-

biological standardization of H. speciosa extracts with potencial antihypertensive and 

antidiabetic activities. For this purpose, differents extracts of H. speciosa leaves were 

obtained using distinct solvents (ethanol / water in differents proportions; methanol / 

ethyl acetate), extraction techniques and extraction periods. The contents of the 

chemical markers, quantified by HPLC-DAD and UV-Vis spectrophotometry, were 

found to vary significantly among the extracts, inclundig total flavonoids (2.68 ± 0.14 

to 5.28 ± 0.29%), bornesitol (5.11 ± 0.26 to 7.75 ± 0.78%), rutin (1.46 ± 0.06 to 1.97 ± 

0.02%), FlavHS (a quercetin triglycoside; 0.72 ± 0.05 to 0.94 ± 0.14%) and 

chlorogenic acid (0.67 ± 0.09 to 0.91 ± 0.02%). The vasodilator activity of the extracts 

was assayed in rat aortic rings precontracted with phenylephrine, whereas their effect 

on α-glucosidase was evaluated in vitro. All extracts were active in both assays with 

pIC50 values in the range 4.97 ± 0.22 to 6.48 ± 0.10 for vasodilator activity and 3.49 ± 

0.21 to 4.03 ± 0.10 for α-glucosidase inhiibition. The obtained data was submitted to 

principal component analysis (PCA) to investigate the relationship between 

quantitative chemical composition and biological activity of the extracts. PCA 

indicated positive correlation between the vasodilatator effect and the contents of 

chlorogenic acid, rutin, total flavonoids and FlavHS, in addition to negative correlation 

with the bornesitol concentrations. The contents of the assayed chemical markers 

showed no significant association to α-glucosidase inhibition. On the other hand, 

PCA carried out with the areas from the ten major peaks of extracts chromatograms 

disclosed positive correlation between the lipophilic compounds and α-glucosidase 

inhibition, as well as between the vasodilator activity and flavonoids contents, along 

with chlorogenic acid concentrations. The mangaba extract obtained by percolation 

with ethanol 96 °GL (EE-EC) and derived chromatographic fractions induced similar 

 

 



 

 

α-glucosidase inhibition (p > 0.05; pIC50 from 4.75 ± 0.16 to 5.33 ± 0.15). EE-EC and 

the dichloromethane fraction (Fr DCM; 300 mg/Kg, per ors) inhibited the 

hyperglycemic effect induced by glucose (50 and 75%, respectively).  

Chromatographic fractionation of Fr DCM afforded a solid, whose chemical structure 

was defined by spectroscopic analysis as lupeol 3-(3’R-hydroxy)-hexadecanoate, 

reported for the first time in H. speciosa. In conclusion, our results indicate that 

mangaba vasodilatator activity seems to be related to the flavonoids and chlorogenic 

acid, whereas the antidiabetic activity is associated with lipophilic compounds, 

including esters of lupeol and α/β-amirin. 

Keywords: Hancornia Speciosa; Standartization Extracts; Ciclitols; Flavonoids; 

Antidiabetic Activity; Vasodilatation Activity; Quantitative chemical composition and 

biological activity relationship; Lupeol 3-(3’r-Hydroxy)-Hexadecanoate.  
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1 INTRODUÇÃO 

As plantas constituem uma fonte rica de substâncias bioativas que os homens 

utilizaram ao longo da evolução com finalidades medicinais ou como drogas de abuso 

(MACÍAS et al., 2007). Produtos naturais constituíram a base de sofisticados sistemas 

de medicina tradicional, cujo primeiro relato data de 2.600 a.C. sobre o uso de plantas 

e derivados na Mesopotâmia (CRAGG & NEWMAN, 2013). Este uso se deu de forma 

empírica, a princípio, sem o conhecimento dos constituintes químicos e mecanismos 

relacionados aos seus efeitos (MACÍAS et al., 2007). A evolução nos estudos de 

produtos naturais de plantas culminou no isolamento da primeira substância pura, 

morfina, comercializada pela Merck em 1826, e na obtenção do primeiro fármaco 

semissintético derivado de produtos naturais, o ácido acetilsalicílico (Aspirina®), pela 

Bayer, em 1899. Apesar dos avanços nas técnicas de isolamento e identificação de 

produtos naturais bioativos de plantas e na otimização de protótipos moleculares, 

resultando na obtenção de novos fármacos, dados da Organização Mundial de Saúde 

(OMS) indicam que aproximadamente 80% da população mundial ainda utilizam 

plantas medicinais para o cuidado primário com a saúde (NEWMAN et al., 2000; 

FARNSWORTH et al., 1985). 

A contribuição da química de produtos naturais para o desenvolvimento de 

novos fármacos é inquestionável e pode ser evidenciada pelos dados revistos por 

Newman e Cragg (2012): das 1.130 novas entidades químicas introduzidas no 

mercado americano, no período entre 1981 e 2010, cerca da metade (55%) são 

produtos naturais, análogos semissintéticos de produtos naturais ou produtos 

sintéticos baseados em grupos farmacofóricos de produtos naturais. Apesar disso, o 

número de plantas ainda não exploradas como fonte de compostos bioativos é enorme 

(BASSO et al., 2005). Estima-se que apenas 6% do total de 300.000 plantas 

superiores existentes no planeta foram avaliadas em estudos farmacológicos e 15% 

em estudos fitoquímicos (CRAGG & NEWMAN, 2013; FABRICANT & 

FARNSWORTH, 2001).  
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A enorme biodiversidade presente no território nacional insere o país em uma 

posição estratégica para o desenvolvimento e exploração racional e sustentada de 

produtos naturais bioativos, uma vez que o Brasil tem a flora mais rica do mundo, com 

mais de 56.000 espécies de plantas – quase 19% da flora mundial (BASSO et al., 

2005; GIULIETTI et al., 2005). Apesar desse grande potencial, as plantas medicinais 

brasileiras ainda são pouco estudadas do ponto de vista químico e farmacológico 

(SIMÕES & SCHENKEL, 2002). 

A pesquisa de produtos naturais bioativos no Brasil apresenta um elevado 

potencial para a identificação de novas drogas vegetais e substâncias bioativas com 

potencial para o desenvolvimento de fitoterápicos e fármacos, respectivamente, que 

poderão contribuir para consolidação e inovação do setor farmacêutico nacional. 

Neste contexto se insere o presente trabalho, que visa fornecer subsídios para a 

padronização de derivados da droga vegetal Hancornia speciosa, com vistas ao 

desenvolvimento futuro de um fitoterápico anti-hipertensivo e/ou antidiabético a partir 

de folhas dessa espécie. 
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2 OBJETIVOS 

2.1 Objetivo geral 

Realizar a padronização químico-biológica de derivados da droga vegetal, 

folhas de Hancornia speciosa, com potencial atividade anti-hipertensiva e 

antidiabética. 

2.2 Objetivos específicos 

1. Obter diferentes extratos de folhas de H. speciosa utilizando solventes 

(etanol/água em diferentes proporções; metanol / acetato de etila), técnicas extrativas 

(percolação e maceração estática) e tempos variados. 

2. Quantificar o teor de marcadores químicos (flavonoides totais, bornesitol, 

rutina, triglicosídeo da quercetina e ácido clorogênico) nos extratos supracitados, por 

cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE-DAD) e espectrofotometria no UV-Vis. 

3. Avaliar a atividade biológica in vitro dos extratos obtidos em “1” em modelo de 

vasodilatação em preparações isoladas de anéis de aorta e de inibição da enzima α-

glicosidase. 

4. Avaliar, por meio de análises quimiométricas, empregando análise de 

componentes principais (PCA) e análise hierárquica de agrupamentos (HCA), a 

participação dos marcadores químicos definidos para a espécie nas respostas 

biológicas ensaiadas (efeito vasodilatador e atividade inibitória da enzima α-

glicosidase).  

5. Selecionar o(s) extrato(s) mais ativo(s) no modelo in vitro de inibição da enzima 

α-glicosidase e avaliar seu efeito in vivo no tratamento agudo sobre a glicemia e a 

tolerância à glicose. 

6.  Selecionar o extrato ativo identificado do item “5” e realizar seu fracionamento 

visando isolar os constituintes bioativos. 
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3 REVISÃO DA LITERATURA 

3.1 Hipertensão arterial 

 

As doenças cardiovasculares (DCV) são a principal causa de incapacidade e 

morte em todo o mundo, sendo responsáveis por aproximadamente 30% das 57 

milhões de mortes no mundo em 2008 (WHO, 2011a; 2011b). Os fatores de risco para 

DCV incluem tabagismo, dieta não saudável, sedentarismo, dislipidemias, hipertensão 

arterial (HA) e diabetes (WHO, 2011b). Projeções da Organização Mundial de Saúde 

(OMS) estimam, para 2030, um total de 23,3 milhões de óbitos decorrentes de 

doenças cardiovasculares (WHO, 2011a; MATHERS & LONCAR, 2006).  

Dentre os fatores de riscos citados, a hipertensão arterial é o principal, sendo 

definida como uma condição clínica na qual a pressão arterial sistólica eleva-se para 

valores superiores a 140 mmHg e/ou a diastólica para valores superiores a 90 mmHg, 

em indivíduos que não estejam fazendo uso de medicação anti-hipertensiva (ALESSI 

et al., 2013; MANCIA et al., 2013; VI DIRETRIZES BRASILEIRAS DE HIPERTENSÃO 

ARTERIAL, 2010). Segundo a OMS, em 2008 a prevalência de HA em adultos com 

idade igual ou superior a 25 anos foi de 29,2 e 24,8% para os sexos masculino e 

feminino, respectivamente (WHO, 2012; WHO, 2011a). 

A hipertensão arterial sistêmica (HAS) é uma condição clínica multifatorial 

caracterizada por níveis elevados e sustentados de pressão arterial (PA). Associa-se 

frequentemente a alterações funcionais e/ou estruturais dos órgãos-alvo (coração, 

encéfalo, rins e vasos sanguíneos) e a alterações metabólicas, com consequente 

aumento do risco de eventos cardiovasculares fatais e não-fatais (VI DIRETRIZES 

BRASILEIRAS DE HIPERTENSÃO ARTERIAL, 2010). 

O controle da hipertensão reduz significativamente a morbidade e mortalidade 

associada ao sistema cardiovascular, diminui o risco de eventos fatais e não-fatais e 

de outros eventos coronarianos, além de diminuir a incidência de insuficiência 

cardíaca (JAMES et al., 2014; MANCIA et al., 2007). A abordagem terapêutica 

depende da gravidade da hipertensão e inclui mudança nos hábitos de vida ou, em 



29 

 

 

casos mais graves, abordagem farmacológica visando reduzir a pressão arterial. Os 

valores alvos para a pressão arterial dependem da estratificação do risco cardíaco 

para cada paciente. Para a população com idade inferior a 60 anos, a meta de redução 

da pressão arterial é para valores inferiores a 140/90 mmHg (JAMES et al., 2014). 

A terapia medicamentosa inclui diferentes classes de fármacos: diuréticos 

tiazídicos e de alça, inibidores da ECA, bloqueadores dos canais de cálcio e 

antagonistas de receptor AT1 da angiotensina II, além dos beta-bloqueadores (JAMES 

et al., 2014; MANCIA et al., 2013; VI DIRETRIZES BRASILEIRAS DE HIPERTENSÃO 

ARTERIAL, 2010). A escolha do agente terapêutico inicial deve ser feita 

considerando-se os fatores de risco associados a um dado paciente, bem como os 

benefícios que o agente terapêutico possa fornecer para o quadro, uma vez que os 

diferentes fármacos podem gerar efeitos protetores diferenciados sobre o sistema 

cardiovascular (MANCIA et al., 2007). 

A monoterapia atinge a meta de redução da pressão arterial em 

aproximadamente 2/3 dos pacientes (VI DIRETRIZES BRASILEIRAS DE 

HIPERTENSÃO ARTERIAL, 2010). Dessa forma, a maioria dos pacientes requer uma 

terapia combinada de agentes anti-hipertensivos de classes diferentes para o controle 

da pressão arterial. A implementação da terapia combinada adequada é um trabalho 

árduo para o médico e dispendioso para o paciente, devendo a abordagem ser 

individualizada e o sucesso terapêutico estritamente relacionado à adesão ao 

tratamento (MANCIA et al., 2013; VI DIRETRIZES BRASILEIRAS DE HIPERTENSÃO 

ARTERIAL, 2010; MANCIA et al., 2007). Ainda que seja difícil de ser estabelecida, a 

terapia combinada possui vantagens, dentre as quais a possibilidade de ocorrência 

de sinergismo fisiológico ou farmacológico entre as diferentes classes de fármacos, 

resultando em maior redução da PA (MANCIA et al., 2013).  

Nesse contexto, devem-se considerar os efeitos adversos associados aos 

fármacos atualmente utilizados, uma vez que a adesão ao tratamento dependerá 

significativamente da tolerância do paciente. Exemplos de efeitos adversos causados 

por agentes anti-hipertensivos incluem ganho de peso, interferência com o 

metabolismo de lipídeos e aumento da incidência de diabetes com a utilização de 
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beta-bloqueadores, bem como efeitos dislipidêmicos e diabetogênicos relacionados 

ao uso de diuréticos tiazídicos (MANCIA et al., 2013).  

As taxas de sucesso relacionadas ao controle da PA são reduzidas, apesar das 

evidências de que o tratamento anti-hipertensivo seja eficaz em diminuir a morbidade 

e a mortalidade cardiovasculares (VI DIRETRIZES BRASILEIRAS DE 

HIPERTENSÃO ARTERIAL, 2010). Este fato pode estar relacionado à incidência 

elevada de reações adversas e esquema terapêutico complexo, dificuldades na 

definição dos fármacos e doses adequados ao paciente, o que reduz a taxa de adesão 

ao tratamento, dentre outros fatores. Assim, a busca por novos fármacos anti-

hipertensivos pode contribuir para a simplificação da terapia farmacológica. Neste 

contexto, os medicamentos fitoterápicos podem ser promissores, em função da 

possibilidade de sinergismo e da menor incidência de efeitos adversos (WAGNER & 

ULRICH-MERZENIC, 2009). 

3.2 Diabetes mellitus 

 

O diabetes mellitus (DM) constitui um grupo de doenças metabólicas ou um 

grupo heterogêneo de distúrbios metabólicos caracterizado por hiperglicemia, 

resultante de defeitos na secreção e/ou ação da insulina (AMERICAN DIABETES 

ASSOCIATION, 2012; DIRETRIZES DA SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES, 

2009). 

Segundo a International Diabetes Federation (IDF), cerca de 366 milhões de 

pessoas no mundo apresentavam diabetes em 2011 e estima-se que em 2030 esse 

número atinja 552 milhões de indivíduos (WHITING et al., 2011). É considerada a 

quarta ou a quinta principal causa de mortes em países desenvolvidos e foi 

responsável por 4,6 milhões de óbitos em 2011 em todo o mundo (WHITING et al., 

2011). No Brasil, o número de indivíduos adultos (20 – 79 anos) com diabetes foi 

estimado em 12,4 milhões em 2011 e, em 2030, esse número poderá alcançar 19,6 

milhões (WHITING et al., 2011).  
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  A hiperglicemia crônica característica do diabetes é associada à disfunção, 

insuficiência e danos a longo prazo de diferentes órgãos, traduzindo-se em 

complicações como retinopatia, nefropatia e neuropatia autonômica (AMERICAN 

DIABETES ASSOCIATION, 2012). Pacientes com diabetes apresentam incidência 

aumentada de doenças ateroscleróticas, cardiovasculares e cerebrovasculares, além 

da coexistência frequente de hipertensão arterial e anormalidades no metabolismo de 

lipoproteínas (AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2012). As complicações do DM 

estão associadas à disfunção endotelial observada nos pacientes diabéticos, 

caracterizada por elevados níveis de espécies radicalares derivadas do oxigênio, o 

que resulta num balanço final direcionado para uma resposta vasoconstritora durante 

a evolução da doença (SHI & VANNHOUTTE, 2009).  

A classificação atual de diabetes baseia-se na etiologia, sendo recomendada 

pela American Diabetes Association (AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2013) 

e pela Sociedade Brasileira de Diabetes (DIRETRIZES DA SOCIEDADE BRASILEIRA 

DE DIABETES, 2009) a divisão em quatro classes clínicas: diabetes mellitus tipo 1 

(DM1), diabetes mellitus tipo 2 (DM2), outros tipos específicos de diabetes mellitus e 

diabetes gestacional. 

O DM1 é responsável por 5 a 10% dos casos e é caracterizado por uma 

deficiência da secreção de insulina, resultante da destruição autoimune de células 

beta-pancreáticas (AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2012; DIRETRIZES DA 

SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES, 2009). A destruição dessas células possui 

múltiplas predisposições genéticas e também está relacionada a fatores ambientais, 

ainda não claramente definidos. O DM1 é frequente na infância ou adolescência, 

podendo, todavia, ocorrer em qualquer idade (AMERICAN DIABETES ASSOCIATION 

2012). 

O DM2 compreende 90 a 95% dos casos, sendo caracterizado por uma 

combinação de resistência à ação da insulina e uma resposta secretória inadequada 

desse hormônio (AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2012; DIRETRIZES DA 

SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES, 2009). Ocorre com maior frequência em 

mulheres com relato de diabetes gestacional e indivíduos hipertensos ou com 
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dislipidemia. Apesar do DM2 possuir uma base genética, evidências apontam que 

fatores comportamentais considerados de risco, como obesidade e sedentarismo, 

possuem papel chave no desenvolvimento da doença (AMERICAN DIABETES 

ASSOCIATION, 2012; KAWAMORE et al., 2009).  

O diagnóstico do diabetes é realizado considerando-se critérios relativos à 

determinação da glicemia e/ou hemoglobina glicada (HbA1c) no paciente. O indivíduo 

é considerado diabético se apresentar valor de glicemia em jejum (nenhuma ingestão 

calórica por no mínimo 8 h) maior ou igual a 126 mg/dl em duas dosagens; ou valor 

de glicemia determinado pelo teste de tolerância à glicose maior ou igual  a 200 mg/dl 

(após sobrecarga com 75 g de dextrosol); ou valor de glicemia ao acaso maior ou igual 

a 200 mg/dl associado a sintomas clássicos de hiperglicemia; ou ainda pela 

determinação de HbA1c em duas amostras, sendo considerado diabético valores de 

HbA1C maiores ou iguais a 6,5% (AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2013; 

ALESSI et al., 2013). HbA1c constitui um marcador extensamente utilizado para 

avaliação da glicemia crônica, que reflete os níveis glicêmicos médios dos últimos dois 

a três meses, sendo utilizado no diagnóstico do diabetes e no monitoramento do 

controle metabólico do paciente em tratamento (AMERICAN DIABETES 

ASSOCIATION, 2012).  

A orientação nutricional e o estabelecimento de dieta para controlar pacientes 

com DM associada a mudanças no estilo de vida, incluindo atividades físicas, são 

considerados terapia de primeira escolha (DIRETRIZES DA SOCIEDADE 

BRASILEIRA DE DIABETES, 2009). O tratamento de DM1 é realizado empregando-

se insulinoterapia, individualizada para cada paciente. Em contrapartida, diversos 

agentes antidiabéticos orais estão disponíveis para emprego na farmacoterapia de 

DM2, indicados quando o paciente não responde ou deixa de fazê-lo adequadamente 

às medidas não medicamentosas, e possuem a finalidade de reduzir a glicemia. Esses 

fármacos podem ser subdivididos em classes, de acordo com seus mecanismos de 

ação: os hipoglicemiantes ou secretagogos de insulina (sulfonilureias e glinidina); os 

anti-hiperglicemiantes (inibidores da alfa-glicosidade, biguanidas e glitazonas); e os 

que aumentam a secreção de insulina de forma glicose-dependente, além de 
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promover a supressão do glucagon (gliptinas) (DIRETRIZES DA SOCIEDADE 

BRASILEIRA DE DIABETES, 2009).  

Os fármacos supracitados podem ser utilizados como monoterapia; porém, 

caso não seja alcançado um controle metabólico adequado, há necessidade de 

terapia combinada, idealmente utilizando fármacos com mecanismos de ação 

distintos. Em alguns casos faz-se necessário instituir uma combinação de 

insulinoterapia, devido ao declínio progressivo da função das células beta  

pancreáticas (DIRETRIZES DA SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES, 2009; 

AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2013).  

As DCV constituem a maior causa de morbidade e mortalidade em indivíduos 

com diabetes. Hipertensão arterial e diabetes mellitus representam importantes 

problemas de saúde pública e são condições clínicas que frequentemente se 

associam. Em pacientes com DM2, cerca de 40% encontram-se hipertensos por 

ocasião do diagnóstico de DM (DIRETRIZES DA SOCIEDADE BRASILEIRA DE 

DIABETES, 2009). A prevalência de HA é duas a três vezes maior em diabéticos do 

que na população em geral, e cerca de 70% dos diabéticos são hipertensos (ALESSI 

et al., 2013). Na atualidade, observa-se uma tendência no aumento da prevalência de 

HA e DM, possivelmente relacionado ao crescimento da população de idosos e às 

taxas de sobrepeso e obesidade (ALESSI et al., 2013). Ambas as condições clínicas 

são reconhecidamente fatores de risco para DCV (AMERICAN DIABETES 

ASSOCIATION, 2013) e a coexistência das duas condições aumenta 

substancialmente o risco de Infarto Agudo do Miocárdio (IAM), Acidente Vascular 

Encefálico (AVE) e mortalidade por todas as causas, bem como maior risco de 

Insuficiência Cardíaca (IC), Doença Renal (DR) e complicações microvasculares 

(ALESSI et al., 2013). Em indivíduos diabéticos, mesmo com PA considerada normal, 

há um aumento moderado do risco cardiovascular, e na vigência de HA estabelecida 

o risco será alto ou muito alto (VI DIRETRIZES BRASILEIRAS DE HIPERTENSÃO 

ARTERIAL, 2010).  

O tratamento da HA é de particular importância em pacientes diabéticos, tanto 

para prevenir doenças cardiovasculares, quanto para minimizar a progressão de 
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doença renal e retinopatia diabética. Por serem considerados pacientes de alto risco 

para eventos cardiovasculares, todos os indivíduos diabéticos com pressão arterial 

superior a 120/80 mmHg devem ser orientados a iniciar terapia anti-hipertensiva não 

medicamentosa, como alterações nos hábitos de vida. Em pacientes diabéticos com 

PA superior a 140/80 mmHg, deve-se instituir uma terapia medicamentosa anti-

hipertensiva, a despeito da implementação de ações não farmacológicas (AMERICAN 

DIABETES ASSOCIATION, 2013). Neste contexto, os fármacos inibidores da enzima 

conversora de angiotensina (iECA) são de especial importância, uma vez que não 

apresentam efeitos adversos quanto ao metabolismo de lipídeos, podem reduzir os 

níveis séricos de glicose por aumentar a sensibilidade à insulina e, assim, reduzir a 

incidência do DM2. Adicionalmente, diminuem a progressão de nefropatia diabética 

em indivíduos com DM1 e reduzem a incidência de eventos cardiovasculares em 

pacientes diabéticos com alto risco cardiovascular (DIRETRIZES DA SOCIEDADE 

BRASILEIRA DE DIABETES, 2009). 

Existe um grupo intermediário de indivíduos que possuem níveis elevados de 

glicose plasmática, mas não se enquadram no critério para definição de diabetes. São 

referidos como pré-diabéticos ou categoria de risco aumentado de diabetes, indicando 

um risco relativamente alto de desenvolver diabetes, bem como doenças 

cardiovasculares (AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2012; DIRETRIZES DA 

SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES, 2009). Estratégias terapêuticas para 

postergar ou atrasar a progressão da intolerância à glicose são potencialmente úteis 

para reduzir a morbidade e mortalidade cardiovascular, bem como os custos no 

sistema de saúde (KAWAMORE et al., 2009). Alterações no estilo de vida, com o 

incremento da prática de exercícios físicos, objetivando a perda de peso, bem como 

o uso de alguns agentes farmacológicos se mostraram eficazes em prevenir ou adiar 

o desenvolvimento do diabetes (AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2012; 

DIRETRIZES DA SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES, 2009). Fármacos como 

metformina, acarbose, exenatida, orlistat e rosiglitazona se mostraram eficazes em 

prevenir ou adiar a progressão da intolerância à glicose (BERGMAN, 2013; SHIN et 

al., 2012).  
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A acarbose reduziu em 25% o risco relativo de desenvolvimento de diabetes 

em pacientes pré-diabéticos, além de reduzir o risco de novos casos de hipertensão 

em 34%, e de eventos cardiovasculares em 49% (CHIASSON et al., 2002). Todavia, 

aproximadamente um terço dos indivíduos tratados com acarbose não concluiu o 

estudo supracitado devido efeitos adversos gastrointestinais. Em outro estudo 

realizado por Kawamore e colaboradores (2009) com pacientes japoneses pré-

diabéticos, a voglobiose reduziu significativamente o risco de indivíduos com pré-

diabetes de desenvolver DM2 e aumentou significativamente o número de indivíduos 

que alcançaram glicemia normal, quando comparado ao grupo placebo (KAWAMORE 

et al., 2009).  

A hiperglicemia pós-prandial é um importante fator envolvido no 

desenvolvimento de DM2 e de complicações associadas, como alterações micro e 

macrovasculares (KIM et al., 2008). Os inibidores da enzima α-glicosidase são uma 

opção para o tratamento de DM2 (AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2013) e 

atuam reduzindo a glicemia pós-prandial, por retardar a absorção de glicose, via 

inibição da enzima no aparelho digestivo (DIRETRIZES DA SOCIEDADE 

BRASILEIRA DE DIABETES, 2009; KIM et al., 2008). A α-glicosidase se localiza nas 

vilosidades intestinais dos enterócitos, no intestino delgado, e catalisa a liberação de 

monossacarídeos da extremidade não redutora dos substratos oligossacarídeos e 

dissacarídeos (KUMAR et al., 2011; LEBOVITZ, 1997).  

A α-glicosidase é largamente distribuída em microorganismos, plantas e tecidos 

animais. Diversos produtos naturais com atividade inibitória da α-glicosidase estão 

descritos na literatura (KUMAR et al., 2011; TUNDIS et al., 2010; KIM et al., 2008; 

TADERA et al., 2006). Alguns fármacos inibidores da enzima atualmente disponíveis 

são acarbose (1), voglibose (2) e miglitol (3) (LEBOVITZ, 1997). Os inibidores da α-

glicosidase também aumentam a secreção de incretina, além de alterarem a 

microbiota intestinal, o que pode estar associado aos benefícios demonstrados no 

tratamento de pacientes pré-diabéticos (MORIYA et al., 2009).   
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Fonte: Elaboração própria via Chemdraw 

 

              2 - Voglibose                                                                   3 - Miglitol 
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Fonte: Elaboração própria via Chemdraw                           Fonte: Elaboração própria via Chemdraw 

                                                      

3.3 Hancornia speciosa Gomes: ocorrência, usos populares e atividades 

biológicas 

Hancornia speciosa Gomes (Apocynaceae), espécie denominada 

popularmente de mangabeira, mangaba ou mangava, é uma árvore frutífera de clima 

tropical, nativa do Brasil e encontrada em várias regiões do país, desde os tabuleiros 

costeiros e baixadas litorâneas do Nordeste, onde é mais abundante, até os cerrados 
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das regiões centro-oeste, norte e sudeste. Apresenta frutos aromáticos, saborosos e 

nutritivos, com ampla aceitação de mercado, tanto para o consumo in natura, quanto 

para a indústria, sendo empregados na produção de compotas, sorvete e xaropes, e, 

através de fermentação, para a produção de vinagre e álcool, além de constituir uma 

importante fonte de vitamina C (RUFINO et al., 2009; ALMEIDA, 1993). 

Diversas partes da planta têm usos etnomedicinais. A casca possui 

propriedades adstringentes e é utilizada para tratar afecções hepáticas. O látex é 

usado no tratamento da tuberculose, úlceras, herpes, dermatoses e verrugas, 

enquanto o chá das folhas é indicado para cólica menstrual e o decocto da raiz para 

tratar luxações, hipertensão e como hipoglicemiante (ALMEIDA, 1993; BRASIL, 1984; 

MOREIRA, 1984). Além do uso medicinal, o látex da espécie constitui matéria-prima 

para a fabricação de borracha (MALMONGE et al., 2009).  

Em um levantamento de plantas utilizadas como anti-hiperlipidêmicas e 

anorexígenas em Mato Grosso, a mangaba foi incluída na lista das dez espécies mais 

citadas, sendo as entrecascas a parte da planta utilizada (SILVA et al., 2010). Em 

outro estudo etnobotânico, o chá de folhas de mangaba foi descrito para tratar 

doenças associadas ao aparelho genitourinário (MONTELES & PINHEIRO, 2007) e a 

espécie foi apontada como sendo utilizada para o tratamento de cólica menstrual, 

luxações e hipertensão (SOUZA & FELFILI, 2006). Em um levantamento etnobotânico 

de plantas medicinais do cerrado, decoctos das cascas foram relatados para o 

tratamento de diabetes e obesidade, e o unguento das cascas para tratar dermatoses 

(RODRIGUES & CARVALHO, 2001).  

A revisão da literatura indica poucos trabalhos relativos às atividades biológicas 

de H. speciosa. O efeito gastroprotetor e ação anti-Helicobacter pylori do extrato 

etanólico das cascas foram demonstrados em ensaio in vitro por Moraes e 

colaboradores (2008). Também para um extrato obtido das cascas dos caules, a 

atividade antifúngica foi relatada por Costa e colaboradores (2008), usando ensaio de 

difusão em ágar. Neste trabalho, os constituintes responsáveis pela atividade não 

foram isolados, sendo essa atribuída aos taninos (COSTA et al., 2008). Cardoso e 

colaboradores (2008) avaliaram o potencial mutagênico de espécies com atividade 
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anti-ulcerogênica, dentre as quais, H. speciosa. Apenas seu extrato etanólico 

apresentou efeito mutagênico positivo frente às cepas TA98 e TA100 de Salmonella 

typhimurium. A atividade antioxidante foi relatada para os frutos em modelos in vitro 

(RUFINO et al., 2009). A atividade anti-inflamatória, avaliada em modelo de edema de 

pata induzido por carragenina, e a atividade hipoglicemiante, avaliada em ratos com 

diabetes induzido por aloxana, foram relatadas em comunicações em congresso 

(KLEIN et al., 1996 apud ENDRINGER, 2007; LIMA & MARTINS, 1996 apud 

ENDRINGER, 2007).  

Para o látex, foi relatada atividade contra Candida albicans (SILVA et al., 2010), 

além de significativa atividade anti-inflamatória em camundongos, associada à 

inibição da produção de óxido nítrico (NO), prostaglandina E2 (PGE2) e citocinas 

(MARINHO et al., 2011). Em outro estudo, todavia, o látex da espécie não demonstrou 

atividade antimicrobiana frente à Candida albicans e algumas bactérias, tais como 

Mycobacterium tuberculosis Staphylococcus aureus, Neisseria meningitidis, 

Streptococcus spp., Streptococcus pneumoniae, Cryptococcus neoformans var. 

neoformans e Cryptococcus neoformans var. gatti (SANTOS et al., 2007). Mais 

recentemente, o látex da mangaba foi avaliado em ensaio de citotoxicidade e 

genotoxicidade e a ausência de toxicidade indicou ser um material biocompatível, com 

potencial para aplicações biomédicas. O trabalho também demonstrou o efeito do 

látex na neovascularização de tecidos (ALMEIDA et al., 2014). 

Em um estudo mais recente, os extratos aquosos e hidroalcoólico das folhas, 

bem como o extrato hidroalcoólico das cascas foram avaliados quanto à atividade 

antimicrobiana frente às bactérias Escherichia coli, Enterococcus faecalis e 

Staphylococcus aureus. Os resultados demonstraram ausência de qualquer atividade 

antimicrobiana dos extratos, nas concentrações avaliadas (CARAZZA et al., 2011). 

Em outro estudo, foi descrita a atividade antiviral do extrato etanólico das folhas, 

contra os vírus HSV-1 (vírus do herpes humano tipo 1), VACV-WR (vírus da varíola) 

e EMCV (vírus causador de encefalomiocardites) (BRANDÃO et al., 2011). 

  Souza e colaboradores (2012a) avaliaram a atividade inibitória da enzima 

tirosinase, envolvida no processo de produção de melanina e associada a doenças 
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dermatológicas caracterizadas por hiperpigmentação da pele. O extrato hexânico das 

folhas inibiu a enzima (aproximadamente 79%), porém com elevado valor de  CI50 

(146,60 µg/mL) (SOUZA et al., 2012a). De Souza e colaboradores (2012) 

demonstraram a atividade inibitória da enzima α-glicosidase dos extratos etanólico e 

hexânico das folhas (ambos a 1.000 μg/mL) de H. speciosa, com porcentagem de 

inibição de 98,61 ± 0,01 e 98,15 ± 0,00%, respectivamente. Nesse trabalho também 

foi descrita atividade inibitória da enzima α-amilase pelos mesmos extratos, avaliados 

na mesma concentração, com porcentagens de inibição de 57,32 ± 0,01% e 74,29 ± 

0,03% para os extratos etanólico e hexânico, respectivamente.  

Em um estudo de Geller e colaboradores (2015), investigou-se a capacidade 

cicatrizante do extrato etanólico de folhas da espécie, bem como de constituintes 

isolados do extrato.  Foi empregado o ensaio in vitro de cicatrização e avaliou-se, 

ainda, a liberação da citocina pró-inflamatória Fator de Necrose Tumoral (TNF-α), 

utilizando-se células humanas monocíticas estimuladas (THP-1) por 

lipopolissacarídeos (LPS). O extrato etanólico de H. speciosa aumentou 

significativamente e migração e a proliferação de fibroblastos (42.8% ± 5.4; 25 µg/mL), 

assim como os constituintes isolados bornesitol (80.8% ± 5.1; 50 μM) e ácido quínico 

(69.1% ± 6.2, 50 μM). A liberação de TNF-α pelas células THP-1 foi significativamente 

reduzida pelo extrato etanoicos da espécie (62.9% ± 8.2; 10 µg/mL), e pelas 

substâncias isoladas bornesitol (48.9% ± 0.9; 50 μM), ácido quínico (90.2% ± 3.4; 

10 μM) e rutina (82.4% ± 5.6; 10 μM).  

Nosso grupo de pesquisa tem trabalhado ativamente com H. speciosa nos 

últimos anos, com especial interesse na avaliação de sua potencial atividade anti-

hipertensiva, utilizando diferentes modelos biológicos. A atividade inibitória da ECA in 

vitro foi inicialmente relatada para o extrato etanólico das folhas por Serra e 

colaboradores (2005). Posteriormente, foi relatada atividade vasodilatadora do extrato 

etanólico das folhas em preparações ex vivo de anéis de aorta de rato, efeito 

caracterizado como sendo dependente de endotélio, via NO, bem como efeito 

vasodilatador em anéis de artéria mesentérica superior de ratos, efeito este também 

dependente do endotélio, via NO, da ativação de canais de potássio e da liberação de 
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fator hiperpolarizante derivado do endotélio (FERREIRA et al., 2007a; FERREIRA et 

al., 2007b).  

Em outro trabalho do nosso grupo, foi avaliada a atividade hipotensora de uma 

fração padronizada das folhas, enriquecida em flavonoides e ciclitóis, bem como seu 

mecanismo de ação (SILVA et al, 2011). Os resultados demonstraram uma redução 

significativa da pressão arterial sistólica de ratos normotensos após a administração 

intraperitoneal e oral da fração nas doses de 1 a 100 mg/Kg. Os resultados obtidos 

indicaram que o mecanismo da ação hipotensora envolve a inibição da ECA, com 

consequente redução dos níveis de angiotensina II, e aumento dos níveis séricos de 

NO, além de efeito vasodilatador direto pela ativação de proteína quinase A (PKA) e 

de canais de potássio (SILVA, 2010; SILVA et al., 2011).  

Outros estudos foram conduzidos com esta fração padronizada em ratos 

hipertensos para avaliar o efeito do tratamento subcrônico, bem como investigar o 

mecanismo de ação envolvido na redução da pressão arterial (SILVA et al., 2012a; 

SILVA et al., 2012b). A fração apresentou efeito anti-hipertensivo pronunciado quando 

administrada por via oral na dose de 0,1 mg/kg, além de significativo efeito protetor do 

sistema cardiovascular (SILVA et al., 2012b). A redução da pressão arterial foi 

associada à vasodilatação de artérias de resistência e ao aumento da concentração 

de NO (SILVA, 2014; SILVA et al., 2012a) 

O estudo fitoquímico do extrato etanólico das folhas, biomonitorado pelo ensaio 

in vitro de inibição da ECA, realizado por Endringer (2007), resultou na identificação 

de L-(+)-bornesitol e rutina como principais constituintes bioativos, com valores de CI50 

de 8,0 ± 1,8 µg/mL e 277,1 ± 47,9 µg/mL, respectivamente. Também foi avaliado, pelo 

nosso grupo, o efeito inibitório do fator de transcrição nuclear kapa B (NF-⎢B) do 

extrato bruto, da fração rica em ciclitóis e flavonoides, das frações em EtOAc, 

EtOAc/MeOH (1:1), MeOH e MeOH/H2O (1:1) provenientes do fracionamento do 

extrato bruto, bem como dos constituintes isolados (ENDRINGER, et al., 2010; 

ENDRINGER, et al., 2009). Alguns fármacos anti-hipertensivos em uso clínico, como 

captopril e telmisartan, apresentaram significativa inibição da ativação do NF-⎢B 

(NAKANO et al., 2009; AL-MAGHREBI et al., 2008). Essa inibição constitui um efeito 
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adicional no tratamento de DCV, visto que o NF-⎢B é responsável pela sinalização de 

mediadores inflamatórios com efeitos deletérios sobre os vasos sanguíneos. A fração 

apresentou significativa inibição in vitro da ativação de NF-⎢B, com CI50 de 1,1 ± 0,0 

µg/mL. Os constituintes da fração L-(+)-bornesitol (CI50 = 5,3 ± 0,7 µg/mL), rutina (CI50 

= 16,4 ± 3,8 µg/mL) e ácido quínico (CI50 de 16,3 ± 2,4 µg/mL) também foram ativos 

(ENDRINGER et al., 2009), porém com valores de CI50 superiores aos da fração, 

sugerindo a existência de sinergismo.  

Em trabalho anterior do nosso grupo de pesquisa foi relatado o 

desenvolvimento e a validação de um método analítico por cromatografia líquida de 

alta eficiência acoplada a detector de arranjo de diodos (CLAE-DAD), após 

derivatização prévia da amostra, para quantificação do bornesitol em extratos e 

frações da espécie (PEREIRA, et al., 2012a).  

 

3.4 A química da espécie 

 

H. speciosa já foi objeto de alguns estudos fitoquímicos. Do infuso das cascas 

foram isolados os ácidos gálico (4), 4-hidroxi-3,5-dimetoxibenzóico (ácido siríngico) 

(5), 5-O-cafeoilquínico (6), 3-O-cafeoilquínico (7), além de cis-clorogenato de metila 

(8), trans-clorogenato de metila (9), 2,7-diidroxixantona (10) e 2,7-dimetoxixantona 

(11) (RODRIGUES et al., 2006). A presença de proantocianidinas do tipo B foi 

detectada em análises por CLAE acoplada a detector por espectrometria de massas 

(CLAE-EM), incluindo derivados C-glicosilados (RODRIGUES et. al., 2007).  
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 4 - Ácido gálico                                      5 - Hidroxi-3,5-dimetoxibenzóico (ácido siríngico) 

 

                                            

 

Fonte: Elaboração própria via Chemdraw           Fonte: Elaboração própria via Chemdraw
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6 - Ácido 5-O-cafeoilquínico 

 

                   Fonte: Elaboração própria via Chemdraw    

             

 

                     7 - Ácido 3-O-cafeoilquínico                  8 - Cis-clorogenato de metila 

      

Fonte: Elaboração própria via Chemdraw      Fonte: Elaboração própria via Chemdraw 
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         9 - Trans-clorogenato de metila                                          10 - 2,7-Diidroxixantona 
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     Fonte: Elaboração própria via Chemdraw       Fonte: Elaboração própria via Chemdraw  

                                                   

11 - 2,7-Dimetoxixantona 

 

   

                                                   Fonte: Elaboração própria via Chemdraw 

 

Os constituintes voláteis das folhas foram analisados por cromatografia gasosa 

acoplada a espectrômetro de massas (CG-EM), possibilitando a identificação do óxido 

de trans-linalol (12), óxido de cis-linalol (13), α-terpineol (14), linalol (15), geraniol (16), 

metil-antranilato (17), eugenol (18) e (E)-isoeugenol (19) (SANTOS et al., 2006). 

