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CAPITULO 1 - REFERENCIAL TEORICO
1 INTRODUGAO

Alternanthera brasiliana (Amaranthaceae) é uma planta medicinal
utiizada no tratamento de inflamagdes, dores e processos infecciosos
(BROCHADO et al., 2003; MACEDO et al.,, 2004). Extratos polares desta
planta tém revelado a presenca de carboidratos e pigmentos da classe das
betalainas (SILVA et al., 2005, GASPARETTO et al., 2010). Ja os extratos
lipofilicos tém apresentado quantidades significativas de acidos e ésteres
graxos, esteroides, alcoois graxos e hidrocarbonetos (PEREIRA, 2007).

Trabalhos recentes, envolvendo outras plantas medicinais tém
mostrado que o teor de extrativos varia de acordo com método de extragao e
o solvente empregado (WEINHOLD et al., 2008; BIMAKRA et al., 2011).
Nesses trabalhos, procedimentos convencionais baseados na exiragado
sélido-liquida apresentam menores teores de extrativos que aqueles obtidos
por metodologias mais elaboradas como extragéao sdlido-liquida utilizando-se
ultrassom e a dispersao da matriz em fase sélida (DMFS) (XIAO et al., 2004,
SILVA et al., 2009; JADHAV et al., 2009; BIMAKRA et al., 2011).

Consoante Hemwimol et al. (2006), a extragdo solido-liquida com
ultrassom baseia-se na utilizacdo de ondas ultrassbénicas para promover
maior penetracdo do solvente na matriz vegetal, permitindo interacdo mais
eficiente entre os constituintes da planta e o solvente .Ja a dispersdo da
matriz em fase sélida baseia-se na interagdo entre o material vegetal e um
adsorvente (florisil, silica, Cqg, etc.), resultando no rompimento da parede
celular e facilitando a extragao das substancias quimicas (BARKER, 2007). A
dispersdo da matriz em fase sélida é uma técnica comumente utilizada no
estudo de contaminantes organicos em diversas matrizes ambientais (BING
et al., 2005; PENA et al,, 2008), no entanto, sdo raros os trabalhos que
descrevem o uso em extratos vegetais (CAPRIOTTI et al. 2010). Ressalta-se
ainda, que metabdlitos vegetais da classe dos acidos fenélicos (ZIAKOVA et
al., 2003) e isoflavondides (VISNEVSCHI-NECRASOVA et al., 2009) ja foram

extraidos com sucesso a partir desta técnica.
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Tais técnicas de extragao utilizam diversos tipos de solventes, sendo
empregados, por exemplo, a agua, etanol, diclorometano, acetato de etila e
hexano (BARWICK, 1997; ZHAO et al, 2006; GARCIA et al., 2010). O
hexano, apesar de ser mais vantajoso por extrair somente compostos
lipofilicos, apresenta algumas deficiéncias na remog¢do de compostos
parcialmente polares (OKOLI et al., 2007; LAl et al., 2009; ORHAN et al.,
2009; MONSALVEZ et al., 2010). Cechinel Filho e Yunes (1998) salientam
que o diclorometano e acetato de etila sdo empregados para remogédo de
extrativos em plantas medicinais, visando obter os compostos com
polaridades intermediarias. Contudo, devido a toxicidade do diclorometano, o
método de extragdo com este solvente tem sido utilizado de forma restrita
(JABER-VAZDEKIZ et al, 2006). A agua e o etanol extraem maior
quantidade de componentes hidrofilicos como carboidratos e compostos
fendlicos (MARKOM et al., 2007), porém, elevados teores de carboidratos
favorecem o desenvolvimento de microrganismos (BIELLA et al., 2008).

Apesar desses relatos na literatura, nenhum estudo sistematico foi
realizado visando comparar diferentes metodologias de extragéo e solventes
para a determinacao do teor de extrativos em A. brasiliana. A comparagao
entre métodos de extracdo pode proporcionar a obtencdo de elevada
quantidade de principio ativo em menor tempo, com redugdo no consumo de

reagente e maior preservagao da composigao quimica.
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2 OBJETIVO GERAL
Avaliar a influéncia de diferentes métodos de extracao e solventes na

determinacdo do teor, composi¢do quimica e atividade biol6gica de extratos

da A. brasiliana.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Plantas Medicinais

O uso dos recursos vegetais, para tratamento, cura e prevengao de
doengas, é uma das mais antigas praticas medicinais da humanidade (PINTO
et al. 2002; VEIGA JUNIOR; PINTO, 2005; LEONTI et al. 2003 ), sendo que
0s primeiros relatos sobre a utilizagdo de plantas medicinais séo oriundos da
China e Egito. No principio, o homem utilizava as plantas de forma aleatoria,
descobrindo posteriormente suas utilidades ou seu potencial téxico
(FAVERO; PAVAN, 1997). A busca por alivio e cura de doengas pela
ingestao de ervas e folhas possibilitaram a divulgacéo dos efeitos benéficos
produzidos por muitas espécies de plantas, ainda que sua composi¢do
quimica permanecesse desconhecida (VIEGAS JUNIOR et al., 2006).