Recentemente, o óleo essencial de H. speciosa var. pubescens foi obtido por 

hidrodestilação e também analisado por CG-MS, tendo sido identificados apofarnesol 

(20), naftaleno (21), α-bisaboleno (22), spatulenol (23) e ácido malônico (24) (PAULA 

et al., 2015). Em outro estudo, os frutos em três diferentes estágios de maturação 

foram avaliados empregando-se CG-EM e CG-DIC. Um total de 79 compostos voláteis 

foi identificado, entre aldeídos, ésteres, alcoóis, cetonas e monoterpenos (SAMPAIO 

& NOGUEIRA, 2006). 
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12 - Óxido de trans-linalol       13 - Óxido de cis-linalol   14 - α-terpineol       15 - Linalol 

                                      

                                                      Fonte: Elaboração própria via Chemdraw 

 

         16 - Geraniol             17 - Metil-antranilato       18 - Eugenol            19 - (E)-isoeugenol 

                 

 

                                                  Fonte: Elaboração própria via Chemdraw 

 

             20- Apofarnesol                      21 -  Naftaleno                   22 - α-bisaboleno 

 

  H

OH

                 H  

 

                                           Fonte: Elaboração própria via Chemdraw  
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                       23 - Spatulenol                                    24 - Ácido malônico 
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Fonte: Elaboração própria via Chemdraw 

 

No trabalho de Endringer (2007), o fracionamento cromatográfico do extrato 

etanólico das folhas resultou no isolamento de L-(+)-bornesitol (25), canferol-3-O-

rutinosídeo (26), ácido 5-O-cafeoil-quínico (6), ácidos cis (27) e trans 4-hidroxi-

cinâmico (28), α-amirina (29), lupeol (30) e seu 3β-O-éster de ácido graxo (31), além 

de ácido quínico (32) e rutina (33). 

 

            25 - L-(+)-bornesitol                                       26 - Canferol-3-O-rutinosídeo 

           

   

Fonte: Elaboração própria via Chemdraw 

 

 

 

 

 

 

(24) 

 

(23) 
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  27 - Ácido cis 4-hidroxi-cinâmico      28 - Ácido trans 4-hidroxi-cinâmico   

                  

Fonte: Elaboração própria via Chemdraw 

 

                29 -  α-amirina                                                                           30 - Lupeol  

          

Fonte: Elaboração própria via Chemdraw 

 

 

 31 - 3β-O-éster de ácido graxo do lupeol                     32 - Ácido quínico 

 

 

Fonte: Elaboração própria via Chemdraw 
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33 - Rutina 

                          

                        

Fonte: Elaboração própria via Chemdraw 

 

O fracionamento do extrato hexânico das folhas realizado por Barros (2008) 

resultou na obtenção de uma mistura de hidrocarbonetos, mistura de alcoóis de cadeia 

longa, mistura dos triterpenos α-amirina (29) e β-amirina (34), outra mistura dos 

triterpenos citados e lupeol (30), e uma mistura de obtusalina (35) e eritrodiol (36). O 

estudo do extrato hexânico forneceu, ainda, β-sitosterol (37) e uma mistura de ésteres 

3β-O-acilados de α e β-amirina (38 e 39, respectivamente) e do lupeol (40). O estudo 

do extrato etanólico pelo mesmo grupo resultou na obtenção de uma mistura de rutina 

(33) e ácido clorogênico (7). 

 

34 - β-amirina                                                        35 - Obtusalina 

               

 

Fonte: Elaboração própria via Chemdraw           Fonte: Elaboração própria via Chemdraw  
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            36 - Eritrodiol                                                                                 37 - β-sitosterol  

 

  

Fonte: Elaboração própria via Chemdraw 

 

    38 - Éster 3β-O-acilado de α-amirina                          39 - Éster 3β-O-acilado de β-amirina 
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n

 

 Fonte: Elaboração própria via Chemdraw  
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40 - Éster 3β-O-acilado do lupeol  

   

O

O

n

 

 Fonte: Elaboração própria via Chemdraw 

 

Em trabalho de Rodrigues (2007), a análise de uma infusão das cascas por 

CLAE-DAD levou à identificação do ácido clorogênico (7), catequina (41), 

epicatequina (42) e galato de epigalocatequina (43). Neste mesmo trabalho, utilizou-

se espectrometria de massas acoplada a um ion trap com interface de ionização por 

eletrospray e inserção direta da amostra (FIA-ESI-IT-MS/MS) para identificar duas 

séries de proantocianidinas na espécie, com grau de polimerização de 1 a 6, dos tipos 

B e tipo B C-glicosiladas (RODRIGUES, 2007). Em trabalho recente de nosso grupo, 

um triglicosídeo da quercetina foi detectado por CLAE-EM em extratos de H. speciosa 

e denominado FlavHS, sendo composto por dois resíduos de ramnose e um resíduo 

de glicose (PEREIRA, 2012). 

                    

                           41 - Catequina                                                      42 - Epicatequina 
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 Fonte: Elaboração própria via Chemdraw  
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43 - Galato de epigalocatequina 
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 Fonte: Elaboração própria via Chemdraw 
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4 PARTE EXPERIMENTAL 

4.1 Equipamentos 

● Amplificador, modelo TBM-4, World Precision Instruments, Inc., USA. 

● Aparelho de ponto de fusão MQAPF-30, Microquímica. 

● Balança analítica Mettler, modelo AB 204. 

● Balança semi-analítica Núcleo, modelo PR 1000. 

● Banho de ultrassom Thornton, modelo T 50. 

● Banho de ultrassom Unique, modelo USC 1400. 

● Banho seco com agitação, Mixing Block, modelo MB-101, Bioer. 

● Bombas de vácuo Fabbe (modelo 0320) e Edwards (modelo C 560786). 

● Centrífuga Hermle Z323K. 

● Chapas para aquecimento Fisatom, modelo 752 A e Corning, modelo V-092. 

● Coluna para UPLC Waters BEHC18 (50 x 2,1 mm d.i., partículas de 1,7 µm).  

● Destilador de água Fabbe, modelo A 95. 

● Espectrômetro de ressonância magnética nuclear Bruker Avance DRX – 400  

 MHz (Departamento de Química, ICEX, UFMG). 

● Espectrofotômetro UV-Vis, HITACHI, modelo U-2900. 

● Espectrofotômetro UV-Vis, Perkin Elmer, modelo Lambda 20. 

● Evaporador rotatório Buchi, modelo B-480. 

● Glicosímetro, ACCU-CHEK Active, Roche. 

● Lâmpada de ultravioleta (UV) para cromatografia Spectroline, modelo 977 C (λ 

de 254 e 365 nm). 

● Leitor de microplaca, Thermoplate Reader. 
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● Microcentrífuga Cientec, modelo CT-14000. 

● Micropipetas HTL, vol. ajustável de 10 - 100 μL e 100 - 1000 μL. 

● Moinho de facas Marconi, modelo MA680. 

● Placa conversora analógico-digital, AD16JR, World Precision Instruments, Inc. 

● Polarímetro ADP220 Bellingham, Stanley Ltda. 

● Purificador de água Milli-Q Plus. 

● Sistema de cromatografia líquida de alta eficiência Waters®
 2695, constituído 

por injetor automático, detector de arranjos de diodos PDA 2996, bomba quaternária 

L-6200a com degaseificador de linhas, e sistema computadorizado operado pelo 

programa Empower, Waters®.  

● Sistema de UPLC-MS/MS ACQUITY Ultra Performance LCTM, Waters®, 

composto por detector de arranjos de diodo (DAD) modelo PDA 2996 e detector de 

espectrometria de massas ACQUITY TQ (Water), equipado com fonte de ionização 

por spray de elétrons Z-spray (ESI) e software Mass LynxTM (versão 4.1, Waters®). 

● Soprador térmico serigráfico Steinel, modelo HL-500. 

● Tamis Tyler 20 mesh. 

● Transdutores isométricos, World Precision Instruments, Inc., USA. 

● Vortex Mixer, Vixar. 

 

4.2 Solventes e reagentes 

 

● Acarbose, Sigma-Aldrich. 

● Ácido fosfomolíbdico, Vetec. 

● Ácidos grau P.A.: ácido fórmico, ácido sulfúrico e ácido clorídrico, Merck. 

● Álcool etílico comercial, Minálcool e Emfal. 
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● Amido, amido de milho, Maisena. 

● Carbogênio (95% de O2 e 5% de CO2), White Martins, Brasil. 

● Carbonato de sódio, Synth. 

● Cloreto de benzoíla, Proquimios. 

● Cloreto de p-toluenossulfonila (ReagentPlus), Sigma-Aldrich. 

● Cromatofolhas de alumínio recobertas por sílica gel 60, 20 x 20 cm, Merck. 

● Dimetilsulfóxido, Sigma-Aldrich. 

● Fitas reativas ACCU-CHEK Active, Roche 

● Fosfato de potássio monobásico anidro, Synth. 

● Glibenclamida, Sigma-Aldrich. 

● Glicose, Synth. 

● Glutationa reduzida, Sigma-Aldrich. 

● Piridina anidra, Merck e Sigma-Aldrich. 

● p-Nitrofenil-α-D-glicopiranosídeo, Sigma-Aldrich. 

● Ração hiperlipidêmica, Rhoster. 

● Ração para roedores, Nuvilab. 

● Sílica gel 60 G Merck. 

● Sílica gel 60, 230-400 mesh, Merck. 

● Sílica gel 60, 70-230 mesh, Merck. 

● Solventes grau CLAE acetonitrila e metanol, Tedia. 

● Solventes grau padrão analítico (P.A.): hexano, diclorometano, clorofórmio, 

acetato de etila, éter etílico, acetona, metanol e álcool etílico, Quimex; álcool etílico 

95%, Fmaia. 

● Tween, Sigma-Aldrich. 



55 

 

 

● α-Glicosidase, Sigma-Aldrich. 

 

4.3 Substâncias de referência 

Duas amostras de rutina foram utilizadas no estudo, ambas obtidas da Sigma-

Aldrich: rutina triidratada (Primary Reference Standard), rutina para CLAE com teor 

mínimo de 95%. Pentaeritritol (teor mínimo de 98%) foi obtido da Merck e ácido 

clorogênico, quercitrina hidratada e ácido quínico (teor mínimo de 98%) da Sigma-

Aldrich. Fenilefrina e acetilcolina foram obtidas da Sigma-Aldrich. 

 

4.4 Vidrarias e materiais diversos 

● Balões volumétricos de 1, 10, 25 e 100 mL, Satelit, Normax e Blaubrand. 

● Borrifador de vidro. 

● Coluna analítica para CLAE C-18 ODS Lichrospher 100 (250 × 4,0 mm d.i.), 

Merck, partículas de 5 µm, com pré-coluna LiChrospher 100 RP-18 (4 × 4 mm d.i.), 

partículas de 5 μm. 

● Colunas cromatográficas de vidro de dimensões variadas. 

● Cromatoplacas de vidro de 5 ×10 cm e 10 ×10 cm. 

● Cubas cromatográficas de vidro Pirex. 

● Frascos de penicilina com tampa de borracha. 

● Microtubo plástico de 2 mL e 1,5 mL do tipo safe-lock, Axygen. 

● Papel indicador de pH Universal, pH 0-14, Merck. 

● Percoladores de vidro e de aço inoxidável com volumes variados. 

● Placa de 96 poços para cultivo celular, Corning  

● Ponteiras plásticas, Corning. 

● Tubos plásticos do tipo Falcon com volumes de 15 e 50 mL, TPP. 
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● Vials de vidro com tampa e septos de teflon para uso no injetor automático de 

sistema de CLAE e UPLC-MS. 

4.5 Reveladores para CCD 

Reagente anisaldeído - ácido sulfúrico (WAGNER & BLADT, 1996): 

Misturaram-se 0,5 mL de anisaldeído, 10,0 mL de ácido acético glacial, 85,0 mL de 

metanol e 5,0 mL de ácido sulfúrico concentrado, nesta ordem. 

4.6 Material vegetal  

O material vegetal (folhas) de H. speciosa foi fornecido pela Empresa Estadual 

de Pesquisa Agropecuária da Paraíba S.A. (EMEPA), em João Pessoa. Foi colhido 

em março de 2009 e identificado pela Dra. Maria das Dores Magalhães Veloso. Uma 

amostra da espécie (número 3816) foi depositada no herbário Montes Claros 

(UNIMONTE, Montes Claros, Brasil). O material vegetal (identificado pelo código E-

SPAc) foi colhido em 31 de março de 2009 (coordenadas geográficas 6°33’ 13’’ S e 

34° 48’ 31’’ O, altitude de 30 m). As folhas frescas foram selecionadas, secas em 

estufa ventilada a 45 °C e, então, pulverizadas em moinho de facas. A massa da droga 

vegetal pulverizada seca foi de 303,87 g.  

4.7 Ensaios extrativos 

Foram realizados ensaios extrativos utilizando-se diferentes solventes e 

métodos de extração, em triplicata para cada condição, como esquematizado no 

fluxograma da Figura 1. O material vegetal E-SPAc, previamente seco e pulverizado 

(item 4.6), foi submetido à percolação com diferentes solventes extratores, incluindo 

etanol comercial (código: EE-EC), soluções hidroetanólicas 70% (código: EE-E70) e 

50% (código EE-E50), bem como metanol/acetato de etila 1:1 (código: EE-PP). 

Também foram obtidos extratos por maceração estática da droga vegetal por 24 

(código: ME-24) e 72 horas (código: ME-72), empregando-se etanol comercial (96°GL) 

como solvente extrator. O solvente foi eliminado em evaporador rotatório, sob pressão 

reduzida, à temperatura máxima de 50°C, a cada ensaio realizado. Os resíduos 
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obtidos foram mantidos em dessecador, sob vácuo, por, no mínimo, 24 horas, para 

completa eliminação do solvente residual.  

Os extratos obtidos foram avaliados com relação ao teor de extrativos, perfis 

cromatográficos por CLAE-DAD (item 4.7.1), bem como a partir da quantificação dos 

teores dos marcadores químicos (item 4.7.2).  

 

Figura 1 – Extratos obtidos a partir dos ensaios extrativos com de folhas de H. speciosa 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Elaboração própria. 
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4.7.1 Obtenção do perfil cromatográfico dos extratos por CLAE-DAD 

 

A impressão digital dos extratos obtidos nos ensaios extrativos (item 4.7) foi 

avaliada a partir dos perfis cromatográficos obtidos por CLAE-DAD, utilizando-se 

condição analítica otimizada no trabalho de Pereira (2012). Para tanto, foi empregado 

um sistema de CLAE Waters 2695, com coluna LiChrospher 100 RP-18 (250 × 4 mm 

d.i., 5 µm) e pré-coluna LiChrospher 100 RP-18 (4 x 4 mm d.i., 5 µm). A temperatura 

da coluna foi de 40 °C e a fase móvel utilizada compreendeu gradiente de eluição de 

água Milli-Q acidificada com 0,1% de ácido fosfórico (A) e acetonitrila grau CLAE 

acidificada com 0,1% de ácido fosfórico (B), como apresentado na Tabela 1. Vale 

ressaltar que o software utilizado no presente trabalho para o controle do sistema de 

CLAE e processamento dos cromatogramas (Empower 2) possibilita o emprego de 

gradientes côncavos e convexos representados na Figura 2. O método de análise 

desenvolvido empregou o dradiente convexo tipo 4.  O fluxo empregado foi de 0,4 

mL/min e a detecção foi realizada no comprimento de onda de 350 nm. Para obtenção 

das soluções amostrais, 5 mg de cada extrato foram pesados para tubo plástico safe-

lock e adicionado 1 mL de MeOH grau CLAE. A suspensão foi mantida em banho de 

ultrassom por 15 min para auxiliar na solubilização da amostra. Posteriormente, as 

amostras foram centrifugadas a 8.400 g, e 10 µL dos sobrenadantes foram injetados, 

automaticamente, no sistema de cromatografia descrito.  
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Tabela 1 - Programa de eluição estabelecido para a quantificação de rutina e ácido clorogênico 

em extratos e frações de folhas de H. speciosa 

 

Tempo (min) %A* %B* Modo de eluição 

0 85 15 Isocrático 

20 85 15 gradiente convexo (tipo 4) 

40 80 20 Isocrático 

45 80 20 gradiente convexo (tipo 4) 

48 5 95 Isocrático 

57 5 95 gradiente convexo (tipo 4) 

60 85 15 Isocrático 

*Solvente A: água acidificada com 0,1% de ácido fosfórico;  
 Solvente B: acetonitrila grau CLAE acidificada com 0,1% de ácido fosfórico. 

 

  



60 

 

 

Figura 2 - Perfis das curvas de gradiente disponíveis no programa Empower 2 (Waters). 2 a 5: 

gradientes convexos, 6: linear, 7 a 10: gradientes côncavos 

 

 
 

Fonte: Elaboração própria. 

 

4.7.2 Quantificação de marcadores químicos 

 

Os marcadores químicos, definidos em trabalho anterior de nosso grupo de 

pesquisa, foram quantificados empregando métodos desenvolvidos e validados na 

ocasião (PEREIRA, 2012; PEREIRA et al., 2012a). Foram determinados os teores de 

rutina, ácido clorogênico, bornesitol, FlavHS e flavonoides totais para cada extrato 

obtido. 

 

4.7.2.1 Quantificação de flavonoides totais 

Para a quantificação de flavonoides totais, expressos como rutina, foi 

empregado um método por espectrofotometria no UV-Vis, após reação com cloreto de 

alumínio, segundo descrito por Rusak e colaboradores (1993) e modificado por Garcia 

e colaboradores (2010). O método foi validado por Pereira (2012) de acordo com os 

normativos da Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA) e Associação de 

Químicos Analíticos Oficiais (AOAC) (AOAC, 2002; BRASIL, 2003).  
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Para a extração dos flavonoides, foram pesados exatamente cerca de 30 a 50 mg do 

extrato, transferidos quantitativamente para um balão de fundo redondo de 125 mL. 

Adicionaram-se 12 mL de metanol e aqueceu-se a mistura em manta elétrica, sob 

refluxo, durante 30 min. O extrato obtido foi resfriado, deixado em repouso para que 

decantasse e filtrado através de algodão, recolhendo-se o filtrado, quantitativamente, 

em balão volumétrico de 25 mL. Recolheu-se, no balão anterior, o algodão e 

acrescentaram-se 10 mL de MeOH. A mistura foi extraída nas mesmas condições 

descritas anteriormente e filtrada, ao final, através de algodão, recolhendo-se o 

filtrado, quantitativamente, no mesmo balão. Lavou-se o algodão com 3 mL de metanol 

e completou-se o volume com este solvente. 

  Para a eliminação de carotenóides e clorofilas, 15 mL da solução metanólica 

obtida na etapa de extração foram misturados, em um béquer, a 6 mL de clorofórmio 

e 9 mL de água. A mistura foi homogeneizada, transferida para tubo tipo Falcon e 

centrifugada a 3.074 g, por 10 min, para completa separação das fases. A camada 

hidrometanólica (superior) foi retirada com ajuda de uma pipeta de Pasteur e 

transferida para um balão volumétrico de 25 mL, completando-se o volume com 

metanol.  

A reação de coloração consistiu da transferência de 5,0 mL da solução 

hidrometanólica (obtida anteriormente) para um balão volumétrico de 25 mL; 

acrescentaram-se 0,6 mL de ácido acético glacial, 10 mL de solução de piridina/água 

(20:80) e 2,5 mL de solução metanólica de cloreto de alumínio hexahidratado a 12% 

e completou-se o volume com água. Agitou-se e deixou-se em repouso por 20 min. 

Centrifugou-se a 3.074 g por 10 minutos. Mediu-se a absorvância do sobrenadante no 

comprimento de onda de 420 nm, em cubetas de quartzo, frente à solução de 

compensação. Esta foi preparada para anular a interferência da coloração natural do 

extrato ou fração. Para cada amostra elaborou-se uma solução de compensação 

misturando-se 5 mL da solução hidrometanólica, 0,6 mL de ácido acético glacial, 10 

mL de solução de piridina/água (20:80) e diluindo para 25 mL com água. Agitou-se e 

deixou-se em repouso por 20 min. Centrifugou-se a 3.074 g por 10 min e utilizou-se o 

sobrenadante.  
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Os teores obtidos para cada extrato (n = 3) foram submetidos à análise de 

variância e comparados pelo teste de Tukey (p < 0,05). 

Foi construída uma curva analítica com cinco concentrações diferentes: 0,002; 

0,005; 0,010; 0,020 e 0,030 mg/mL de rutina, procedendo-se com a reação de 

coloração para cada solução de rutina, como descrito acima. Mediu-se a absorvância 

de cada solução no comprimento de onda de 420 nm, em cubetas de quartzo, frente 

ao branco. Este foi preparado em balão volumétrico de 25 mL adicionando-se 0,6 mL 

de ácido acético glacial, 10,0 mL de solução de piridina/água (20:80), 2,5 mL de 

solução metanólica de cloreto de alumínio hexaidratado a 12% e completando-se o 

volume com água. A partir das concentrações de rutina das soluções e das respectivas 

leituras de absorvância foram construídas três curvas analíticas em dias diferentes. 

Análise de covariância foi empregada para estimar se as curvas eram estatisticamente 

equivalentes. A equação da reta foi determinada pelo método dos mínimos quadrados 

e as análises estatísticas foram realizadas pelo programa GraphPad Prism, versão 5 

(2007) da GraphPad Software. 

 

4.7.2.2 Quantificação de rutina, ácido clorogênico e FlavHS 

A quantificação de rutina, ácido clorogênico e FlavHS foi realizada 

empregando-se um método por CLAE-DAD, desenvolvido e validado por Pereira 

(2012) de acordo com as normas da Conferência Internacional de Harmonização 

(ICH), ANVISA e AOAC (AOAC, 2002; BRASIL, 2003; ICH, 1996). O sistema de 

cromatografia empregado, bem como as condições de análise e preparo de amostra 

estão descritos no item 4.7.1 e Tabela 1. A detecção foi realizada no comprimento de 

onda de 350 nm. 

Para obtenção das soluções de análise, pesaram-se, exatamente, cerca de 5,0 

mg das amostras, às quais se adicionou 1,0 mL de solução hidrometanólica a 50%. A 

solubilização foi conduzida em banho de ultrassom por 15 min, seguida de agitação 

em vórtex. Na sequência, o extrato foi centrifugado a 8.400 g, por 10 min. Alíquotas 

de 20 μL do sobrenadante foram injetadas automaticamente no sistema de CLAE 

descrito no item 4.7.1. Os teores foram calculados utilizando-se o fator de resposta 
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(SNYDER et al., 1997), sendo o teor de FlavHS expresso como rutina. Os teores 

obtidos (n = 3) foram submetidos à análise de variância e comparados pelo teste de 

Tukey (p < 0,05). 

A linearidade foi determinada previamente no trabalho de Pereira (2012), a 

partir da construção de duas curvas analíticas, em dias consecutivos, utilizando-se 

cinco concentrações distintas de rutina e ácido clorogênico (0,2; 1,0; 2,0; 3,0 e 4,0 µg). 

Cada ponto das curvas analíticas foi obtido pela injeção, em triplicata, de massas 

diferentes das substâncias de referência. As curvas analíticas foram construídas 

relacionando-se as áreas integradas dos picos de interesse e as respectivas massas 

injetadas, para cada substância de referência. Os dados obtidos foram avaliados 

através de regressão linear pelo método dos mínimos quadrados e os coeficientes de 

determinação (r2) correspondentes foram calculados. A análise estatística das curvas 

foi realizada por análise de variância (p < 0,05), pelo programa GraphPad Prism, 

versão 5 (2007) da GraphPad Software. 

 

4.7.2.3 Quantificação de bornesitol 

A determinação do teor de bornesitol foi realizada por CLAE-DAD, 

empregando-se o método desenvolvido e validado em trabalho anterior do nosso 

grupo (PEREIRA et al., 2012a). A validação do método cromatográfico desenvolvido 

foi conduzida de acordo com os critérios estabelecidos nos normativos do ICH, da 

ANVISA e da AOAC (AOAC, 2002; Brasil, 2003; ICH, 1996).  

O sistema de cromatografia utilizado foi o mesmo descrito no item anterior (item 

4.7.2.2) e as análises foram realizadas em coluna LiChrospher 100 RP-18 (250 × 4 

mm d.i., partículas de 5 μm), acoplada a pré-coluna LiChrospher 100 RP-18 (4 x 4 mm 

d.i., partículas de 5 μm), com temperatura da coluna de 40 ºC e fluxo de 1,0 mL/min. 

A fase móvel compreendeu eluição em gradiente de água Milli-Q (solução A), MeOH 

grau CLAE (solução B) e ACN grau CLAE (solução C), conforme descrito na Tabela 

2. O comprimento de onda utilizado na detecção foi no comprimento de onda de 230 

nm e o volume de injeção foi de 20 μL (concentração das amostras 1,5 mg/mL).  
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As amostras injetadas no sistema de cromatografia foram previamente 

derivatizadas, empregando-se cloreto de tosila em piridina, como descrito por Pereira 

et al. (2012a), tendo sido utilizado pentaeritritol como padrão interno (P.I.). 

Exatamente cerca de 3,0 mg de cada extrato foram pesados diretamente para tubos 

plásticos do tipo safe-lock de 2 mL de capacidade. Posteriormente, cerca de 50 mg 

de cloreto de tosila foram adicionados ao tubo, seguido de 50,0 μL de solução do P.I. 

(1,0 mg/mL de piridina), com auxílio de micropipeta volumétrica. Os tubos foram, 

então, vedados com parafilme e transferidos para bloco agitador a 800 r.p.m., à 50 °C 

por 3 h. Ao término da reação, foram adicionados ao meio reacional ACN grau CLAE 

suficiente para perfazer um volume final de 2,0 mL, com o auxílio de micropipeta. A 

suspensão foi sonicada por 15 min, agitada em vortex e posteriormente centrifugada 

a 8.400 g por 10 min. Alíquotas de 20 μL dos sobrenadantes foram injetadas 

automaticamente no sistema de CLAE descrito, empregando-se as condições de 

análise estabelecidas.  

A linearidade foi determinada a partir de curvas analíticas, construídas 

utilizando-se cinco massas distintas. Cada ponto das curvas analíticas foi obtido pela 

injeção, em triplicata, de 20 μl de cinco soluções preparadas com cinco diferentes 

massas de bornesitol no meio reacional (60,0; 120,0; 180,0; 240,0; 300,0 µg e 100 µg 

de P.I. em todos os pontos). As curvas analíticas foram determinadas empregando-se 

a relação de áreas dos picos do bornesitol (PTB) e do padrão interno (PPI) versus a 

massa injetada de PTB, em dois dias consecutivos. 

Os dados obtidos foram avaliados através de regressão linear pelo método dos 

mínimos quadrados e os coeficientes de determinação (r2) correspondentes foram 

calculados. A equivalência estatística das curvas obtidas em dias diferentes foi 

avaliada por análise de variância (p < 0,05), pelo programa GraphPad Prism, versão 

5 (2007) da GraphPad Software. 
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Tabela 2 - Sistema de eluição estabelecido para o método por CLAE-DAD para quantificação de 

bornesitol em extratos e frações de folhas de H. speciosa 

Tempo (min) %A* %B* %C* Modo de eluição 

 0  70 15 15 gradiente linear 

10 45 40 15 Isocrático 

13 45 40 15 gradiente linear 

25 43 42 15 Isocrático 

32 43 42 15 gradiente linear  

34 30 20 50 Isocrático 

55 30 20 50 gradiente linear 

57 5 5 90 Isocrático 

67 5 5 90 gradiente linear 

70 70 15 15 - 
*Solvente A: água Milli-Q; Solvente B: MeOH grau CLAE e Solvente C: ACN grau CLAE. 

 

Fonte: Elaboração própria. 

4.8 Ensaios biológicos 

Os ensaios foram realizados pelo grupo do Prof. Steyner F. Côrtes, 

Departamento de Farmacologia, Instituto de Ciências Biológicas, UFMG, Co-

orientador desta tese. Os ensaios foram executados pela Dra. Grazielle Caroline da 

Silva e Dra. Aline Carvalho Pereira (bolsista de Pós-Doutorado) e acompanhada pela 

doutoranda desta tese. 

 

4.8.1 Avaliação da atividade vasodilatadora 

 

A atividade vasodilatadora dos extratos obtidos no item 4.7 foi avaliada em 

preparações de artéria aorta de ratos, previamente contraídas com fenilefrina 

(FERREIRA et al., 2007b). A atividade dos extratos foi comparada quanto aos valores 

de concentração inibitória a 50% (CI50) e de –log da CI50, empregando-se ANOVA e 
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pós teste de Tuckey. A realização deste ensaio consistiu, inicialmente, da obtenção e 

montagem dos anéis da artéria aorta torácica, após o sacrifício dos animais. Anéis de 

2-3 mm de comprimento foram utilizados na montagem, que consiste de duas hastes 

metálicas triangulares passadas pelo lúmen do vaso e cubas de vidro com volume de 

10 mL, contendo solução de Krebs-Henseleit (NaCl, 135,0 mmol/L; KCl, 5,0 mmol/L; 

NaHCO3, 1,4 mmol/L; MgSO4 7H2O, 20,0 mmol/L; CaCl2, 11,0 mmol/L; e glicose, 2,5 

mmol/L), areada continuamente com carbogênio (95 % de O2 e 5 % de CO2), a uma 

temperatura de 37 ± 1 ºC. Uma das hastes foi presa à parede da cuba, e a outra foi 

acoplada a um transdutor de tensão isométrica. O registro das tensões foi feito através 

de transdutores isométricos, acoplados a um amplificador, e este conectado a um 

computador equipado com uma placa conversora analógico-digital. O programa 

Windaq (Datacq, Inc., EUA) foi utilizado para aquisição e análise dos dados 

experimentais, como descrito por Capettini e colaboradores (2008).  

  Após avaliação da integridade dos anéis aórticos, utilizando-se pré-contração 

com fenilefrina (Phe; 0,3 μM) e posterior estímulo com acetilcolina (ACh; 10 μM), foi 

realizada a avaliação da resposta vasorelaxante, empregando-se fenilefrina (0,3 μM) 

para pré-contrair os vasos e curvas concentração-resposta cumulativas com 

acetilcolina (1 nM a 0,1 μM) foram então construídas. Posteriormente, foram avaliadas 

as amostras, construindo-se curvas concentração-resposta cumulativas como 

descrito anteriormente para a acetilcolina, porém com faixa de concentrações distintas 

(0,1; 0,3; 1,0; 3,0; 10,0 mg/L). A curva foi construída com cinco pontos e cada ponto 

foi obtido a partir de cinco animais. 

 

4.8.2 Avaliação da atividade inibitória da enzima α-glicosidase 

 

Os extratos obtidos no item 4.7 foram avaliados em modelo in vitro de inibição 

da enzima α-glicosidase, assim como as frações obtidas do fracionamento de EE-CC 

(item 4.9). A atividade dos extratos foi comparada à CI50 empregando-se ANOVA e 
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pós-teste de Bonferroni. O ensaio foi realizado conforme descrito por Pereira e 

colaboradores (2012b). Em uma microplaca de 96 poços foram adicionados 20 µL de 

solução de glutationa reduzida (0,4 mM), 20 µL de solução de fosfato de potássio 

monobásico anidro (0,4 M, pH 6,8), 20 µL de solução de α-glicosidase (0,16 U/mL) e 

20 µL de solução da amostra (100 µg/mL em 5-10% DMSO). A solução foi mantida a 

37 °C por 10 min. Após, foram adicionados 20 µL do substrato p-nitrofenil-α-D-

glicopiranosídeo (PNP-G) (10 mM), deixando por mais 20 min a 37°C. A reação foi 

interrompida pela adição de 80 µL de carbonato de sódio (0,2 M). Em seguida, 

utilizando um leitor de microplaca, foi feita a leitura da absorbância no comprimento 

de onda de 405 nm. Como controle positivo, foram empregados 20 µL de acarbose 

(0,1 µg/mL) e, como controle negativo, foram adicionados 20 µL de solução contendo 

5% DMSO, juntamente com os demais reagentes, excetuando-se a amostra. A 

inibição (%) foi calculada pela seguinte fórmula: A1 - A2 / A1 x 100, onde A1 é a 

absorbância do controle negativo e A2 é a absorbância da amostra. As curvas foram 

construídas com nove pontos, sendo que para cada ponto foram realizadas três 

replicatas. 

 

4.9 Fracionamento do extrato etanólico visando isolar os constituintes com 

atividade inibitória da α-glicosidase 

O extrato EE-EC (item 4.7) foi selecionado para fracionamento biomonitorado 

pelo ensaio de inibição da α-glicosidase. Para tanto, foi empregada cromatografia em 

coluna aberta de sílica gel. Empregou-se uma porção de 20,0 g do extrato, o qual foi 

incorporado à sílica gel em grau de porcelana. O resíduo foi depositado no topo de 

uma coluna preparada com 340 g de sílica gel 60 (0,2 – 5 mm) (dimensões da coluna 

empacotada: 330 × 60 mm d.i.), procedendo-se à eluição com solventes de polaridade 

crescente: hexano (Fr HX), diclorometano (Fr DCM), diclorometano/acetato de etila 

1:1 (Fr DCM/EtOAc 1:1), acetato de etila (Fr EtOAc), acetato de etila/metanol 1:1 (Fr 

EtOAc/MeOH 1:1) e metanol (Fr MeOH). Todas as frações obtidas com o mesmo 

sistema eluente foram reunidas, resultando em seis grupos de frações (Tabela 3).  



68 

 

 

Tabela 3 – Fracionamento do extrato etanólico de folhas de H. speciosa por cromatografia em 

coluna aberta de sílica gel 

Eluente/Fração Massa (g) Rendimento (%) 

Hexano 0,031 0,2 

DCM 1,198 6,0 

DCM:EtOAc 1:1 1,252 6,3 

EtOAc 0,108 0,5 

EtOAc:MeOH 1:1 16,0 80,0 

MeOH 0,827 4,14 

 Total: 19,416  

 

Fonte: Elaboração própria. 

 

As frações obtidas foram avaliadas quanto ao perfil cromatográfico por CLAE-

DAD. Para tanto, foi empregado um sistema de CLAE Waters 2695, com coluna 

LiChrospher 100 RP-18 (250 × 4 mm d.i., 5 µm) e pré-coluna LiChrospher 100 RP-18 

(4 x 4 mm d.i., 5 µm). A temperatura da coluna foi de 40 °C e como fase móvel utilizou-

se água Milli-Q (A) e acetonitrila grau CLAE (B), ambos acidificados com 0,1% de 

ácido fosfórico. Utilizou-se gradiente exploratório de eluição, com fluxo de 1 mL/min 

(Tabela 4). Para obtenção das soluções amostrais, 5 mg de cada fração foram 

pesados para tubo plástico safe-lock e adicionado 1 mL de MeOH grau CLAE.  

A suspensão foi mantida em banho de ultrassom por 15 min para auxiliar na 

solubilização da amostra. Posteriormente, as amostras foram centrifugadas a 8.400 g, 

e 10 µL dos sobrenadantes injetados no sistema de cromatografia descrito.  
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Tabela 4 - Gradiente de eluição empregado para a análise dos extratos de H. speciosa 

provenientes do ensaio extrativo 

    

 *acidificados com ácido fosfórico (0,1%). 

 

 

 

Fonte: Elaboração própria. 

 

A potencial atividade antidiabética das frações foi avaliada em modelo in vitro 

de inibição da enzima α-glicosidase (item 4.8.2) e in vivo no tratamento agudo sobre 

a glicemia e no ensaio de tolerância à glicose (item 4.12).  

 

4.9.1 Hidrólise da fração diclorometânica (Fr DCM) 

 

Submeteu-se a fração diclorometânica à hidrólise alcalina, visando identificar 

as geninas presentes. Para tanto, 49,9 mg da fração Fr DCM foram pesados em balão 

de fundo redondo e solubilizados em 10 mL de solução metanólica de NaOH a 5%. A 

solução foi mantida à 55 – 60 ºC, sob agitação e refluxo, durante 2 h. Em seguida, a 

solução foi neutralizada com HCl a 37%.  

A mistura reacional foi então particionada com hexano (3 × 20 mL), as fases 

orgânicas reunidas e submetidas à partição com água (1 x 10 mL). Posteriormente, 

adicionou-se sulfato de sódio anidro à fase orgânica, que foi filtrada em seguida para 

remoção do resíduo sólido. Por fim, a fase orgânica foi concentrada até resíduo em 

evaporador rotatório, sob temperatura máxima de 50 ºC. 

 

Tempo (min) %ACN* %H2O* 

0 95 5 

60 5 95 

65 5 95 

70 95   5 
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 4.9.1.1 Análise do produto de hidrólise por CCD de sílica gel 

O produto da reação de hidrólise da fração diclorometânica (item 4.9.1) foi 

analisado por cromatografia em camada delgada (CCD) de sílica gel. Para tanto, 

foram aplicados, em uma placa cromatográfica, soluções metanólicas da fração de 

origem, o produto de hidrólise e uma solução da mistura de lupeol/α-amirina (solução 

de referência).  As soluções para esta análise foram preparadas a partir da 

solubilização de cerca de 1 mg da fração de origem, do produto e do padrão de 

lupeol/α-amirina em 500 µL de MeOH, com auxílio de banho de ultrassom. A análise 

foi realizada em cromatofolha de alumínio recoberta por sílica gel 60 (10 x 10 cm; 

Merck), empregando-se solução de acetato de etila / hexano (10:90) como eluente e 

anisaldeído sulfúrico como revelador (item 4.5). 

 

4.9.2 Fracionamento da fração diclorometânica (Fr DCM) 

 

A fração diclorometânica (Fr DCM) foi fracionada empregando-se 

cromatografia em coluna aberta de sílica gel. Uma porção de 304,0 mg da fração Fr 

DCM foi incorporada à 350 g de sílica gel 60 (0,063 – 0,200 mm) em grau de 

porcelana. O resíduo foi depositado no topo da coluna preparada com 200 g de sílica 

(0,063 – 0,200 mm; dimensões da coluna empacotada: 310 × 55 mm d.i.). A eluição 

foi realizada de forma isocrática, utilizando como eluente uma solução de 

hexano/acetato de etila (99:1). Os primeiros 75 mL foram recolhidos conjuntamente, 

e as demais frações, com volume de aproximadamente 8 mL cada, foram coletadas 

em frascos de penicilina para análise posterior, resultando num total de 130 frações.  

As frações foram analisadas por cromatografia em camada delgada de sílica 

gel, empregando como eluente 50 mL de solução de hexano / diclorometano (60:40), 

contendo 2 mL de acetato de etila e, como revelador, foi empregado anisaldeído 

sulfúrico (item 4.5). As frações foram reunidas de acordo com a similaridade dos perfis 

cromatográficos e transferidas para frascos de penicilina previamente tarados. O 
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fracionamento cromatográfico de Fr DCM resultou no isolamento de um sólido 

nomeado TRPHS (fração 89-92, massa 16,1 mg), que teve sua estrutura química 

elucidada por métodos espectroscópicos usuais (item 4.11). Na Figura 3, é 

representado o esquema geral do fracionamento realizado. 
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Figura 3 – Esquema de fracionamento da fração diclorometânica (Fr DCM) de folhas de H. 

speciosa 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Elaboração própria. 

4.10 Caracterização de EE-EC e Fr DCM por UPLC-MS-ESI 

 

A composição química do extrato EE-EC (item 4.7) foi avaliada empregando-

se sistema de cromatografia líquida de ultra eficiência (UPLC) (Waters) acoplado a 

detector DAD e em interface com espectrômetro de massas triplo quadrupolo (TQD) 

(Waters Micromass). Para a análise do extrato EE-EC, empregou-se uma coluna de 

fase reversa (Acquity UPLC BEH C18, Waters; 50 × 2,1 mm d.i. 1,7 µm) em 

combinação com uma pré-coluna (Acquity UPLC BEH C18 VanGuard pre-column, 

Waters; 2,1 × 5 mm d.i. 1,7 µm), utilizando-se uma eluição em gradiente de água (A) 

e acetonitrila (B), ambos acidificados com 0,1 % v/v de ácido fórmico (5 a 95 % B em 

10 min; 95 a 5 % B em 1 min, seguindo-se de 2 min de eluição isocrática), com fluxo 
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de 0,3 mL/min, e temperatura da coluna de 40 °C. O volume de injeção foi de 3 µL 

para EE-EC (2 mg/mL em MeOH). Para a fonte de ionização por eletronspray (ESI), 

nos modos negativo e positivo, as seguintes condições foram empregadas: voltagem 

do capilar de 3,54 kV; voltagem do cone de 17 V; temperatura da fonte de 120 °C; 

temperatura de dessolvatação 300 °C. O intervalo de massas avaliado foi da relação 

carga / massa (m/z) de 100 a 2000.  

Para a análise da Fr DCM (item 4.9) e também de EE-EC foram preparadas 

soluções com concentração de 5 mg/mL em acetonitrila. Procedeu-se a solubilização 

com auxílio do banho de ultrassom por 10 minutos, seguida de centrifugação a 8400 

g, por 10 minutos, e os sobrenadantes obtidos foram filtrados diretamente para vial de 

vidro. As análises foram realizadas no mesmo sistema de UPLC-MS-ESI descrito 

anteriormente, porém empregando-se condição de análise distinta. Utilizou-se eluição 

em gradiente de água (A) e acetonitrila (B), ambos acidificados com 0,1 % v/v de ácido 

fórmico, com fluxo de 0,3 mL/min, e temperatura da coluna de 40 °C, nas seguintes 

condições: 0 minutos, 60 % de B;  3 minutos, 80 % de B; 10 minutos, 95 % de B, 11 

minutos,  60 % de B, 13 minutos, 60 % de B. O volume de injeção foi de 7 µL. Para a 

fonte ESI, no modo positivo, as seguintes condições foram empregadas: voltagem do 

capilar de 3,49 kV; voltagem do cone ESI de 45 V; voltagem do cone APCI de 60 V; 

temperatura da fonte de 120 °C; temperatura de dessolvatação 400 °C. O intervalo de 

massas avaliado foi de m/z 90-1000.  

4.11 Elucidação estrutural de TRPHS  

A elucidação estrutural de TRPHS foi realizada a partir de dados de 

ressonância magnética nuclear (RMN) e espectrometria de massas. Os espectros de 

RMN de 1H e de 13C foram obtidos no Departamento de Química, ICEX, UFMG, em 

equipamento Bruker Avance DRX400, a 25 °C, utilizando-se tetrametilsilano (TMS) 

como referência interna. Utilizou-se clorofórmio deuterado (CDCl3) para solubilização 

da amostra. O espectro de massa de TRPHS foi obtido empregando-se sistema de 

UPLC-MS-ESI previamente descrito (item 4.10). A amostra (1 mg/mL em acetonitrila) 

foi solubilizada com auxílio do banho de ultrassom por 10 minutos, em seguida foi 
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centrifugada a 8400 g, por 10 minutos, e o sobrenadante foi filtrado para vial de vidro. 

As condições de eluição no sistema de UPLC-MS-ESI foram idênticas àquelas 

descritas no item 4.10 para Fr DCM. O volume de injeção foi de 7 µL. Para a fonte ESI 

e APCI, no modo positivo, as seguintes condições foram empregadas: voltagem do 

capilar de 3,44 kV; voltagem do cone ESI  de 45 V; voltagem do cone APCI de 20 V e 

70 V; temperatura da fonte de 120 °C; temperatura de dessolvatação 400 °C. O 

intervalo de massas avaliado foi de m/z 200-1000.  

A atividade óptica de TRPHS foi determinada empregando-se polarímetro ADP220 

Bellingham, Stanley Ltda. A temperatura de análise foi de 27°C, o caminho óptico de 

0,5 dm e utilizou-se CHCl3 (0,82 mg/mL) para solubilização da amostra. Obteve-se, 

ainda, a faixa de fusão da substância em aparelho de ponto de fusão MQAPF-30, 

Microquímica.  

4.12 Avaliação in vivo da atividade antidiabética 

O trabalho experimental foi previamento aprovado pelo Comitê de Ética em 

Experimentação Animal da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), protocolo 

n° 163/10. Foram utilizados camundongos machos Swiss (8 semanas), provenientes 

do Centro de Bioterismo (CEBIO) do Instituto de Ciências Biológicas da UFMG. Os 

animais foram mantidos em ciclos de claro-escuro (12h) com livre acesso à água e 

ração.  

4.12.1 Avaliação do efeito do tratamento agudo sobre a glicemia e a tolerância à 

glicose 

O ensaio foi realizado como descrito previamente (AGUILAR-SANTAMARÍA et 

al., 2009; HEO et al., 2009), com algumas modificações. Após 6 h de jejum diurno, 

foram coletadas amostras de sangue caudal para dosar a glicemia basal. Para tanto, 

foram utilizadas fitas reativas e glicosímetro. Em seguida, os animais receberam até 

300 µL de soluções de amostras, diluídas em 10% de Tween, administradas por 

gavagem. Foram utilizados três grupos de animais normoglicêmicos: controle (tratado 

com veículo – salina a 10% de Tween), teste (tratado com amostras, 300 mg/Kg) e 
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controle positivo (tratado com acarbose - 10 mg/Kg). Após 15 min, os animais 

receberam solução de amido (2 g/Kg)). Posteriormente foram coletadas amostras de 

sangue caudal aos 15, 30, 60, 90 e 120 min, para dosar a glicemia (JARALD et al., 

2009; MARTINS et al., 2008).  A Figura 4 apresenta esquematicamente o ensaio 

realizado. 

 

Figura 4 – Esquema representativo do ensaio agudo sobre a glicemia e tolerância à glicose 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Elaboração própria. 

4.12.2 Análise dos resultados 

  O efeito dos tratamentos com as amostras foi analisado por test t de Student 

ou ANOVA com pós-teste de Bonferroni, comparando-se animais controle e animais 

diabéticos, tratados ou não tratados, considerando p < 0,05. 

4.13 Análises de CAR (relação entre composição química e atividade biológica) 

4.13.1 Teores dos marcadores versus atividade biológica  

A relação entre a composição química quantitativa dos extratos (teores dos 

marcadores químicos quantificados; item 4.7.2) e as respostas biológicas (item 4.8) 

induzidas pelos mesmos (atividade vasodilatadora e atividade inibitória da enzima α-
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glicosidase) foi avaliada a partir de análises quimiométricas, empregando-se o 

software MATLAB®, versão R2009b (The MathWorks, EUA), e o pacote PLS Toolbox, 

versão 6.5 (Eigenvector Technologies, EUA). Foram realizadas Análise de 

Componente Principal (Component Principal Analysis, PCA) e Análise Hierárquica de 

Agrupamento (HCA). 

 4.13.2 Área dos picos versus atividade biológica 

Análises de CAR também foram realizadas empregando-se dados de 

composição química quantitativa dos extratos obtidos pelas áreas dos 10 picos 

majoritários selecionados nos cromatogramas (item 4.7.1) e as respostas biológicas 

correspondentes (vasodilatação e inibição da enzima α-glicosidase; item 4.8).  

Foram realizadas análises quimiométricas de PCA e HCA, empregando os softwares 

descritos no item 4.13.1.
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5    RESULTADOS E DISCUSSÃO  

5.1 Ensaios extrativos 

Ensaios extrativos foram conduzidos objetivando-se obter extratos de folhas de 

H. speciosa com composições químicas diferentes e avaliar a relação entre os teores 

dos marcadores químicos definidos para a espécie e as respostas biológicas 

investigadas (atividade vasodilatadora e atividade inibitória da enzima α-glicosidase; 

item 4.8). Os solventes utilizados, bem como as técnicas extrativas avaliadas, foram 

selecionados visando a um posterior escalonamento industrial para a produção do 

extrato, com potencial emprego pela indústria farmacêutica. Dessa forma, deve-se 

considerar a disponibilidade de equipamentos e facilidade de realização da técnica 

extrativa, além da baixa toxicidade e custo dos solventes extratores. 

Um único material vegetal foi utilizado para obtenção dos extratos (folhas de H. 

speciosa, código E-SPA; item 4.6), sendo as análises realizadas em triplicata, 

empregando-se diferentes solventes extratores e dois processos extrativos distintos: 

percolação e maceração estática (item 4.7). Os extratos obtidos foram caracterizados 

pelo rendimento em extrativos, teores dos marcadores químicos previamente 

definidos (PEREIRA, 2012), e perfil cromatográfico por CLAE-DAD (itens 4.7, 4.7.1 e 

4.7.2). A Tabela 5 contém os resultados de rendimentos obtidos e do consumo de 

solventes extratores para cada ensaio.  
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Tabela 5 - Ensaios extrativos realizados com folhas de H. speciosa 

 

Técnica 

Extrativa Ensaios 

Extrativos* 

Material 

vegetal 

(g) 

Solvente 

(mL) 

Extrato 

obtido (g) 

Rendimento 

(%) 

Rendimento 

médio  

(n = 3; %) ± 

D.P.** 

 EE-EC 1 

EE-EC 2 

EE-EC 3 

10,0 

10,0 

10,0 

900 

900 

850 

2,89 

3,28 

3,06 

28,9 

32,8 

30,6 

30,8 ± 1,9b 

 EE-E70 1 10,0 1265 4,08 40,8 

39,3 ± 1,79a  EE-E70 2 10,0 1690 3,74 37,4 

Percolação EE-E70 3 10,0 1150 3,96 39,6 

 EE-E50 1 10,0 1850 4,10 41,0 

40,7 ± 0,69a  EE-E50 2 10,0 1750 4,11 41,1 

 EE-E50 3 10,0 1900 4,00 40,0 

 EE-PP 1 10,0 700 3,15 31,5 

28,7 ± 2,4c  EE-PP 2 10,0 600 2,71 27,1 

 EE-PP 3 10,0 600 2,76 27,6 

 ME-24 1 5,0 500 1,02 20,5 

14,7 ± 5,1e  ME-24 2 5,0 500 0,61 12,2 

Maceração ME-24 3 5,0 500 0,57 11,3 

 ME-72 1 5,0 500 1,15 23,0 

22,4 ± 0,9d  ME-72 2 5,0 500 1,07 21,4 

 ME-72 3 5,0 500 1,14 22,8 

  ______ 
*Solventes extratores: EE-EC=etanol 96° GL; EE-E50=solução hidroalcoólica a 50%; EE-E70= solução 
hidroalcoólica a 70%; ME-24=etanol 96° GL; ME-72=etanol 96° GL; EE-PP=solução EtOAc/MeOH 1:1 
(item 4.7). 
**As médias identificadas com a mesma letra não diferem entre si pelo teste de Tukey (p > 0,05). 

Fonte: Elaboração própria. 

 

  A análise dos resultados indica que os rendimentos inferiores foram obtidos 

quando a maceração foi empregada como técnica extrativa. A maceração é um 

processo extrativo lento, que pode resultar em extração incompleta. É lento por ser 

predominantemente estático. Já a percolação é um processo dinâmico que consiste 
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em fazer atravessar a droga vegetal, convenientemente pulverizada, pelo líquido 

extrator, de maneira sucessiva, e assim esgotar os princípios ativos da mesma 

(HELOU, 1989). Para ilustrar tal diferença, devem-se avaliar ensaios extrativos que 

empregaram as duas técnicas, porém com o mesmo solvente extrator. Assim, 

considerando-se os extratos EE-EC, ME-72 e ME-24, a relação droga vegetal / 

solvente extrator foi, em média, de 11,4 g/L para EE-EC, de 10,0 g/L para ME-72 e 

ME-24 bem similar para os dois primeiros ensaios. Todavia, os rendimentos extrativos 

foram significativamente diferentes (30,8 ± 1,9% para EE-EC, 22,4 ± 0,9% para ME-

72 e 14,7 ± 5,1% para ME-24; p < 0,05), indicando que a percolação realmente fornece 

maior quantidade de extrativos do que a maceração. 

Em relação ao rendimento extrativo, de acordo com o solvente empregado 

foram obtidos valores de 30,8%, 40,7%, 39,3% e 28,7% respectivamente para EE-EC, 

EE-E50, EE-E70 e EE-PP, indicando que soluções hidroetanólicas resultam em 

maiores rendimentos extrativos do que EtOH 96%, não sendo observadas diferença 

estatisticamente significativa entre os rendimentos dos ensaios realizados com EtOH 

a 50 e 70% (Tabela 5). Importante ressaltar que o maior rendimento observado para 

estes extratos pode estar relacionado ao maior consumo de solvente extrator (relação 

droga vegetal / solvente extrator de 5,46 e 7,35 g/L para EE-E50 e EE-E70, 

respectivamente), em comparação com EE-EC e EE-PP (relação droga vegetal / 

solvente extrator de 11,4 e 15,9 g/L, respectivamente), cujo método extrativo foi 

também percolação. Vale salientar que, para todos os ensaios que empregaram 

percolação, a extração foi considerada finalizada quando se obteve massa de resíduo 

inferior à aproximadamente 50 mg para 100 mL de solvente extrator.  

5.1.1 Obtenção dos perfis cromatográficos por CLAE-DAD 

Foram obtidos perfis cromatográficos para os extratos resultantes dos ensaios 

extrativos (item 4.7) empregando-se as condições analíticas descritas no item 4.7.1. 

Na Figura 5 estão apresentados os perfis cromatográficos obtidos para um extrato de 
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cada réplica da triplicata. Vale ressaltar que os perfis cromatográficos de todas as 

réplicas (n = 3) foram avaliados e apresentaram-se similares aos aqui ilustrados.  

 

Figura 5 - Perfis cromatográficos obtidos por CLAE-DAD dos diferentes extratos preparados 

com folhas de H. speciosa e de substâncias de referência 

  

_______ 
Condições extrativas: A: EE-EC; B: EE-E50; C: EE-E70; D: ME-24; E: ME-72; F: EE-PP.                    G 

(substâncias de referência): ácido clorogênico (1) e rutina (3). O pico (2) corresponde a FlavHS 
(triglicosídeo da quercetina). Para condições de extração e condições analíticas vide itens 4.7 e 4.7.1. 
Detecção no UV em λ de 350 nm. 

Fonte: Elaboração própria. 

A análise dos perfis cromatográficos obtidos indica que a composição química 

qualitativa dos extratos é similar para todos os ensaios extrativos, apresentando-se 

simples e com predomínio de três picos majoritários, com TR até 40 min. O pico 
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intenso com TR de aproximadamente 53 min corresponde a substâncias lipofílicas 

(triterpenos e esteróides), eluídas em conjunto. 

A co-injeção de substâncias de referência e/ou análise do espectro no UV 

registrado pelo detector DAD permitiu verificar a presença de rutina (TR = 29,52 min) 

como pico majoritário em todos os cromatogramas, seguido de ácido clorogênico (TR 

= 10,08 min), e de FlavHS (TR = 27,61 min), um triglicosídeo da quercetina (item 3.4), 

relatado por Pereira (2012). FlavHS apresentou máximos de absorção nos 

comprimentos de onda de 255,6 e 355,5 nm, característico de flavonoides, como pode 

ser observado na Figura 6.  

Segundo Ferreres e colaboradores (2005), flavonoide com máximo de 

absorção no comprimento de onda em torno de 353 nm é compatível com ligação 

glicosídica na hidroxila em C-3.  Os dados de espectrometria de massas obtidos para 

FlavHS indicaram que o triglicosídeo tem como genina a quercetina e é constituído 

por dois resíduos de ramnose e uma hexose (PEREIRA, 2012). Como não foi possível 

isolar FlavHS, a posição de ligação dos resíduos de açúcar não foi estabelecida. A 

Figura 6 apresenta, ainda, os espectros no UV obtidos on-line pelo detector DAD para 

os picos 1, 2 e 3, ácido clorogênico, FlavHS e rutina, respectivamente.  A ocorrência 

de rutina e ácido clorogênico já havia sido relatada para a espécie (RODRIGUES, 

2007; RODRIGUES et al., 2006; BARROS, 2008; ENDRINGER, 2007).  

 

Figura 6 – Espectros no UV obtidos on-line pelo dector DAD para os picos 1, 2 e 3 nos 

extratos de folhas de H. speciosa, identificados como ácido clorogênico, FlavHS e rutina, 

respectivamente 
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Fonte: Elaboração própria. 

 
Nos cromatogramas obtidos para todas as condições extrativas avaliadas, 

observa-se a presença de picos com tempos de retenção entre 31 e 44 min. Os 

espectros de UV registrados para esses picos indicam tratarem-se de flavonóides, 

uma vez que apresentam máximos de absorção nos comprimentos de onda em torno 

de 265 e 350 nm, compatíveis com os máximos de absorção de derivados do flavonol 

canferol (BUDZIANOWSKI, 1990; ZERBACK et al., 1989; Figura 7). Além de rutina e 

FlavHS, o glicosídeo flavônico canferol-3-O-rutinosídeo (18) (item 3.4) foi relatado 

para a espécie (ENDRINGER, 2007), porém, devido à indisponibilidade de um padrão, 

não foi possível identificá-lo no perfil cromatográfico dos extratos, nas análises 

realizadas. Todavia, análises realizadas por CLAE-EM permitiram confirmar a 

presença de derivados do canferol, como discutido adiante no item 5.3.4.  A co-injeção 

do extrato EE-EC com a substância de referência quercitrina permitiu identificar o pico 

com TR de 41,7 min como sendo este glicosídeo flavônico. Os resultados são 

apresentados na Figura 8. 
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Figura 7 – Espectros no UV obtidos on-line pelo detector DAD para os picos com TR entre 31 e 

44 min 

 

 

 

Fonte: Elaboração própria  
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Figura 8 - Perfis cromatográficos obtidos para (A) EE-EC, (B) quercitrina e (C) co-injeção de EE-

EC e quercitrina (1) 

 

________ 

Para condições de extração e condições analíticas vide itens 4.7 e 4.7.1. Detecção no UV no 
comprimento de onda de 350 nm.  
 

Fonte: Elaboração própria. 

Por último, observa-se um pico largo eluído em torno de 53 min, 

correspondente aos compostos lipofílicos presentes nos extratos, provavelmente 

relacionado aos triterpenos e esteróides ocorrentes na espécie. Como relatado 

anteriormente (item 3.4), os constituintes lipofílicos já identificados em extratos de H. 

speciosa foram compostos voláteis como óxido de trans-linalol (12), óxido de cis-linalol 

(13), α-terpineol (14), linalol (15), geraniol (16), metil-antranilato (17), eugenol (18) e 

(E)-isoeugenol (19) (SAMPAIO & NOGUEIRA, 2006), além de α-amirina (29), lupeol 

(30) e seu 3β-O-éster de ácido graxo (31), β-amirina (38), uma mistura de 

hidrocarbonetos, uma mistura de alcoóis de cadeia longa, uma mistura de obtusalina 

(35) e eritrodiol (36), β-sitosterol (37), uma mistura de ésteres 3β-O-acilados de α e β-

amirina (38 e 39) e do lupeol (40) (ENDRINGER, 2007; BARROS, 2008).  

O pico com tempo de retenção de aproximadamente 5,4 min apresenta 

espectro no UV com máximos de absorção nos comprimentos de onda de 213 e 279,3 

nm (Figura 9). A banda em λ de 279,3 nm é de baixa intensidade e pode ser atribuída 
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à presença de um grupo carbonila na molécula, cuja transição correspondente a n→ 

𝜋* é, em geral, proibida.  

Segundo Pavia e colaboradores (2001), esse tipo de transição do grupo 

carbonila ocorre entre 280 e 290 nm, em λ de aproximadamente 280 nm para 

carbonilas de cetonas, e possui baixo valor de ε (ε = 15), apresentando-se com baixa 

intensidade de absorção. Trata-se de uma substância de alta polaridade, uma vez que 

é eluída em uma região de baixa concentração do modificador orgânico (ACN) e não 

apresenta grupo cromofórico característico, como anel aromático. Dentre as 

substâncias relatadas para a espécie H. speciosa, apenas o ácido quínico 

corresponde às características observadas (ENDRINGER, 2007). Objetivando-se 

confirmar a natureza do pico relatado, realizou-se a co-injeção, por CLAE-DAD, do 

extrato EE-EC com a substância de referência, nas mesmas condições de análise 

descritas no item 4.7.1.  

Os cromatogramas obtidos (Figura 10) possibilitaram confirmar o pico com TR 

de 5,4 min como sendo o ácido quínico. 

 

Figura 9 – Espectro no UV obtido on-line pelo detector DAD para o pico com TR de 5,4 min 

 

 

 

Fonte: Elaboração própria. 
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Figura 10 - Perfis cromatográficos obtidos para (A) EE-EC, (B) ácido quínico (1) e (C) co-

injeção de EE-EC e ácido quínico 

 

_______ 

Para condições de extração e condições analíticas vide itens 4.7 e 4.7.1. Detecção no UV em λ de 210 
nm.  

Fonte: Elaboração própria. 

 

Vale destacar que o bornesitol não foi detectado nessas análises, uma vez que 

este ciclitol, por não possuir grupo cromofórico em sua estrutura, não absorve no 

detector de DAD empregado.  

 

5.1.2 Quantificação dos marcadores químicos 

Segundo a Resolução da Diretoria Colegiada n°26 de 2014 (BRASIL, 2014), marcador 

é  

a substância ou a classe de substâncias (ex.: alcaloides, flavonoides, ácidos 
graxos, etc.) utilizada como referência no controle da qualidade da matéria-
prima vegetal e do fitoterápico, preferencialmente tendo correlação com o 
efeito terapêutico. O marcador pode ser do tipo ativo, quando relacionado 
com a atividade terapêutica do fitocomplexo, ou analítico, quando não 

demonstrada, até o momento, sua relação com a atividade terapêutica do 
fitocomplexo. 

 

Assim, em trabalho anterior do nosso grupo, bornesitol, rutina e ácido 

clorogênico foram definidos como marcadores químicos de H. speciosa (PEREIRA et 
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al., 2012a; PEREIRA, 2012) relacionados com a potencial atividade anti-hipertensiva 

da espécie (ENDRINGER, 2007). No presente trabalho, os teores desses marcadores 

químicos foram quantificados, a fim de avaliar seu papel na atividade vasodilatadora 

da espécie, a partir da relação entre composição química quantitativa e atividade 

biológica.   

Os teores dos marcadores químicos definidos foram obtidos pelo emprego das 

metodologias descritas no item 4.7.2. Bornesitol foi quantificado por CLAE-DAD, após 

derivatização com cloreto de p-toluenosulfonila (PEREIRA et al., 2012a). Rutina, ácido 

clorogênico e o triglicosídeo da rutina FlavHS foram determinados simultaneamente 

por CLAE-DAD, utilizando um método previamente desenvolvido e validado por nosso 

grupo (PEREIRA, 2012). Já a quantificação de flavonoides totais nos extratos foi 

realizada por espectrofotometria no UV-Vis, após reação com cloreto de alumínio, 

sendo o método também previamente validado para as matrizes empregadas 

(PEREIRA, 2012). As Figuras 11 e 12 exemplificam cromatogramas oriundos das 

análises quantitativas realizadas para determinação dos teores de rutina, FlavHS, 

ácido clorogênico (Figura 11, item 4.7.2.2) e bornesitol (Figura 12, item 4.7.2.3).  

 

Figura 11 - Cromatograma obtido por CLAE-DAD para a quantificação de ácido clorogênico (1), 

FlavHS (2) e rutina (3) em extratos de H. speciosa 

 

______ 
Condições cromatográficas: vide Parte Experimental, item 4.7.2.2; detecção em λ de 350 nm. 

 

Fonte: Elaboração própria. 
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Figura 12 - Cromatograma obtido por CLAE-DAD para a quantificação de bornesitol, após 

derivatização com cloreto de tosila em extratos de H. speciosa. Picos: (1) bornesitol e (2) padrão 

interno (pentaeritritol) 

 

 

______ 
Condições cromatográficas: vide Parte Experimental, item 4.7.2.3; detecção em λ de 230 nm. 
 

Fonte: Elaboração própria. 

A Tabela 6 apresenta os resultados dos teores determinados para os marcadores 

químicos previamente definidos para H. speciosa (PEREIRA, 2012).  

 

Tabela 6 – Teores de marcadores químicos (n = 3) em extratos de folhas de H. speciosa 

provenientes dos ensaios extrativos 

Ensaios 
Extrativos* 

Flavonoides 

totais 

(%m/m ± d.p.) 

Bornesitol  
(%m/m ± d.p.) 

Rutina  

(%m/m ± d.p.) 

Ácido 

clorogênico 

 (%m/m ± d.p.) 

FlavHS 

(%m/m ± 
d.p.) 

EE-EC** 4,53 ± 0,25a,B 6,76 ± 0,83ab,A 1,52 ± 0,06b,C 0,77 ± 0,02b,C 0,73 ± 0,03b,C 

EE-E70** 5,28 ± 0,29a,A 5,11 ± 0,26c,A 1,97 ± 0,02a,B 0,91 ± 0,02a,C 0,91 ± 0,03a,C 

EE-E50** 5,15 ± 0,98a,A 5,80 ± 0,16bc,A 1,96 ± 0,02a,B 0,91 ± 0,03a,B 0,93 ± 0,01a,B 

EE-PP** 4,59 ± 0,21a,B 7,75 ± 0,78a,A 1,46 ± 0,06b,C 0,67 ± 0,09b,C 0,72 ± 0,05b,C 

ME-24*** 2,68 ± 0,14b,B 5,66 ± 0,11bc,A 1,95 ± 0,3a,C 0,74 ± 0,02b,D 0,94 ± 0,14a,D 

ME-72*** 4,43 ± 0,09a,B 6,72 ± 0,33ab,A 1,62 ± 0,02ab,C 0,73 ± 0,01b,D 0,80 ± 0,01ab,D 
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______ 
*Solventes extratores: EE-EC = etanol 96° GL; EE-E50 = solução hidroalcoólica a 50%; EE-E70 = 
solução hidroalcoólica a 70%; ME-24 = etanol 96° GL; ME-72 = etanol 96° GL; EE-PP = solução 
EtOAc/MeOH 1:1. 
**Ensaios realizados empregando-se percolação  
***Ensaios realizados empregando-se maceração 24 h (ME-24) e 72 h (ME-72) 
As médias identificadas com a mesma letra (minúscula para coluna; maiúscula para linha) não diferem 
entre si pelo teste de Tukey (p > 0,05).  

 

A análise dos dados dos marcadores químicos permitiu verificar que, de uma 

forma geral, há variação significativa nos teores dos metabólitos quantificados, bem 

como da proporção entre eles, em função da técnica extrativa e/ou do solvente extrator 

empregado. 

O bornesitol foi o constituinte que apresentou maior teor nos extratos 

analisados, exceto para os ensaios EE-E50 e EE-E70, nos quais os teores de 

bornesitol e de flavonoides totais não foram estatisticamente diferentes. Os teores de 

bornesitol variaram de 5,11 ± 0,26% a 7,75 ± 0,78% (m/m) em EE-E70 e EE-PP, 

respectivamente. No trabalho de Braga e colaboradores (2009), o teor desse 

metabólito no extrato e em uma fração padronizada, rica em flavonoides e ciclitóis, 

variou de 15% e 25% (m/m), bem superior ao determinado neste trabalho. Vale 

ressaltar que, no presente trabalho, foi empregada uma metodologia analítica validada 

para determinação do teor de bornesitol (PEREIRA et al., 2012a). 

Na sequência, o teor de flavonoides totais apresenta-se apenas inferior ao de 

bornesitol, exceto para os ensaios EE-E50 e EE-E70, cujos teores não diferiram 

estatisticamente daqueles obtidos para o bornesitol, variando de 2,68 ± 0,14% a 5,28 

± 0,29% (m/m) em ME-24 e EE-E70, respectivamente. Dentre os flavonoides 

quantificados, rutina é o constituinte majoritário, com teores compreendidos entre 1,46 

± 0,06% e 1,97 ± 0,02% (m/m), respectivamente para EE-PP e EE-E70. Os teores de 

FlavHS e ácido clorogênico apresentaram uma relação aproximada de 1:1 em todos 

os extratos. Esses são os constituintes minoritários, dentre os determinados, com 

teores variando de 0,67 ± 0,09% (EE-PP) a 0,91 ± 0,02% (EE-E50 e EE-E70) para 

ácido clorogênico, e entre 0,72 ± 0,05% (EE-PP) a 0,94 ± 0,14% (ME-24) para FlavHS. 
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Os dois métodos de extração avaliados, ambos utilizando etanol 96 °GL como 

solvente extrator, percolação (EE-EC) e maceração por 72 h (ME-72), forneceram 

extratos com perfis cromatográficos e teores dos marcadores químicos 

estatisticamente equivalentes (Tabela 6 e Figura 5), ou seja, do ponto de vista da 

composição química quantitativa não existe diferença entre os dois extratos, apesar 

da percolação resultar em um maior rendimento extrativo, como discutido no item 5.1.  

Comparando-se os extratos obtidos por percolação com diferentes solventes, 

soluções hidroetanólicas parecem favorecer a extração de compostos flavonoídicos, 

especialmente rutina e FlavHS, que apresentaram maiores concentrações nos 

extratos EE-E50 e EE-E70. Porém, cabe destacar que o teor de flavonoides totais não 

variou significativamente nos três extratos obtidos por percolação EE-EC, EE-E50 e 

EE-E70. Em estudos realizados objetivando-se otimizar a extração de polifenóis e/ou 

flavonoides de drogas vegetais diversas, soluções hidroetanólicas mostraram-se mais 

eficientes para a extração desses constituintes (SOUZA-SARTORI et al., 2013; SUN 

et al., 2011; BENETIS et al., 2008; NEPOTE et al., 2005). 

A extração com EtOAc/MeOH (1:1), ensaio EE-PP, foi proposta com base no 

procedimento empregado anteriormente para obtenção de uma fração enriquecida em 

flavonoides e ciclitóis de H. speciosa, a qual apresentou significativa atividade 

inibidora da ECA (ENDRINGER, 2007). A fração foi originalmente obtida a partir do 

fracionamento cromatográfico do extrato etanólico das folhas de H. speciosa em 

coluna de sílica gel, eluída com solventes de polaridade crescente. A fração em 

questão foi obtida pela eluição com EtOAc/MeOH (1:1). Visando simplificar o processo 

e eliminar o uso de dicloromentano, que foi um dos solventes da série eluotrópica 

empregada, avaliou-se a extração direta da droga vegetal por percolação com 

EtOAc/MeOH (1:1). O perfil cromatográfico do extrato EE-PP se assemelha aos perfis 

dos demais extratos obtidos nesse ensaio (Figura 5). As condições extrativas 

empregadas na obtenção de EE-PP resultaram em concentração de bornesitol 

estatisticamente equivalente àquelas dos extratos EE-EC e ME-72. O teor de 

flavonoides totais também se mostrou elevado nesta condição, não diferindo dos 
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demais extratos, exceto ME-24. Não se observou aumento nos teores dos demais 

constituintes. 

Com base nas análises realizadas, pode-se concluir que extração empregando-

se percolação e solução hidroetanólica como solvente extrator resulta em maior 

rendimento extrativo e maior teor dos marcadores químicos, exceto quando se 

considera o teor de bornesitol. 

5.1.3 Atividade vasodilatadora ex vivo dos extratos  

Tendo em vista a potencial atividade anti-hipertensiva das folhas de H. 

speciosa descrita anteriormente por nosso grupo (SILVA, et al., 2012a; SILVA, et al., 

2012b; FERREIRA, et al., 2007a; FERREIRA, et al., 2007b; ENDRINGER, 2007; 

SILVA, et al., 2011, SERRA, et al., 2005), no presente trabalho avaliou-se a atividade 

vasodilatadora dos extratos obtidos nos ensaios extrativos, objetivando-se verificar a 

influência da técnica extrativa e/ou do solvente extrator sobre a atividade biológica. 

Além disso, os dados de atividade vasodilatadora, em conjunto com os teores dos 

marcadores químicos quantificados, foram empregados para análise da relação entre 

composição química e atividade biológica (CAR), visando avaliar a contribuição dos 

marcadores químicos para a atividade biológica (item 5.2).   

Assim, a atividade vasodilatadora dos 18 extratos obtidos nos ensaios 

extrativos foi avaliada em modelo ex vivo de vasodilatação em anéis de aorta pré-

contraídos com fenilefrina (item 4.8.1). O valor de -log da concentração inibitória a 

50% (pCI50) obtido para cada extrato é apresentado na Tabela 7 e a Figura 13 

apresenta graficamente esses resultados. 

Os dados obtidos indicam que todos os extratos induziram vasodilatação 

significativa (CI50 da ordem de µg/mL), com valores de pCI50 no intervalo de 6,48 ± 

0,10 a 4,97 ± 0,22 para EE-EC e ME-24, respectivamente. Os valores de pCI50 dos 

extratos EE-CC, EE-E70 e EE-E50 não diferem estatisticamente (p > 0,05) e são 

superiores àqueles dos extratos ME-24, ME-72 e EE-PP, cujos valores médios de 

pCI50 também são estatisticamente equivalentes (p > 0,05). Portanto, pode-se concluir 
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que a percolação empregando-se etanol ou solução hidroetanólica como solvente 

extrator fornece extratos com atividade vasodilatadora mais pronunciada (pCI50 maior) 

que aqueles obtidos por maceração, empregando os mesmos solventes extratores.  

A análise conjunta dos dados de rendimento extrativo (Tabela 5), teores de 

marcadores químicos (Tabela 6) e atividade vasodilatadora (Tabela 7) permite concluir 

que a extração empregando-se percolação e solução hidroetanólica fornece extratos 

com maior rendimento, maiores teores dos marcadores analisados (exceto para o 

bornesitol) e maior potência vasodilatadora.  

Diversas espécies vegetais alteram a função do endotélio, responsável pela 

homeostase vascular, através da liberação de vários fatores vasoativos. Plantas como 

Camellia sinensis (chá verde e chá preto), Vitis labrusca, Allium sativum (alho), Nigella 

sativa e Crataegus spp. são exemplos e constituem ricas fontes de compostos 

polifenólicos, amplamente associados aos efeitos cardiovasculares observados 

(AHMAD et al., 2013). 

Tabela 7 – Valores de pCI50 para a atividade vasodilatadora dos extratos de H. speciosa, avaliada 

em preparações de anéis de aorta de ratos pré-contraídos com fenilefrina 

Ensaios 

Extrativos* 
pCI50  

pCI50 média (n = 3; 

%) ± D.P. 

EE-EC 1** 

EE-EC 2** 

EE-EC 3** 

6,59 ± 0,35 

6,45 ± 0,25 

6,40 ± 0,27 

6,48 ± 0,10a 

EE-E70 1** 5,86 ± 0,71 

6,09 ± 0,23a EE-E70 2** 6,10 ± 0,63 

EE-E70 3** 6,32 ± 0,42 

EE-E50 1** 6,51 ± 0,19 

6,16 ± 0,54a EE-E50 2** 5,55 ± 0,56 

EE-E50 3** 6,44 ± 0,20 

ME-24 1*** 4,71 ± 0,12 

4,97 ± 0,22b ME-24 2*** 5,08 ± 0,22 

ME-24 3*** 5,12 ± 0,46 

ME-72 1*** 5,36 ± 0,14 5,14 ± 0,31b
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ME-72 2*** 4,78 ± 0,40 

ME-72 3*** 5,28 ± 0,24 

EE-PP 1** 5,32 ± 0,30 

5,04 ± 0,24b EE-PP 2** 4,85 ± 0,40 

EE-PP 3** 4,97 ± 0,25 

______ 
*Solventes extratores: EE-EC = etanol 96° GL; EE-E50 = solução hidroalcoólica a 50%; EE-E70 = 
solução hidroalcoólica a 70%; ME-24 = etanol 96° GL; ME-72 = etanol 96° GL; EE-PP = solução 
EtOAc/MeOH 1:1. 
**Ensaios realizados empregando-se percolação  
***Ensaios realizados empregando-se maceração 24 h (ME-24) e 72 h (ME-72) 
As médias identificadas com a mesma letra não diferem entre si pelo teste de Tukey (p > 0,05). 

 

Figura 13 – Representação gráfica dos valores de pCI50 da atividade vasodilatadora dos extratos 

de H. speciosa, avaliada em preparações de anéis de aorta de ratos pré-contraídos com 

fenilefrina 
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_____ 
Condições extrativas: vide Parte Experimental, item 4.7. Solventes extratores: EE-EC = etanol 96° GL; 
EE-E50 = solução hidroalcoólica a 50%; EE-E70 = solução hidroalcoólica a 70%; ME-24 = etanol 96° 
GL; ME-72 = etanol 96° GL; EE-PP = solução EtOAc/MeOH 1:1. As médias identificadas com a mesma 
letra não diferem entre si pelo teste de Tukey (p > 0,05). 
 

Fonte: Elaboração própria. 

Espécies de Crataegus são extensamente estudadas e utilizadas clinicamente em 

países como Alemanha e Estados Unidos para o tratamento de doenças 

cardiovasculares, incluindo hipertensão, angina, arritmia, hiperlipidemia e insuficiência 

cardíaca congestiva (WANG et al., 2013; FLATTERY, 2008; RIGELSKI & SWEET, 

2002). Em um estudo de Brixius e colaboradores (2006), um extrato padronizado de 

Crataegus (WS\1442) usado na terapêutica para o tratamento de insuficiência 
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cardíaca classe II (leve), segundo a classificação funcional da New York Heart 

Association (NYHA), apresentou atividade vasodilatadora em preparações de anéis 

de aorta de ratos pré-contraídos com fenilefrina, exibindo CI50 de 15,1 ± 0,6 µg/ml 

(pCI50 = 4,82 ± 0,19). Ao compararmos este valor com os resultados obtidos no 

presente trabalho, observamos uma maior potência vasodilatadora para H. speciosa: 

o extrato etanólico EE-EC, por exemplo, apresentou uma pCI50 = 6,48 ± 0,10.  

Extratos de espécies do gênero Crataegus contêm diversas substâncias 

bioativas, especialmente flavonoides, ácidos triterpênicos e ácidos carboxílicos 

fenólicos, dentre os quais pode-se citar rutina, catequina e epicatequina, procianidinas 

oligoméricas, ácidos ursólico, oleanólico, clorogênico e cafeico, dentre outros (WANG 

et al., 2013). Os efeitos cardiovasculares relatados para os extratos de Crataegus 

incluem atividade antioxidante, efeito inotrópico positivo, efeito anti-inflamatório e 

vasodilatador (WANG et al., 2013). Anselm e colaboradores (2009) demonstraram que 

o extrato padronizado WS 1442 de Crataegus [extrato etanólico a 45%, constituído 

por 18,75% (m/m) de procianidinas oligoméricas induz relaxamento em anéis de 

artérias coronarianas de suínos, efeito caracterizado pela liberação de NO e de fator 

hiperpolarizante do endotélio (EDHF) (WANG et al., 2013; ANSELM et al., 2009).  

A atividade vasodilatadora dependente de endotélio do extrato de Crataegus, 

avaliada em ensaio com anéis de aorta pré-contraídos com fenilefrina, foi relacionada 

com a presença de procianidinas na amostra (KIM et al., 2000). Proantocianidinas são 

largamente distribuídas na natureza, presentes em frutas como maçã, abacate, açaí, 

kiwi e uva, e efeitos cardioprotetores diversos são relatados para essa classe de 

compostos (KRUGER, et al, 2014; PONS, et al., 2014).  

H. speciosa apresenta, além de compostos polifenólicos como flavonoides e 

ácido clorogênico, o ciclitol bornesitol, constituinte majoritário quantificado nos 

extratos da espécie obtidos neste trabalho. Essa classe de compostos possui 

distribuição limitada na natureza e pode estar relacionada com a potencial atividade 

anti-hipertensiva da espécie, como descrito por Endringer (2007). Além disso, a maior 

potência vasodilatadora observada para o extrato de mangaba em comparação com 
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extratos de Crataegus evidencia as potencialidades da espécie para emprego como 

anti-hipertensivo. 

O efeito vasodilatador dos marcadores químicos avaliados isoladamente indica 

que bornesitol possui discreta atividade vasodilatadora, com pCI50 de 2,9 ± 0,2, 

calculada através da extrapolação da curva concentração-resposta construída 

anteriormente por nosso grupo (resultados não publicados), utilizando o mesmo 

modelo descrito para a análise dos extratos. Fusi e colaboradores (2003) avaliaram a 

rutina em ensaio com anéis de aorta de ratos pré-contraídos com fenilefrina, relatando 

um valor de pCI50 de 5,65 ± 0,31. Já o ácido clorogênico apresentou pCI50 de 7,48 ± 

0,08 no trabalho de Suzuki e colaboradores (2006) e de 7,94 ± 0,18 no trabalho de 

Taubert e colaboradores (2002), valores obtidos, respectivamente, em anéis de aorta 

pré-contraídos com fenilefrina e em anéis coronarianos pré-contraídos com 

prostaglandina F2α (PGF2α). Os valores de pCI50 relatados para o ácido clorogênico 

sugerem que ele deve ter uma participação importante na vasodilatação induzida 

pelos extratos de H. speciosa. Vale ressaltar que a potencial atividade anti-

hipertensiva da mangaba não se relaciona apenas ao efeito vasodilatador descrito. 

Como relatado na Revisão da Literatura (item 3.3), dados in vitro e in vivo 

demonstram, para o extrato e/ou fração padronizada em ciclitóis e flavonoides, 

atividade inibitória da ECA, redução dos níveis de angiotensina II e aumento dos níveis 

séricos de NO (SILVA, 2010; SILVA et al., 2011; SERRA et al., 2005).  