Embora o uso de medicamentos sintéticos desde a evolugcdo da
medicina alopatica seja muito recorrente, a utilizacdo de plantas para fins
medicinais nunca foi extinta. A facilidade de obtencéo e a tradicdo do uso
contribuem para a permanéncia desta pratica pela populagdo, em especial
por povos de paises em desenvolvimento (VIEGAS JUNIOR et al., 2006). De
acordo com a Organizacdo Mundial de Saude (WHO, 1998),
aproximadamente 80% da populagdo dos paises em desenvolvimento
depende das plantas medicinais como Unica forma de acesso aos cuidados
basicos de saude. Além disso, sabe-se que aproximadamente 60% da
populacdo do mundo depende, quase que inteiramente, de vegetais como
recurso para a medicagdo (FUNARI; FERRO, 2005). Em comprovagéo a isso,
estudos relatam que dos 520 novos medicamentos aprovados entre 1983 e
2010; 39% eram produtos naturais ou derivados de produtos naturais e cerca
de 60 a 80% das drogas antibacterianas e anticancerigenas foram obtidas a
partir de espécies vegetais (NEWMAN; CRAGG, 2010).

Neste contexto, os produtos naturais, em especial os de origem
vegetal, apresentam também grande importéncia na industria farmacéutica
seja como fonte principal, ou como modelo molecular de novos padrdes
bioativos (ARNOUS et al., 2005). Conforme Biella et al., (2008), as industrias

farmacéuticas tém buscado principios ativos para a obtencdo de novos
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medicamentos a partir das plantas medicinais. Nesse sentido, para a
formulacdo de medicamentos a partir de plantas medicinais (fitoterapicos),
faz-se necessaria a realizagdo de um trabalho multidisciplinar, o qual abarque
estudos na sele¢ao e cultivo da espécie vegetal, avaliagdo dos teores dos
principios ativos além da manipulagdo e aplicagdo na clinica médica
(LAMEIRA et al., 2008; ROCHA et al., 2008).

Entre a grande diversidade de espécies medicinais, inUmeras
encontram-se presentes no territorio brasileiro, o qual é composto por biomas
ricos em diversidade vegetal, (ALMEIDA et al., 1998) como por exemplo o
ecossistema do cerrado, com darea de 204 milhdes de hectares, 22% do
territorio nacional, este € um dos biomas brasileiros mais ameacados apesar
de abrigar a segunda maior biodiversidade do planeta e possuir inUmeras
espécies medicinais de composi¢do quimica desconhecida cientificamente
(ALMEIDA et al., 1998; BORBA; MACEDO, 2006). A quimica de produtos
naturais representa um ponto de grande importancia e destaque no estudo de
plantas medicinais, uma vez que somente por meio dos métodos utilizados
nessa area, pode-se obter o isolamento, purificagado, identificagéo e sintese
de novos compostos que podem ser incorporados a trés modalidades de
aplicagbes: incorporacao direta em formulagdes farmacéuticas; conversao a
um derivado que serd incorporado a uma férmula farmacéutica; provisao de
modelos estruturais para a sintese de farmacos (YUNES et al., 2001). Os
avangos nos estudos de plantas medicinais sdo enormes e o futuro das
descobertas de novos medicamentos passa obrigatoriamente por diversos
campos da ciéncia (YUNES, 2001a).

4.2. Alternanthera brasiliana

Alternanthera brasiliana, popularmente conhecida como “terramicina”
ou “perpétua do mato”, é uma planta herbacea que possui hastes semieretas
e inflorescéncias terminais (SALVADOR et al., 2003). Na Figura 1 esta
representado o porte herbaceo de A. brasiliana juntamente com a exsicata
utilizada para a identificagdo da espécie. E uma planta medicinal presente
desde o sul ao sudeste brasileiro, sendo pertencente a familia
Amaranthaceae que possui representantes amplamente utilizados na
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medicina popular no tratamento de inflamagdes, dores e processos
infecciosos (GUERRA et al., 2003).