 

5.1.4 Atividade inibitória da enzima α-glicosidase in vitro 

Em uma avaliação preliminar, o extrato etanólico de folhas de H. speciosa inibiu 

significativamente a enzima α-glicosidase em ensaio in vitro (item 4.8.2). Objetivando-

se verificar a influência da técnica extrativa e/ou do solvente extrator sobre a potencial 

atividade antidiabética da espécie, avaliou-se a atividade inibitória da enzima α-

glicosidase in vitro dos extratos obtidos nos ensaios extrativos. Assim como descrito 

no item anterior, os dados de atividade inibitória desta enzima, em conjunto com os 

dados de teores dos marcadores químicos, foram utilizados em análises de CAR, 
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visando estabelecer relação entre os marcadores definidos e a atividade biológica em 

pauta (item 5.2). 

  A atividade inibitória da enzima alfa-glicosidase foi avaliada em modelo in vitro 

para todos os extratos oriundos dos ensaios extrativos, como descrito no item 4.8.2. 

Os valores de pCI50 obtidos para cada extrato estão apresentados na Tabela 8. Na 

Figura 14, tem-se a representação gráfica desses dados. 

Todos os extratos avaliados foram ativos no ensaio in vitro de inibição da enzima alfa-

glicosidase, com valores de CI50 na ordem de µg/mL, não se observando diferenças 

estatisticamente significativas entre eles (p > 0,05). Dessa forma, variações no método 

extrativo e nos solventes extratores empregados, e, consequentemente, nos teores 

dos marcadores químicos definidos, parecem não influenciar significativamente a 

inibição da enzima α-glicosidase. 

 

Tabela 8 – Valores de pCI50 para a atividade inibitória in vitro da enzima α-glicosidase dos 

extratos de H. speciosa 

 

Ensaios 

Extrativos* 
pCI50  

pCI50 média (n = 3) 

± D.P. 

EE-EC 1** 

EE-EC 2** 

EE-EC 3** 

4,12 ± 0,27 

4,21 ± 0,38 

3,44 ± 0,04 

3,92 ± 0,42a  

EE-E70 1** 3,65 ± 0,29 

3,69 ± 0,15a EE-E70 2** 3,87 ± 0,39 

EE-E70 3** 3,57 ± 0,52 

EE-E50 1** 3,31 ± 0,21 

3,49 ± 0,21a EE-E50 2** 3,71 ± 0,28 

EE-E50 3** 3,43 ± 0,75 

ME-24 1*** 3,92 ± 0,33 

4,03 ± 0,10a ME-24 2*** 4,08 ± 0,34 

ME-24 3*** 4,09 ± 0,46 

ME-72 1*** 3,99 ± 0,41 
3,98 ± 0,13a 

ME-72 2*** 4,11 ± 0,47 
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ME-72 3*** 3,85 ± 0,39 

EE-PP 1** 3,38 ± 0,06 

3,67 ± 0,41a EE-PP 2** 3,96 ± 0,51 

EE-PP 3** 3,50 ± 0,54 

___________ 

*Solventes extratores: EE-EC = etanol 96° GL; EE-E50 = solução hidroalcoólica a 50%; EE-E70 = 
solução hidroalcoólica a 70%; ME-24 = etanol 96° GL; ME-72 = etanol 96° GL; EE-PP = solução 
EtOAc/MeOH 1:1. 
**Ensaios realizados empregando-se percolação. 
***Ensaios realizados empregando-se maceração 24 h (ME-24) e 72 h (ME-72). 
As médias identificadas com a mesma letra não diferem entre si pelo teste de Tukey (p > 0,05). 

Fonte: Elaboração própria. 

 

        Existem diversos estudos descrevendo a atividade inibitória da enzima α-

glicosidase por extratos vegetais e frações derivadas. Feng e colaboradores (2011) 

avaliaram frações do extrato etanólico de folhas de Aquilaria sinensis em ensaio in 

vitro de inibição da enzima. A fração em acetato de etila apresentou atividade inibitória 

significativa com CI50 de 0,366 ± 0,045 mg/mL (pCI50 de 3,44), enquanto o extrato 

aquoso de partes aéreas de Brickellia cavanillesii apresentou CI50 de 0,169 mg/mL 

(pCI50 de 3,77) (ESCANDÓN-RIVERA, et al., 2012). Cichorium intybus é utilizada na 

Anatólia oriental para o tratamento de diabetes e epilepsia, entre outros usos, e o 

extrato de folhas da espécie apresentou atividade inibitória da enzima α-glicosidase, 

com pCI50 de 2,37 ± 0,08 (DALAR & KONCZAK, 2014). Em um trabalho de Ranilla e 

colaboradores (2010), plantas medicinais da América Latina foram avaliadas quanto 

à atividade inibitória in vitro da enzima α-glicosidase.  

             As espécies medicinais que exibiram atividade inibitória mais pronunciada 

foram Schinus molle, Smilax officinalis, Uncaria tomentosa e Phyllantus niruri, que 

induziram inibição de 35 a 99%, quando avaliadas na concentração de 2,5 mg/mL. Em 

um levantamento de plantas medicinais empregadas no tratamento de diabetes no 

México, 38 espécies foram avaliadas em ensaio de inibição da enzima α-glicosidase. 

Os valores de pCI50 variaram de 7,60 para o extrato de cascas de Pinus sp. até 1,62 

± 0,13 mg/mL para o extrato aquoso de sementes de Cuminum cyminum (MATA et 

al., 2013). Comparando-se os dados descritos na literatura com os resultados obtidos 



98 

 

 

para os extratos de H. speciosa, que apresentou pCI50 de, no mínimo, 3,49 ± 0,21 ou 

CI50 de 0,324 mg/mL, fica evidente o potencial antidiabético da espécie.   

 

Figura 14 – Representação gráfica dos valores de pCI50 da atividade inibitória in vitro da enzima 

α-glicosidase dos extratos de H. speciosa 
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_________ 

Condições extrativas: vide Parte Experimental, item 4.7. Solventes extratores: EE-EC = etanol 96° GL; 
EE-E50 = solução hidroalcoólica a 50%; EE-E70 = solução hidroalcoólica a 70%; ME-24 = etanol 96° 
GL; ME-72 = etanol 96° GL; EE-PP = solução EtOAc/MeOH 1:1.  
As médias identificadas com a mesma letra não diferem entre si pelo teste de Tukey (p > 0,05).  

 

Fonte: Elaboração própria. 

5.2 Análises de relação entre composição química e atividade biológica (CAR) 

para os extratos de H. speciosa 

 

As técnicas analíticas modernas fornecem um grande volume de dados para 

um número grande de amostras, analisadas num intervalo de tempo curto. O resultado 

é uma matriz de dados multivariada, que requer o uso de procedimentos matemáticos 

e estatísticos para extrair o máximo de informação útil dos dados (ABAD-GARCÍA et 

al., 2012). Nesse contexto se insere a quimiometria, definida pela Sociedade 

Internacional de Quimiometria (International Chemometrics Society, ICS), como uma 

ciência que emprega métodos matemáticos e estatísticos multivariados para extrair o 

máximo de informação dos dados de um sistema ou processo químico 
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(GEMPERLINE, 2006). Métodos quimiométricos vêm sendo utilizados na atualidade 

para assegurar a autenticidade de espécies medicinais, como pode ser evidenciado 

na revisão de Gad e colaboradores (2013).   

As Análises Hierárquicas de Agrupamento (HCA) e de Componentes Principais 

(PCA) são métodos quimiométricos de classificação não supervisionada que foram 

empregados neste trabalho. HCA destaca a existência de agrupamentos naturais 

entre amostras dentro do conjunto dos dados (ABAD-GARCIA et al., 2012). As PCA 

permitem reduzir a dimensionalidade dos dados, mantendo a maior parte da variância 

significativa. Através dos pesos das componentes principais mais significativos, é 

possível avaliar quais variáveis estão mais ou menos correlacionadas. De maneira 

recíproca, através dos escores, é possível avaliar melhor o comportamento dos 

objetos ou amostras (SOUZA et al., 2012b).  

Neste trabalho, HCA e PCA foram utilizadas a fim de investigar a relação entre 

os teores dos marcadores químicos definidos para H. speciosa e as atividades 

biológicas determinadas (vasodilatação e inibição da enzima α-glicosidase). 

Objetivou-se, com essa análise, identificar os marcadores mais relacionados com as 

atividades biológicas, que poderão futuramente ser utilizados no monitoramento da 

qualidade da droga vegetal, extratos e eventuais produtos fitoterápicos.  

Na rotina de controle de qualidade de extratos e frações de espécies vegetais, 

a composição química das amostras é frequentemente determinada, porém suas 

propriedades biológicas geralmente não são avaliadas. Uma abordagem mais 

moderna para o controle de qualidade desses produtos deveria combinar a análise 

química com a atividade biológica das amostras, uma vez que a relação entre essas 

variáveis está diretamente relacionada com a eficácia e segurança de produtos 

derivados de espécies vegetais (RONOWICZ et al., 2013).  

O conjunto dos dados analisados constituiu uma matriz 18 × 6. As linhas 

constituem as amostras (os extratos oriundos dos seis ensaios extrativos realizados 

em triplicata - EE-EC, EE-E50, EE-E70, ME-24, ME-72 e EE-PP) (item 4.7, Figura 1). 

As colunas representam as variáveis utilizadas na análise: teores dos marcadores 

químicos (item 5.1.2) e pCI50 relativa à atividade vasodilatadora (item 5.1.3) ou 
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atividade inibitória da enzima α-glicosidase (item 5.1.4). Os dados incluídos na matriz 

estão apresentados nas Tabelas 6, 7 e 8, nos itens 5.1.2, 5.1.3 e 5.1.4, 

respectivamente. 

Nas análises de HCA e PCA efetuadas, os dados foram previamente auto-

escalados. Esse pré-processamento consiste em extrair a média de cada variável de 

cada valor e, na sequência, dividir pelo respectivo desvio padrão. Essa operação 

garante um mesmo peso ou importância para todas as variáveis na análise 

quimiométrica (RONOWICZ et al., 2013). 

 

5.2.1 Teores dos marcadores químicos versus atividade biológica 

 

5.2.1.1 Análise de CAR para atividade vasodilatadora 

 

O dendograma obtido pela análise de HCA empregando-se critério de 

agrupamento do vizinho mais próximo (K-Nearest Neighbor) está apresentado na 

Figura 15. Nessa análise exploratória, objetos similares são classificados em um 

mesmo cluster, sendo esta uma estratégia para obter padrões naturais dentro do 

conjunto de dados (RONOWICZ et al., 2013). 
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Figura 15 – Dendograma obtido pela análise de cluster, empregando-se o método do vizinho 

mais próximo para a matriz de dados (18×6), considerando-se a atividade vasodilatadora dos 

extratos de H. speciosa 

 

Fonte: Elaboração própria. 

 

Observa-se, claramente, o agrupamento das amostras do conjunto de dados 

em quatro clusters: A, B, C e D. Os extratos 2 e 3 do ensaio ME-24 reuniram-se no 

cluster A. Todavia, o extrato 1 do mesmo ensaio apresentou-se isolado, gerando o 

cluster B, sendo indicativo de um outlier. O grupo C é composto pelos extratos obtidos 

nos ensaios com solução hidroetanólica (50 e 70%) como solvente extrator (EE-E50 

e EE-E70). O último grupo, D, reuniu todos os demais extratos (Figura 15) e, dentro 

desse grupo, observam-se, grosseiramente, sub-grupos organizados de acordo com 

o ensaio extrativo (EE-PP, ME-72 e EE-EC). 

A PCA resultou em um modelo com duas componentes principais (CP), que foram 

consideradas significativas. As duas CPs explicam 82,74% da variância total dos 

dados. Os resultados estão dispostos na Figura 16, na qual as amostras apresentam-

se projetadas num plano definido pelas duas CPs.  
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Figura 16 – Análise de componentes principais dos extratos resultantes dos ensaios extrativos 

de H. speciosa e das variáveis teores de marcadores químicos e atividade vasodilatadora 

 

 

 

Fonte: Elaboração própria. 

É possível visualizar seis grupos pela análise dos resultados obtidos por PCA 

(Figura 16). Três deles agrupam os três extratos obtidos dos ensaios ME-72, EE-PP 

e EE-EC. Outro grupo reúne os seis extratos obtidos por percolação com soluções 

hidroetanólicas EE-E50 e EE-E70. Conforme destacado anteriormente, eles também 

foram agrupados no cluster C na análise por HCA (Figura 15). Os últimos dois grupos 

reúnem os extratos do ensaio ME-24, sendo as réplicas 2 e 3 agrupadas em um grupo, 

enquanto 1 constitui um grupo isolado, reproduzindo os resultados observados na 

análise por HCA (Figura 16).  

Na Figura 17 os resultados são apresentados na forma de um gráfico bivariado 

(biplot), o qual permite visualizar a influência de cada variável em cada objeto, através 

da observação simultânea dos escores (amostras) e dos pesos ou variáveis (loadings) 

do modelo. 
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Os escores em CP1, que explicam 55,52% da variância dos dados, discriminam 

claramente o grupo de extratos cujo solvente extrator foi a solução hidroalcoólica (EE-

E50 e EE-E70) dos demais. As principais variáveis (pesos) relacionadas com essa 

divisão são teores de ácido clorogênico e, menos significativamente, valores de pCI50, 

teores de flavonoides totais, de rutina e de FlavHS (Figura 17). Os teores dos 

marcadores citados apresentam-se maiores nos extratos hidroetanólicos, e a 

atividade vasodilatadora é mais pronunciada (maiores valores de pCI50), sugerindo 

uma relação positiva entre os teores desses marcadores e a atividade biológica em 

questão. O outro grupo é composto pelos extratos dos ensaios extrativos EE-EC, EE-

PP e ME-72, relacionando-se significativamente com a variável teor de bornesitol. A 

concentração de bornesitol nesses extratos é superior àquela do grupo de extratos 

EE-E50 e EE-E70, sugerindo, portanto, uma relação inversa entre o teor de bornesitol 

e a atividade vasodilatadora (Figura 17). 
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Figura 17 – Gráfico bivariado (biplot) obtido pela análise de componentes principais dos extratos 

resultantes dos ensaios extrativos de H. speciosa (em vermelho) e das variáveis teores de 

marcadores químicos e atividade vasodilatadora (em azul), destacando-se os grupos de extratos 

discriminados pela CP1 

 
 

 

 

Fonte: Elaboração própria. 

 

Os escores em CP2, que explicam 27,23% da variância dos dados, discriminam 

os extratos de acordo com a técnica extrativa, percolação ou maceração (Figura 18). 

As variáveis relacionadas aos extratos obtidos empregando-se maceração (ME-24 e 

ME-72) são teores de rutina e de FlavHS (encontram-se na parte negativa do eixo da 

CP2), enquanto as demais variáveis (teores de bornesitol, ácido clorogênico, 

flavonoides totais e pCI50) situam-se na parte positiva do eixo da CP2, relacionando-

se aos extratos obtidos por percolação (EE-EC, EE-E50, EE-E70 e EE-PP).  
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Figura 18 – Gráfico bivariado (biplot) obtido pela análise de componentes principais dos extratos 

resultantes dos ensaios extrativos de H. speciosa (em vermelho) e das variáveis teores de 

marcadores químicos e atividade vasodilatadora (em azul), destacando-se os grupos de extratos 

discriminados pela CP2 

 

 

Fonte: Elaboração própria. 

 

A Figura 19 apresenta o mapa de correlação entre as variáveis, obtido pelo 

mesmo software. A análise do gráfico permite verificar claramente a correlação 

positiva entre a atividade vasodilatadora e os teores de flavonoides totais (r = 0,4577), 

rutina (r = 0,1622) e ácido clorogênico (r = 0,5496) e, menos significativamente, entre 

a atividade biológica e o teor de FlavHS (r = 0,0504). Em conformidade com os 

resultados da PCA, observa-se correlação negativa entre a atividade vasodilatadora 

e o teor de bornesitol (r = -0,3369).   

Os resultados da análise quimiométrica indicam uma correlação positiva entre 

a atividade vasodilatadora e os teores de ácido clorogênico, flavonóides totais, rutina 

e FlavHS e, em contrapartida, relação negativa entre a atividade biológica e o teor de 

bornesitol. No trabalho de Endringer (2007), a atividade inibitória da ECA de H. 
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speciosa foi relacionada aos marcadores químicos bornesitol e rutina. Em trabalho 

recente realizado com carboidratos e ciclitóis, bornesitol e myo-inositol apresentaram 

atividade inibitória da ECA com CI50 de 41,4 e 449,2 µM, respectivamente 

(ENDRINGER et al., 2014). No entanto, os dados obtidos no presente trabalho 

sugerem que o bornesitol não contribui significativamente para a atividade 

vasodilatadora dos extratos de H. speciosa.  

 

Figura 19 – Mapa de correlação obtido para as variáveis teores de flavonoides totais (1), 

bornesitol (2), rutina (3), FlavHS (4), ácido clorogênico (5) e valores de pCI50 no ensaio de 

vasodilatação (6) dos extratos de H. speciosa 

 
 

 

Fonte: Elaboração própria. 

A hipertensão arterial é uma doença multifatorial e mais de uma via pode estar 

envolvida no desenvolvimento da condição (VI DIRETRIZES BRASILEIRAS DE 

HIPERTENSÃO ARTERIAL, 2010). Conforme destacado na Revisão da Literatura 

(item 3.3), nosso grupo de pesquisa vem realizando estudos com H. speciosa, visando 

definir os mecanismos da ação anti-hipertensiva. Em um modelo in vitro, o extrato 

etanólico de folhas da espécie apresentou atividade inibitória da ECA (SERRA et al., 

2005), enquanto a atividade vasodilatadora do extrato foi demonstrada em modelos 

ex vivo de anéis de aorta e de artéria mesentérica superior de ratos (FERREIRA et al., 

Correlação entre marcadores 

químicos e vasodilatação (6) 
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2007a; FERREIRA et al., 2007b). Uma fração padronizada, enriquecida em 

flavonoides e ciclitóis, apresentou atividade hipotensora em camundongos 

normotensos, via inibição da ECA, redução da produção de angiotensina II e aumento 

dos níveis séricos de nitrito, além de efeito vasodilatador direto pela ativação de PKA 

e de canais de potássio (SILVA, 2010; SILVA et al., 2011).  

A fração também foi avaliada em ratos hipertensos em tratamento subcrônico, 

e a redução da pressão arterial observada foi associada à vasodilatação de artérias 

de resistência e aumento da concentração de NO (SILVA et al., 2012a).  

Dessa forma, não se pode afirmar que bornesitol não possui relação com a 

atividade anti-hipertensiva de H. speciosa, embora o marcador tenha exibido discreta 

atividade vasodilatadora no mesmo modelo, com pCI50 de 2,9 ± 0,2 (resultados não 

publicados). Conforme descrito anteriormente, diversos mecanismos de ação estão 

envolvidos na atividade anti-hipertensiva induzida pelo extrato e pela fração 

padronizada de H. speciosa e a contribuição do bornesitol para este efeito deve se 

dar majoritariamente pela inibição da ECA (ENDRINGER et al., 2014), e não pela ação 

direta na aorta, provocando vasodilatação.  

Em contrapartida, os resultados obtidos pela análise quimiométrica indicam 

uma correlação positiva entre a atividade vasodilatadora e o teor de rutina, 

corroborando resultados de Fusi e colaboradores (2003), que demonstraram potente 

atividade vasodilatadora desse flavonoide em anéis de aorta de ratos, com pCI50 de 

5,65 ± 0,31. Uma significativa correlação positiva foi observada entre o teor de ácido 

clorogênico e a resposta biológica. Diversos estudos apontam a potencial relação 

entre a atividade anti-hipertensiva e a presença deste metabólito em várias espécies. 

A administração de ácido clorogênico a ratos hipertensos atenuou a hipertensão, a 

disfunção endotelial e a hipertrofia vascular, além de aumentar a biodisponibilidade 

de NO, provocando resposta vasodilatadora com pCI50 de 7,48 ± 0,08 (SUZUKI et al., 

2006). Estes dados corroboram os resultados da análise quimiométrica obtidos no 

presente trabalho.  

Em outro trabalho foi demonstrada a potencial atividade anti-hipertensiva do 

ácido clorogênico, principal constituinte de um extrato de café verde solúvel em água, 
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em ensaio com ratos hipertensos (SUZUKI et al., 2002), e posteriormente em estudo 

clínico com indivíduos com hipertensão leve (KOZUMA et al., 2005). O estudo também 

identificou os ácidos ferúlico e cafeico como metabólitos do ácido clorogênico 

possivelmente relacionados com a redução da pressão arterial, induzida pela 

administração de ácido clorogênico aos animais hipertensos (SUZUKI et al., 2002). 

Em um estudo com voluntários sadios, a ingestão de ácido clorogênico provocou 

redução estatisticamente significativa das pressões sistólica e diastólica no grupo 

tratado (MUBARAK et al., 2012). O ácido clorogênico, portanto, parece estar 

relacionado com a atividade vasodilatadora dos extratos de H. speciosa, contribuindo 

para a potencial atividade anti-hipertensiva da espécie. 

É importante salientar, também, que derivados de drogas vegetais são misturas 

complexas e muitas vezes exibem sinergismo. O sinergismo pode ser resultante de 

vários efeitos, incluindo inibição da inativação de algum composto bioativo da mistura, 

promoção da absorção de certos constituintes do extrato/fração, melhoria da 

solubilidade de um ou de vários constituintes da mistura, ou devido à interação dos 

diversos compostos com diferentes alvos moleculares (WINK, 2008; WAGNER; 

ULRICH-MERZENIC, 2009). Assim, efeitos sinérgicos de constituintes bioativos em 

extratos de plantas explicariam a maior efetividade de derivados de drogas vegetais 

em relação a seus constituintes isolados (WAGNER; ULRICH-MERZENIC, 2009). 

Dessa forma, é factível supor que os constituintes presentes nos extratos de H. 

speciosa possam atuar de maneira sinérgica, via mecanismos de ação distintos, 

especialmente ao se considerar o aspecto multifatorial da hipertensão arterial. 

Segundo a resolução RDC n° 14 da ANVISA (BRASIL, 2014), marcador é a 

substância ou classe de substâncias empregada como referência no controle da 

qualidade da matéria-prima vegetal e do fitoterápico, preferencialmente tendo 

correlação com o efeito terapêutico. Apesar da importância de se estabelecer 

marcadores químicos para espécies vegetais, em especial aquelas empregadas na 

produção de fitoterápicos, estudos com plantas brasileiras com esse propósito ainda 

são incipientes, especialmente aqueles que visam correlacionar a atividade biológica 

com os marcadores químicos (PINTO et al., 2002; SIMÕES & SCHENKEL, 2002).  
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Atualmente, um ou dois marcadores são empregados para avaliar a qualidade 

e autenticidade de drogas vegetais e seus derivados. Todavia, essa estratégia não 

fornece informações completas acerca da composição e qualidade dos produtos, uma 

vez que os efeitos terapêuticos são frequentemente associados a múltiplos 

constituintes da mistura (BANSAL et al., 2014). Como mencionado anteriormente, 

esses constituintes podem agir sinergicamente ou podem se comportar de maneira 

antagônica. A determinação da relação entre a composição química de matrizes 

complexas com a atividade biológica é, assim, um desafio para a área de pesquisa 

em produtos naturais.  

Análises quimiométricas vêm sendo utilizadas para identificar constituintes de 

matrizes complexas relacionados com uma determinada resposta biológica, para a 

padronização e controle de qualidade de produtos naturais, bem como para averiguar 

a autenticidade desses produtos (BANSAL et al., 2014). Tais aplicações estão 

majoritariamente relatadas para produtos utilizados na Medicina Tradicional Chinesa 

(QIN et al., 2015; LI et al., 2015; CHAU et al., 2009; KONG et al., 2009; TISTAERT et 

al., 2009). Kvalheim e colaboradores (2011) relataram a aplicação da quimiometria 

para determinar a contribuição dos constituintes de misturas sintéticas de produtos 

naturais na atividade antioxidante. Chau et al. (2009) relataram a relação entre a 

atividade antioxidante e a composição quantitativa do extrato aquoso de Puerariae 

lobatae, empregando método quimiométrico supervionado. A partir do modelo criado, 

é possível prever a atividade antioxidante de outras amostras não avaliadas no ensaio 

(CHAU et al., 2009). Em um trabalho recente, Ebrahimabadi e colaboradores (2016) 

investigaram a composição química quantitativa e qualitativa do óleo essencial de 

Myrtus communis L. por CG-DIC-EM. A atividade antimicrobiana do óleo foi avaliada 

frente a Candida albicans, Shigella dysanteriae e Klebsiella pneumonia. Os dados 

obtidos foram utilizados para construção de modelos quimiométricos que 

possibilitaram identificar os principais constituintes relacionados à atividade biológica 

do óleo essencial da espécie (EBRAHIMABADI et al., 2016). De forma similar, 

métodos quimiométricos foram empregados para identificar os picos presentes no 

fingerprint de espécies de Mallotus responsáveis pela atividade antioxidante dos 
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extratos (TISTAERT et al., 2009). Em outro estudo de Kulakowski et al. (2014), 

modelos quimiométricos foram construídos utilizando dados de composição química 

do extrato metanólico de Phaleria nisidai, obtidos por CLAE-EM, e de atividade 

imunoestimulante dos extratos, tendo sido identificados diterpenos envolvidos na 

atividade biológica descrita.  

Pelo exposto, a quimiometria, como apresentado neste trabalho, constitui uma 

ferramenta estatística relevante para as pesquisas de CAR e, portanto, para a 

definição de marcadores químicos para as espécies vegetais. Em relação a H. 

speciosa, a análise quimiométrica forneceu subsídios para confirmar os marcadores 

químicos ácido clorogênico, rutina, FlavHS e flavonoides totais como aqueles 

relacionados com a atividade vasodilatadora da espécie.  

 

            5.2.1.2 Análise de CAR para atividade inibitória da enzima α-glicosidase  

O dendograma obtido pela análise de HCA, empregando-se o algoritmo do 

vizinho mais próximo (K-Nearest Neighbor), para os extratos de H. speciosa e a 

atividade inibitória in vitro da enzima α-glicosidase está apresentado na Figura 20. 
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Figura 20 – Dendograma obtido pela análise de cluster, empregando-se o algoritmo do vizinho 

mais próximo para a matriz de dados (18×6) considerando a atividade inibitória da enzima α-

glicosidase dos extratos de H. speciosa 

 

 

Fonte: Elaboração própria. 

 

É possível observar o agrupamento das amostras em três clusters, 

denominados A, B e C. O cluster A contém as amostras 2 e 3 do ensaio extrativo ME-

24; em B observa-se o agrupamento dos extratos obtidos com solução hidroetanólica, 

de maneira semelhante ao observado na HCA para atividade vasodilatadora (item 

5.2.1), e o grupo C reúne os demais extratos dos ensaios extrativos (EE-PP, EE-EC, 

ME-72 e a amostra 1 de ME-24). No geral, as amostras foram reunidas de maneira 

similar à observada na análise quimiométrica para atividade vasodilatadora (ítem 

5.2.1). Apesar de terem sido avaliadas atividades biológicas distintas, isso não 

significa que a composição química desses agrupamentos esteja relacionada com a 

atividade biológica determinada. Os agrupamentos parecem ter sido realizados 

considerando-se predominantemente a constituição química das amostras, tendo em 
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vista que dentre as seis variáveis avaliadas, cinco são relativas aos teores de 

marcadores.  

A PCA resultou em um modelo com duas componentes principais (CP), que 

foram consideradas significativas. As duas CPs explicam 78,54% da variância total 

dos dados. Os resultados são apresentados na Figura 21, na qual as amostras 

encontram-se projetadas em um plano definido pelas duas CPs.  

 

Figura 21 – Análise de componentes principais dos extratos de H. speciosa obtidos nos ensaios 

extrativos e os variáveis teores de marcadores químicos e atividade inibitória da enzima α-

glicosidase, evidenciando os grupos de extratos discriminados pela CP1 

 

 

 

Fonte: Elaboração própria. 

 

É possível visualizar três diferentes grupos pela análise dos resultados obtidos 

por PCA (Figura 21). Um deles reúne os extratos obtidos nos ensaios extrativos EE-

50 e EE-70, os quais também foram agrupados no cluster B da HCA (Figura 20). Em 

outro grupo estão reunidos os extrativos EE-EC, EE-PP e ME-72, conjunto também 
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observado no cluster C da HCA (Figura 20). Por último, observa-se um grupo 

constituído pelos extratos ME-24 2 e 3, também evidenciados na HCA (Figura 20).  

Na Figura 22, os resultados são apresentados na forma de um gráfico bivariado 

(biplot), o qual permite visualizar a influência de cada variável medida em cada objeto, 

através da observação simultânea dos escores (amostras) e dos pesos ou variáveis 

(loadings) do modelo. 

Os escores em CP1, que explicam 53,11% da variância dos dados, discriminam 

o grupo de extratos dos ensaios extrativos EE-50 e EE-70, nos quais se empregou 

solução hidroetanólica como solvente extrator. Um comportamento similar foi 

observado para este grupo de extratos na PCA para atividade vasodilatadora, 

anteriormente descrita (item 5.2.1). As principais variáveis relacionadas com essa 

divisão são teor de ácido clorogênico e, menos significativamente, teores de rutina, 

FlavHS e flavonoides totais (Figura 22), sendo que os teores dos marcadores citados 

se apresentam maiores nesse grupo de extratos. O outro grupo de extratos, localizado 

no lado negativo do eixo da CP1, é composto pelos extrativos EE-EC, EE-PP, ME-24 

1 e ME-72.  

Este grupo relaciona-se significativamente com a variável teor de bornesitol, 

cuja concentração é, de maneira geral, superior nesses extratos. É possível observar, 

ainda, que a variável pCI50 para a atividade inibitória da enzima α-glicosidase 

apresenta-se próxima a zero do eixo da CP1. Dessa forma, independente do solvente 

usado (discriminado em CP1), os extratos apresentam atividades inibitórias 

semelhantes. Por outro lado, a maceração (parte negativa de CP2) parece produzir 

extratos com maior atividade inibitória dessa enzima. 
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Figura 22 – Gráfico bivariado (biplot) obtido pela análise de componentes principais dos extratos 

de H. speciosa resultantes dos ensaios extrativos (em vermelho) e das variáveis teores de 

marcadores químicos e atividade inibitória da enzima α-glicosidase (em azul), destacando-se os 

grupos de extratos discriminados pela CP1 

 

 

 

Fonte: Elaboração própria. 

 

Os escores em CP2, que explicam 25,44% da variância dos dados, 

discriminam, a grosso modo, os extratos de acordo com a técnica extrativa 

empregada, percolação ou maceração (Figura 23). As variáveis relacionadas aos 

extratos obtidos empregando-se maceração (ME-24 e ME72) são teores de rutina e 

FlavHS, bem como valores de pCI50, cujos pesos estão localizados na parte negativa 

do eixo da CP2. Já as variáveis teores de bornesitol, ácido clorogênico e flavonoides 

totais, distribuídas na parte positiva do eixo da CP2, relacionam-se aos extratos 

obtidos por percolação (EE-EC, EE-50, EE-70 e EE-PP).  
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Figura 23 – Gráfico bivariado (biplot) obtido pela análise de componente principal dos extratos 

de H. speciosa resultantes dos ensaios extrativos (em vermelho) e das variáveis teores de 

marcadores químicos e atividade inibitória da enzima α-glicosidase (em azul), destacando-se os 

grupos de extratos discriminados pela CP2 

 

Fonte: Elaboração própria. 

 

A Figura 24 apresenta o mapa de correlação entre as variáveis analisadas, 

obtido pelo mesmo software. A análise do gráfico indica existência de correlação 

positiva, de baixa intensidade, entre a atividade inibitória da enzima α-glicosidase e os 

teores de FlavHS (r = 0,0970) e bornesitol (r = 0,0362). Por outro lado, observa-se 

correlação negativa entre a atividade biológica e os teores de flavonoides totais (r = -

0,3242) e de ácido clorogênico (r = -0,1637).  

  

 

CP1 (53,11%) 

 

 CP

2 

(25

,44

%) 

 



116 

 

 

Figura 24 – Mapa de correlação obtido para as variáveis teores de flavonoides totais (1), 

bornesitol (2), rutina (3), FlavHS (4), ácido clorogênico (5) e valores de pCI50 para atividade 

inibitória da enzima α-glicosidase (6) dos extratos de H. speciosa 

 

 

 

Fonte: Elaboração própria. 

 

Apesar dos resultados apresentados não demonstrarem uma relação entre a 

atividade inibitória da enzima α-glicosidase e o teor de rutina nas matrizes avaliadas, 

dados da literatura relatam a atividade inibitória da enzima por este flavonoide, com 

valores distintos de CI50: 0,74 mM (JO et al., 2009-2010), 0,196 mM (LI et al., 2009a) 

e 13,19 µM (HONG et al., 2013). Vale ressaltar que a análise por PCA a partir de 

amostras complexas, como os extratos vegetais, permite avaliar a participação de 

determinado constituinte presente na amostra na atividade biológica da matriz. Assim, 

não é possível avaliar a ação da substância isoladamente, o que pode explicar os 

resultados deste trabalho. Ácido clorogênico, por outro lado, apresentou correlação 

negativa pouco significativa com a atividade biológica. No estudo de Gao e 

colaboradores (2008), ácido clorogênico apresentou apenas discreta inibição da 

enzima α-glicosidase (menos de 20% na concentração de 1 mM), enquanto no 

trabalho de Tan e colaboradores (2013) o composto não apresentou atividade 

inibitória significativa da enzima. Já Ishikawa e colaboradores (2007) relataram a 
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atividade inibitória da enzima α-glicosidase para esta substância, com CI50 de 2,99 ± 

0,38 mM. Esses dados indicam que a atividade inibitória do ácido clorogênico sobre a 

α-glicosidase é pouco intensa, situando-se na faixa de milimolar.  

Uma fraca correlação positiva foi observada entre o teor de bornesitol e a 

atividade inibitória da enzima α-glicosidase (r = 0,0362). Bornesitol foi avaliado por 

nosso grupo no ensaio de inibição da enzima α-glicosidase e não apresentou atividade 

(pCI50 superior a 1 mg/mL, não tendo apresentado efeito inibitório). Por outro lado, 

alguns trabalhos na literatura relatam significativa atividade inibitória da enzima α-

glicosidase para derivados insaturados de ciclitóis, bem como para amino e imino 

ciclitóis (GUERREIRO et al., 2013; WORAWALAI et al., 2012; ARCELLI et al., 2001).   

O potencial dos ciclitóis para o controle da diabetes é grande. O pinitol (35), um 

ciclitol encontrado em grãos de soja, foi avaliado em um ensaio clínico com 30 

pacientes (dose de 600 mg de pinitol ou placebo duas vezes ao dia) e reduziu 

significativamente a glicemia em jejum, a insulina, a HbA1c, a fructosamina e o índice 

de resistência à insulina. Observou-se, também, redução do colesterol total, do LDL-

colesterol, da razão LDL/HDL-colesterol e das pressões sistólica e diastólica, além de 

aumento do HDL-colesterol, indicando benefícios na redução do risco cardiovascular 

em pacientes com DM2 (KIM et al., 2005).  

Acarbose (1) é um produto natural isolado de espécies de Streptomyces, que 

inibe a enzima α-glicosidase intestinal, empregado no tratamento de DM2 e como 

controle positivo nos ensaios de inibição da enzima (GLOSTER, 2012). 

Estruturalmente, a acarbose (1) é um pseudo-tetrassacarídeo. No presente trabalho, 

o bornesitol não inibiu significativamente a α-glicosidase e a análise quimiométrica 

realizada não indicou a participação deste ciclitol no efeito dos extratos de H. speciosa. 

Porém, considerando a atividade inibitória da α-glicosidase relatada para outros 

ciclitóis, o bornesitol apresenta-se como um bom substrato para transformações 

químicas, visando esta atividade biológica. Também não se pode descartar o efeito 

sinérgico do bornesitol com outros constituintes da matriz para a atividade de H. 

speciosa.  
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Fonte: Elaboração própria via Chemdraw 
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Fonte: Elaboração própria via Chemdraw 

    

Os dados da análise quimiométrica não nos permitiram estabelecer relações 

fortes entre o teor dos marcadores quantificados e a inibição da α-glicosidase. Essa 

ausência de correlação pode ser resultante da faixa de concentração desses 

compostos nos extratos testados, ou da existência de antagonismo com outros 

constituintes presentes nas matrizes. Além disso, é possível que outros compostos, 

distintos dos avaliados nesta análise, estejam associados à atividade inibitória da 

enzima α-glicosidase. Essa hipótese é reforçada pelos resultados descritos do item 
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5.3.2, que indicam compostos lipofílicos como os responsáveis pela atividade 

antidiabética da espécie. 

 

5.2.2 Área dos picos versus atividades biológicas 

A complexidade de derivados de drogas vegetais impossibilita a identificação 

de todos os constituintes, o que torna menos robustas as análises de relação entre 

composição química e atividade biológica. Muitos dos constituintes não identificados 

e/ou quantificados nos extratos/frações de espécies vegetais podem estar 

relacionados com a eficácia e segurança do derivado da droga vegetal (RONOWICZ 

et al., 2013). Os dados dos perfis cromatográficos fornecem um maior volume de 

informações do que aqueles provenientes da identificação e quantificação de 

marcadores químicos individuais (XIE et al., 2006). Assim, objetivando-se avaliar a 

relação entre um maior número de constituintes nos extratos de H. speciosa, sejam 

eles dos marcadores quantificados ou dos constituintes não identificados (itens 5.1.1 

e 5.1.2), e as atividades inibitória da enzima α-glicosidade e vasodilatadora, 

selecionaram-se os 10 picos majoritários dos cromatogramas para análise 

quimiométrica.  

  Os picos foram selecionados considerando-se sua abundância relativa (áreas 

maiores que 180.000) e resolução superior a 1,5, calculada nos testes de 

adequabilidade do sistema pelo programa Empower 2 (Waters). Valores de resolução 

menores que dois são aceitos para testes de adequabilidade do sistema em matrizes 

biológicas e análise de traços, no caso de análises quantitativas (DONG et al., 2001). 

A condição cromatográfica empregada está descrita no item 4.7.1. A título de exemplo, 

a Figura 25 apresenta um perfil cromatográfico obtido para um dos extratos, bem como 

os picos selecionados para a análise. A Tabela 9 apresenta as áreas dos picos 

selecionados. Os valores de pCI50 dos extratos estão descritos nas Tabelas 7 e 8. 

Destaca-se que os picos referentes aos marcadores químicos ácido clorogênico, 
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FlavHS e rutina foram inseridos nesta análise. Porém, como bornesitol não absorve 

na região do UV, este marcador não foi incluído nessa avaliação.  

Figura 25 - Cromatograma obtido por CLAE-DAD para o extrato EE-EC (item 4.7 e 5.1) de folhas 

de H. speciosa. Os picos utilizados na análise quimiométrica estão numerados no 

cromatograma. (1) ácido quínico, (2) ácido clorogênico, (3) FlavHS, (4) rutina e (9) quercitrina 

 

______ 
Condições cromatográficas: vide Parte Experimental, item 4.7.1; detecção em λ de 350 nm. 
 

Fonte: Elaboração própria.