FIGURA 1 - Fotos da Alternanthera brasiliana. A) Porte herbaceo; B) Exsicata depositada no
Herbario Montes Claros da Universidade Estadual de Montes Claros
(UNIMONTES).

Fonte: Arquivo pessoal.

Plantas do género Althernanthera sédo conhecidas por possuirem
propriedades antimicrobianas e antivirais e em algumas espécies deste
género tem sido reportada a inibicdo da atividade linfocitaria,
hepatoprotetoras e atividade analgésica (DELAPORTE et al., 2002; BIELLA
et al., 2008). A familia Amaranthaceae compreende 170 géneros, com
aproximadamente 2.000 espécies, as quais sao pouco estudadas sob o ponto
de vista quimico. O género Alternanthera é formado por 80 espécies,
amplamente distribuidas pelo mundo, sendo que 25% delas sdo encontradas
no Brasil. O pigmento vermelho extraido das folhas é denominado de
betacianinas, que sao pigmentos da classe de betalainas muito utilizado para
tratar de lesdes da pele. Estes pigmentos conferem a cor vermelho-violeta
(ou puarpura) para os caules e as folhas dessa planta e, menos
frequentemente, para flores e frutos (SILVA et al., 2005).

Estudos fitoquimicos de partes aéreas de A. brasiliana revelaram a
presenga de terpenos, esterdides e compostos fendlicos, sendo o B-sitosterol

0 constituinte mais abundante. Esses compostos possuem diversas
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propriedades farmacologicas, tais como agao antitumoral, antivirais, anti-
hemorragicos, hormonais, anti-inflamatérios, antimicrobianos e antioxidantes
(DELAPORTE et al., 2002). Entretanto, ndo ha na literatura nenhum estudo
detalhado da composicdo quimica dos extratos desta planta. Estudos
farmacoldgicos de A. brasiliana tém revelado a significativa atividade
analgésica, antiedematogénica (DELAPORTE et al, 2002) e atividade
antiproliferativa de linfécitos (BROCHADO et al., 2003). Além disso, destaca-
se a atividade antiviral contra imunodeficiéncia humana - HIV (SI-MAN et al.,
1988) e virus da herpes simplex virus - HSV (LAGROTA et al., 1994).

Apesar do apreciavel potencial biolégico, que se deve, sobretudo, ao
grande numero de espécies de principios ativos presentes nesta planta,
muitos deles ainda ndo foram identificados. Essa lacuna amplia a area da
pesquisa para que novos estudos sejam realizados, ja que muitas espécies
deste género tém sido comprovadamente eficazes no tratamento de diversas
doencas. Como exemplo pode ser citada a utilizagcdo de A. repens no
tratamento de doengas gastrointestinais e a comprovada acgao antifingica de
extratos de A. maritima (ASTUDILLO-VAZOUEZ et al., 2008; GASPARETTO
et al., 2010).

4.3. Atividade Antibacteriana

Os antimicrobianos sdo substancias que provocam morte ou inibicao
do crescimento de micro-organismos e agem por meio da interferéncia em
processos metabdlicos, como na replicagdo cromossdmica e na inibicdo da
sintese protéica, ou causam danos nas estruturas celulares dos micro-
organismos, como parede celular e membrana citoplasmatica (BARROS et
al., 2001). Nascimento et al., (2000) revelam que embora as industrias
farmacéuticas tenham produzido um grande numero de antibidticos, a
resisténcia aos antimicrobianos tem aumentado. Por esse motivo € preciso
sempre que se busquem novas fontes terapéuticas que sejam mais eficientes
para o tratamento de infecgcbes bacterianas (SILVA et al., 2007). Além disso,
a busca por novos agentes antimicrobianos se faz necessaria ndo somente
pelo aumento da resisténcia bacteriana, como também pelo surgimento de

infecgdes oportunistas fatais, associadas a doengas que suprimem a ac¢ao do
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sistema imunol6gico (PENNA et al., 2001). Essas infec¢gdes sdo ocasionadas
por micro-organismos como Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis e
Pseudomonas aeruginosa, que sao patdégenos 0s quais apresentam
linhagens multirresistentes e sao de grande importancia clinica, uma vez que
se encontram entre os agentes mais comuns de infec¢gées oportunistas em
humanos (TRABULSI et al., 2005; TAVARES, 2000; KONEMAN et al., 2001).