2 

 

9 

 

10 

 
8 

 

7 

 

6 

 

5 

 

4 

 3 

 
1 

 



121 

 

 

Tabela 9 – Áreas dos picos selecionados para análise quimiométrica, obtidas a partir dos perfis cromatográficos dos extratos 
 

Técnica 

extrativa 

 Ensaios 

 Extrativos 

Pico 1 

(TR~5,4) 

Pico 2 

(TR~10,2) 

Pico 3 

(TR~27,4) 

Pico 4 

(TR~29,3) 

Pico 5 

(TR~31,7) 

Pico 6 

(TR~33,0) 

Pico 7 

(TR~35,0) 

Pico 8 

(TR~38,1) 

Pico 9 

(TR~40,0) 

Pico 10 

(TR~52,4) 

  EEEC 1 231678 2675457 3289846 6811033 319224 269088 210302 861823 297742 6116574 

  EEEC 2 177226 2649121 3230128 6609228 298900 232450 220013 785749 250816 5878886 

  EEEC 3 195667 2703541 3057200 6420708 295113 252577 190789 813671 261779 5724151 

  EEE70 1 509838 3297430 3890359 8302037 284840 281924 245756 977667 352054 8691295 

  EEE70 2 393838 3117633 3861682 8139704 296437 294080 243349 959294 358779 8090881 

Percolação  EEE70 3 356159 2929852 3755539 7912753 272450 280282 234703 928578 348246 7596191 

             

  EEE50 1 540576 3241803 4000628 8421464 305262 298302 248466 994086 360867 1908056 

  EEE50 2 568133 3407778 4066276 8575642 314564 314564 253836 1015210 362880 1953311 

  EEE50 3 517594 3161991 4028218 8462349 300989 301478 254224 998288 367528 2090636 

  EEPP 1 125955 1912691 2867728 5806717 284024 189388 190167 714918 231707 4820148 

  EEPP 2 153590 2476366 3369167 6693172 295271 238447 227619 775696 258843 6064873 

  EEPP 3 150287 2430336 3225857 6429874 281063 227067 218532 738505 231616 6001149 

  ME24 1 284432 2550821 3263575 6663386 317260 249871 202670 821339 283761 5948737 

  ME24 2 283503 2713949 4372590 9073638 372488 314846 276329 1076021 387814 7545358 

Maceração  ME24 3 268296 2642635 4169415 8602771 369799 307413 265275 1039520 370940 7211338 

  ME72 1 229716 2433226 3370595 6761605 341063 272431 214210 842271 303312 5835970 

  ME72 2 284939 2558243 3281680 6687741 318506 246873 200971 817454 270399 6106472 
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Fonte: Elaboração própria

  ME72 3 282197 2625940 3361072 6785248 329642 264722 211366 840346 295096 6045096 
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Conforme discutido no item 5.1.1, a análise do perfil cromatográfico dos 

extratos possibilitou identificar o pico com TR de 5,4 min (pico 1) como sendo o ácido 

quínico e os picos com TR entre 31 e 44 min como sendo derivados flavonoídicos, 

devido aos máximos de absorção registrados nos espectros de UV obtidos on line 

pelo detector DAD. Assim, os picos 3 (FlavHS), 4 (rutina), 5, 6, 7, 8, e 9 são derivados 

flavônicos, sendo que o pico 9 foi identificado como quercitrina, como descrito no item 

5.1.1. O pico 10, como também descrito nesse mesmo item, corresponde a compostos 

lipofílicos.  

HCA e PCA foram utilizadas a fim de investigar a relação entre as áreas dos 

picos definidos nos extratos de H. speciosa e as atividades vasodilatadoras e inibitória 

da enzima α-glicosidase. O conjunto dos dados analisados constituiu uma matriz 

18×12. As linhas constituem as amostras (os extratos oriundos dos ensaios 

extrativos), pertencentes a seis categorias, cada qual representada por três extratos 

(o ensaio extrativo foi realizado em triplicata): EE-EC, EE-E50, EE-E70, ME-24, ME-

72 e EE-PP (item 4.7). As colunas representam as variáveis utilizadas na análise: as 

áreas dos picos definidos (Figura 25 e Tabela 9) e valores de pCI50 relativos à atividade 

vasodilatadora (Tabela 7; item 5.1.3) e atividade inibitória da enzima α-glicosidase 

(Tabela 8; item 5.1.4).  

Os dados foram previamente auto-escalados para as análises de HCA e PCA. 

O dendograma obtido pela análise de HCA empregando-se critério de 

agrupamento pelo Método de Ward está apresentado na Figura 26.  
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Figura 26 – Dendograma obtido pela análise de cluster, empregando-se o método de Ward para 

a matriz de dados (18×12), considerando as atividades vasodilatadora e inibitória da enzima α-

glicosidase dos extratos de H. speciosa. (Extratos dos ensaios extrativos) 

 

 

 

  

 
 

 

                                        Fonte: Elaboração própria. 

 

É possível observar o agrupamento das amostras do conjunto de dados em 

cinco clusteres: A, B, C, D e E. Os extratos 2 e 3 do ensaio ME-24 reuniram-se no 

cluster A, enquanto o extrato 1 desse ensaio apresentou-se agrupado aos ensaios 

ME-72 no cluster D, indicando novamente tratar-se de um outlier, conforme observado 

nas análises anteriores (item 5.2.1). O grupo B é composto pelos extratos obtidos nos 

ensaios com solução hidroetanólica a 50% como solvente extrator (EE-E50), enquanto 

o cluster C inclui os extratos obtidos também com solução hidroetanólica, porém a 

70% (EE-E70). No grupo D, reúnem-se os extratos obtidos empregando-se 

maceração por 72 hs e ME-24 1. Os demais extratos, ensaios EE-EC e EE-PP, 
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compõem o cluster E, sendo possível verificar a subdivisão dos extratos obtidos a 

partir desses ensaios extrativos.  

A PCA forneceu um modelo com duas componentes principais (CP), que foram 

consideradas significativas. As duas CPs explicam 79,86% da variância total dos 

dados e os resultados estão dispostos na Figura 27, na qual as amostras apresentam-

se projetadas num plano definido pelas duas CPs.  

 

Figura 27 – Análise de componentes principais dos extratos oriundos dos ensaios extrativos de 

H. speciosa e das variáveis área dos picos majoritários nos perfis cromatográficos dos extratos 

e atividade vasodilatadora 

 

 

                                                     Fonte: Elaboração própria. 

 

Cinco grupos foram discriminados pela PCA (Figura 27), com perfil similar ao 

observado na análise por HCA (Figura 26): os extratos ME24 2 e 3 foram reunidos em 

um mesmo grupo; os extratos do ensaio ME72 foram agrupados juntamente com os 

extratos EE-PP 2, EE-EC 1 e 2 em outro grupo; os extratos EE-PP 1 e 3 agruparam-

se com o extrato EE-EC 3 e, por último, os ensaios EE-E70 constituem um grupo 

distinto, assim como os extratos do ensaio EE-E50.  
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Na Figura 28, os resultados são apresentados na forma de um gráfico bivariado 

(biplot), que permite avaliar a influência de cada variável em cada objeto, pela 

observação simultânea dos escores (amostras) e dos pesos ou variáveis (loadings) 

do modelo. 

Os escores em CP1, que explicam 59,74% da variância dos dados, discriminam 

um grupo de extratos constituído pelos ensaios extrativos EE-EC, EE-PP, ME-72 e 

ME-24 1 (circulado em verde), e um segundo grupo de extratos, constituído pelos 

extratos obtidos nos ensaios ME-24 2 e 3, EE-E50 e EE-E70 (circulado em vermelho) 

(Figura 28). A divisão obtida não parece estar relacionada com a técnica extrativa nem 

com o solvente extrator empregado em cada ensaio. Observa-se que o grupo de 

extratos circulados em verde associa-se com as variáveis “pico 10” e “pCI50 para 

atividade inibitória da enzima α-glicosidase”. Isso sugere uma relação positiva entre 

os compostos de baixa polaridade e a atividade em questão, corroborando os 

resultados in vivo de atividade antidiabética obtidos para as frações de H. speciosa 

(item 5.3.2).  

Em contrapartida, o grupo de extratos circulado em vermelho relaciona-se às 

demais variáveis: picos 1 a 9 e pCI50 para a atividade vasodilatadora. Esta, parece se 

relacionar positivamente com o teor dos picos 1 e 2 (ácido clorogênico). Menos 

pronunciadamente, a atividade vasodilatadora é também relacionada aos picos 3, 4 e 

6 a 9, caracterizados como compostos flavonoídicos (item 5.1.1), e pouco relacionada 

à variável pico 5, mais distante da pCI50  na projeção. Os dados obtidos corroboram 

os resultados da análise anterior (item 5.2.1.1), na qual a pCI50 da atividade 

vasodilatadora relacionou-se positivamente com os teores de ácido clorogênico, 

FlavHS, flavonoides totais e rutina.  

Ademais, o grupo de extratos que apresentou atividade biológica mais 

pronunciada na presente análise (EE-E50, EE-E70 e ME-24) também corresponde ao 

evidenciado pela análise anterior. A análise sugere, ainda, uma relação inversa entre 

o teor de substâncias de caráter lipofílico, pico 10 e a atividade vasodilatadora, relação 

também observada para a concentração de bonesitol e a pCI50 para a atividade 

vasodilatadora (item 5.2.1.1). 
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Figura 28 – Gráfico bivariado (biplot) obtido pela análise de componentes principais dos extratos 

resultantes dos ensaios extrativos de H. speciosa (em vermelho) e das variáveis área dos picos 

majoritários nos perfis cromatográficos dos extratos e atividade vasodilatadora (em azul), 

destacando-se os grupos de extratos discriminados pela CP1 

 

 

                                                  Fonte: Elaboração própria. 

 

Os escores em CP2 explicam 20,12% da variância dos dados e discriminam, a 

grosso modo, os extratos de acordo com o solvente extrator empregado: etanol 

comercial ou outro solvente (solução hidroetanólica ou metanol: acetato de etila 1:1) 

(Figura 29). As variáveis relacionadas aos extratos obtidos empregando-se etanol 

comercial (EE-EC, ME-24 e ME-72) são os picos 3 a 10 e valores de pCI50 para a 

atividade inibitória da α-glicosidase (parte positiva do eixo da CP2). Já as variáveis 

picos 1 e 2 e valores de pCI50 para atividade vasodilatadora situam-se na parte 

negativa do eixo da CP2, associando-se aos extratos obtidos com solução 

hidroetanólica e metanol: acetato de etila 1:1 (EE-E50, EE-E70 e EE-PP). É importante 
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destacar que o extrato EEPP 2, nesta análise, aparece no eixo positivo, associando-

se aos extratos obtidos com etanol comercial. Por outro lado, o extrato EE-EC3 

apresenta-se no eixo negativo, relacionando-se aos extratos obtidos com outros 

solventes extratores. 

 

Figura 29 – Gráfico bivariado (biplot) obtido pela análise de componentes principais dos extratos 

resultantes dos ensaios extrativos de H. speciosa (em vermelho) e das variáveis área dos picos 

majoritários nos perfis cromatográficos dos extratos e atividade vasodilatadora (em azul), 

destacando-se os grupos de extratos discriminados pela CP2 

 

                                          

                                           Fonte: Elaboração própria. 

 

O mapa de correlação entre as variáveis analisadas está disposto na Figura 

30. A atividade inibitória da α-glicosidase apresentou correlação positiva com as 

variáveis pico 5 (r = 0,5918)  e pico 10 (r = 0,4558) e, menos pronunciadamente, com 

o pico 3 (FlavHS, r = 0,0241); e correlação negativa com os picos 1 (ácido quínico, r 

 

CP

2 

(20

,12

%) 

 

CP1 (59,74%) 

 

 



129 

 

 

= -0,3285) e 2 (ácido clorogênico, r = -0,2050). Esses resultados corroboram os 

resultados obtidos na análise realizada com os marcadores químicos (item 5.2.1.2) 

uma vez que a atividade inibitória da enzima correlacionou-se negativamente com o 

teor de ácido clorogênico e positivamente com o teor de FlavHS. Ressalta-se que, 

nesta análise, a pCI50 da atividade biológica em questão apresentou correlação 

positiva com o teor do pico 5, que constitui um derivado flavonoídico, como discutido 

anteriormente (item 5.1.1).  

Observa-se correlação positiva entre a atividade vasodilatadora e os picos 1 

(ácido quínico, r = 0,3607), 2 (ácido clorogênico, r = 0,5011) e, menos 

pronunciadamente, com os picos 3 (FlavHS, r = 0,1199), 4 (rutina, r = 0,2080), 6 (r = 

0,2444), 7 (r = 0,0971), 8 (r = 0,2321) e 9 (r = 0,2534). Essa atividade biológica 

apresenta uma associação negativa com os picos 5 (r = -0,3609) e 10 (r = -0,2208). 

Os resultados obtidos nesta análise corroboram, novamente, os resultados obtidos na 

análise descrita anteriormente (item 5.2.1.1) na qual os marcadores químicos ácido 

clorogênico, FlavHS e rutina apresentaram correlação positiva com a atividade 

vasodilatadora. 
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Figura 30 – Mapa de correlação obtido para as variáveis pico 1 (1), pico 2 (2), pico 3 (3), pico 4 

(4), pico 5 (5), pico 6 (6), pico 7 (7), pico 8 (8), pico 9 (9), pico 10 (10), valores de pCI50 para as 

atividades inibitórias da α-glicosidase (11) e vasodilatação (12) dos extratos de H. speciosa 

 

                                                         Fonte: Elaboração própria. 

Os resultados da análise quimiométrica indicam uma correlação positiva entre 

a atividade vasodilatadora e os teores dos ácidos clorogênico e quínico e de 

flavonoides (exceto pico 5). O ácido clorogênico é um derivado cafeoil-quínico, no qual 

uma molécula de ácido cafeico está ligada a uma molécula de ácido quínico. Tendo 

em vista que o pico 1 corresponde ao ácido quínico, sua relação estrutural com o ácido 

clorogênico pode estar relacionada com sua associação com a resposta 

vasodilatadora.  

Por outro lado, a atividade vasodilatadora correlacionou-se negativamente com 

pico 10, resultante da eluição conjunta de compostos de baixa polaridade, incluindo 

triterpenos (BARROS, 2008; ENDRINGER, 2007). Todavia, alguns autores relatam 

atividade vasodilatadora de triterpenos. Ibarra-Alvarado e colaboradores (2014) 

relataram significativa atividade vasodilatadora concentração-dependente para os 

triterpenos pentacíclicos ácido ursólico (44), ácido oleanólico (45), uvaol (46), ácido 

betulínico (47), friedelina (48), e lupeol (30), em preparações isoladas de aorta. A 
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atividade foi relacionada com a liberação de NO (IBARRA-ALVARADO et al., 2014; 

IBARRA-ALVARADO et al., 2013).  No trabalho de Hosoe e colaboradores (2006) é 

descrita a atividade vasodilatadora do extrato de Phellinus gilvus, do qual foram 

isolados dois triterpenos do tipo lanostano, sendo que apenas o ácido eburicoico (49) 

exibiu moderado efeito vasodilatador. Em outro estudo, uma mistura de salvina A (50) 

e ácido maslínico (51), isolados de Vitex cienkowskii, produziu efeito vasodilatador em 

anéis de aorta de ratos com CI50 de 1,99 µg/mL (DONGMO et al., 2011). Dessa forma, 

ainda que a análise quimiométrica realizada não indique a participação dos compostos 

lipofílicos na atividade vasodilatadora, não se pode excluir a possibilidade de 

sinergismo ou antagonismos entre os compostos de baixa polaridade e outros 

constituintes do extrato para a atividade biológica de H. speciosa.  

Observou-se, ainda, correlação positiva entre a atividade vasodilatadora e os 

picos referentes ao ácido clorogênico, FlavHS e rutina, bem como para os picos 6, 7, 

8 e 9, correspondentes a constituintes flavonoídicos. Conforme discutido no 5.2.1, 

flavonoides e ácido clorogênico possuem atividade vasodilatadora relatada na 

literatura, e os resultados da presente análise corroboram esses relatos bem como os 

resultados da análise dos marcadores químicos, descrita no 5.2.1 (MUBARAK et al., 

2012; SUZUKI et al., 2006; KOZUMA et al., 2005; FUSI et al., 2003; SUZUKI et al., 

2002).

44  ácido ursólico       

 

45  ácido oleanólico 
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Fonte: Elaboração própria via Chemdraw           Fonte: Elaboração própria via Chemdraw  
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46  uvaol 

 

Fonte: Elaboração própria via 

Chemdraw 

 

 

 

 

 

 

47 ácido betulínico 

 

 

Fonte: Elaboração própria via 

Chemdraw   
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Fonte: Elaboração própria via Chemdraw   
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Fonte: Elaboração própria via Chemdraw   
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Fonte: Elaboração própria via Chemdraw   

 

           51  ácido maslínico 

 
 

 
 

Fonte: Elaboração própria via Chemdraw  

Diferentemente do observado na análise quimiométrica para os teores dos 

marcadores químicos definidos e a atividade inibitória da α-glicosidase (item 5.2.1.2), 

que não apresentou correlação positiva significativa com os constituintes analisados, 

na presente análise observa-se correlação positiva entre a atividade biológica em 

questão e o pico 5, um derivado flavonoídico, e o pico 10, correspondente aos 

constituintes de baixa polaridade e, menos pronunciadamente, com o pico 3, FlavHS. 

(49) 
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Conforme discutido anteriormente, a atividade inibitória da enzima α-glicosidase foi 

relatada para diversos flavonoides (HONG et al., 2013; PEREIRA et al., 2011; JO et 

al., 2009-2010; LI et al., 2009a e 2009b). No trabalho de Tadera e colaboradores 

(2006) foi realizada uma avaliação de relação entre a estrutura química de flavonoides 

e a atividade inibitória da enzima α-glicosidase de diferentes fontes (levedura, ratos). 

A enzima proveniente de leveduras foi potentemente inibida pelos grupos 

antocianidina, isoflavona e flavonol (CI50 < 15 µM). Insaturação no anel C, presença 

de hidroxila na posição 3, de carbonila na posição 4, ligação do anel B na posição 3, 

e substituição desse anel por grupos hidroxila melhoram a atividade. A α-glicosidase 

de ratos foi fracamente inibida por muitos flavonoides. A presença de hidroxila na 

posição 3, bem como hidroxilação do anel B aumentam a atividade inibitória da enzima 

(TADERA et al., 2006). Assim, os resultados obtidos na presente análise corroboram 

os relatos da literatura e apontam a participação de flavonoides presentes nos extratos 

de H. speciosa, com características estruturais favoráveis à atividade biológica, na 

inibição da α-glicosidase induzida pelas preparações.  

Em contrapartida, a atividade inibitória da enzima α-glicosidase correlacionou-

se negativamente com os picos 1 (ácido quínico) e 2 (ácido clorogênico). Conforme 

discutido anteriormente (ítem 5.2.1.2), relatos na literatura sobre a atividade inibitória 

da enzima pelo ácido clorogênico são controversos (TAN et al., 2013; GAO et al., 

2008; ISHIKAWA et al., 2007). Os resultados obtidos no presente trabalho sugerem 

que o ácido clorogênico não deva contribuir diretamente para a atividade inibitória da 

enzima α-glicosidase. Contudo, não se pode descartar a ocorrência de sinergismos 

entre as substâncias presentes nos extratos. 

5.3 Fracionamento do extrato de folhas de H. speciosa (EE-EC)  

Na sequência do trabalho, buscou-se isolar as substâncias responsáveis pela 

atividade antidiabética de H. speciosa. Uma vez que os extratos avaliados no ensaio 

de inibição da enzima α-glicosidase apresentaram valores de pCI50 estatisticamente 

equivalentes (item 5.1.4), o extrato EE-EC foi selecionado para fracionamento, devido 

à maior disponibilidade de massa. 
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O extrato EE-EC foi inicialmente fracionado por cromatografia em coluna aberta 

de sílica gel, empregando-se eluentes de polaridades crescentes (item 4.9). Todas as 

frações obtidas com um mesmo eluente foram reunidas, originando um total de seis 

grupos de frações, cujas massas estão apresentadas na Tabela 3 (item 4.9).  

As frações resultantes do fracionamento preliminar foram avaliadas em modelo in vitro 

de inibição da enzima α-glicosidase (item 4.8.2) e em modelo in vivo de avaliação da 

glicemia (item 4.12), bem como tiveram seu perfil cromatográfico registrado por CLAE-

DAD (item 4.9).  

5.3.1 Atividade inibitória da enzima α-glicosidase in vitro das frações do extrato 

EE-EC 

As frações oriundas do fracionamento cromatográfico do extrato EE-EC foram 

avaliadas no ensaio de inibição da enzima α-glicosidase (item 4.8.2). Os valores de 

pCI50 de cada fração estão descritos na Tabela 10 e graficamente apresentados na 

Figura 31. Vale ressaltar que a fração hexânica não apresentou atividade e não está 

incluída na tabela. 

Tabela 10 – Valores de pCI50 para a atividade inibitória da enzima α-glicosidase obtidos para o 

extrato EE-EC de H. speciosa e frações deste 

 
 

Fração pCI50 

EE-EC 5,33 ± 0,15b 

DCM 5,14 ± 0,24b 

DCM:EtOAc 1:1 4,85 ± 0,28b 

EtOAc 4,75 ± 0,16b 

EtOAc:MeOH 1:1 5,13 ± 0,14b 

MeOH 5,07 ± 0,42b 

Acarbose 8,29 ± 0,82a 

 _______ 
As médias identificadas com a mesma letra não diferem entre si pelo teste de Tukey (p > 0,05). 

                                         Fonte: Elaboração própria. 
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Figura 31 – Representação gráfica dos valores de pCI50 da atividade inibitória in vitro da enzima 

α-glicosidase obtidos para o extrato EE-EC de H. speciosa e frações cromatográficas deste 
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_______ 

As médias identificadas com a mesma letra não diferem entre si pelo teste de Tukey (p > 0,05). 

 

                                              Fonte: Elaboração própria. 

 

A análise dos dados indica que todas as frações apresentaram-se ativas no 

ensaio de inibição da enzima α-glicosidase (CI50 na ordem de µg), ainda que nenhuma 

fração tenha exibido potência comparável ao controle positivo, acarbose. Os valores 

de pCI50 obtidos para todas as frações não diferiram estatisticamente (p > 0,05). No 

trabalho de Abd El-Mohsen e colaboradores (2014), um extrato em acetato de etila de 

partes aéreas de Marrubium alysson exibiu significativa inibição da enzima α-

glicosidase (88,78% de inibição na concentração de 50 μg/mL), com CI50 de 8,36 ± 

0,00 μg/mL (pCI50 = 5,07), superior ao controle positivo acarbose (54,98% de inibição 

na concentração de 250 μg/mL), com CI50 de 64,14 ± 0.00 μM. O extrato hidroetanólico 

a 50% de frutos de Aronia melanocarpa apresentou uma CI50 de 3,5 ± 0,1 µg/mL (pCI50 

= 5,46) para inibição in vitro da α-glicosidase e a fração metanólica apresentou CI50 

de 0,55 ± 0,01 µg/mL (pCI50  = 6,26) (BRÄUNLICH et al., 2013). A espécie Hintonia 

latiflora é empregada popularmente no México para o tratamento de diabetes. O 

extrato etanólico da espécie inibiu a α-glicosidase em 39,2 ± 3,5%, quando ensaiada 

na concentração de 1 mg/mL (RAMIREZ et al., 2012). A espécie apresentou, ainda, 

potencial atividade no tratamento de diabetes em um estudo clínico com 41 pacientes 

com diabetes do tipo 2 (KORECOVA & HLADIKOV, 2014). A comparação com esses 
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dados da literatura evidencia o potencial de H. speciosa para desenvolvimento como 

antidiabético. 

As frações de H. speciosa foram também ensaiadas em modelo in vivo de avaliação 

da glicemia e os resultados estão apresentados no item 5.3.2. 

 

5.3.2 Ensaio agudo in vivo de avaliação da glicemia do extrato e frações de H. 

speciosa  

 

O efeito do extrato etanólico de folhas de H. speciosa (EE-EC) e das frações 

resultantes deste sobre a glicemia foi avaliado em camundongos (item 4.12) e os 

dados obtidos estão representados na Figura 32. 

 

Figura 32 – Efeito do extrato etanólico de folhas de H. speciosa (EE-CC) e frações derivadas 

deste no ensaio agudo in vivo para avaliação da glicemia
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_______ 

* p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001. ANOVA e pós teste de  Bonferroni. 

 

Fonte: Elaboração própria. 
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Os resultados indicam uma redução significativa da glicemia apenas para a fração 

diclorometânica (Fr DCM) e o extrato bruto (EE-EC), nos tempos de 30 e 60 min. Cabe 

destacar que, no tempo de 30 min, a redução na glicemia induzida pela fração não 

diferiu estatisticamente do efeito do controle positivo da acarbose.  

Tendo em vista o caráter apolar da fração DCM, a atividade antidiabética da espécie 

parece estar relacionada com compostos lipofílicos, corroborando os resultados da 

análise quimiométrica anteriormente descritos (item 5.2). Já quando as frações 

resultantes do fracionamento cromatográfico de EE-EC foram avaliadas no ensaio de 

inibição da enzima α-glicosidase (item 5.3.1), não se observou maior atividade para a 

fração diclorometânica.  

A Figura 33 apresenta os perfis cromatográficos obtidos para as frações oriundas do 

fracionamento cromatográfico do extrato EE-EC de H. speciosa (itens 4.9 e 5.3). 

 

Figura 33 - Perfis cromatográficos obtidos por CLAE-DAD para as frações oriundas do 

fracionamento cromatográfico do extrato de H. speciosa (EE-EC) 

 

 A 
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________ 

Amostras: A = EE-EC; B = DCM; C = DCM/EtOAc 1:1; D = EtOAc; E = EtOAc/MeOH 1:1; F = MeOH. 

Para condições analíticas vide item 4.9. Detecção em λ de 210 nm.  

Fonte: Elaboração própria. 

 

O fracionamento cromatográfico do extrato resultou em frações com perfis 

químicos distintos. Como esperado, a fração diclorometânica apresenta predomínio 

de compostos apolares, com TR superior a 35 min, indicando que constituintes 

lipofílicos estão relacionados com a potencial atividade antidiabética de H. speciosa. 

Conforme descrito na revisão da literatura (item 3.4), diversos constituintes 

lipofílicos já foram identificados nas folhas de H. speciosa, incluindo compostos 

voláteis como óxido de trans-linalol (12), óxido de cis-linalol (13), α-terpineol (14), 

linalol (15), geraniol (16), metil-antranilato (17), eugenol (18) e (E)-isoeugenol (19) 

(SAMPAIO & NOGUEIRA, 2006). Além desses constituintes, também já foi relatada a 

presença de α-amirina (29), lupeol (30) e seu 3β-O-éster de ácido graxo (31), β-

amirina (38), uma mistura de hidrocarbonetos, uma mistura de alcoóis de cadeia 

longa, uma mistura de obtusalina (35) e eritrodiol (36), β-sitosterol (37), uma mistura 

E 

 

D 

 

C 

 

B 

 

F 
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de ésteres 3β-O-acilados de α e β-amirina (38 e 39) e do lupeol (40) (ENDRINGER, 

2007; BARROS, 2008). 

A análise por CCD da fração DCM e do extrato etanólico, bem como de uma mistura 

das substâncias de referência α-amirina (29) e lupeol (30), bem como do 3β-O-éster 

de ácido graxo do lupeol (31), isolados por nosso grupo (ENDRINGER, 2007), permitiu 

verificar a presença desses compostos no extrato etanólico e na fração DCM (Figura 

34).  

 

Figura 34 – Perfil cromatográfico obtido por CCD de sílica gel para o extrato de H. speciosa EE-

CC (1), fração DCM (2), mistura de lupeol e α-amirina (3), e éster do lupeol (4) 

 

 

______ 
Eluente: hexano/diclorometano/acetato de etila (35:15:2). Revelador: anisaldeído sulfúrico (item 4.5). 

 
Fonte: Elaboração própria. 

 

A potencial atividade antidiabética de triterpenos foi anteriormente descrita em 

diversos trabalhos (ALQAHTANI et al., 2013; CASTELLANO et al., 2013; ATTA-UR-

RAHMAN et al., 2008; MBAZE et al., 2007). Compostos dessa classe possuem 

mecanismos de ação diversos, incluindo inibição de enzimas envolvidas no 

metabolismo da glicose, prevenção do desenvolvimento de resistência à insulina e 
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normalização dos níveis plasmáticos de insulina e glicose (NAZARUK & BORZYM-

KLUCZYK, 2014).  

Lupeol, um triterpeno pentacíclico do grupo dos lupenos, apresenta atividade 

inibitória da enzima α-amilase (ALI et al., 2006; NKOBOLE et al., 2011) e α-

glicosidase, com CI50 de 66,48 µM e 4,79 ± 2,54 µg/mL, respectivamente (NKOBOLE 

et al., 2011; DEUTSCHLÄNDER et al., 2011). Esses dados sugerem uma potencial 

relação entre a redução da glicemia e a presença do triterpeno no extrato e na fração 

diclorometânica, uma vez que a inibição dessas enzimas reduz a absorção de 

carboidratos e, portanto, a glicemia após ingestão calórica. Outros ensaios foram 

descritos para o lupeol, que apresentou atividade antidiabética por diversos 

mecanismos (KHAN et al., 2014; GUPTA et al., 2012; NA et al., 2009). 

  Em um estudo de Santos e colaboradores (2012), uma mistura de α e β-

amirina, triterpenos pentacíclicos do grupo dos ursanos, obtida da resina de Protium 

heptaphyllum, reduziu significativamente os níveis sanguíneos de glicose, colesterol 

total e triglicerídeos séricos e, no teste de tolerância à glicose, observou-se redução 

do nível de glicose plasmática. Com base nestes dados da literatura, é possível supor 

que α e β-amirina também estejam associados à redução de glicemia observada no 

ensaio com o extrato e a fração diclorometânica de H. speciosa, visto que ambos 

foram identificados nas amostras ensaiadas.  

Há diversos relatos de derivados de α/β-amirina e lupeol com potencial 

atividade antidiabética, incluindo 3-O-β-(5-hidroxi)-feruloil-α-amirina (52), que exibiu 

atividade inibitória da enzima α-glicosidade (DEUTSCHLÄNDER, et al., 2011); acetato 

de α-amirina (53), que provocou redução dos níveis sanguíneos de glicose em ratos 

com diabetes induzida por estreptozotocina (NARENDER et al., 2009); palmitato de 

β-amirina (54), que apresentou atividade anti-hiperglicemiante no ensaio de tolerância 

à glicose com ratos Wistar (NAIR et al., 2014); e lupenona (55), que exibiu atividade 

inibitória da proteína tirosina fosfatase 1B (PTP1B) (NA et al., 2009). 

Além desses terpenos, há relatos de outros compostos triterpênicos com 

potencial atividade antidiabética, como ácido oleanólico (45) e ácido ursólico (44), que 

apresentaram atividade inibitória da enzima α-amilase (ALI et al., 2006). 
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Portanto, existem dados sugestivos sobre a potencial atividade antidiabética de 

triterpenos, incluindo-se aqui lupeol e α/β-amirina, que já foram isolados de H. 

speciosa (ENDRINGER, 2007). 

 

52 3-O-β-(5-hidroxi)-feruloil-α-amirina 

O

O

H3CO

HO

OH

 

 

Fonte: Elaboração própria via Chemdraw 

 

53  acetato de α-amirina 

 

 

 

Fonte: Elaboração própria via Chemdraw  
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54 palmitato de β-amirina  

 

 

Fonte: Elaboração própria via Chemdraw 

 

55  lupenona   

 

O

 

Fonte: Elaboração própria via Chemdraw 

 

Considerando-se os resultados deste trabalho, bem como os dados da 

literatura, possivelmente os constituintes relacionados com a atividade antidiabética 

da espécie são compostos de baixa polaridade, especialmente triterpenos.  
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5.3.3 Hidrólise alcalina da fração diclorometânica (Fr DCM)  

Objetivando-se caracterizar a Fr DCM e identificar se os constituintes dessa fração 

são ésteres de triterpenos derivados do lupeol e/ou da α/β-amirina, procedeu-se à 

hidrólise alcalina da fração. A reação é demonstrada, esquematicamente, na Figura 

35.  

Figura 35 – Reação de hidrólise alcalina de éster do lupeol 

55º- 60º C / 3 h

NaOH

R

R

 

A análise do produto da reação foi realizada por CCD de sílica gel, cujo perfil 

cromatográfico obtido está apresentado na Figura 36.  

  

5% 
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Figura 36 - Perfil cromatográfico obtido por CCD de sílica gel para Fr DCM (1), produto da 

hidrólise alcalina da Fr DCM (2) e mistura de lupeol/α-amirina (3) 

 

______ 
Eluente: hexano/acetato de etila (90:10). Revelador: anisaldeído sulfúrico (item 4.5). 

 
Fonte: Elaboração própria. 

O perfil cromatográfico da Figura 36 indica que a banda superior (Rf = 0,48) 

presente em (1) torna-se menos intensa em (2), após a reação de hidrólise. Por outro 

lado, a banda inferior (Rf = 0,25), correspondente ao lupeol / α-amirina em (1), 

aumenta sua intensidade no produto hidrolisado, demonstrando o aumento na 

concentração de agliconas. A mistura das substâncias de referência aplicada em (3), 

confirma que a banda com Rf de 0,25 presente no material de partida e no produto da 

hidrólise corresponde à mistura de lupeol/α-amirina. 
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5.3.4 Análise por UPLC-MS da fração diclorometânica (Fr DCM) e do extrato EE-

EC 

 

Com o objetivo de caracterizar a composição química do extrato ativo (EE-EC) 

de H. speciosa e da fração diclorometânica do mesmo, foi realizada uma análise por 

UPLC-MS-ESI (item 4.10), sendo os resultados comparados com substâncias de 

referência e/ou dados da literatura para a espécie. Os perfis cromatográficos obtidos 

são apresentados na Figura 37. A análise do extrato EE-EC no modo negativo de 

ionização possibilitou detectar o ácido quínico (32) (TR = 0,51 min) pelo pico em m/z 

191,4 [M - H]– (Figura 37; a) e ácido clorogênico (7) (TR = 1,93 min) em m/z 353,6 [M 

- H]–, além de rutina (33) (TR = 2,79 min), identificada pelo pico em m/z 609,7 [M - H]– 

(Figura 37; c). Por outro lado, a presença de bornesitol (25) (TR = 0,53 min) foi 

confirmada pelo pico de seu aduto com sódio em m/z 217,4 [M + 23]+ no modo positivo 

de ionização do extrato EE-EC (Figura 37; b). 
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Figura 37 – Perfis cromatográficos obtidos por UPLC com detector de DAD (A) e de MS-ESI 

com ionização no modo negativo (B) e no modo positivo (C) para o extrato EE-EC. Picos (1) 

ácido quínico, (2) ácido clorogênico, (3) rutina, (4) canferol-O-rutinosídeo, (5) triglicosídeo do 

canferol e (6) bornesitol 

 

______ 
Para condições de análise vide 4.10. 
 

2 

 
5 

 

4 

 

6 

 

3 

 

1 

 

C 

 

B 

 

A 

 



148 

 

 

Fonte: Elaboração própria 

 

O constituinte eluído em 3,05 min forneceu um pico em m/z 593,7 [M - H]–, 

compatível com um diglicosídeo do canferol, evidenciado por um fragmento em m/z 

447,7 [M - H - 146]–, resultante da perda de um resíduo de açúcar (ramnose). 

Endringer (2007) isolou e caracterizou o constituinte canferol-3-O-rutinosídeo, que 

possui a mesma massa molecular descrita para o pico, sugerindo tratar-se desse 

flavonoide. Da mesma forma, o constituinte com tempo de retenção de 3,60 min foi 

atribuído a um triglicosídeo do canferol, a partir do pico em m/z 755,6 [M - H]–, 

compatível com a estrutura constituída da genina canferol, dois resíduos de hexose e 

um resíduo de ramnose. 

A análise do perfil cromatográfico e dos espectros de massas obtidos para a 

fração diclorometânica (Fr DCM; Figura 39) indicou a presença de alguns prováveis 

ésteres do lupeol e/ou α/β-amirina. Assim, o constituinte eluído em 7,51 min produziu 

um pico atribuído ao íon quasi-molecular em m/z 723,78 [M + H]+, compatível com um 

éster do lupeol/α/β-amirina de fórmula molecular C49H86O3 (Figura 41; a). Observa-se, 

nesse espectro, um pico em m/z 577,58 [M + H - 18 - 127]+, correspondente ao 

fragmento resultante da perda de parte da cadeia lateral do éster (C9H19), bem como 

de sua desidratação. A análise do espectro de massas do constituinte eluído em 8,49 

min revela um pico em m/z 663,58 [M + H]+, também um provável éster do lupeol/α-

amirina, de fórmula molecular C46H78O2 (Figura 41; b). A análise desse espectro indica 

um pico em m/z 685,56 [M + Na+]+, atribuído ao aduto do éster com o íon sódio. Por 

sua vez, a análise do espectro de massas do constituinte com TR de 9,55 minutos 

indica um íon quasi-molecular em m/z 823,73 [M + H]+, que é compatível com um éster 

do lupeol/α-amirina de fórmula molecular C55H98O4 (Figura 41; c).  

A análise do espectro de massas do extrato EE-EC (Figura 40), obtido por LC-

MS-ESI empregando as mesmas condições de análise da fração diclorometânica, 

permitiu identificar o provável éster de lupeol/α-amirina relatado para Fr DCM e eluído 

com mesmo tempo de retenção (8,47 min). Os picos em m/z 663,62 [M + H]+ e m/z 

685,56 [M + Na+]+ estão destacados na Figura 41 (d) do espectro do extrato. 

B 
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Figura 38 – Espectros obtidos por UPLC-MS-ESI para os picos selecionados no extrato EE-EC 

de folhas de H. speciosa (a-c). Picos: (a) ácido quínico; (b) bornesitol; (c) rutina 

 

 

 

 

Fonte: Elaboração própria 
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Figura 39 – Perfis cromatográficos obtidos por UPLC com detector de DAD (A) e de MS-ESI com 

ionização no modo positivo (B) para a fração diclorometânica (Fr DCM) de folhas de H. speciosa.  

 

 

________ 

Condições de análise vide item x. 
 
 
 

Fonte: Elaboração própria  
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Figura 40 – Perfis cromatográficos obtidos por UPLC com detector de DAD (A) e de MS-ESI com 

ionização no modo positivo (B) para o extrato etanolico EE-EC de folhas de H. speciosa 

 
 

 

________ 
Condições de análise vide item x. 
 

Fonte: Elaboração própria 

 
  

B 

 

A 

 



152 

 

 

Figura 41 – Espectros obtidos por UPLC-MS-ESI para os picos selecionados da fração 

diclorometânica (Fr DCM) de folhas de H. speciosa (a-c) e do extrato EE-EC (d). Picos: (a) TR = 

7,71 min; (b) TR = 8,49 min; (c) TR = 9,55 min; (d) TR =  8,46 min 
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Fonte: Elaboração própria 

 
Sabe-se que, idealmente, o tratamento da hiperglicemia também deveria 

proporcionar benefícios na prevenção de doença macrovascular e microvascular. 

Contudo, até o momento não está disponível uma abordagem terapêutica para 

hiperglicemia que efetivamente atue na prevenção de DCV (DIRETRIZES DA 
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SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES, 2009). Uma vez que HA e DM constituem 

fatores de risco para DCV e que, frequentemente, essas condições coexistem, 

fármacos que promovam ações benéficas em ambas são de especial relevância, 

principalmente ao se considerar os esquemas terapêuticos complexos existentes, 

empregados no tratamento dessas doenças isoladamente. Os resultados obtidos 

neste trabalho apontam que a potencial atividade anti-hipertensiva de H. speciosa 

relaciona-se à presença de compostos polares. Em contrapartida, a potencial 

atividade antidiabética da espécie parece estar relacionada aos compostos lipofílicos 

presentes nos extratos avaliados. Assim, objetivando-se benefícios em ambas as 

condições clínicas, o extrato hidroalcoólico obtido por percolação apresenta-se como 

a melhor opção, uma vez que demonstrou maior potência no ensaio de vasodilatação 

e sua atividade não diferiu dos demais extratos avaliados no ensaio de inibição da 

enzima α-glicosidase. 

 

5.3.5 Fracionamento cromatográfico da fração diclorometânica (Fr DCM) 

Visando isolar substâncias potencialmente relacionadas com a potencial 

atividade antidiabética, demonstrada para o extrato EE-EC e para a Fr DCM (item 

5.3.2), esta foi fracionada empregando-se cromatografia em coluna aberta de sílica 

gel, conforme descrito no item 4.9.2. As frações coletadas durante o fracionamento 

foram reunidas de acordo com similaridade dos perfis cromatográficos obtidos por 

CCD de sílica gel e, após a reunião e evaporação do solvente, as frações reunidas 

foram pesadas e suas massas estão apresentadas na Tabela 11. As frações de 1 a 

15 não apresentaram massa apreciável e não foram incluídas na tabela. 

Foram obtidos os perfis cromatográficos das frações reunidas por CCD de sílica gel, 

que estão ilustrados nas Figuras 42 e 43. A análise desses perfis revela a presença 

de bandas de coloração rosa/arroxeada com fator de retenção (RF) variando de 0,15 

a 0,71. A comparação dos perfis cromatográficos das frações com as substâncias de 

referência empregadas. Lupeol e α-amirina (Rf = 0,4; ponto 9 da Figura 42 e ponto 7 
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da Figura 43, respectivamente), indica a presença desses triterpenos nas frações 

iniciais (pontos 1 a 7 da Figura 42), bem como nas frações finais, nas quais essas 

bandas apresentam-se mais intensas (Rf = 0,4; pontos 4 a 6 da Figura 43). Também 

é possível verificar a presença de vários outros constituintes terpenoides, com 

predomínio de uma banda de menor polaridade (Rf = 0,71; pontos 1 a 8 da Figura 42), 

referente ao éster do lupeol isolado e identificado por Endringer (2007). Observa-se, 

ainda, a presença de uma banda com polaridade intermediária entre o éster do lupeol 

citado e o lupeol / α-amirina (Rf=0,48; pontos 5 a 8 da Figura 42; pontos 1 a 4 da 

Figura 43). Esta substância foi isolada nas frações 89-92 (TRPHS; massa = 16,1 mg) 

e procedeu-se à sua caracterização estrutural (item 5.4). 