Baseado em sua atividade metabdlica secundaria, 0s vegetais
superiores sdo capazes de produzir substéncias antibidticas (SOUZA et al.,
2004; SCHNITZLER et al, 2007; FROELICH et al., 2008) cuja estrutura
quimica, com raras excegbes, apresenta grandes diferencas na estrutura
quimica em relagdo aos antibidticos convencionais e, portanto, sao
apontados como uma alternativa para a resolu¢do de problemas ocasionados
pela resisténcia microbiana (JOHANN et al., 2007; USHIMARU et al., 2008;
LAMEIRA et al., 2008; JUNIOR et al., 2009). Tais agentes antimicrobianos,
isolados de plantas superiores, podem agir como reguladores do
metabolismo intermediario, ativando ou bloqueando reacdes enzimaticas,
afetando diretamente uma sintese enzimatica em nivel nuclear ou
ribossomal, ou mesmo alterando estruturas de membranas (LOBO;
LOURENGCO, 2007). Entretanto, a grande maioria das plantas que possuem
compostos com potencial antibidtico e sdo normalmente empregadas como
fitoterapicos populares, ndo tiveram efetivamente estudadas as suas
potencialidades terapéuticas e composi¢ao quimica (CARDOSO, 2001).

Sdo exemplos de grupos de substancias com propriedades
antimicrobianas extraidos de plantas: esterdides, terpendides e Oleos
essenciais (PASSOS et al, 2009); alcaldides; lectinas e polipeptidios,
substancias fendlicas e polifendis, que sao fendis simples; acidos fendlicos,
quinonas, flavonas, flavondis e flavondides, taninos e cumarinas (CAETANO
et al., 2002; BROCHADO et al., 2003; ZAMPINI et al., 2007; SCHNITZLER et
al., 2007; FROELICH et al., 2008; LAMEIRA et al, 2008). Exemplos de

estruturas quimicas destes principios ativos sao apresentados na Figura 2.
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FIGURA 2 - Exemplos de estruturas quimicas de esterdis, terpendides, taninos, quinonas e
cumarinas.

Fonte: Arquivo pessoal.

As proporgbes relativas destes principios ativos em plantas podem
sofrer variagoes, seja pelas produgdes diferenciadas nas diferentes partes da
planta, bem como em amostras coletadas em diferentes regides (SIMON et
al.,1999; LARCHER, 2000). Além disso, apesar da existéncia de um controle
genético, a producao destes compostos pode sofrer modificagdes resultantes
da interacdo de processos bioquimicos, fisiolégicos, ecolégicos e evolutivos,
tal como variagbes na composicdo quimica ocasionadas por mudancgas
sazonais (DELAPORTE et al.,, 2005; BEZERRA et al., 2008). Em muitas
espécies vegetais a quantidade e, as vezes, até mesmo a natureza destes
constituintes ndo é fixa durante o ano (GOBBO-NETO; LOPES, 2007). O
estudo dessas variaveis, em especial as provocadas por variacbes sazonais,
torna-se relevante ao passo que a estabilidade da composicao quimica dos
principios ativos fornece dados para a padronizacdo na producdo de
fitoterapicos.

O conhecimento da producédo dos principios ativos pelos vegetais
contribui, por exemplo, na obtencdo segura de substancias com potencial
antimicrobiano, o que favorece significativamente o desenvolvimento do
campo da saude em nivel mundial, uma vez que essas substancias sdo mais

eficazes e menos toxicas do que os antimicrobianos sintéticos, além de
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ajudar na corrida contra a resisténcia dos micro-organismos patogénicos
(CARTAXO et al., 2010).

4.4. Parametros de Avaliagdo em Métodos de Extracdo

Relatos de extragdo de principios ativos de fontes vegetais séo
datados antes do periodo da mesopotadmia, quando a obtengdo de
substancias aromaticas, 6leos e graxas medicinais eram realizados por povos
antigos para a comercializagao (BART, 2011). A extragé@o de principios ativos
vegetais pode ser realizada com o uso de diversas partes da planta como em
folhas, caules, raizes e flores (MACIEL et al., 2002). O material vegetal é
comumente seco e pulverizado ou ainda pode ser triturado em adsorvente
sélido com intuito de se permitir a maxima transferéncia de massa do soluto
com solvente (SINGH, 2008). A maceracao e utilizagao de ultrassom podem
ser citadas como exemplos de método de extragdo solido-liquido e entre
aqueles que sao realizados em fase sélida, destaca-se a extragdo por
dispersao da matriz em fase sélida (WANG; WELLER, 2006).

Entre os diversos métodos de extracdo avaliados, a extracao sélido-
liquida por maceragdo é uma técnica tradicional na produgdo de extratos
vegetais e apresenta como vantagens o seu baixo custo, facil realizacao,
além de nado utilizar aquecimento, o que previne a degradacdo dos
compostos (SINGH, 2008). Em contrapartida, todo o processo extrator
demanda maior tempo para a finalizagdo quando comparado a outras
técnicas, como por exemplo, a extragao em fluido supercritico e utilizagao de
ultrassom (KAUFMANN; CHRISTEN, 2002).

A extragcao assistida por ultrassom é um método de extracdo sélido-
liquido em que os efeitos das ondas ultrassdnicas possibilitam uma maior
penetragao do solvente no interior das células vegetais favorecendo, assim, a
reducdo do tempo e o aumento do rendimento dos extratos produzidos
(FILGUEIRAS et al., 2000; CUOCO et al., 2009). Esta técnica é cada vez
mais utilizada na extracdo de compostos como flavonéides (SUN et al., 2011;
ZHANG et al., 2011), esterbis (SUN et al., 2010), terpenos (PERES et al.,
2006), taninos e fendlicos totais (ASPE; FERNANDEZ, 2011).
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A dispersdo da matriz em fase sdlida baseia-se na fricgdo entre o
material vegetal e um adsorvente (silica, Cyg, €tc.), resultando no rompimento
da parede celular e exposicado das substancias que serdo extraidas com a
eluicdo de um solvente (BARKER, 2007). A dispersdo da matriz em fase
sélida é utilizada no estudo de contaminantes organicos em diversas matrizes
ambientais (BING et al., 2005; PENA et al., 2008), sendo descrita como uma
técnica flexivel ja que pode-se variar adsorvente e solvente de acordo com as
caracteristica dos compostos de interesse. Salienta-se ainda, sua rapida
reproducdo e economia, visto que sdo gastos pequenas quantidades de
solvente, amostra e adsorvente. Apesar dessas vantagens, sdo raros 0S
trabalhos que descrevem o uso para extragdo de ativos em plantas
medicinais (CAPRIOTTI et al., 2010). Metabdlitos vegetais da classe dos
acidos fendlicos (ZIAKOVA et al, 2003) e isoflavonoides (VISNEVSCHI-
NECRASOVA et al., 2009), por exemplo, ja foram extraidos com sucesso por
meio desta técnica.

Além do método empregado, o tipo de solvente é outra variavel
estudada para composicdo quimica e rendimento dos extratos obtidos. Em
muitos sistemas de extracdo os solventes sdo empregados puros, no entanto,
pode ser conveniente o uso de misturas visando a melhoraria do poder
extrator de compostos (MARKOM et al., 2007). Com base neste principio,
estudos sdo realizados utilizando-se solventes de polaridade variada sobre
matrizes vegetais, com o objetivo de identificar diferentes classes quimicas
presentes nos extratos produzidos a partir de diferentes solventes
(LAPORNIK et al., 2005; POMPEU et al., 2009).

Diversos trabalhos relatam potenciais atividades bioldgicas de
extratos obtidos pela extragcdo com etanol a partir de diferentes matérias-
primas vegetais (SCHINTZLER et al., 2008; SHUKLA et al., 2009; KHADER
et al., 2010; FIGUEREDO et al., 2011; GUNADHARINI et al., 2011). O etanol
€ um solvente polar efetivo na extragdo de flavondides e seus glicosideos,
catecois, taninos, carboidratos, compostos fendlicos, entre outros (YANG et
al., 2009). O solvente organico acetato de etila apresenta uma provavel
extracdo das seguintes classes quimicas: flavondides, taninos, xantonas,

acidos triterpénicos, saponinas e compostos fendlicos em geral. (CECHINEL
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FILHO, 1998). Este fato foi corroborado em estudo realizado com sementes
de uva, em que, entre 0s solventes empregados, o acetato de etila foi
relatado com o maior rendimento na extragdo de polifendis, com destaque
para o desenvolvimento de extracdo seletiva de proantocianidinas (PEKIC et
al., 1998)

Muitos estudos de caracterizagdo de extratos lipofilicos que utilizam
hexano como solvente extrator relatam a presenca de terpenos,
sesquiterpenos, O6leos essenciais entre outros grupos apolares na
composigao dos extratos (OKOLI et al., 2007; LAl et al., 2009; ORHAN et al.,
2009; MONSALVEZ et al., 2010).