  

Tabela 11 – Massa das frações obtidas do fracionamento de Fr DCM, empregando-se 

cromatografia em coluna aberta de sílica gel 

 

Reunião Massa (mg) 

16 a 26 4,7 

27 a 37 5,7 

38 a 47 4,8 

48 a 58 

59 a 68 

69 a 78 

79 a 84 

85 a 88 

89 a 92 

93 e 94 

95 e 96 

3,8 

2,5 

5,2 

15,1 

19,6 

16,1 

9,2 

8,0 

97 a 104 25,6 

105 a 118 53,7 

119 a 130 47,3 

 Massa total: 221,4 
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 Rendimento: 72,8% 

 

Fonte: Elaboração própria 

 

O fracionamento cromatográfico de Fr DCM resultou em subfrações com perfis 

cromatográficos mais simplificados e permitiu concentrar substâncias em algumas 

delas, bem como possibilitou isolar o consituinte TRPHS. A análise da composição 

química da fração diclorometânica por UPLC-MS indica o predomínio de terpenos, 

especialmente ésteres do lupeol e da α-amirina. Ambos os triterpenos foram 

anteriormente isolados da espécie, assim como alguns ésteres deles (BARROS, 2008; 

ENDRINGER, 2007). Tendo em vista essas informações e o valor de Rf de TRPHS, 

comparativamente às substâncias de referência lupeol e α-amirina, bem como os 

resultados da hidrólise da fração diclorometânica, é possível conjecturar que a 

substância isolada seja um éster desses triterpenos. 

Figura 42 - Perfil cromatográfico obtido por CCD de sílica gel para as frações reunidas 16-26 (1); 

27-37 (2); 38-47 (3); 48-58 (4); 59-68 (5); 69-78 (6); 79-84 (7); 85-88 (8) provenientes do 

fracionamento de Fr DCM e mistura das substâncias de referência lupeol e α-amirina (9) 

 

______ 
Eluente: Hexano / diclorometano (60:40) + 2 mL de acetato de etila. Revelador: anisaldeído sulfúrico. 
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Fonte: Elaboração própria. 

 
Figura 43 - Perfil cromatográfico obtido por CCD de sílica gel para as frações reunidas 89-92 (1); 

93-94 (2); 95-96 (3); 97-104 (4); 105-118 (5); 119-130 (6) provenientes do fracionamento de Fr DCM 

e mistura das substâncias de referência lupeol e α-amirina (7)  

 

______ 
Eluente: hexano:diclorometano (60:40) + 2 mL de acetato de etila. Revelador: anisaldeído sulfúrico. 

 

Fonte: Elaboração própria 

5.4 Elucidação estrutural de TRPHS 

TRPHS apresentou-se como um sólido branco amorfo, com faixa de fusão de 

39,2 a 43,0°C. Seu espectro no UV, obtido on line pelo detector DAD do sistema de 

LC-MS-ESI (Figura 44), apresenta um máximo de absorção em λ de 225,55 nm, 

evidenciando a ausência de grupo cromofórico conjugado. Na Figura 45 é 

apresentado o perfil cromatográfico obtido pelo detector DAD e pelo detector de 

massas no modo positivo (LC-MS-ESI). A Figura 46 apresenta uma ampliação do perfil 

cromatográfico na região de eluição de TRPHS. 
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Figura 44 – Espectro no UV obtido para TRPHS 

 

 

Fonte: Elaboração própria 

Figura 45 – Perfis cromatográficos obtidos por UPLC-MS-ESI para TRPHS, com detecção no UV 

(a) e por MS no modo positivo de ionização (b) 

 

225,55 nm 

 

 

TRPHS 

 

8,51 min. 

 

 

b 

 

a 
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Fonte: Elaboração própria. 

 

Figura 46 – Ampliação do cromatograma obtido por UPLC-MS-ESI para TRPSH, com detecção 

no UV (a) e por MS no modo positivo de ionização (b) 

 

 

 Fonte: Elaboração própria. 

Os espectros de massas obtidos por LC-MS-ESI no modo positivo para o pico 

com TR de 8,49 min, empregando voltagem de ionização de 20V e 70V, estão 

representados nas Figuras 47 e 48, respectivamente. 

a 

 

b 

 

8,51 min. 

 

 

8,49 min. 
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Figura 47 – Espectro de massas obtido por UPLC-MS-ESI no modo positivo para o pico com 

tempo de retenção de 8,49 min (20V), correspondente ao constituinte TRPHS 

 

 

Fonte: Elaboração própria 

  

663,62 [M’ + H+]  

 

680,46  [M’+ H+]  

 

685,63 [M’ + Na+]  
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Figura 48 – Espectro de massas obtido por UPLC-MS-ESI no modo positivo para o pico com 

tempo de retenção de 8,49 min (70V), correspondente a TRPHS 

 

O espectro de massas obtido para TRPHS empregando a menor energia de 

ionização (Figura 47) forneceu o pico em m/z 663,62 [M + H+], que é compatível com 

um éster do lupeol/α-amirina, de fórmula molecular C46H78O2. Destaca-se também o 

pico em m/z 685,63 [M + Na+], atribuído ao aduto do constituinte com o íon sódio.  

Para analisar a cadeia lateral do éster por espectrometria de massas, 

empregou-se maior energia de ionização. Assim, o espectro de massas de TRPHS 

obtido (Figura 48) forneceu novamente o pico em m/z 663,62 [M’ + H+], compatível 

com o íon quasi-molecular do éster, bem como o pico em m/z 255,42 [M’ – 409 + H+], 

atribuído à cadeia lateral do éster de fórmula molecular C16H30O2. Nota-se, também, 

o pico em m/z 509,67 [2(M – 409) + H+], que foi atribuído ao dímero resultante da 

associação de duas cadeias laterais.  

Apesar da análise do espectro de massas sugerir que o composto possui 

fórmula molecular C46H78O2, também se observa no espectro um pico em m/z 680,46 

[M’ + H+] (Figura 47), compatível com um éster do lupeol/α-amirina de fórmula 

255,42 [M’ - 409 + H+]  

 

663,62 [M’ + H+]  

 

509,67  [2(M’ – 409) + H+]  
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molecular C46H80O3. A diferença de massa molecular desses picos é equivalente a 

uma hidroxila, sugerindo sua presença na cadeia lateral de TRPHS. Essa hidroxila, 

todavia, está sujeita à desidratação durante a ionização no espectrômetro de massas, 

resultando na diminuição da intensidade do seu sinal. 

A atribuição dos sinais dos espectros de RMN de 1H e de 13C (400 e 100 MHz, 

respectivamente, CDCl3) (Figura 49 e 52; Tabelas 12 e 13) obtidos para TRPHS foi 

realizada a partir da comparação com valores descritos na literatura para triterpenos 

estruturalmente relacionados (BARROS, 2008; ENDRINGER, 2007; FURUKAWA et 

al., 2002; OLEA; ROQUE, 1990; MENDES et al., 1999). 

 

Figura 49 - Espectro de RMN de 13C obtido para TRPHS (100 MHz, CDCl3) 

 

 

 

Fonte: Elaboração própria. 

 

  



163 

 

 

Tabela 12 – Atribuição dos sinais de RMN de 13C obtidos para TRPHS (100 MHz, CDCl3) 

 

C δ1* DEPT-135 δ2**  δ3**  

1 41,87 CH2 38,38 40,2 

2 23,99 CH2 23,77 24,3 

3 81,68 CH 81,46 80,6 

4 38,04 C 37,82 38,2 

5 55,62 CH 55,41 55,7 

6 18,43 CH2 18,21 18,5 

7 34,43 CH2 34,21 34,5 

8 41,09 C 41,64 41,1 

9 50,58 CH 50,39 50,5 

10 37,32 C 37,10 37,3 

11 19,51 CH2 20,97 21,1 

12 27,67 CH2 25,11 27,8 

13 38,28 CH 38,06 38,3 

14 43,07 C 43,01 43,1 

15 30,07 CH2 27,45 30,0 

16 35,80 CH2 35,58 35,8 

17 43,22 C 42,89 43,2 

18 48,53 CH 48,31 48,6 

19 48,23 CH 48,01 48,3 

20 151,16 C 150,9 151,0 

21 29,91 CH2 29,8 30,1 

22 40,23 CH2 40,0 38,6 

23 28,25 CH3 28,03 28,2 

24 16,81 CH3 16,59 17,0 

25 16,37 CH3 16,16 16,3 

26 14,33 CH3 16,16 14,3 

27 16,21 CH3 14,53 16,2 

28 18,23 CH3 18,01 18,2 

29 109,58 CH2 109,35 110,0 

30 19,52 CH3 19,30 19,5 

1’ 173,08 C 170,0 172,2 

2’ 41,85 CH2 40,87 44,0 

3’ 68,46 CH 68,23 68,4 

4’ 38,60 CH2 - 38,2 

(CH2)n 25,34 – 32,15 CH2 - 25-32 

14’ 32,15 CH2 - 32,1 

15’ 22,91 CH2 - 23,0 
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16’ 14,33 CH3 14,11 14,3 

______________ 

Fonte: Elaboração própria. 

 

O espectro de RMN de 13C obtido para TRPHS apresentou 46 sinais de carbono 

(Figura 49, Tabela 12), compatível com um éster do lupeol/α-amirina sugerido pela 

análise do espectro de massas anteriormente discutido. A análise do espectro de RMN 

de 13C e do subespectro DEPT-135 (Figuras 49, 50 e 51, Tabela 12) permitiu identificar 

sete carbonos não hidrogenados, 24 do tipo metilênico, sete do tipo metínico e oito do 

tipo metílico (Tabela 12). O sinal em δ 173,08 ppm sugere a presença de carbonila de 

éster alifático e o sinal em 68,46 ppm é compatível com um carbono oximetínico 

(SILVERSTEIN et al., 1991). A observação desses dados em conjunto com o 

deslocamento diamagnético do sinal referente à C2 [27,6 ppm para o lupeol 

(ENDRINGER, 2007) e 23,99 ppm para TRPHS] e deslocamento paramagnético do 

sinal atribuído à C3 [79,21 ppm para o lupeol (ENDRINGER, 2007) e 81,68 ppm para 

TRPHS] evidenciam que a hidroxila em C3 encontra-se esterificada em TRPHS 

(ENDRINGER, 2007; OLEA & ROQUE, 1990; MENDES et al., 1999).  

O valor de deslocamento químico de C3 varia em função da estereoquímica da 

ligação do grupo hidroxila (ou derivado éster ou éter), com valores em torno de 75 

ppm quando a estereoquímica da ligação é alfa e 79 ppm quando é beta (BARROS, 

2008; MAHATO & KUNDU, 1994). Dessa forma, o valor de deslocamento químico 

observado para C3 em TRPHS (81,68 ppm) indica que a ligação da cadeia lateral 

apresenta uma estereoquímica beta. 

 

 

 

 

*δ1: valores de deslocamentos químicos obtidos neste trabalho. 
** δ2: valores de deslocamentos químicos relatados por Lee e col. (1997) para lup-20(29)-en-3-3(R)-

hidroxihexadecanoato (CDCl3, 125 MHz). 
** δ3: valores de deslocamentos químicos descritos por Furukawa e col. (2002) para procrima A 
(piridina-d5, 125 MHz). 
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Figura 50 - Subespectro DEPT-135 obtido para TRPHS (100 MHz, CDCl3) 

  

 

Fonte: Elaboração própria 

 

Figura 51 - Espectro de RMN de 13C obtido para TRPHS e subespectro DEPT-135 obtido para 

TRPHS (100 MHz, CDCl3) 
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Fonte: Elaboração própria 

 

Os sinais na região de δ 25 a 32 ppm indicam a presença de cadeia alifática 

(FURUKAWA et al., 2002). Observa-se, também, um carbono carbinólico com 

deslocamento químico de 68,46 ppm, atribuído ao carbono C3’ (ENDRINGER, 2007; 

FURUKAWA et al., 2002).  

Os dados do espectro de RMN de 13C permitiram, ainda, definir o esqueleto 

triterpênico como sendo do tipo lup-20(29)-eno (lupeol), a partir dos sinais em δ 151,16 

e 109,58 ppm, atribuídos aos carbonos olefínicos C20 e C29 (Tabela 12; Figura 49). 

O esqueleto do tipo urs-12-eno (α-amirina) forneceria sinais característicos para os 

carbonos C12 e C13 em δ 139 e 124 ppm, respectivamente, o que não é condizente 

com os dados observados para TRPHS (C12 = 27,67 ppm e C13 = 38,28 ppm) 

(ENDRINGER, 2007; FURUKAWA et al., 2002; OLEA & ROQUE, 1990).  

A análise dos dados de RMN de 1H também possibilitou caracterizar TRPHS 

como sendo um éster do lupeol, com base nas diferenças estruturais dos esqueletos 

ursano e lupano (BARROS, 2008). Constituintes do grupo lupano possuem sinais 

característicos dos hidrogênios da dupla exocíclica de C29 (dupletos, CH229a e C 

H229b, δ 4,68 e 4,56 ppm e J 2 e 1,2), condizentes com os valores de deslocamento 

químicos encontrados para TRPHS (Tabela 13; Figuras 52, 53, 54 e 55).
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Figura 52 - Espectro de RMN de 1H obtido para TRPHS (400 MHz, CDCl3) 

 

 

 

Fonte: Elaboração própria  
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Figura 53 - Expansão do espectro de RMN de 1H obtido para TRPHS (400 MHz, CDCl3) 

 

 

 

Fonte: Elaboração própria

HOH 

 
H2’a e H19 

 

H2’b 
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Figura 54 - Expansão do espectro de RMN de 1H obtido para TRPHS (400 MHz, CDCl3) 

 

 

Fonte: Elaboração própria 

  

H3’ 

 

H29b 

 

H29a 

 

H3 
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Figura 55 - Expansão do espectro de RMN de 1H obtido para TRPHS (400 MHz, CDCl3) 

 

 

Fonte: Elaboração própria 

 

Outros sinais do espectro de RMN de 1H de TRPHS foram atribuídos tendo 

como base os dados relatados por Furukawa e colaboradores (2002) para um éster 

do lupeol, denominado procrima A, bem como por Lee et al. (1997) para o éster lup-

20(29)-en-3-3(R)-hidroxihexadecanoato, substâncias de igual estrutura. O duplo 

dupleto aparente centrado em δ 4,53 ppm foi atribuído a H3, e sua multiplicidade 

resulta dos acoplamentos com os hidrogênios metilênicos em C2 (JH3-H2 a,a = 9,8 Hz; 

JH3-H2 a,e= 6,6 Hz), confirmando a posição beta de ligação da hidroxila (ENDRINGER, 

2007; FURUKAWA et al., 2002). Observa-se um deslocamento paramagnético deste 

sinal (δ 4,53 ppm) em comparação com o valor descrito para o lupeol (δ 3,47 ppm), 

confirmando a esterificação da hidroxila nessa posição (FURUKAWA et al., 2002; 

ENDRINGER, 2007). Foi possível, também, atribuir os sinais referentes aos grupos 

metílicos do esqueleto lupeno. Assim, os grupos CH3 nas posições 23, 24, 25, 26, 27, 

H27 

 

H28 

 
H16’ 

 

H25 e 26 

 

H23 

 

H24 

 

H30 
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28 e 30 foram atribuídos aos sinais em δ 0,78; 0,83; 0,83; 0,85; 0,94; 1,03; e 1,58 ppm, 

respectivamente (FURUKAWA et al., 2002). 

Dentre os sinais da cadeia lateral do éster, destacam-se o multipleto em δ 3,96 

- 4,01 ppm, com integral de um hidrogênio, atribuído a H3’, um duplo dupleto centrado 

em δ 2,50 ppm, e outro sinal sobreposto em δ 2,42 - 2,44 ppm, atribuídos aos 

hidrogênios H-2’a e H-2’b, respectivamente (Figura 53). O sinal centrado em δ 0,88 

ppm (simpleto) foi atribuído aos hidrogêneos metílicos terminais (CH316’) da cadeia 

lateral (Figura 55 e Tabela 13) (FURUKAWA et al., 2002). A atribuição dos sinais de 

H2’ e H3’ foi confirmada pela análise do mapa de contornos COSY (400 MHz, CDCl3) 

(Figuras 56 e 57; Tabela 13).  

A análise desse mapa permitiu confirmar a posição de ligação da hidroxila na 

cadeia lateral, a partir da correlação entre o sinal atribuído à H3’ (δ 2,50) e o próton 

da hidroxila (dupleto aparente, δ 2,93 ppm), bem como pela conectividade do sistema 

de spins de H2’a, H2’b e H3’. Foi possível, ainda, visualizar a correlação entre os 

sinais de H29a e H29b, como destacado na expansão do mapa, na Figura 57.  
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Tabela 13 - Dados do espectro de RMN de 1H obtido para TRPHS (400 MHz, CDCl3) 

 

H δ (ppm) Multiplicidade J (Hz) 

OH 2,93 dap JH3’-HOH=3,6 

3 4,53 ddap JH3-H2 a,a=9,8 

JH3-H2 a,e=6,6  

2’a / 19 2,42 a 2,34 m - 

2’b 2,50 dd JH2’b-H2’a=16,2 

JH2’b-H3’=3,12 

3’ 4,01 a 3,96 m - 

16’ 0,88 s - 

23 0,78 s  

24 0,83 s - 

25 0,85 s - 

26 0,85 s - 

27 0,94 s - 

28 1,03 s - 

29a 4,68 d 2,0 

29b 4,56 d 1,2 

30 1,58 s - 

 

Fonte: Elaboração própria. 
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Figura 56 - Mapa de contornos COSY (400 MHz, CDCl3) obtido para TRPHS 

 

Fonte: Elaboração própria. 
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Figura 57 - Expansão do mapa de contornos COSY (400 MHz, CDCl3) obtido para TRPHS 

 

 

 

Fonte: Elaboração própria. 

 

O mapa de contorno HMQC obtido para TRPHS (1H, 400 MHz; 13C, 100 MHz, 

CDCl3) foi empregado para confirmar algumas das atribuições e está apresentado nas 

Figuras 58 e 59. Assim, observaram-se manchas de correlação entre o sinal atribuído 

à C2’ e os prótons H2’a e H2’b; entre C3’ e H3’, bem como entre o sinal de C29 e os 

prótons H29’a e H29’b. Por sua vez, a análise do mapa de contorno HMBC (Figuras 

60 e 61) evidenciou a correlação entre os sinais atribuídos a H3 (δ 4,53 ppm) e C1’ (δ 

41,87 ppm), possibilitando confirmar a esterificação da hidroxila em C3, bem como a 

localização da carbonila na cadeia lateral do éster.   

 
  

H2’a 

 

H2’b 

 

HOH 

 

H29b 

 

H29a 

 

H29a/ H29b  

 H29a/ H29b  

 

HOH/ H3’  

 

H2’b/ H3’ 

 

H2’a/ H3’ 

 

H3’ 
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Figura 58 - Mapa de contornos HMQC obtido para TRPHS (1H, 400 MHz; 13C, 100 MHz, CDCl3). 

 

 
 

Fonte: Elaboração própria.
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Figura 59 – Expansão do mapa de contornos HMQC obtido para TRPHS (1H, 400 MHz; 13C, 100 

MHz, CDCl3) 

 

 
 

 

Fonte: Elaboração própria. 
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Figura 60 - Mapa de contornos HMBC obtido para TRPHS (1H, 400 MHz; 13C, 100 MHz, CDCl3) 

 

 

 
Fonte: Elaboração própria. 
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Figura 61 – Expansão do mapa de contornos HMBC obtido para TRPHS (1H, 400 MHz; 13C, 100 
MHz, CDCl3) 

 

 

 

Fonte: Elaboração própria. 

Assim, com base na análise dos dados espectrais disponíveis e comparação 

com dados relatados na literatura para derivados do lupeol, TRPHS foi definido como 

um éster do lupeol, com cadeia lateral de 16 carbonos (56). Os valores de 

deslocamentos químicos de C3 e H3, bem como os dados dos mapas de contorno 

HMQC e HMBC, permitiram definir a posição da esterificação na hidroxila em C3. Por 

sua vez, a presença de hidroxila na cadeia lateral do éster foi confirmada por dados 

de espectrometria de massas e de RMN. A localização da hidroxila em C3’ foi indicada 

pelos valores de deslocamento químico de C3’ e H3’, bem como pela conectividade 

do sistema de spins de H2’a, H2’b e H3’, além da correlação entre H3’ e o próton da 

hidroxila. A estereoquímica da ligação da hidroxila em C3’ não pôde ser definida a 

partir dos dados espectrais obtidos. 

H3/ C1’ 
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Ésteres do lupeol e de α- ou β-amirina com cadeias laterais hidroxiladas ou não 

foram previamente isolados e identificados em extratos de H. speciosa (item 3.4) 

(BARROS, 2008; ENDRINGER, 2007). Ésteres de cadeias longas do lupeol e da α/β-

amirina foram identificados no látex de Periploca laevigata (NEJMA et al. 2013).  O 

estudo fitoquímico de cascas de Pentalinon andrieuxii resultou no isolamento de um 

éster do lupeol com cadeia lateral hidroxilada, denominado de procrima B (PEÑA-

RODRÍGUEZ, 2014). Das partes aéreas de Koelpinia linearis, Razdan e 

colaboradores (1996) isolaram cinco ésteres de cadeia longa do lupeol, contendo de 

14 a 18 átomos de carbonos.  

Furukawa e colaboradores (2002) isolaram e caracterizaram dois ésteres do 

lupeol de cadeia longa, a partir do própolis de alecrim. O éster denominado de 

procrima A (FURUKAWA et al., 2002) tem estrutura química idêntica àquela definida 

para TRPSH (56). Na mesma direção, o lupeol β-hidroxihexadecanoato isolado de 

folhas de Holarrhena pubescens possui a mesma estrutura química de TRPHS 

(TUNTIWACHWUTTIKUL et al., 2007). Ainda, o éster isolado do própolis verde de 

Maclura pomifera, 3-O-β-(3’-R-hidroxi)-hexadecanoil-lupeol, tem estrutura química 

equivalente à TRPHS (HATTORI et al., 2011; LEE et al., 1997). 

Lee e colaboradores (1997) relataram um valor de [α]24
D

 de + 20,5 (CHCL3, 

c=0,01) para o 3-O-β-(3’-R-hidroxi)-hexadecanoil-lupeol. Conforme descrito 

anteriormente, não foi possível estabelecer a estereoquímica da ligação da hidroxila 

em C3’ a partir dos dados espectrais. Assim, na tentativa de estabelecer a 

configuração absoluta de TRPHS determinou-se sua atividade óptica e comparou-se 

o resultado obtido com o valor descrito na literatura para 3-O-β-(3’-R-hidroxi)-

hexadecanoil-lupeol. O valor obtido ([α]D27 + 21,9) (CHCL3, c=0,09) foi similar ao 

relatado na literatura ([α]D de + 20,5), sendo possível inferir, portanto, que TRPHS 

possui estereoquímica idêntica ao 3-O-β-(3’-R-hidroxi)-hexadecanoil-lupeol (56), 

previamente relatado por Lee et al. (1997).  

É a primeira vez que 3-O-β-(3’-R-hidroxi)-hexadecanoil-lupeol é relatado para 

a espécie H. speciosa. A revisão da literatura realizada não indica atividades 

biológicas relatadas para este éster do lupeol. Apesar dessa substância não ter sido 



180 

 

 

avaliada nos ensaios in vitro e in vivo de atividade antidiabética, é possível supor sua 

contribuição para a atividade biológica de H. speciosa, tendo em vista sua presença 

na fração diclorometânica e o fato de que a hidrólise do éster no trato gastro-intestinal 

resulta no lupeol, triterpeno com conhecida atividade antidiabética, conforme discutido 

anteriormente (item 5.2).    

 

55 - Lupenona  
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Fonte: Elaboração própria via Chendraw. 
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6 CONCLUSÕES  

Os ensaios extrativos realizados com folhas de H. speciosa forneceram 

extratos com composições químicas distintas, sendo bornesitol o constituinte 

majoritário na maioria dos extratos (exceto naqueles obtidos com solução etanólica a 

50% e 70%), seguindo-se o teor de flavonoides totais (exceto nos extratos obtidos 

com solução etanólica a 50% e 70%), rutina, ácido clorogênico e FlavHS. 

Análise quimiométrica de componente principal indicou que a atividade 

vasodilatadora dos extratos de folhas de H. speciosa correlaciona-se positivamente 

com os teores de ácido clorogênico, rutina, flavonoides totais e FlavHS, observando-

se uma correlação negativa com o teor de bornesitol.  

A análise de componente principal para a atividade inibitória da enzima α-

glicosidase não demonstrou relação significativa entre os teores dos constituintes 

químicos quantificados e a atividade biológica das preparações. 

A análise quimiométrica de componente principal entre a atividade inibitória da 

enzima α-glicosidase e as áreas dos picos majoritários nos perfis cromatográficos de 

CLAE-DAD dos extratos demonstrou correlação positiva com o pico 10 (substâncias 

lipofílicas), pico 5 (derivado flavonoídico) e FlavHS, bem como correlação negativa 

com o pico 1 (ácido quínico) e ácido clorogênico.  

A análise de componente principal para a atividade vasodilatadora forneceu 

correlação positiva entre a atividade biológica e o pico 1 (ácido quínico) e ácido 

clorogênico e, menos pronunciadamente, com os picos dos derivados flavonoídicos. 

Correlação negativa foi observada para as variáveis pico 5 (derivado flavonoídico) e 

para compostos lipofílicos. 

Todas as frações resultantes do fracionamento do extrato de H. speciosa 

apresentaram atividade inibitória da enzima α-glicosidase, sem diferença estatística 

entre elas. 

O extrato de H. speciosa e a fração diclorometânica derivada deste reduziram 

a glicose sérica em ensaio agudo de avaliação da glicemia, quando administrados por 

via oral a camundongos. 



182 

 

 

Os constituintes responsáveis pela potencial atividade antidiabética da espécie 

são os componentes lipofílicos, provavelmente lupeol, α-amirina e seus ésteres. 

O fracionamento da fração diclorometânica resultou no isolamento de um sólido cuja 

estrutura química foi elucidada por métodos espectroscópicos usuais como sendo 3-

O-β-(3’-R-hidroxi)-hexadecanoil-lupeol, inédito na espécie. 
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	Para o látex, foi relatada atividade contra Candida albicans (SILVA et al., 2010), além de significativa atividade anti-inflamatória em camundongos, associada à inibição da produção de óxido nítrico (NO), prostaglandina E2 (PGE2) e citocinas (MARINHO ...
	Em um estudo mais recente, os extratos aquosos e hidroalcoólico das folhas, bem como o extrato hidroalcoólico das cascas foram avaliados quanto à atividade antimicrobiana frente às bactérias Escherichia coli, Enterococcus faecalis e Staphylococcus aur...
	Souza e colaboradores (2012a) avaliaram a atividade inibitória da enzima tirosinase, envolvida no processo de produção de melanina e associada a doenças dermatológicas caracterizadas por hiperpigmentação da pele. O extrato hexânico das folhas inibiu...
	Em um estudo de Geller e colaboradores (2015), investigou-se a capacidade cicatrizante do extrato etanólico de folhas da espécie, bem como de constituintes isolados do extrato.  Foi empregado o ensaio in vitro de cicatrização e avaliou-se, ainda, a li...
	Nosso grupo de pesquisa tem trabalhado ativamente com H. speciosa nos últimos anos, com especial interesse na avaliação de sua potencial atividade anti-hipertensiva, utilizando diferentes modelos biológicos. A atividade inibitória da ECA in vitro foi ...
	Em outro trabalho do nosso grupo, foi avaliada a atividade hipotensora de uma fração padronizada das folhas, enriquecida em flavonoides e ciclitóis, bem como seu mecanismo de ação (SILVA et al, 2011). Os resultados demonstraram uma redução significati...
	Outros estudos foram conduzidos com esta fração padronizada em ratos hipertensos para avaliar o efeito do tratamento subcrônico, bem como investigar o mecanismo de ação envolvido na redução da pressão arterial (SILVA et al., 2012a; SILVA et al., 2012b...
	O estudo fitoquímico do extrato etanólico das folhas, biomonitorado pelo ensaio in vitro de inibição da ECA, realizado por Endringer (2007), resultou na identificação de L-(+)-bornesitol e rutina como principais constituintes bioativos, com valores de...
	Em trabalho anterior do nosso grupo de pesquisa foi relatado o desenvolvimento e a validação de um método analítico por cromatografia líquida de alta eficiência acoplada a detector de arranjo de diodos (CLAE-DAD), após derivatização prévia da amostra,...
	3.4 A química da espécie

	H. speciosa já foi objeto de alguns estudos fitoquímicos. Do infuso das cascas foram isolados os ácidos gálico (4), 4-hidroxi-3,5-dimetoxibenzóico (ácido siríngico) (5), 5-O-cafeoilquínico (6), 3-O-cafeoilquínico (7), além de cis-clorogenato de metila...
	4 - Ácido gálico                                      5 - Hidroxi-3,5-dimetoxibenzóico (ácido siríngico)
	Fonte: Elaboração própria via Chemdraw           Fonte: Elaboração própria via Chemdraw
	6 - Ácido 5-O-cafeoilquínico
	Fonte: Elaboração própria via Chemdraw (1)
	7 - Ácido 3-O-cafeoilquínico                  8 - Cis-clorogenato de metila
	Fonte: Elaboração própria via Chemdraw      Fonte: Elaboração própria via Chemdraw
	(4)
	9 - Trans-clorogenato de metila                                          10 - 2,7-Diidroxixantona
	Fonte: Elaboração própria via Chemdraw       Fonte: Elaboração própria via Chemdraw
	11 - 2,7-Dimetoxixantona
	Fonte: Elaboração própria via Chemdraw (2)
	Os constituintes voláteis das folhas foram analisados por cromatografia gasosa acoplada a espectrômetro de massas (CG-EM), possibilitando a identificação do óxido de trans-linalol (12), óxido de cis-linalol (13), α-terpineol (14), linalol (15), gerani...
	12 - Óxido de trans-linalol       13 - Óxido de cis-linalol   14 - α-terpineol       15 - Linalol
	Fonte: Elaboração própria via Chemdraw (3)
	16 - Geraniol             17 - Metil-antranilato       18 - Eugenol            19 - (E)-isoeugenol
	Fonte: Elaboração própria via Chemdraw (4)
	20- Apofarnesol                      21 -  Naftaleno                   22 - α-bisaboleno
	Fonte: Elaboração própria via Chemdraw (5)
	23 - Spatulenol                                    24 - Ácido malônico
	Fonte: Elaboração própria via Chemdraw (6)
	No trabalho de Endringer (2007), o fracionamento cromatográfico do extrato etanólico das folhas resultou no isolamento de L-(+)-bornesitol (25), canferol-3-O-rutinosídeo (26), ácido 5-O-cafeoil-quínico (6), ácidos cis (27) e trans 4-hidroxi-cinâmico (...
	25 - L-(+)-bornesitol                                       26 - Canferol-3-O-rutinosídeo
	Fonte: Elaboração própria via Chemdraw (7)
	(24)
	(23)
	27 - Ácido cis 4-hidroxi-cinâmico      28 - Ácido trans 4-hidroxi-cinâmico
	Fonte: Elaboração própria via Chemdraw (8)
	29 -  α-amirina                                                                           30 - Lupeol
	Fonte: Elaboração própria via Chemdraw (9)
	31 - 3β-O-éster de ácido graxo do lupeol                     32 - Ácido quínico
	Fonte: Elaboração própria via Chemdraw (10)
	33 - Rutina
	Fonte: Elaboração própria via Chemdraw (11)
	O fracionamento do extrato hexânico das folhas realizado por Barros (2008) resultou na obtenção de uma mistura de hidrocarbonetos, mistura de alcoóis de cadeia longa, mistura dos triterpenos α-amirina (29) e β-amirina (34), outra mistura dos triterpen...
	34 - β-amirina                                                        35 - Obtusalina
	Fonte: Elaboração própria via Chemdraw           Fonte: Elaboração própria via Chemdraw (1)
	36 - Eritrodiol                                                                                 37 - β-sitosterol
	Fonte: Elaboração própria via Chemdraw (12)
	38 - Éster 3β-O-acilado de α-amirina                          39 - Éster 3β-O-acilado de β-amirina
	Fonte: Elaboração própria via Chemdraw (13)
	40 - Éster 3β-O-acilado do lupeol
	Fonte: Elaboração própria via Chemdraw (14)
	Em trabalho de Rodrigues (2007), a análise de uma infusão das cascas por CLAE-DAD levou à identificação do ácido clorogênico (7), catequina (41), epicatequina (42) e galato de epigalocatequina (43). Neste mesmo trabalho, utilizou-se espectrometria de ...
	41 - Catequina                                                      42 - Epicatequina
	Fonte: Elaboração própria via Chemdraw (15)
	43 - Galato de epigalocatequina
	Fonte: Elaboração própria via Chemdraw (16)
	4 PARTE EXPERIMENTAL
	4.1 Equipamentos

	● Amplificador, modelo TBM-4, World Precision Instruments, Inc., USA.
	● Aparelho de ponto de fusão MQAPF-30, Microquímica.
	● Balança analítica Mettler, modelo AB 204.
	● Balança semi-analítica Núcleo, modelo PR 1000.
	● Banho de ultrassom Thornton, modelo T 50.
	● Banho de ultrassom Unique, modelo USC 1400.
	● Banho seco com agitação, Mixing Block, modelo MB-101, Bioer.
	● Bombas de vácuo Fabbe (modelo 0320) e Edwards (modelo C 560786).
	● Centrífuga Hermle Z323K.
	● Chapas para aquecimento Fisatom, modelo 752 A e Corning, modelo V-092.
	● Coluna para UPLC Waters BEHC18 (50 x 2,1 mm d.i., partículas de 1,7 µm).
	● Destilador de água Fabbe, modelo A 95.
	● Espectrômetro de ressonância magnética nuclear Bruker Avance DRX – 400
	MHz (Departamento de Química, ICEX, UFMG).
	● Espectrofotômetro UV-Vis, HITACHI, modelo U-2900.
	● Espectrofotômetro UV-Vis, Perkin Elmer, modelo Lambda 20.
	● Evaporador rotatório Buchi, modelo B-480.
	● Glicosímetro, ACCU-CHEK Active, Roche.
	● Lâmpada de ultravioleta (UV) para cromatografia Spectroline, modelo 977 C (λ de 254 e 365 nm).
	● Leitor de microplaca, Thermoplate Reader.
	● Microcentrífuga Cientec, modelo CT-14000.
	● Micropipetas HTL, vol. ajustável de 10 - 100 μL e 100 - 1000 μL.
	● Moinho de facas Marconi, modelo MA680.
	● Placa conversora analógico-digital, AD16JR, World Precision Instruments, Inc.
	● Polarímetro ADP220 Bellingham, Stanley Ltda.
	● Purificador de água Milli-Q Plus.
	● Sistema de cromatografia líquida de alta eficiência Waters® 2695, constituído por injetor automático, detector de arranjos de diodos PDA 2996, bomba quaternária L-6200a com degaseificador de linhas, e sistema computadorizado operado pelo programa Em...
	● Sistema de UPLC-MS/MS ACQUITY Ultra Performance LCTM, Waters®, composto por detector de arranjos de diodo (DAD) modelo PDA 2996 e detector de espectrometria de massas ACQUITY TQ (Water), equipado com fonte de ionização por spray de elétrons Z-spray ...
	● Soprador térmico serigráfico Steinel, modelo HL-500.
	● Tamis Tyler 20 mesh.
	● Transdutores isométricos, World Precision Instruments, Inc., USA.
	● Vortex Mixer, Vixar.
	4.2 Solventes e reagentes

	● Acarbose, Sigma-Aldrich.
	● Ácido fosfomolíbdico, Vetec.
	● Ácidos grau P.A.: ácido fórmico, ácido sulfúrico e ácido clorídrico, Merck.
	● Álcool etílico comercial, Minálcool e Emfal.
	● Amido, amido de milho, Maisena.
	● Carbogênio (95% de O2 e 5% de CO2), White Martins, Brasil.
	● Carbonato de sódio, Synth.
	● Cloreto de benzoíla, Proquimios.
	● Cloreto de p-toluenossulfonila (ReagentPlus), Sigma-Aldrich.
	● Cromatofolhas de alumínio recobertas por sílica gel 60, 20 x 20 cm, Merck.
	● Dimetilsulfóxido, Sigma-Aldrich.
	● Fitas reativas ACCU-CHEK Active, Roche
	● Fosfato de potássio monobásico anidro, Synth.
	● Glibenclamida, Sigma-Aldrich.
	● Glicose, Synth.
	● Glutationa reduzida, Sigma-Aldrich.
	● Piridina anidra, Merck e Sigma-Aldrich.
	● p-Nitrofenil-α-D-glicopiranosídeo, Sigma-Aldrich.
	● Ração hiperlipidêmica, Rhoster.
	● Ração para roedores, Nuvilab.
	● Sílica gel 60 G Merck.
	● Sílica gel 60, 230-400 mesh, Merck.
	● Sílica gel 60, 70-230 mesh, Merck.
	● Solventes grau CLAE acetonitrila e metanol, Tedia.
	● Solventes grau padrão analítico (P.A.): hexano, diclorometano, clorofórmio, acetato de etila, éter etílico, acetona, metanol e álcool etílico, Quimex; álcool etílico 95%, Fmaia.
	● Tween, Sigma-Aldrich.
	● α-Glicosidase, Sigma-Aldrich.
	4.3 Substâncias de referência

	Duas amostras de rutina foram utilizadas no estudo, ambas obtidas da Sigma-Aldrich: rutina triidratada (Primary Reference Standard), rutina para CLAE com teor mínimo de 95%. Pentaeritritol (teor mínimo de 98%) foi obtido da Merck e ácido clorogênico, ...
	4.4 Vidrarias e materiais diversos

	● Balões volumétricos de 1, 10, 25 e 100 mL, Satelit, Normax e Blaubrand.
	● Borrifador de vidro.
	● Coluna analítica para CLAE C-18 ODS Lichrospher 100 (250 × 4,0 mm d.i.), Merck, partículas de 5 µm, com pré-coluna LiChrospher 100 RP-18 (4 × 4 mm d.i.), partículas de 5 μm.
	● Colunas cromatográficas de vidro de dimensões variadas.
	● Cromatoplacas de vidro de 5 ×10 cm e 10 ×10 cm.
	● Cubas cromatográficas de vidro Pirex.
	● Frascos de penicilina com tampa de borracha.
	● Microtubo plástico de 2 mL e 1,5 mL do tipo safe-lock, Axygen.
	● Papel indicador de pH Universal, pH 0-14, Merck.
	● Percoladores de vidro e de aço inoxidável com volumes variados.
	● Placa de 96 poços para cultivo celular, Corning
	● Ponteiras plásticas, Corning.
	● Tubos plásticos do tipo Falcon com volumes de 15 e 50 mL, TPP.
	● Vials de vidro com tampa e septos de teflon para uso no injetor automático de sistema de CLAE e UPLC-MS.
	4.5 Reveladores para CCD

	Reagente anisaldeído - ácido sulfúrico (WAGNER & BLADT, 1996): Misturaram-se 0,5 mL de anisaldeído, 10,0 mL de ácido acético glacial, 85,0 mL de metanol e 5,0 mL de ácido sulfúrico concentrado, nesta ordem.
	4.6 Material vegetal

	O material vegetal (folhas) de H. speciosa foi fornecido pela Empresa Estadual de Pesquisa Agropecuária da Paraíba S.A. (EMEPA), em João Pessoa. Foi colhido em março de 2009 e identificado pela Dra. Maria das Dores Magalhães Veloso. Uma amostra da esp...
	4.7 Ensaios extrativos

	Foram realizados ensaios extrativos utilizando-se diferentes solventes e métodos de extração, em triplicata para cada condição, como esquematizado no fluxograma da Figura 1. O material vegetal E-SPAc, previamente seco e pulverizado (item 4.6), foi sub...
	Os extratos obtidos foram avaliados com relação ao teor de extrativos, perfis cromatográficos por CLAE-DAD (item 4.7.1), bem como a partir da quantificação dos teores dos marcadores químicos (item 4.7.2).
	Figura 1 – Extratos obtidos a partir dos ensaios extrativos com de folhas de H. speciosa
	Fonte: Elaboração própria.
	4.7.1 Obtenção do perfil cromatográfico dos extratos por CLAE-DAD