Além do tipo de solvente a ser empregado, é necessario também
conhecer o tempo 6timo de extracdo dos principios ativos, pois esta
informacao faz com que o processo de extragdo seja suficiente para obter o
méximo de compostos presentes sem que perdure por um periodo de
extracdo desnecessario (LAPORNIK et al., 2005). A determinagéo do tempo
ideal de extracdo pode evitar a degradagdo dos compostos pela exposicao
prolongada a fatores como luz e oxidacdo (CHIRINOS et al., 2007; CHAN et
al., 2009, CHEW et al., 2011). A avaliacdo de todas estas variaveis é
importante na produgado de extratos vegetais e deste modo sdo cada vez
mais estudadas (LAPORNIK et al., 2005; ASPE; FERNADEZ, 2011).

4.5. Analises Quimicas

De acordo com Rodrigues (2001), mais de 248 mil espécies de
plantas ja tiveram a composicdo quimica estudada e destas, 12 mil plantas
sdo conhecidas por terem propriedades medicinais. No entanto, menos de
10% de todas elas foram investigadas no que concerne ao ponto de vista
fitoquimico e / ou farmacolégico (CARDOSO, 2001). A partir desta pequena
percentagem de espécies vegetais estudadas, indmeros compostos
terapeuticamente indispenséveis ja foram isolados, como alcaldides (o
quinino a partir da casca peruana e a morfina da capsula da papoula);
glicosideos cardiotonicos diferentes, produzidos a partir de Digitalis sp.,
aplicado amplamente na sindrome de insuficiéncia cardiaca; esterdides

vegetais que constituem a base de anticoncepcionais modernos, flavonoides,
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e uma grande variedade de antibioticos (RISHTON, 2008). Ainda assim,
noventa por cento de todas as espécies de plantas conhecidas ainda
aguardam investigacdo e mesmo no caso dos 10% de espécies ja
investigadas, sabe-se que muitas dessas tiveram somente os principais
compostos estudados (CARDOSO, 2001).

O desenvolvimento de novos farmacos, a partir de moléculas
naturais, € uma atividade de carater multidisciplinar em que uma das etapas
iniciais do processo de descoberta de novos protétipos é realizada por grupos
de pesquisa em quimica de produtos naturais. Para isso, extratos com
solventes organicos sdo preparados a partir da espécie selecionada e entao
sao avaliados por ensaios biolégicos in vitro e submetidos a processos de
fracionamento biomonitorado (CECHINEL FILHO; YUNES, 1998). Em relacao
ao fracionamento, diferentes técnicas cromatogréficas, bem como uma
combinacdo delas, podem ser utilizadas. As técnicas cromatograficas
empregadas podem apresentar diferentes graus de inovagao tecnoldgica,
desde colunas abertas com suportes cromatograficos diversos até técnicas
instrumentais, como cromatografia gasosa. (CG) (MENDHAM et al., 2002).
Podem ainda ser divididas em cromatografia analitica e preparativa de modo
que a primeira baseia-se na identificagdo e analises de misturas e
substancias isoladas, enquanto que a cromatografia preparativa fundamenta-
se apenas no isolamento de compostos (NOVAKOVA; VICKOVA, 2009).

A cromatografia liquida é um método ideal para separagédo de
espécies idnicas ou macromoléculas de interesse biolégico, bem como uma
imensa variedade de outros compostos de alta massa molecular e/ou baixa
estabilidade térmica, como por exemplo, metabolicos vegetais, pigmentos de
plantas e produtos farmacéuticos (BOYSEN; HEARN, 2010), o que determina
maior aplicabilidade na pesquisa sobre plantas medicinais. A cromatografia
liquida em coluna se divide em dois grupos: O primeiro refere-se a
cromatografia liquida cléssica, realizada em colunas de vidro, sob pressao
atmosférica, com o fluxo estabelecido pela for¢ca da gravidade; enquanto o
segundo refere-se a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)
(MENDHAM et al., 2002).
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Na cromatografia gasosa ocorre a separagdo de misturas em seus
respectivos componentes, através de um gas sobre um adsorvente
estacionario sendo, portanto, semelhante a cromatografia liquida, exceto que
a fase liquida mével é substituida por um gés, fazendo com que a fase
estacionaria se resuma em um liquido ou um soélido, limitando os
mecanismos de separacdao a adsor¢cdo e a particdo, o que dividia a
cromatografia gasosa em seu inicio em duas categorias principais:
cromatografia gas-liguido e cromatografia gas-sélido. Todavia, como a
grande maioria das aplicagdes atuais é de cromatografia gas-liquido, essas
terminologias foram abandonadas, empregando-se apenas cromatografia
gasosa (CG) (MENDHAM et al., 2002).