	Etanol comercial 96 GL
	(EE-EC)
	Solução hidroalcoólica 70%
	(EE-E70)
	Percolação - 10g
	Solução hidroalcoólica 50%
	(EE-E50)
	Solução EtOAc:MeOH 1:1
	(EE-PP)
	Folhas pulverizadas de H. speciosa
	Maceração estática por 24h EtOH 96 GL
	(ME-24)
	Maceração - 5g
	Maceração estática por 72h EtOH 96 GL
	(ME-72)
	A impressão digital dos extratos obtidos nos ensaios extrativos (item 4.7) foi avaliada a partir dos perfis cromatográficos obtidos por CLAE-DAD, utilizando-se condição analítica otimizada no trabalho de Pereira (2012). Para tanto, foi empregado um si...
	Tabela 1 - Programa de eluição estabelecido para a quantificação de rutina e ácido clorogênico em extratos e frações de folhas de H. speciosa
	*Solvente A: água acidificada com 0,1% de ácido fosfórico;
	Solvente B: acetonitrila grau CLAE acidificada com 0,1% de ácido fosfórico.
	Figura 2 - Perfis das curvas de gradiente disponíveis no programa Empower 2 (Waters). 2 a 5: gradientes convexos, 6: linear, 7 a 10: gradientes côncavos
	Fonte: Elaboração própria. (1)
	4.7.2 Quantificação de marcadores químicos

	Os marcadores químicos, definidos em trabalho anterior de nosso grupo de pesquisa, foram quantificados empregando métodos desenvolvidos e validados na ocasião (PEREIRA, 2012; PEREIRA et al., 2012a). Foram determinados os teores de rutina, ácido clorog...
	4.7.2.1 Quantificação de flavonoides totais

	Para a quantificação de flavonoides totais, expressos como rutina, foi empregado um método por espectrofotometria no UV-Vis, após reação com cloreto de alumínio, segundo descrito por Rusak e colaboradores (1993) e modificado por Garcia e colaboradores...
	Para a extração dos flavonoides, foram pesados exatamente cerca de 30 a 50 mg do extrato, transferidos quantitativamente para um balão de fundo redondo de 125 mL. Adicionaram-se 12 mL de metanol e aqueceu-se a mistura em manta elétrica, sob refluxo, d...
	Para a eliminação de carotenóides e clorofilas, 15 mL da solução metanólica obtida na etapa de extração foram misturados, em um béquer, a 6 mL de clorofórmio e 9 mL de água. A mistura foi homogeneizada, transferida para tubo tipo Falcon e centrifuga...
	A reação de coloração consistiu da transferência de 5,0 mL da solução hidrometanólica (obtida anteriormente) para um balão volumétrico de 25 mL; acrescentaram-se 0,6 mL de ácido acético glacial, 10 mL de solução de piridina/água (20:80) e 2,5 mL de so...
	Os teores obtidos para cada extrato (n = 3) foram submetidos à análise de variância e comparados pelo teste de Tukey (p < 0,05).
	Foi construída uma curva analítica com cinco concentrações diferentes: 0,002; 0,005; 0,010; 0,020 e 0,030 mg/mL de rutina, procedendo-se com a reação de coloração para cada solução de rutina, como descrito acima. Mediu-se a absorvância de cada solução...
	4.7.2.2 Quantificação de rutina, ácido clorogênico e FlavHS

	A quantificação de rutina, ácido clorogênico e FlavHS foi realizada empregando-se um método por CLAE-DAD, desenvolvido e validado por Pereira (2012) de acordo com as normas da Conferência Internacional de Harmonização (ICH), ANVISA e AOAC (AOAC, 2002;...
	Para obtenção das soluções de análise, pesaram-se, exatamente, cerca de 5,0 mg das amostras, às quais se adicionou 1,0 mL de solução hidrometanólica a 50%. A solubilização foi conduzida em banho de ultrassom por 15 min, seguida de agitação em vórtex. ...
	A linearidade foi determinada previamente no trabalho de Pereira (2012), a partir da construção de duas curvas analíticas, em dias consecutivos, utilizando-se cinco concentrações distintas de rutina e ácido clorogênico (0,2; 1,0; 2,0; 3,0 e 4,0 µg). C...
	4.7.2.3 Quantificação de bornesitol

	A determinação do teor de bornesitol foi realizada por CLAE-DAD, empregando-se o método desenvolvido e validado em trabalho anterior do nosso grupo (PEREIRA et al., 2012a). A validação do método cromatográfico desenvolvido foi conduzida de acordo com ...
	O sistema de cromatografia utilizado foi o mesmo descrito no item anterior (item 4.7.2.2) e as análises foram realizadas em coluna LiChrospher 100 RP-18 (250 × 4 mm d.i., partículas de 5 μm), acoplada a pré-coluna LiChrospher 100 RP-18 (4 x 4 mm d.i.,...
	As amostras injetadas no sistema de cromatografia foram previamente derivatizadas, empregando-se cloreto de tosila em piridina, como descrito por Pereira et al. (2012a), tendo sido utilizado pentaeritritol como padrão interno (P.I.). Exatamente cerca ...
	A linearidade foi determinada a partir de curvas analíticas, construídas utilizando-se cinco massas distintas. Cada ponto das curvas analíticas foi obtido pela injeção, em triplicata, de 20 μl de cinco soluções preparadas com cinco diferentes massas d...
	Os dados obtidos foram avaliados através de regressão linear pelo método dos mínimos quadrados e os coeficientes de determinação (r2) correspondentes foram calculados. A equivalência estatística das curvas obtidas em dias diferentes foi avaliada por a...
	Tabela 2 - Sistema de eluição estabelecido para o método por CLAE-DAD para quantificação de bornesitol em extratos e frações de folhas de H. speciosa
	*Solvente A: água Milli-Q; Solvente B: MeOH grau CLAE e Solvente C: ACN grau CLAE.
	Fonte: Elaboração própria. (2)
	4.8 Ensaios biológicos

	Os ensaios foram realizados pelo grupo do Prof. Steyner F. Côrtes, Departamento de Farmacologia, Instituto de Ciências Biológicas, UFMG, Co-orientador desta tese. Os ensaios foram executados pela Dra. Grazielle Caroline da Silva e Dra. Aline Carvalho ...
	4.8.1 Avaliação da atividade vasodilatadora

	A atividade vasodilatadora dos extratos obtidos no item 4.7 foi avaliada em preparações de artéria aorta de ratos, previamente contraídas com fenilefrina (FERREIRA et al., 2007b). A atividade dos extratos foi comparada quanto aos valores de concentraç...
	Após avaliação da integridade dos anéis aórticos, utilizando-se pré-contração com fenilefrina (Phe; 0,3 μM) e posterior estímulo com acetilcolina (ACh; 10 μM), foi realizada a avaliação da resposta vasorelaxante, empregando-se fenilefrina (0,3 μM) p...
	4.8.2 Avaliação da atividade inibitória da enzima α-glicosidase

	Os extratos obtidos no item 4.7 foram avaliados em modelo in vitro de inibição da enzima α-glicosidase, assim como as frações obtidas do fracionamento de EE-CC (item 4.9). A atividade dos extratos foi comparada à CI50 empregando-se ANOVA e pós-teste d...
	4.9 Fracionamento do extrato etanólico visando isolar os constituintes com atividade inibitória da α-glicosidase

	O extrato EE-EC (item 4.7) foi selecionado para fracionamento biomonitorado pelo ensaio de inibição da α-glicosidase. Para tanto, foi empregada cromatografia em coluna aberta de sílica gel. Empregou-se uma porção de 20,0 g do extrato, o qual foi incor...
	Tabela 3 – Fracionamento do extrato etanólico de folhas de H. speciosa por cromatografia em coluna aberta de sílica gel
	Fonte: Elaboração própria. (3)
	As frações obtidas foram avaliadas quanto ao perfil cromatográfico por CLAE-DAD. Para tanto, foi empregado um sistema de CLAE Waters 2695, com coluna LiChrospher 100 RP-18 (250 × 4 mm d.i., 5 µm) e pré-coluna LiChrospher 100 RP-18 (4 x 4 mm d.i., 5 µm...
	A suspensão foi mantida em banho de ultrassom por 15 min para auxiliar na solubilização da amostra. Posteriormente, as amostras foram centrifugadas a 8.400 g, e 10 µL dos sobrenadantes injetados no sistema de cromatografia descrito.
	Tabela 4 - Gradiente de eluição empregado para a análise dos extratos de H. speciosa provenientes do ensaio extrativo
	*acidificados com ácido fosfórico (0,1%).
	Fonte: Elaboração própria. (4)
	A potencial atividade antidiabética das frações foi avaliada em modelo in vitro de inibição da enzima α-glicosidase (item 4.8.2) e in vivo no tratamento agudo sobre a glicemia e no ensaio de tolerância à glicose (item 4.12).
	4.9.1 Hidrólise da fração diclorometânica (Fr DCM)

	Submeteu-se a fração diclorometânica à hidrólise alcalina, visando identificar as geninas presentes. Para tanto, 49,9 mg da fração Fr DCM foram pesados em balão de fundo redondo e solubilizados em 10 mL de solução metanólica de NaOH a 5%. A solução fo...
	A mistura reacional foi então particionada com hexano (3 × 20 mL), as fases orgânicas reunidas e submetidas à partição com água (1 x 10 mL). Posteriormente, adicionou-se sulfato de sódio anidro à fase orgânica, que foi filtrada em seguida para remoção...
	4.9.1.1 Análise do produto de hidrólise por CCD de sílica gel

	O produto da reação de hidrólise da fração diclorometânica (item 4.9.1) foi analisado por cromatografia em camada delgada (CCD) de sílica gel. Para tanto, foram aplicados, em uma placa cromatográfica, soluções metanólicas da fração de origem, o produt...
	4.9.2 Fracionamento da fração diclorometânica (Fr DCM)

	A fração diclorometânica (Fr DCM) foi fracionada empregando-se cromatografia em coluna aberta de sílica gel. Uma porção de 304,0 mg da fração Fr DCM foi incorporada à 350 g de sílica gel 60 (0,063 – 0,200 mm) em grau de porcelana. O resíduo foi deposi...
	As frações foram analisadas por cromatografia em camada delgada de sílica gel, empregando como eluente 50 mL de solução de hexano / diclorometano (60:40), contendo 2 mL de acetato de etila e, como revelador, foi empregado anisaldeído sulfúrico (item 4...
	Figura 3 – Esquema de fracionamento da fração diclorometânica (Fr DCM) de folhas de H. speciosa
	Fonte: Elaboração própria. (5)
	4.10 Caracterização de EE-EC e Fr DCM por UPLC-MS-ESI

	A composição química do extrato EE-EC (item 4.7) foi avaliada empregando-se sistema de cromatografia líquida de ultra eficiência (UPLC) (Waters) acoplado a detector DAD e em interface com espectrômetro de massas triplo quadrupolo (TQD) (Waters Microma...
	Percolação (EtOH 96 )
	119-130
	Extrato etanólico
	(EE-CC)
	(3,08g)
	Material vegetal
	(10g)
	DCM
	(0,59g)
	EtOAc
	Hx
	DCM:EtOAc 1:1
	EtOAc:MeOH 1:1
	MeOH
	16-26
	38-41
	59-68
	48-58
	27-37
	79-84
	69-78
	85-88
	89-92
	93-94
	95-96
	97 -104
	105-118
	CC silíca gel
	300mg Fr DCM
	300mg de FRDCM
	CC silíca gel (1)
	300mg de FRDCM (1)
	TRPHS
	(16,1 mg)
	Para a análise da Fr DCM (item 4.9) e também de EE-EC foram preparadas soluções com concentração de 5 mg/mL em acetonitrila. Procedeu-se a solubilização com auxílio do banho de ultrassom por 10 minutos, seguida de centrifugação a 8400 g, por 10 minuto...
	4.11 Elucidação estrutural de TRPHS

	A elucidação estrutural de TRPHS foi realizada a partir de dados de ressonância magnética nuclear (RMN) e espectrometria de massas. Os espectros de RMN de 1H e de 13C foram obtidos no Departamento de Química, ICEX, UFMG, em equipamento Bruker Avance D...
	A atividade óptica de TRPHS foi determinada empregando-se polarímetro ADP220 Bellingham, Stanley Ltda. A temperatura de análise foi de 27 C, o caminho óptico de 0,5 dm e utilizou-se CHCl3 (0,82 mg/mL) para solubilização da amostra. Obteve-se, ainda, a...
	4.12 Avaliação in vivo da atividade antidiabética

	O trabalho experimental foi previamento aprovado pelo Comitê de Ética em Experimentação Animal da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), protocolo n  163/10. Foram utilizados camundongos machos Swiss (8 semanas), provenientes do Centro de Bioter...
	4.12.1 Avaliação do efeito do tratamento agudo sobre a glicemia e a tolerância à glicose

	O ensaio foi realizado como descrito previamente (AGUILAR-SANTAMARÍA et al., 2009; HEO et al., 2009), com algumas modificações. Após 6 h de jejum diurno, foram coletadas amostras de sangue caudal para dosar a glicemia basal. Para tanto, foram utilizad...
	Figura 4 – Esquema representativo do ensaio agudo sobre a glicemia e tolerância à glicose
	Fonte: Elaboração própria. (6)
	4.12.2 Análise dos resultados

	O efeito dos tratamentos com as amostras foi analisado por test t de Student ou ANOVA com pós-teste de Bonferroni, comparando-se animais controle e animais diabéticos, tratados ou não tratados, considerando p < 0,05.
	4.13 Análises de CAR (relação entre composição química e atividade biológica)
	4.13.1 Teores dos marcadores versus atividade biológica


	A relação entre a composição química quantitativa dos extratos (teores dos marcadores químicos quantificados; item 4.7.2) e as respostas biológicas (item 4.8) induzidas pelos mesmos (atividade vasodilatadora e atividade inibitória da enzima α-glicosid...
	4.13.2 Área dos picos versus atividade biológica

	Análises de CAR também foram realizadas empregando-se dados de composição química quantitativa dos extratos obtidos pelas áreas dos 10 picos majoritários selecionados nos cromatogramas (item 4.7.1) e as respostas biológicas correspondentes (vasodilata...
	Foram realizadas análises quimiométricas de PCA e HCA, empregando os softwares descritos no item 4.13.1.
	5    RESULTADOS E DISCUSSÃO
	5.1 Ensaios extrativos

	Ensaios extrativos foram conduzidos objetivando-se obter extratos de folhas de H. speciosa com composições químicas diferentes e avaliar a relação entre os teores dos marcadores químicos definidos para a espécie e as respostas biológicas investigadas ...
	Um único material vegetal foi utilizado para obtenção dos extratos (folhas de H. speciosa, código E-SPA; item 4.6), sendo as análises realizadas em triplicata, empregando-se diferentes solventes extratores e dois processos extrativos distintos: percol...
	Tabela 5 - Ensaios extrativos realizados com folhas de H. speciosa
	______
	*Solventes extratores: EE-EC=etanol 96  GL; EE-E50=solução hidroalcoólica a 50%; EE-E70= solução hidroalcoólica a 70%; ME-24=etanol 96  GL; ME-72=etanol 96  GL; EE-PP=solução EtOAc/MeOH 1:1 (item 4.7).
	**As médias identificadas com a mesma letra não diferem entre si pelo teste de Tukey (p > 0,05).
	Fonte: Elaboração própria. (7)
	A análise dos resultados indica que os rendimentos inferiores foram obtidos quando a maceração foi empregada como técnica extrativa. A maceração é um processo extrativo lento, que pode resultar em extração incompleta. É lento por ser predominantemen...
	Em relação ao rendimento extrativo, de acordo com o solvente empregado foram obtidos valores de 30,8%, 40,7%, 39,3% e 28,7% respectivamente para EE-EC, EE-E50, EE-E70 e EE-PP, indicando que soluções hidroetanólicas resultam em maiores rendimentos extr...
	5.1.1 Obtenção dos perfis cromatográficos por CLAE-DAD

	Foram obtidos perfis cromatográficos para os extratos resultantes dos ensaios extrativos (item 4.7) empregando-se as condições analíticas descritas no item 4.7.1. Na Figura 5 estão apresentados os perfis cromatográficos obtidos para um extrato de cada...
	Figura 5 - Perfis cromatográficos obtidos por CLAE-DAD dos diferentes extratos preparados com folhas de H. speciosa e de substâncias de referência
	_______
	Condições extrativas: A: EE-EC; B: EE-E50; C: EE-E70; D: ME-24; E: ME-72; F: EE-PP.                    G (substâncias de referência): ácido clorogênico (1) e rutina (3). O pico (2) corresponde a FlavHS (triglicosídeo da quercetina). Para condições de ...
	Fonte: Elaboração própria. (8)
	A análise dos perfis cromatográficos obtidos indica que a composição química qualitativa dos extratos é similar para todos os ensaios extrativos, apresentando-se simples e com predomínio de três picos majoritários, com TR até 40 min. O pico intenso co...
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	3 (1)
	3 (2)
	3 (3)
	3 (4)
	2 (1)
	2 (2)
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	2 (4)
	1
	1 (1)
	1 (2)
	1 (3)
	1 (4)
	3 (5)
	1 (5)
	3 (6)
	2 (5)
	1 (6)
	B
	A
	A co-injeção de substâncias de referência e/ou análise do espectro no UV registrado pelo detector DAD permitiu verificar a presença de rutina (TR = 29,52 min) como pico majoritário em todos os cromatogramas, seguido de ácido clorogênico (TR = 10,08 mi...
	Segundo Ferreres e colaboradores (2005), flavonoide com máximo de absorção no comprimento de onda em torno de 353 nm é compatível com ligação glicosídica na hidroxila em C-3.  Os dados de espectrometria de massas obtidos para FlavHS indicaram que o tr...
	Figura 6 – Espectros no UV obtidos on-line pelo dector DAD para os picos 1, 2 e 3 nos extratos de folhas de H. speciosa, identificados como ácido clorogênico, FlavHS e rutina, respectivamente
	2 (6)
	1 (7)
	Fonte: Elaboração própria. (9)
	Nos cromatogramas obtidos para todas as condições extrativas avaliadas, observa-se a presença de picos com tempos de retenção entre 31 e 44 min. Os espectros de UV registrados para esses picos indicam tratarem-se de flavonóides, uma vez que apresentam...
	3 (7)
	Figura 7 – Espectros no UV obtidos on-line pelo detector DAD para os picos com TR entre 31 e 44 min
	Fonte: Elaboração própria
	43,5 min
	41,7 min
	38,2 min
	36,5 min
	35,3 min
	Figura 8 - Perfis cromatográficos obtidos para (A) EE-EC, (B) quercitrina e (C) co-injeção de EE-EC e quercitrina (1)
	________
	Para condições de extração e condições analíticas vide itens 4.7 e 4.7.1. Detecção no UV no comprimento de onda de 350 nm.
	Fonte: Elaboração própria. (10)
	Por último, observa-se um pico largo eluído em torno de 53 min, correspondente aos compostos lipofílicos presentes nos extratos, provavelmente relacionado aos triterpenos e esteróides ocorrentes na espécie. Como relatado anteriormente (item 3.4), os c...
	O pico com tempo de retenção de aproximadamente 5,4 min apresenta espectro no UV com máximos de absorção nos comprimentos de onda de 213 e 279,3 nm (Figura 9). A banda em λ de 279,3 nm é de baixa intensidade e pode ser atribuída à presença de um grupo...
	A (1)
	1 (8)
	1 (9)
	1 (10)
	C (1)
	B (1)
	Segundo Pavia e colaboradores (2001), esse tipo de transição do grupo carbonila ocorre entre 280 e 290 nm, em λ de aproximadamente 280 nm para carbonilas de cetonas, e possui baixo valor de ε (ε = 15), apresentando-se com baixa intensidade de absorção...
	Os cromatogramas obtidos (Figura 10) possibilitaram confirmar o pico com TR de 5,4 min como sendo o ácido quínico.
	Figura 9 – Espectro no UV obtido on-line pelo detector DAD para o pico com TR de 5,4 min
	Fonte: Elaboração própria. (11)
	A (2)
	Figura 10 - Perfis cromatográficos obtidos para (A) EE-EC, (B) ácido quínico (1) e (C) co-injeção de EE-EC e ácido quínico
	_______ (1)
	Para condições de extração e condições analíticas vide itens 4.7 e 4.7.1. Detecção no UV em λ de 210 nm.
	Fonte: Elaboração própria. (12)
	Vale destacar que o bornesitol não foi detectado nessas análises, uma vez que este ciclitol, por não possuir grupo cromofórico em sua estrutura, não absorve no detector de DAD empregado.
	5.1.2 Quantificação dos marcadores químicos

	Segundo a Resolução da Diretoria Colegiada n 26 de 2014 (BRASIL, 2014), marcador é
	a substância ou a classe de substâncias (ex.: alcaloides, flavonoides, ácidos graxos, etc.) utilizada como referência no controle da qualidade da matéria-prima vegetal e do fitoterápico, preferencialmente tendo correlação com o efeito terapêutico. O m...
	Assim, em trabalho anterior do nosso grupo, bornesitol, rutina e ácido clorogênico foram definidos como marcadores químicos de H. speciosa (PEREIRA et al., 2012a; PEREIRA, 2012) relacionados com a potencial atividade anti-hipertensiva da espécie (ENDR...
	C (2)
	B (2)
	1 (11)
	1 (12)
	1 (13)
	Os teores dos marcadores químicos definidos foram obtidos pelo emprego das metodologias descritas no item 4.7.2. Bornesitol foi quantificado por CLAE-DAD, após derivatização com cloreto de p-toluenosulfonila (PEREIRA et al., 2012a). Rutina, ácido clor...
	Figura 11 - Cromatograma obtido por CLAE-DAD para a quantificação de ácido clorogênico (1), FlavHS (2) e rutina (3) em extratos de H. speciosa
	______ (1)
	Condições cromatográficas: vide Parte Experimental, item 4.7.2.2; detecção em λ de 350 nm.
	Fonte: Elaboração própria. (13)
	1 (14)
	3 (8)
	2 (7)
	Figura 12 - Cromatograma obtido por CLAE-DAD para a quantificação de bornesitol, após derivatização com cloreto de tosila em extratos de H. speciosa. Picos: (1) bornesitol e (2) padrão interno (pentaeritritol)
	______ (2)
	Condições cromatográficas: vide Parte Experimental, item 4.7.2.3; detecção em λ de 230 nm.
	Fonte: Elaboração própria. (14)
	A Tabela 6 apresenta os resultados dos teores determinados para os marcadores químicos previamente definidos para H. speciosa (PEREIRA, 2012).
	Tabela 6 – Teores de marcadores químicos (n = 3) em extratos de folhas de H. speciosa provenientes dos ensaios extrativos
	1 (15)
	2 (8)
	______ (3)
	*Solventes extratores: EE-EC = etanol 96  GL; EE-E50 = solução hidroalcoólica a 50%; EE-E70 = solução hidroalcoólica a 70%; ME-24 = etanol 96  GL; ME-72 = etanol 96  GL; EE-PP = solução EtOAc/MeOH 1:1.
	**Ensaios realizados empregando-se percolação
	***Ensaios realizados empregando-se maceração 24 h (ME-24) e 72 h (ME-72)
	As médias identificadas com a mesma letra (minúscula para coluna; maiúscula para linha) não diferem entre si pelo teste de Tukey (p > 0,05).
	A análise dos dados dos marcadores químicos permitiu verificar que, de uma forma geral, há variação significativa nos teores dos metabólitos quantificados, bem como da proporção entre eles, em função da técnica extrativa e/ou do solvente extrator empr...
	O bornesitol foi o constituinte que apresentou maior teor nos extratos analisados, exceto para os ensaios EE-E50 e EE-E70, nos quais os teores de bornesitol e de flavonoides totais não foram estatisticamente diferentes. Os teores de bornesitol variara...
	Na sequência, o teor de flavonoides totais apresenta-se apenas inferior ao de bornesitol, exceto para os ensaios EE-E50 e EE-E70, cujos teores não diferiram estatisticamente daqueles obtidos para o bornesitol, variando de 2,68 ± 0,14% a 5,28 ± 0,29% (...
	Os dois métodos de extração avaliados, ambos utilizando etanol 96  GL como solvente extrator, percolação (EE-EC) e maceração por 72 h (ME-72), forneceram extratos com perfis cromatográficos e teores dos marcadores químicos estatisticamente equivalente...
	Comparando-se os extratos obtidos por percolação com diferentes solventes, soluções hidroetanólicas parecem favorecer a extração de compostos flavonoídicos, especialmente rutina e FlavHS, que apresentaram maiores concentrações nos extratos EE-E50 e EE...
	A extração com EtOAc/MeOH (1:1), ensaio EE-PP, foi proposta com base no procedimento empregado anteriormente para obtenção de uma fração enriquecida em flavonoides e ciclitóis de H. speciosa, a qual apresentou significativa atividade inibidora da ECA ...
	Com base nas análises realizadas, pode-se concluir que extração empregando-se percolação e solução hidroetanólica como solvente extrator resulta em maior rendimento extrativo e maior teor dos marcadores químicos, exceto quando se considera o teor de b...
	5.1.3 Atividade vasodilatadora ex vivo dos extratos

	Tendo em vista a potencial atividade anti-hipertensiva das folhas de H. speciosa descrita anteriormente por nosso grupo (SILVA, et al., 2012a; SILVA, et al., 2012b; FERREIRA, et al., 2007a; FERREIRA, et al., 2007b; ENDRINGER, 2007; SILVA, et al., 2011...
	Assim, a atividade vasodilatadora dos 18 extratos obtidos nos ensaios extrativos foi avaliada em modelo ex vivo de vasodilatação em anéis de aorta pré-contraídos com fenilefrina (item 4.8.1). O valor de -log da concentração inibitória a 50% (pCI50) ob...
	Os dados obtidos indicam que todos os extratos induziram vasodilatação significativa (CI50 da ordem de µg/mL), com valores de pCI50 no intervalo de 6,48 ± 0,10 a 4,97 ± 0,22 para EE-EC e ME-24, respectivamente. Os valores de pCI50 dos extratos EE-CC, ...
	A análise conjunta dos dados de rendimento extrativo (Tabela 5), teores de marcadores químicos (Tabela 6) e atividade vasodilatadora (Tabela 7) permite concluir que a extração empregando-se percolação e solução hidroetanólica fornece extratos com maio...
	Diversas espécies vegetais alteram a função do endotélio, responsável pela homeostase vascular, através da liberação de vários fatores vasoativos. Plantas como Camellia sinensis (chá verde e chá preto), Vitis labrusca, Allium sativum (alho), Nigella s...
	Tabela 7 – Valores de pCI50 para a atividade vasodilatadora dos extratos de H. speciosa, avaliada em preparações de anéis de aorta de ratos pré-contraídos com fenilefrina
	______ (4)
	*Solventes extratores: EE-EC = etanol 96  GL; EE-E50 = solução hidroalcoólica a 50%; EE-E70 = solução hidroalcoólica a 70%; ME-24 = etanol 96  GL; ME-72 = etanol 96  GL; EE-PP = solução EtOAc/MeOH 1:1. (1)
	**Ensaios realizados empregando-se percolação (1)
	***Ensaios realizados empregando-se maceração 24 h (ME-24) e 72 h (ME-72) (1)
	As médias identificadas com a mesma letra não diferem entre si pelo teste de Tukey (p > 0,05).
	Figura 13 – Representação gráfica dos valores de pCI50 da atividade vasodilatadora dos extratos de H. speciosa, avaliada em preparações de anéis de aorta de ratos pré-contraídos com fenilefrina
	_____
	Condições extrativas: vide Parte Experimental, item 4.7. Solventes extratores: EE-EC = etanol 96  GL; EE-E50 = solução hidroalcoólica a 50%; EE-E70 = solução hidroalcoólica a 70%; ME-24 = etanol 96  GL; ME-72 = etanol 96  GL; EE-PP = solução EtOAc/MeO...
	Fonte: Elaboração própria. (15)
	Espécies de Crataegus são extensamente estudadas e utilizadas clinicamente em países como Alemanha e Estados Unidos para o tratamento de doenças cardiovasculares, incluindo hipertensão, angina, arritmia, hiperlipidemia e insuficiência cardíaca congest...
	Extratos de espécies do gênero Crataegus contêm diversas substâncias bioativas, especialmente flavonoides, ácidos triterpênicos e ácidos carboxílicos fenólicos, dentre os quais pode-se citar rutina, catequina e epicatequina, procianidinas oligoméricas...
	A atividade vasodilatadora dependente de endotélio do extrato de Crataegus, avaliada em ensaio com anéis de aorta pré-contraídos com fenilefrina, foi relacionada com a presença de procianidinas na amostra (KIM et al., 2000). Proantocianidinas são larg...
	H. speciosa apresenta, além de compostos polifenólicos como flavonoides e ácido clorogênico, o ciclitol bornesitol, constituinte majoritário quantificado nos extratos da espécie obtidos neste trabalho. Essa classe de compostos possui distribuição limi...
	O efeito vasodilatador dos marcadores químicos avaliados isoladamente indica que bornesitol possui discreta atividade vasodilatadora, com pCI50 de 2,9 ± 0,2, calculada através da extrapolação da curva concentração-resposta construída anteriormente por...
	5.1.4 Atividade inibitória da enzima α-glicosidase in vitro

	Em uma avaliação preliminar, o extrato etanólico de folhas de H. speciosa inibiu significativamente a enzima α-glicosidase em ensaio in vitro (item 4.8.2). Objetivando-se verificar a influência da técnica extrativa e/ou do solvente extrator sobre a po...
	A atividade inibitória da enzima alfa-glicosidase foi avaliada em modelo in vitro para todos os extratos oriundos dos ensaios extrativos, como descrito no item 4.8.2. Os valores de pCI50 obtidos para cada extrato estão apresentados na Tabela 8. Na F...
	Todos os extratos avaliados foram ativos no ensaio in vitro de inibição da enzima alfa-glicosidase, com valores de CI50 na ordem de µg/mL, não se observando diferenças estatisticamente significativas entre eles (p > 0,05). Dessa forma, variações no mé...
	Tabela 8 – Valores de pCI50 para a atividade inibitória in vitro da enzima α-glicosidase dos extratos de H. speciosa
	___________
	*Solventes extratores: EE-EC = etanol 96  GL; EE-E50 = solução hidroalcoólica a 50%; EE-E70 = solução hidroalcoólica a 70%; ME-24 = etanol 96  GL; ME-72 = etanol 96  GL; EE-PP = solução EtOAc/MeOH 1:1. (2)
	**Ensaios realizados empregando-se percolação.
	***Ensaios realizados empregando-se maceração 24 h (ME-24) e 72 h (ME-72).
	As médias identificadas com a mesma letra não diferem entre si pelo teste de Tukey (p > 0,05). (1)
	Fonte: Elaboração própria. (16)
	Existem diversos estudos descrevendo a atividade inibitória da enzima α-glicosidase por extratos vegetais e frações derivadas. Feng e colaboradores (2011) avaliaram frações do extrato etanólico de folhas de Aquilaria sinensis em ensaio in vitr...
	As espécies medicinais que exibiram atividade inibitória mais pronunciada foram Schinus molle, Smilax officinalis, Uncaria tomentosa e Phyllantus niruri, que induziram inibição de 35 a 99%, quando avaliadas na concentração de 2,5 mg/mL. E...
	Figura 14 – Representação gráfica dos valores de pCI50 da atividade inibitória in vitro da enzima α-glicosidase dos extratos de H. speciosa
	_________
	Condições extrativas: vide Parte Experimental, item 4.7. Solventes extratores: EE-EC = etanol 96  GL; EE-E50 = solução hidroalcoólica a 50%; EE-E70 = solução hidroalcoólica a 70%; ME-24 = etanol 96  GL; ME-72 = etanol 96  GL; EE-PP = solução EtOAc/MeO... (1)
	As médias identificadas com a mesma letra não diferem entre si pelo teste de Tukey (p > 0,05). (2)
	Fonte: Elaboração própria. (17)
	5.2 Análises de relação entre composição química e atividade biológica (CAR) para os extratos de H. speciosa

	As técnicas analíticas modernas fornecem um grande volume de dados para um número grande de amostras, analisadas num intervalo de tempo curto. O resultado é uma matriz de dados multivariada, que requer o uso de procedimentos matemáticos e estatísticos...
	As Análises Hierárquicas de Agrupamento (HCA) e de Componentes Principais (PCA) são métodos quimiométricos de classificação não supervisionada que foram empregados neste trabalho. HCA destaca a existência de agrupamentos naturais entre amostras dentro...
	Neste trabalho, HCA e PCA foram utilizadas a fim de investigar a relação entre os teores dos marcadores químicos definidos para H. speciosa e as atividades biológicas determinadas (vasodilatação e inibição da enzima α-glicosidase). Objetivou-se, com e...
	Na rotina de controle de qualidade de extratos e frações de espécies vegetais, a composição química das amostras é frequentemente determinada, porém suas propriedades biológicas geralmente não são avaliadas. Uma abordagem mais moderna para o controle ...
	O conjunto dos dados analisados constituiu uma matriz 18 × 6. As linhas constituem as amostras (os extratos oriundos dos seis ensaios extrativos realizados em triplicata - EE-EC, EE-E50, EE-E70, ME-24, ME-72 e EE-PP) (item 4.7, Figura 1). As colunas r...
	Nas análises de HCA e PCA efetuadas, os dados foram previamente auto-escalados. Esse pré-processamento consiste em extrair a média de cada variável de cada valor e, na sequência, dividir pelo respectivo desvio padrão. Essa operação garante um mesmo pe...
	5.2.1 Teores dos marcadores químicos versus atividade biológica
	5.2.1.1 Análise de CAR para atividade vasodilatadora

	O dendograma obtido pela análise de HCA empregando-se critério de agrupamento do vizinho mais próximo (K-Nearest Neighbor) está apresentado na Figura 15. Nessa análise exploratória, objetos similares são classificados em um mesmo cluster, sendo esta u...
	Figura 15 – Dendograma obtido pela análise de cluster, empregando-se o método do vizinho mais próximo para a matriz de dados (18×6), considerando-se a atividade vasodilatadora dos extratos de H. speciosa
	Fonte: Elaboração própria. (18)
	Observa-se, claramente, o agrupamento das amostras do conjunto de dados em quatro clusters: A, B, C e D. Os extratos 2 e 3 do ensaio ME-24 reuniram-se no cluster A. Todavia, o extrato 1 do mesmo ensaio apresentou-se isolado, gerando o cluster B, sendo...
	A PCA resultou em um modelo com duas componentes principais (CP), que foram consideradas significativas. As duas CPs explicam 82,74% da variância total dos dados. Os resultados estão dispostos na Figura 16, na qual as amostras apresentam-se projetadas...
	Grau de similaridade
	Extratos dos ensaios extrativos
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	B (3)
	Figura 16 – Análise de componentes principais dos extratos resultantes dos ensaios extrativos de H. speciosa e das variáveis teores de marcadores químicos e atividade vasodilatadora
	Fonte: Elaboração própria. (19)
	É possível visualizar seis grupos pela análise dos resultados obtidos por PCA (Figura 16). Três deles agrupam os três extratos obtidos dos ensaios ME-72, EE-PP e EE-EC. Outro grupo reúne os seis extratos obtidos por percolação com soluções hidroetanól...
	Na Figura 17 os resultados são apresentados na forma de um gráfico bivariado (biplot), o qual permite visualizar a influência de cada variável em cada objeto, através da observação simultânea dos escores (amostras) e dos pesos ou variáveis (loadings) ...
	Escores em CP1 (55,52%)
	Escores em CP2 (27,23%)
	Os escores em CP1, que explicam 55,52% da variância dos dados, discriminam claramente o grupo de extratos cujo solvente extrator foi a solução hidroalcoólica (EE-E50 e EE-E70) dos demais. As principais variáveis (pesos) relacionadas com essa divisão s...
	Figura 17 – Gráfico bivariado (biplot) obtido pela análise de componentes principais dos extratos resultantes dos ensaios extrativos de H. speciosa (em vermelho) e das variáveis teores de marcadores químicos e atividade vasodilatadora (em azul), desta...
	Fonte: Elaboração própria. (20)
	Os escores em CP2, que explicam 27,23% da variância dos dados, discriminam os extratos de acordo com a técnica extrativa, percolação ou maceração (Figura 18). As variáveis relacionadas aos extratos obtidos empregando-se maceração (ME-24 e ME-72) são t...
	CP1 (55,52%)
	CP2  (27,23%)
	Figura 18 – Gráfico bivariado (biplot) obtido pela análise de componentes principais dos extratos resultantes dos ensaios extrativos de H. speciosa (em vermelho) e das variáveis teores de marcadores químicos e atividade vasodilatadora (em azul), desta...
	Fonte: Elaboração própria. (21)
	A Figura 19 apresenta o mapa de correlação entre as variáveis, obtido pelo mesmo software. A análise do gráfico permite verificar claramente a correlação positiva entre a atividade vasodilatadora e os teores de flavonoides totais (r = 0,4577), rutina ...
	Os resultados da análise quimiométrica indicam uma correlação positiva entre a atividade vasodilatadora e os teores de ácido clorogênico, flavonóides totais, rutina e FlavHS e, em contrapartida, relação negativa entre a atividade biológica e o teor de...
	CP1 (55,52%) (1)
	CP2  (27,23%) (1)
	Figura 19 – Mapa de correlação obtido para as variáveis teores de flavonoides totais (1), bornesitol (2), rutina (3), FlavHS (4), ácido clorogênico (5) e valores de pCI50 no ensaio de vasodilatação (6) dos extratos de H. speciosa
	Fonte: Elaboração própria. (22)
	A hipertensão arterial é uma doença multifatorial e mais de uma via pode estar envolvida no desenvolvimento da condição (VI DIRETRIZES BRASILEIRAS DE HIPERTENSÃO ARTERIAL, 2010). Conforme destacado na Revisão da Literatura (item 3.3), nosso grupo de p...
	Correlação entre marcadores químicos e vasodilatação (6)
	Flavonoides totais (1): r = 0,4577
	Rutina (3): r = 0,1622
	Ácido clorogênico (5): r = 0,5496
	FlavHS (4): r = 0,0504
	Bornesitol (1): r = -0,3369
	A fração também foi avaliada em ratos hipertensos em tratamento subcrônico, e a redução da pressão arterial observada foi associada à vasodilatação de artérias de resistência e aumento da concentração de NO (SILVA et al., 2012a).
	Dessa forma, não se pode afirmar que bornesitol não possui relação com a atividade anti-hipertensiva de H. speciosa, embora o marcador tenha exibido discreta atividade vasodilatadora no mesmo modelo, com pCI50 de 2,9 ± 0,2 (resultados não publicados)....
	Em contrapartida, os resultados obtidos pela análise quimiométrica indicam uma correlação positiva entre a atividade vasodilatadora e o teor de rutina, corroborando resultados de Fusi e colaboradores (2003), que demonstraram potente atividade vasodila...
	Em outro trabalho foi demonstrada a potencial atividade anti-hipertensiva do ácido clorogênico, principal constituinte de um extrato de café verde solúvel em água, em ensaio com ratos hipertensos (SUZUKI et al., 2002), e posteriormente em estudo clíni...
	É importante salientar, também, que derivados de drogas vegetais são misturas complexas e muitas vezes exibem sinergismo. O sinergismo pode ser resultante de vários efeitos, incluindo inibição da inativação de algum composto bioativo da mistura, promo...
	Segundo a resolução RDC n  14 da ANVISA (BRASIL, 2014), marcador é a substância ou classe de substâncias empregada como referência no controle da qualidade da matéria-prima vegetal e do fitoterápico, preferencialmente tendo correlação com o efeito ter...
	Atualmente, um ou dois marcadores são empregados para avaliar a qualidade e autenticidade de drogas vegetais e seus derivados. Todavia, essa estratégia não fornece informações completas acerca da composição e qualidade dos produtos, uma vez que os efe...
	Análises quimiométricas vêm sendo utilizadas para identificar constituintes de matrizes complexas relacionados com uma determinada resposta biológica, para a padronização e controle de qualidade de produtos naturais, bem como para averiguar a autentic...
	Pelo exposto, a quimiometria, como apresentado neste trabalho, constitui uma ferramenta estatística relevante para as pesquisas de CAR e, portanto, para a definição de marcadores químicos para as espécies vegetais. Em relação a H. speciosa, a análise ...
	5.2.1.2 Análise de CAR para atividade inibitória da enzima α-glicosidase