Esta técnica é utilizada na separagdo de compostos volateis ou
volatilizaveis, o que restringe a utilizacdo na avaliagdo de muitas amostras.
Além de o caréater volatil ser um requisito obrigatério & amostra, ha outras
caracteristicas como instabilidade térmica e alta polaridade, que podem
impedir a injegcao direta de uma amostra em um cromatografo a géas. Isso
pode ser resolvido com o uso da derivatizagdo, estendendo, assim, a
versatiidade e a utilidade da cromatografia gasosa (DEWULF e
LANGENHOVE, 2002; BLACK; MUIR, 2003). Em estudos de metabdlitos
secundérios vegetais, a CG é ideal para andlises de amostras complexas
como as encontradas em 6leos essenciais, (HEUSKIN et al, 2009) bem como
permite avaliar a composi¢cdo quimica de extratos vegetais brutos contendo
compostos como flavon6ides e rotendides (PEREIRA et al, 2002). A
possibilidade de se analisar extratos brutos sem a necessidade de
derivatizacao e, em varios casos, sem procedimentos de clean up, pode ser
extremamente Util para o estudo sistematico de plantas medicinais e outras
fontes de amostras biologicamente ativas, como um método de analise
rapida, que pode guiar o trabalho fitoquimico subseqiente (PEREIRA; NETO,
2000).

Apds o isolamento das substéncias constituintes do extrato vegetal, o
trabalho fitoquimico prossegue com a elucidagdo da estrutura quimica das
moléculas. Para tanto, sdo empregados métodos espectrométricos como

ultravioleta (UV), ressonancia magnética nuclear (RMN) e espectrometria de
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massas (EM). Na atualidade, o desenvolvimento das técnicas
cromatograficas hifenadas possibilita identificar os constituintes de extrato
vegetal, sem que seja necessario isolar as substancias (COLLINS et al.,
2006). O termo “técnicas hifenadas”, refere-se ao acoplamento entre duas ou
mais técnicas analiticas com o objetivo de obter-se uma ferramenta mais
eficiente e rapida que as técnicas convencionais (LANCAS, 2009).

As técnicas a serem acopladas deverao gerar informagdes diferentes,
ou seja, serem ortogonais. Um exemplo tipico € o acoplamento de métodos
eficientes de separagcdo como a cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE) e a cromatografia gasosa (CG), com técnicas espectroscépicas como
espectrofotdbmetro de UV-Vis, ressonancia magnética nuclear (RMN) e
também espectrébmetro de massas (EM e EM-EM), que fornecem
informacdes adicionais sobre a estrutura quimica dos componentes da
amostra, funcionando como detectores. A escolha do detector torna-se
fundamental quando o analito se encontra em nivel de tragos, necessitando-
se de baixos limites de detecgao (LANCAS, 2009).

O numero de informacdes obtidas é muito grande, tornando-se
necessaria a utilizacdo de computadores para a obtengéo e tratamento dos
dados e, frequentemente, 0 uso da quimiometria para sua interpretacao
(NOVAKOVA; VICKOVA, 2009). Uma variedade de compostos como
saponinas, flavondides, alcaléides, fendis, terpenos entre outros, ja foram
identificados com a utilizacao de diferentes técnicas hifenadas as quais vém
se demonstrando ser de grande valia, pois fornecem informacdes estruturais
dos metabdlitos antes mesmo do seu isolamento, acelerando o estudo
quimico de muitas espécies que podem conter novos compostos de
aplicabilidade fitofarmacéutica (BRANCO; PIZZOLATTI, 2002; BARTRAM et
al., 2006; EISENREICH, 2007).
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CAPITULO 2 — CARACTERIZACAO DA COMPOSICAO QUIMICA DE
EXTRATOS DE Alternanthera brasiliana OBTIDOS POR EXTRACAO
COM DIFERENTES SOLVENTES