	O dendograma obtido pela análise de HCA, empregando-se o algoritmo do vizinho mais próximo (K-Nearest Neighbor), para os extratos de H. speciosa e a atividade inibitória in vitro da enzima α-glicosidase está apresentado na Figura 20.
	Figura 20 – Dendograma obtido pela análise de cluster, empregando-se o algoritmo do vizinho mais próximo para a matriz de dados (18×6) considerando a atividade inibitória da enzima α-glicosidase dos extratos de H. speciosa
	Fonte: Elaboração própria. (23)
	É possível observar o agrupamento das amostras em três clusters, denominados A, B e C. O cluster A contém as amostras 2 e 3 do ensaio extrativo ME-24; em B observa-se o agrupamento dos extratos obtidos com solução hidroetanólica, de maneira semelhante...
	Extratos dos ensaios extrativos (1)
	C (4)
	B (4)
	A (4)
	A PCA resultou em um modelo com duas componentes principais (CP), que foram consideradas significativas. As duas CPs explicam 78,54% da variância total dos dados. Os resultados são apresentados na Figura 21, na qual as amostras encontram-se projetadas...
	Figura 21 – Análise de componentes principais dos extratos de H. speciosa obtidos nos ensaios extrativos e os variáveis teores de marcadores químicos e atividade inibitória da enzima α-glicosidase, evidenciando os grupos de extratos discriminados pela...
	Fonte: Elaboração própria. (24)
	É possível visualizar três diferentes grupos pela análise dos resultados obtidos por PCA (Figura 21). Um deles reúne os extratos obtidos nos ensaios extrativos EE-50 e EE-70, os quais também foram agrupados no cluster B da HCA (Figura 20). Em outro gr...
	Escores em CP1 (53,11%)
	CP2  (25,44%)
	Na Figura 22, os resultados são apresentados na forma de um gráfico bivariado (biplot), o qual permite visualizar a influência de cada variável medida em cada objeto, através da observação simultânea dos escores (amostras) e dos pesos ou variáveis (lo...
	Os escores em CP1, que explicam 53,11% da variância dos dados, discriminam o grupo de extratos dos ensaios extrativos EE-50 e EE-70, nos quais se empregou solução hidroetanólica como solvente extrator. Um comportamento similar foi observado para este ...
	Este grupo relaciona-se significativamente com a variável teor de bornesitol, cuja concentração é, de maneira geral, superior nesses extratos. É possível observar, ainda, que a variável pCI50 para a atividade inibitória da enzima α-glicosidase apresen...
	Figura 22 – Gráfico bivariado (biplot) obtido pela análise de componentes principais dos extratos de H. speciosa resultantes dos ensaios extrativos (em vermelho) e das variáveis teores de marcadores químicos e atividade inibitória da enzima α-glicosid...
	Fonte: Elaboração própria. (25)
	Os escores em CP2, que explicam 25,44% da variância dos dados, discriminam, a grosso modo, os extratos de acordo com a técnica extrativa empregada, percolação ou maceração (Figura 23). As variáveis relacionadas aos extratos obtidos empregando-se macer...
	CP2 (25,44%)
	CP1 (53,11%)
	Figura 23 – Gráfico bivariado (biplot) obtido pela análise de componente principal dos extratos de H. speciosa resultantes dos ensaios extrativos (em vermelho) e das variáveis teores de marcadores químicos e atividade inibitória da enzima α-glicosidas...
	Fonte: Elaboração própria. (26)
	A Figura 24 apresenta o mapa de correlação entre as variáveis analisadas, obtido pelo mesmo software. A análise do gráfico indica existência de correlação positiva, de baixa intensidade, entre a atividade inibitória da enzima α-glicosidase e os teores...
	CP1 (53,11%) (1)
	CP2 (25,44%) (1)
	Figura 24 – Mapa de correlação obtido para as variáveis teores de flavonoides totais (1), bornesitol (2), rutina (3), FlavHS (4), ácido clorogênico (5) e valores de pCI50 para atividade inibitória da enzima α-glicosidase (6) dos extratos de H. speciosa
	Fonte: Elaboração própria. (27)
	Apesar dos resultados apresentados não demonstrarem uma relação entre a atividade inibitória da enzima α-glicosidase e o teor de rutina nas matrizes avaliadas, dados da literatura relatam a atividade inibitória da enzima por este flavonoide, com valor...
	Correlação (r) entre inibição da enzima α-glicosidase (6) e marcadores químicos:
	Flavonoides totais (1): r = -0,3242
	Ácido clorogênico (5): r = -0,1637
	FlavHS (4): r = 0,0970
	Bornesitol (1): r = 0,0362
	Uma fraca correlação positiva foi observada entre o teor de bornesitol e a atividade inibitória da enzima α-glicosidase (r = 0,0362). Bornesitol foi avaliado por nosso grupo no ensaio de inibição da enzima α-glicosidase e não apresentou atividade (pCI...
	O potencial dos ciclitóis para o controle da diabetes é grande. O pinitol (35), um ciclitol encontrado em grãos de soja, foi avaliado em um ensaio clínico com 30 pacientes (dose de 600 mg de pinitol ou placebo duas vezes ao dia) e reduziu significativ...
	Acarbose (1) é um produto natural isolado de espécies de Streptomyces, que inibe a enzima α-glicosidase intestinal, empregado no tratamento de DM2 e como controle positivo nos ensaios de inibição da enzima (GLOSTER, 2012). Estruturalmente, a acarbose ...
	43  galato de epigalocatequina
	Fonte: Elaboração própria via Chemdraw (17)
	44 ácido ursólico
	Fonte: Elaboração própria via Chemdraw (18)
	Os dados da análise quimiométrica não nos permitiram estabelecer relações fortes entre o teor dos marcadores quantificados e a inibição da α-glicosidase. Essa ausência de correlação pode ser resultante da faixa de concentração desses compostos nos ext...
	5.2.2 Área dos picos versus atividades biológicas

	A complexidade de derivados de drogas vegetais impossibilita a identificação de todos os constituintes, o que torna menos robustas as análises de relação entre composição química e atividade biológica. Muitos dos constituintes não identificados e/ou q...
	Os picos foram selecionados considerando-se sua abundância relativa (áreas maiores que 180.000) e resolução superior a 1,5, calculada nos testes de adequabilidade do sistema pelo programa Empower 2 (Waters). Valores de resolução menores que dois são...
	Figura 25 - Cromatograma obtido por CLAE-DAD para o extrato EE-EC (item 4.7 e 5.1) de folhas de H. speciosa. Os picos utilizados na análise quimiométrica estão numerados no cromatograma. (1) ácido quínico, (2) ácido clorogênico, (3) FlavHS, (4) rutina...
	______ (5)
	Condições cromatográficas: vide Parte Experimental, item 4.7.1; detecção em λ de 350 nm.
	Fonte: Elaboração própria. (28)
	2 (9)
	9
	10
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	3 (9)
	1 (16)
	Tabela 9 – Áreas dos picos selecionados para análise quimiométrica, obtidas a partir dos perfis cromatográficos dos extratos
	Fonte: Elaboração própria (1)
	Conforme discutido no item 5.1.1, a análise do perfil cromatográfico dos extratos possibilitou identificar o pico com TR de 5,4 min (pico 1) como sendo o ácido quínico e os picos com TR entre 31 e 44 min como sendo derivados flavonoídicos, devido aos ...
	HCA e PCA foram utilizadas a fim de investigar a relação entre as áreas dos picos definidos nos extratos de H. speciosa e as atividades vasodilatadoras e inibitória da enzima α-glicosidase. O conjunto dos dados analisados constituiu uma matriz 18×12. ...
	Os dados foram previamente auto-escalados para as análises de HCA e PCA.
	O dendograma obtido pela análise de HCA empregando-se critério de agrupamento pelo Método de Ward está apresentado na Figura 26.
	Figura 26 – Dendograma obtido pela análise de cluster, empregando-se o método de Ward para a matriz de dados (18×12), considerando as atividades vasodilatadora e inibitória da enzima α-glicosidase dos extratos de H. speciosa. (Extratos dos ensaios ext...
	Fonte: Elaboração própria. (29)
	É possível observar o agrupamento das amostras do conjunto de dados em cinco clusteres: A, B, C, D e E. Os extratos 2 e 3 do ensaio ME-24 reuniram-se no cluster A, enquanto o extrato 1 desse ensaio apresentou-se agrupado aos ensaios ME-72 no cluster D...
	E (1)
	D (2)
	C (5)
	B (5)
	A (5)
	A PCA forneceu um modelo com duas componentes principais (CP), que foram consideradas significativas. As duas CPs explicam 79,86% da variância total dos dados e os resultados estão dispostos na Figura 27, na qual as amostras apresentam-se projetadas n...
	Figura 27 – Análise de componentes principais dos extratos oriundos dos ensaios extrativos de H. speciosa e das variáveis área dos picos majoritários nos perfis cromatográficos dos extratos e atividade vasodilatadora
	Fonte: Elaboração própria. (30)
	Cinco grupos foram discriminados pela PCA (Figura 27), com perfil similar ao observado na análise por HCA (Figura 26): os extratos ME24 2 e 3 foram reunidos em um mesmo grupo; os extratos do ensaio ME72 foram agrupados juntamente com os extratos EE-PP...
	Escores em CP1 (59,74%)
	Escores em CP2 (20,12%)
	Na Figura 28, os resultados são apresentados na forma de um gráfico bivariado (biplot), que permite avaliar a influência de cada variável em cada objeto, pela observação simultânea dos escores (amostras) e dos pesos ou variáveis (loadings) do modelo.
	Os escores em CP1, que explicam 59,74% da variância dos dados, discriminam um grupo de extratos constituído pelos ensaios extrativos EE-EC, EE-PP, ME-72 e ME-24 1 (circulado em verde), e um segundo grupo de extratos, constituído pelos extratos obtidos...
	Em contrapartida, o grupo de extratos circulado em vermelho relaciona-se às demais variáveis: picos 1 a 9 e pCI50 para a atividade vasodilatadora. Esta, parece se relacionar positivamente com o teor dos picos 1 e 2 (ácido clorogênico). Menos pronuncia...
	Ademais, o grupo de extratos que apresentou atividade biológica mais pronunciada na presente análise (EE-E50, EE-E70 e ME-24) também corresponde ao evidenciado pela análise anterior. A análise sugere, ainda, uma relação inversa entre o teor de substân...
	Figura 28 – Gráfico bivariado (biplot) obtido pela análise de componentes principais dos extratos resultantes dos ensaios extrativos de H. speciosa (em vermelho) e das variáveis área dos picos majoritários nos perfis cromatográficos dos extratos e at...
	Fonte: Elaboração própria. (31)
	Os escores em CP2 explicam 20,12% da variância dos dados e discriminam, a grosso modo, os extratos de acordo com o solvente extrator empregado: etanol comercial ou outro solvente (solução hidroetanólica ou metanol: acetato de etila 1:1) (Figura 29). A...
	CP1 (59,74%)
	CP2  (20,12%)
	Figura 29 – Gráfico bivariado (biplot) obtido pela análise de componentes principais dos extratos resultantes dos ensaios extrativos de H. speciosa (em vermelho) e das variáveis área dos picos majoritários nos perfis cromatográficos dos extratos e ati...
	Fonte: Elaboração própria. (32)
	O mapa de correlação entre as variáveis analisadas está disposto na Figura 30. A atividade inibitória da α-glicosidase apresentou correlação positiva com as variáveis pico 5 (r = 0,5918)  e pico 10 (r = 0,4558) e, menos pronunciadamente, com o pico 3 ...
	CP2 (20,12%)
	CP1 (59,74%) (1)
	Observa-se correlação positiva entre a atividade vasodilatadora e os picos 1 (ácido quínico, r = 0,3607), 2 (ácido clorogênico, r = 0,5011) e, menos pronunciadamente, com os picos 3 (FlavHS, r = 0,1199), 4 (rutina, r = 0,2080), 6 (r = 0,2444), 7 (r = ...
	Figura 30 – Mapa de correlação obtido para as variáveis pico 1 (1), pico 2 (2), pico 3 (3), pico 4 (4), pico 5 (5), pico 6 (6), pico 7 (7), pico 8 (8), pico 9 (9), pico 10 (10), valores de pCI50 para as atividades inibitórias da α-glicosidase (11) e v...
	Fonte: Elaboração própria. (33)
	Os resultados da análise quimiométrica indicam uma correlação positiva entre a atividade vasodilatadora e os teores dos ácidos clorogênico e quínico e de flavonoides (exceto pico 5). O ácido clorogênico é um derivado cafeoil-quínico, no qual uma moléc...
	Por outro lado, a atividade vasodilatadora correlacionou-se negativamente com pico 10, resultante da eluição conjunta de compostos de baixa polaridade, incluindo triterpenos (BARROS, 2008; ENDRINGER, 2007). Todavia, alguns autores relatam atividade va...
	Observou-se, ainda, correlação positiva entre a atividade vasodilatadora e os picos referentes ao ácido clorogênico, FlavHS e rutina, bem como para os picos 6, 7, 8 e 9, correspondentes a constituintes flavonoídicos. Conforme discutido no 5.2.1, flavo...
	44  ácido ursólico
	45  ácido oleanólico
	Fonte: Elaboração própria via Chemdraw           Fonte: Elaboração própria via Chemdraw (2)
	46  uvaol
	Fonte: Elaboração própria via Chemdraw (19)
	47 ácido betulínico
	Fonte: Elaboração própria via Chemdraw (20)
	48 friedelina
	49 ácido eburicoico
	Fonte: Elaboração própria via Chemdraw (21)
	50 salvina A
	Fonte: Elaboração própria via Chemdraw (22)
	Fonte: Elaboração própria via Chemdraw (23)
	51  ácido maslínico
	Fonte: Elaboração própria via Chemdraw (24)
	Diferentemente do observado na análise quimiométrica para os teores dos marcadores químicos definidos e a atividade inibitória da α-glicosidase (item 5.2.1.2), que não apresentou correlação positiva significativa com os constituintes analisados, na pr...
	(49)
	Em contrapartida, a atividade inibitória da enzima α-glicosidase correlacionou-se negativamente com os picos 1 (ácido quínico) e 2 (ácido clorogênico). Conforme discutido anteriormente (ítem 5.2.1.2), relatos na literatura sobre a atividade inibitória...
	5.3 Fracionamento do extrato de folhas de H. speciosa (EE-EC)

	Na sequência do trabalho, buscou-se isolar as substâncias responsáveis pela atividade antidiabética de H. speciosa. Uma vez que os extratos avaliados no ensaio de inibição da enzima α-glicosidase apresentaram valores de pCI50 estatisticamente equivale...
	O extrato EE-EC foi inicialmente fracionado por cromatografia em coluna aberta de sílica gel, empregando-se eluentes de polaridades crescentes (item 4.9). Todas as frações obtidas com um mesmo eluente foram reunidas, originando um total de seis grupos...
	As frações resultantes do fracionamento preliminar foram avaliadas em modelo in vitro de inibição da enzima α-glicosidase (item 4.8.2) e em modelo in vivo de avaliação da glicemia (item 4.12), bem como tiveram seu perfil cromatográfico registrado por ...
	5.3.1 Atividade inibitória da enzima α-glicosidase in vitro das frações do extrato EE-EC

	As frações oriundas do fracionamento cromatográfico do extrato EE-EC foram avaliadas no ensaio de inibição da enzima α-glicosidase (item 4.8.2). Os valores de pCI50 de cada fração estão descritos na Tabela 10 e graficamente apresentados na Figura 31. ...
	Tabela 10 – Valores de pCI50 para a atividade inibitória da enzima α-glicosidase obtidos para o extrato EE-EC de H. speciosa e frações deste
	_______ (2)
	As médias identificadas com a mesma letra não diferem entre si pelo teste de Tukey (p > 0,05). (3)
	Fonte: Elaboração própria. (34)
	Figura 31 – Representação gráfica dos valores de pCI50 da atividade inibitória in vitro da enzima α-glicosidase obtidos para o extrato EE-EC de H. speciosa e frações cromatográficas deste
	_______ (3)
	As médias identificadas com a mesma letra não diferem entre si pelo teste de Tukey (p > 0,05). (4)
	Fonte: Elaboração própria. (35)
	A análise dos dados indica que todas as frações apresentaram-se ativas no ensaio de inibição da enzima α-glicosidase (CI50 na ordem de µg), ainda que nenhuma fração tenha exibido potência comparável ao controle positivo, acarbose. Os valores de pCI50 ...
	As frações de H. speciosa foram também ensaiadas em modelo in vivo de avaliação da glicemia e os resultados estão apresentados no item 5.3.2.
	5.3.2 Ensaio agudo in vivo de avaliação da glicemia do extrato e frações de H. speciosa

	O efeito do extrato etanólico de folhas de H. speciosa (EE-EC) e das frações resultantes deste sobre a glicemia foi avaliado em camundongos (item 4.12) e os dados obtidos estão representados na Figura 32.
	Figura 32 – Efeito do extrato etanólico de folhas de H. speciosa (EE-CC) e frações derivadas deste no ensaio agudo in vivo para avaliação da glicemia
	_______ (4)
	* p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001. ANOVA e pós teste de  Bonferroni.
	Fonte: Elaboração própria. (36)
	Os resultados indicam uma redução significativa da glicemia apenas para a fração diclorometânica (Fr DCM) e o extrato bruto (EE-EC), nos tempos de 30 e 60 min. Cabe destacar que, no tempo de 30 min, a redução na glicemia induzida pela fração não difer...
	Tendo em vista o caráter apolar da fração DCM, a atividade antidiabética da espécie parece estar relacionada com compostos lipofílicos, corroborando os resultados da análise quimiométrica anteriormente descritos (item 5.2). Já quando as frações result...
	A Figura 33 apresenta os perfis cromatográficos obtidos para as frações oriundas do fracionamento cromatográfico do extrato EE-EC de H. speciosa (itens 4.9 e 5.3).
	Figura 33 - Perfis cromatográficos obtidos por CLAE-DAD para as frações oriundas do fracionamento cromatográfico do extrato de H. speciosa (EE-EC)
	A (6)
	________ (1)
	Amostras: A = EE-EC; B = DCM; C = DCM/EtOAc 1:1; D = EtOAc; E = EtOAc/MeOH 1:1; F = MeOH. Para condições analíticas vide item 4.9. Detecção em λ de 210 nm.
	Fonte: Elaboração própria. (37)
	O fracionamento cromatográfico do extrato resultou em frações com perfis químicos distintos. Como esperado, a fração diclorometânica apresenta predomínio de compostos apolares, com TR superior a 35 min, indicando que constituintes lipofílicos estão re...
	Conforme descrito na revisão da literatura (item 3.4), diversos constituintes lipofílicos já foram identificados nas folhas de H. speciosa, incluindo compostos voláteis como óxido de trans-linalol (12), óxido de cis-linalol (13), α-terpineol (14), lin...
	E (2)
	D (3)
	C (6)
	B (6)
	F (1)
	A análise por CCD da fração DCM e do extrato etanólico, bem como de uma mistura das substâncias de referência α-amirina (29) e lupeol (30), bem como do 3β-O-éster de ácido graxo do lupeol (31), isolados por nosso grupo (ENDRINGER, 2007), permitiu veri...
	Figura 34 – Perfil cromatográfico obtido por CCD de sílica gel para o extrato de H. speciosa EE-CC (1), fração DCM (2), mistura de lupeol e α-amirina (3), e éster do lupeol (4)
	______ (6)
	Eluente: hexano/diclorometano/acetato de etila (35:15:2). Revelador: anisaldeído sulfúrico (item 4.5).
	Fonte: Elaboração própria. (38)
	A potencial atividade antidiabética de triterpenos foi anteriormente descrita em diversos trabalhos (ALQAHTANI et al., 2013; CASTELLANO et al., 2013; ATTA-UR-RAHMAN et al., 2008; MBAZE et al., 2007). Compostos dessa classe possuem mecanismos de ação d...
	2 (10)
	4 (1)
	3 (10)
	1 (17)
	Lupeol, um triterpeno pentacíclico do grupo dos lupenos, apresenta atividade inibitória da enzima α-amilase (ALI et al., 2006; NKOBOLE et al., 2011) e α-glicosidase, com CI50 de 66,48 µM e 4,79 ± 2,54 µg/mL, respectivamente (NKOBOLE et al., 2011; DEUT...
	Em um estudo de Santos e colaboradores (2012), uma mistura de α e β-amirina, triterpenos pentacíclicos do grupo dos ursanos, obtida da resina de Protium heptaphyllum, reduziu significativamente os níveis sanguíneos de glicose, colesterol total e tri...
	Há diversos relatos de derivados de α/β-amirina e lupeol com potencial atividade antidiabética, incluindo 3-O-β-(5-hidroxi)-feruloil-α-amirina (52), que exibiu atividade inibitória da enzima α-glicosidade (DEUTSCHLÄNDER, et al., 2011); acetato de α-am...
	Além desses terpenos, há relatos de outros compostos triterpênicos com potencial atividade antidiabética, como ácido oleanólico (45) e ácido ursólico (44), que apresentaram atividade inibitória da enzima α-amilase (ALI et al., 2006).
	Portanto, existem dados sugestivos sobre a potencial atividade antidiabética de triterpenos, incluindo-se aqui lupeol e α/β-amirina, que já foram isolados de H. speciosa (ENDRINGER, 2007).
	52 3-O-β-(5-hidroxi)-feruloil-α-amirina
	Fonte: Elaboração própria via Chemdraw (25)
	53  acetato de α-amirina
	Fonte: Elaboração própria via Chemdraw (26)
	54 palmitato de β-amirina
	Fonte: Elaboração própria via Chemdraw (27)
	55  lupenona
	Fonte: Elaboração própria via Chemdraw (28)
	Considerando-se os resultados deste trabalho, bem como os dados da literatura, possivelmente os constituintes relacionados com a atividade antidiabética da espécie são compostos de baixa polaridade, especialmente triterpenos.
	5.3.3 Hidrólise alcalina da fração diclorometânica (Fr DCM)

	Objetivando-se caracterizar a Fr DCM e identificar se os constituintes dessa fração são ésteres de triterpenos derivados do lupeol e/ou da α/β-amirina, procedeu-se à hidrólise alcalina da fração. A reação é demonstrada, esquematicamente, na Figura 35.
	Figura 35 – Reação de hidrólise alcalina de éster do lupeol
	A análise do produto da reação foi realizada por CCD de sílica gel, cujo perfil cromatográfico obtido está apresentado na Figura 36.
	5%
	Figura 36 - Perfil cromatográfico obtido por CCD de sílica gel para Fr DCM (1), produto da hidrólise alcalina da Fr DCM (2) e mistura de lupeol/α-amirina (3)
	______ (7)
	Eluente: hexano/acetato de etila (90:10). Revelador: anisaldeído sulfúrico (item 4.5).
	Fonte: Elaboração própria. (39)
	O perfil cromatográfico da Figura 36 indica que a banda superior (Rf = 0,48) presente em (1) torna-se menos intensa em (2), após a reação de hidrólise. Por outro lado, a banda inferior (Rf = 0,25), correspondente ao lupeol / α-amirina em (1), aumenta ...
	5.3.4 Análise por UPLC-MS da fração diclorometânica (Fr DCM) e do extrato EE-EC

	3 (11)
	2 (11)
	1 (18)
	Com o objetivo de caracterizar a composição química do extrato ativo (EE-EC) de H. speciosa e da fração diclorometânica do mesmo, foi realizada uma análise por UPLC-MS-ESI (item 4.10), sendo os resultados comparados com substâncias de referência e/ou ...
	______ (8)
	Para condições de análise vide 4.10.
	2 (12)
	5 (1)
	4 (2)
	6 (1)
	3 (12)
	1 (19)
	C (7)
	B (7)
	A (7)
	C (8)
	Fonte: Elaboração própria (2)
	O constituinte eluído em 3,05 min forneceu um pico em m/z 593,7 [M - H]–, compatível com um diglicosídeo do canferol, evidenciado por um fragmento em m/z 447,7 [M - H - 146]–, resultante da perda de um resíduo de açúcar (ramnose). Endringer (2007) iso...
	A análise do perfil cromatográfico e dos espectros de massas obtidos para a fração diclorometânica (Fr DCM; Figura 39) indicou a presença de alguns prováveis ésteres do lupeol e/ou α/β-amirina. Assim, o constituinte eluído em 7,51 min produziu um pico...
	A análise do espectro de massas do extrato EE-EC (Figura 40), obtido por LC-MS-ESI empregando as mesmas condições de análise da fração diclorometânica, permitiu identificar o provável éster de lupeol/α-amirina relatado para Fr DCM e eluído com mesmo t...
	B (8)
	Figura 38 – Espectros obtidos por UPLC-MS-ESI para os picos selecionados no extrato EE-EC de folhas de H. speciosa (a-c). Picos: (a) ácido quínico; (b) bornesitol; (c) rutina
	Fonte: Elaboração própria (3)
	(a)
	-MS 0,51 min
	191.39
	EMBED ChemWindow.Document
	[M - H]-
	(b)
	+MS 0,53 min
	EMBED ChemWindow.Document (1)
	[M + Na]+
	217.36
	EMBED ChemWindow.Document (2)
	[M - H]- (1)
	609.72
	-MS 2,73 min
	(c)
	Figura 39 – Perfis cromatográficos obtidos por UPLC com detector de DAD (A) e de MS-ESI com ionização no modo positivo (B) para a fração diclorometânica (Fr DCM) de folhas de H. speciosa.
	________ (2)
	Condições de análise vide item x.
	Fonte: Elaboração própria (4)
	B (9)
	A (8)
	Figura 40 – Perfis cromatográficos obtidos por UPLC com detector de DAD (A) e de MS-ESI com ionização no modo positivo (B) para o extrato etanolico EE-EC de folhas de H. speciosa
	________ (3)
	Condições de análise vide item x. (1)
	Fonte: Elaboração própria (5)
	B (10)
	A (9)
	Figura 41 – Espectros obtidos por UPLC-MS-ESI para os picos selecionados da fração diclorometânica (Fr DCM) de folhas de H. speciosa (a-c) e do extrato EE-EC (d). Picos: (a) TR = 7,71 min; (b) TR = 8,49 min; (c) TR = 9,55 min; (d) TR =  8,46 min
	Continua
	m/z 723,78 [M + H]+
	C49H86O3
	(a) (1)
	m/z 577,58 [M + H - 18 - 127]+
	m/z 685,56 [M’ + Na+]+
	m/z 663,58 [M + H]+
	C46H78O2
	(b) (1)
	Fonte: Elaboração própria (6)
	Sabe-se que, idealmente, o tratamento da hiperglicemia também deveria proporcionar benefícios na prevenção de doença macrovascular e microvascular. Contudo, até o momento não está disponível uma abordagem terapêutica para hiperglicemia que efetivament...
	5.3.5 Fracionamento cromatográfico da fração diclorometânica (Fr DCM)

	(c) (1)
	m/z 823,73 [M + H]+
	C55H98O4
	m/z 685,56 [M’ + Na+]+ (1)
	m/z 663,58 [M + H]+ (1)
	C46H78O2 (1)
	(d)
	Visando isolar substâncias potencialmente relacionadas com a potencial atividade antidiabética, demonstrada para o extrato EE-EC e para a Fr DCM (item 5.3.2), esta foi fracionada empregando-se cromatografia em coluna aberta de sílica gel, conforme des...
	Foram obtidos os perfis cromatográficos das frações reunidas por CCD de sílica gel, que estão ilustrados nas Figuras 42 e 43. A análise desses perfis revela a presença de bandas de coloração rosa/arroxeada com fator de retenção (RF) variando de 0,15 a...
	Tabela 11 – Massa das frações obtidas do fracionamento de Fr DCM, empregando-se cromatografia em coluna aberta de sílica gel
	Fonte: Elaboração própria (7)
	O fracionamento cromatográfico de Fr DCM resultou em subfrações com perfis cromatográficos mais simplificados e permitiu concentrar substâncias em algumas delas, bem como possibilitou isolar o consituinte TRPHS. A análise da composição química da fraç...
	Figura 42 - Perfil cromatográfico obtido por CCD de sílica gel para as frações reunidas 16-26 (1); 27-37 (2); 38-47 (3); 48-58 (4); 59-68 (5); 69-78 (6); 79-84 (7); 85-88 (8) provenientes do fracionamento de Fr DCM e mistura das substâncias de referên...
	______ (9)
	Eluente: Hexano / diclorometano (60:40) + 2 mL de acetato de etila. Revelador: anisaldeído sulfúrico.
	Fonte: Elaboração própria. (40)
	Figura 43 - Perfil cromatográfico obtido por CCD de sílica gel para as frações reunidas 89-92 (1); 93-94 (2); 95-96 (3); 97-104 (4); 105-118 (5); 119-130 (6) provenientes do fracionamento de Fr DCM e mistura das substâncias de referência lupeol e α-am...
	______ (10)
	Eluente: hexano:diclorometano (60:40) + 2 mL de acetato de etila. Revelador: anisaldeído sulfúrico.
	Fonte: Elaboração própria (8)
	5.4 Elucidação estrutural de TRPHS

	TRPHS apresentou-se como um sólido branco amorfo, com faixa de fusão de 39,2 a 43,0 C. Seu espectro no UV, obtido on line pelo detector DAD do sistema de LC-MS-ESI (Figura 44), apresenta um máximo de absorção em λ de 225,55 nm, evidenciando a ausência...
	Figura 44 – Espectro no UV obtido para TRPHS
	Fonte: Elaboração própria (9)
	Figura 45 – Perfis cromatográficos obtidos por UPLC-MS-ESI para TRPHS, com detecção no UV (a) e por MS no modo positivo de ionização (b)
	225,55 nm
	TRPHS (1)
	8,51 min.
	b
	a
	Fonte: Elaboração própria. (41)
	Figura 46 – Ampliação do cromatograma obtido por UPLC-MS-ESI para TRPSH, com detecção no UV (a) e por MS no modo positivo de ionização (b)
	Fonte: Elaboração própria. (42)
	Os espectros de massas obtidos por LC-MS-ESI no modo positivo para o pico com TR de 8,49 min, empregando voltagem de ionização de 20V e 70V, estão representados nas Figuras 47 e 48, respectivamente.
	a (1)
	b (1)
	8,51 min. (1)
	8,49 min.
	Figura 47 – Espectro de massas obtido por UPLC-MS-ESI no modo positivo para o pico com tempo de retenção de 8,49 min (20V), correspondente ao constituinte TRPHS
	Fonte: Elaboração própria (10)
	663,62 [M’ + H+]
	680,46  [M’+ H+]
	685,63 [M’ + Na+]
	Figura 48 – Espectro de massas obtido por UPLC-MS-ESI no modo positivo para o pico com tempo de retenção de 8,49 min (70V), correspondente a TRPHS
	O espectro de massas obtido para TRPHS empregando a menor energia de ionização (Figura 47) forneceu o pico em m/z 663,62 [M + H+], que é compatível com um éster do lupeol/α-amirina, de fórmula molecular C46H78O2. Destaca-se também o pico em m/z 685,63...
	Para analisar a cadeia lateral do éster por espectrometria de massas, empregou-se maior energia de ionização. Assim, o espectro de massas de TRPHS obtido (Figura 48) forneceu novamente o pico em m/z 663,62 [M’ + H+], compatível com o íon quasi-molecul...
	Apesar da análise do espectro de massas sugerir que o composto possui fórmula molecular C46H78O2, também se observa no espectro um pico em m/z 680,46 [M’ + H+] (Figura 47), compatível com um éster do lupeol/α-amirina de fórmula molecular C46H80O3. A d...
	255,42 [M’ - 409 + H+]
	663,62 [M’ + H+] (1)
	509,67  [2(M’ – 409) + H+]
	A atribuição dos sinais dos espectros de RMN de 1H e de 13C (400 e 100 MHz, respectivamente, CDCl3) (Figura 49 e 52; Tabelas 12 e 13) obtidos para TRPHS foi realizada a partir da comparação com valores descritos na literatura para triterpenos estrutur...
	Figura 49 - Espectro de RMN de 13C obtido para TRPHS (100 MHz, CDCl3)
	Fonte: Elaboração própria. (43)
	Tabela 12 – Atribuição dos sinais de RMN de 13C obtidos para TRPHS (100 MHz, CDCl3)
	______________
	Fonte: Elaboração própria. (44)
	O espectro de RMN de 13C obtido para TRPHS apresentou 46 sinais de carbono (Figura 49, Tabela 12), compatível com um éster do lupeol/α-amirina sugerido pela análise do espectro de massas anteriormente discutido. A análise do espectro de RMN de 13C e d...
	O valor de deslocamento químico de C3 varia em função da estereoquímica da ligação do grupo hidroxila (ou derivado éster ou éter), com valores em torno de 75 ppm quando a estereoquímica da ligação é alfa e 79 ppm quando é beta (BARROS, 2008; MAHATO & ...
	*δ1: valores de deslocamentos químicos obtidos neste trabalho.
	** δ2: valores de deslocamentos químicos relatados por Lee e col. (1997) para lup-20(29)-en-3-3(R)-hidroxihexadecanoato (CDCl3, 125 MHz).
	** δ3: valores de deslocamentos químicos descritos por Furukawa e col. (2002) para procrima A (piridina-d5, 125 MHz).
	Figura 50 - Subespectro DEPT-135 obtido para TRPHS (100 MHz, CDCl3)
	Fonte: Elaboração própria (11)
	Figura 51 - Espectro de RMN de 13C obtido para TRPHS e subespectro DEPT-135 obtido para TRPHS (100 MHz, CDCl3)
	Fonte: Elaboração própria (12)
	Os sinais na região de δ 25 a 32 ppm indicam a presença de cadeia alifática (FURUKAWA et al., 2002). Observa-se, também, um carbono carbinólico com deslocamento químico de 68,46 ppm, atribuído ao carbono C3’ (ENDRINGER, 2007; FURUKAWA et al., 2002).
	Os dados do espectro de RMN de 13C permitiram, ainda, definir o esqueleto triterpênico como sendo do tipo lup-20(29)-eno (lupeol), a partir dos sinais em δ 151,16 e 109,58 ppm, atribuídos aos carbonos olefínicos C20 e C29 (Tabela 12; Figura 49). O esq...
	A análise dos dados de RMN de 1H também possibilitou caracterizar TRPHS como sendo um éster do lupeol, com base nas diferenças estruturais dos esqueletos ursano e lupano (BARROS, 2008). Constituintes do grupo lupano possuem sinais característicos dos ...
	Figura 52 - Espectro de RMN de 1H obtido para TRPHS (400 MHz, CDCl3)
	Fonte: Elaboração própria (13)
	Figura 53 - Expansão do espectro de RMN de 1H obtido para TRPHS (400 MHz, CDCl3)
	Fonte: Elaboração própria (14)
	HOH
	H2’a e H19
	H2’b
	Figura 54 - Expansão do espectro de RMN de 1H obtido para TRPHS (400 MHz, CDCl3)
	Fonte: Elaboração própria (15)
	H3’
	H29b
	H29a
	H3
	Figura 55 - Expansão do espectro de RMN de 1H obtido para TRPHS (400 MHz, CDCl3)
	Fonte: Elaboração própria (16)
	Outros sinais do espectro de RMN de 1H de TRPHS foram atribuídos tendo como base os dados relatados por Furukawa e colaboradores (2002) para um éster do lupeol, denominado procrima A, bem como por Lee et al. (1997) para o éster lup-20(29)-en-3-3(R)-hi...
	H27
	H28
	H16’
	H25 e 26
	H23
	H24
	H30
	Dentre os sinais da cadeia lateral do éster, destacam-se o multipleto em δ 3,96 - 4,01 ppm, com integral de um hidrogênio, atribuído a H3’, um duplo dupleto centrado em δ 2,50 ppm, e outro sinal sobreposto em δ 2,42 - 2,44 ppm, atribuídos aos hidrogên...
	A análise desse mapa permitiu confirmar a posição de ligação da hidroxila na cadeia lateral, a partir da correlação entre o sinal atribuído à H3’ (δ 2,50) e o próton da hidroxila (dupleto aparente, δ 2,93 ppm), bem como pela conectividade do sistema d...
	Tabela 13 - Dados do espectro de RMN de 1H obtido para TRPHS (400 MHz, CDCl3)
	Fonte: Elaboração própria. (45)
	Figura 56 - Mapa de contornos COSY (400 MHz, CDCl3) obtido para TRPHS
	Fonte: Elaboração própria. (46)
	Figura 57 - Expansão do mapa de contornos COSY (400 MHz, CDCl3) obtido para TRPHS
	Fonte: Elaboração própria. (47)
	O mapa de contorno HMQC obtido para TRPHS (1H, 400 MHz; 13C, 100 MHz, CDCl3) foi empregado para confirmar algumas das atribuições e está apresentado nas Figuras 58 e 59. Assim, observaram-se manchas de correlação entre o sinal atribuído à C2’ e os pró...
	H2’a
	H2’b (1)
	HOH (1)
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	H29a/ H29b
	H29a/ H29b (1)
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	H2’a/ H3’
	H3’ (1)
	Figura 58 - Mapa de contornos HMQC obtido para TRPHS (1H, 400 MHz; 13C, 100 MHz, CDCl3).
	Fonte: Elaboração própria. (48)
	Figura 59 – Expansão do mapa de contornos HMQC obtido para TRPHS (1H, 400 MHz; 13C, 100 MHz, CDCl3)
	Fonte: Elaboração própria. (49)
	H3/ C3
	H3’/ C3’
	H2’’b/ C2’
	H2’’a/ C2’
	H2’9b/ C29
	H2’9a/ C29
	Figura 60 - Mapa de contornos HMBC obtido para TRPHS (1H, 400 MHz; 13C, 100 MHz, CDCl3)
	Fonte: Elaboração própria. (50)
	Figura 61 – Expansão do mapa de contornos HMBC obtido para TRPHS (1H, 400 MHz; 13C, 100 MHz, CDCl3)
	Fonte: Elaboração própria. (51)
	Assim, com base na análise dos dados espectrais disponíveis e comparação com dados relatados na literatura para derivados do lupeol, TRPHS foi definido como um éster do lupeol, com cadeia lateral de 16 carbonos (56). Os valores de deslocamentos químic...
	H3/ C1’
	Ésteres do lupeol e de α- ou β-amirina com cadeias laterais hidroxiladas ou não foram previamente isolados e identificados em extratos de H. speciosa (item 3.4) (BARROS, 2008; ENDRINGER, 2007). Ésteres de cadeias longas do lupeol e da α/β-amirina fora...
	Furukawa e colaboradores (2002) isolaram e caracterizaram dois ésteres do lupeol de cadeia longa, a partir do própolis de alecrim. O éster denominado de procrima A (FURUKAWA et al., 2002) tem estrutura química idêntica àquela definida para TRPSH (56)....
	Lee e colaboradores (1997) relataram um valor de [α]24D de + 20,5 (CHCL3, c=0,01) para o 3-O-β-(3’-R-hidroxi)-hexadecanoil-lupeol. Conforme descrito anteriormente, não foi possível estabelecer a estereoquímica da ligação da hidroxila em C3’ a partir d...
	É a primeira vez que 3-O-β-(3’-R-hidroxi)-hexadecanoil-lupeol é relatado para a espécie H. speciosa. A revisão da literatura realizada não indica atividades biológicas relatadas para este éster do lupeol. Apesar dessa substância não ter sido avaliada ...
	55 - Lupenona
	Fonte: Elaboração própria via Chendraw.
	56 - 3-O-β-(3’-R-hidroxi)-hexadecanoil-lupeol (TRPHS)
	Fonte: Elaboração própria via Chendraw. (1)
	6 CONCLUSÕES
	Os ensaios extrativos realizados com folhas de H. speciosa forneceram extratos com composições químicas distintas, sendo bornesitol o constituinte majoritário na maioria dos extratos (exceto naqueles obtidos com solução etanólica a 50% e 70%), seguind...
	Análise quimiométrica de componente principal indicou que a atividade vasodilatadora dos extratos de folhas de H. speciosa correlaciona-se positivamente com os teores de ácido clorogênico, rutina, flavonoides totais e FlavHS, observando-se uma correla...
	A análise de componente principal para a atividade inibitória da enzima α-glicosidase não demonstrou relação significativa entre os teores dos constituintes químicos quantificados e a atividade biológica das preparações.
	A análise quimiométrica de componente principal entre a atividade inibitória da enzima α-glicosidase e as áreas dos picos majoritários nos perfis cromatográficos de CLAE-DAD dos extratos demonstrou correlação positiva com o pico 10 (substâncias lipofí...
	A análise de componente principal para a atividade vasodilatadora forneceu correlação positiva entre a atividade biológica e o pico 1 (ácido quínico) e ácido clorogênico e, menos pronunciadamente, com os picos dos derivados flavonoídicos. Correlação n...
	Todas as frações resultantes do fracionamento do extrato de H. speciosa apresentaram atividade inibitória da enzima α-glicosidase, sem diferença estatística entre elas.
	O extrato de H. speciosa e a fração diclorometânica derivada deste reduziram a glicose sérica em ensaio agudo de avaliação da glicemia, quando administrados por via oral a camundongos.
	Os constituintes responsáveis pela potencial atividade antidiabética da espécie são os componentes lipofílicos, provavelmente lupeol, α-amirina e seus ésteres.
	O fracionamento da fração diclorometânica resultou no isolamento de um sólido cuja estrutura química foi elucidada por métodos espectroscópicos usuais como sendo 3-O-β-(3’-R-hidroxi)-hexadecanoil-lupeol, inédito na espécie.
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