Resumo

Os metabdlitos vegetais que apresentam agao antibidtica sao
apontados como uma alternativa para a resolu¢do de problemas ocasionados
pela resisténcia microbiana. Alternanthera brasiliana € uma Amaranthaceae
que possui acdo antimicrobiana reconhecida. Com interesse na obtencao
destes principios ativos, estudos de métodos de extragdo sdo cada vez mais
frequentes. Desta forma, o presente trabalho visa avaliar a influéncia do
tempo e de diferentes solventes sobre o rendimento, composicdo quimica e
atividade biolégica dos extratos de Alternanthera brasiliana obtidos pela
técnica de extragao sélido-liquida por maceracao. A extracao sélido-liquida
por maceragao apresentou maior teor de extrativos utilizando a mistura
etanol:agua 70:30 (v/v) e etanol 98% (v/v), 20,52% e 6,09% (m/m),
respectivamente. Dez dias foram suficientes para extrair 80% do teor de
extrativos para os quatro solventes. A analise cromatografica dos extratos
obtidos por extracédo sélido-liquida por maceragéo revelou a presenca de 34
compostos pertencendo a cinco principais classes: acidos graxos, esterbides,
carboidratos, alcodis e hidrocarbonetos, com destaque para os esteroides e
acidos graxos que estiveram em maior teor no extrato hexanico e
carboidratos mais abundantes nos extratos polares. O crescimento de
Staphylococcus aureus (ATCC 6538) foi inibido pelo extrato hexanico. Entre
0s compostos presentes neste extrato os esterbides pB-sitosterol e
estigmasterol sao descritos na literatura pelo potencial antimicrobiano.
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) Enterococcus faecalis (ATCC
29212) Escherichia coli (ATCC 25922), Klebsiella pneumoniae (ATCC 13883)
e Shigella flexneri (ATCC 12022) ndo foram sensiveis aos extratos de A.
brasiliana. Foi necessario um tempo de extragdo maior do que aquele
convencionalmente utilizado na técnica de extragdo sélido-liquida por
maceragdo para obtengdo da maior parte dos extrativos disponivel em A.
brasiliana. Além disso, o uso de diferentes solventes influenciou o
rendimento, composigdo quimica e atividade biolégica dos extratos. A
atividade bioldgica desenvolvida pelo extrato hexanico sugere que os
compostos com potencial antimicrobiano possuem caracteristicas lipofilicas
e, por este motivo, podem ter sido melhor extraidos por este solvente.
Estudos futuros de isolamento e elucidacdo da fracao ativa deverdao ser
realizados para confirmar os compostos que estdo envolvidos na agéo
biol6gica deste extrato.

Palavras-chave: Tempo de extracdo. Analise Cromatografica. Solventes.



28

CHAPTER 2 - DESCRIPTION OF THE CHEMICAL COMPOSITION OF THE
EXTRACTS Alternanthera brasiliana OBTAINED WITH DIFFERENT
EXTRACTION SOLVENTS

ABSTRACT

The metabolites vegetables that have antibiotic action are mentioned
as an alternative to solving problems caused by microbial resistance.
Alternanthera brasiliana is an Amaranthaceae that has antimicrobial
recognized. With interest in obtaining these active principles, studies of
extraction methods are increasingly frequent. Thus, this study aims to
evaluate the influence of the time and of different solvents on the yield,
chemical composition and biological activity of extracts of Alternanthera
brasiliana obtained by the technique of solid-liquid extraction by maceration.
The solid-liquid extraction by maceration showed higher content of extractives
using a mixture ethanol: water 70:30 (v / v) and ethanol 98% (v / v), 20.52%
and 6.09% (w / w), respectively. Ten days were sufficient to extract 80% of
the extractives content for the four solvents. Chromatographic analysis of the
extracts obtained by solid-liquid extraction by maceration revealed the
presence of 34 compounds belonging to five main classes: fatty acids,
steroids, carbohydrates, alcohols and hydrocarbons with emphasis on
steroids and fatty acids that were in higher content in the hexane extract and
most abundant in the carbohydrates in the polar extracts. The growth of
Staphylococcus aureus (ATCC 6538) was inhibited by hexane extract. Among
the compounds present in this extract B-sitosterol and stigmasterol the
steroids are described in the literature for antimicrobial potential.
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) Enterococcus faecalis (ATCC
29212) Escherichia coli (ATCC 25922), Klebsiella pneumoniae (ATCC 13883)
and Shigella flexneri (ATCC 12022) were not sensitive to the extracts of A.
brasiliana. It was necessary time of extraction larger than that conventionally
used in the art of solid-liquid extraction for maceration to obtain the biggest
part of the available extractives in A. brasiliana. Besides, the use of different
solvents has influenced the yield, chemical composition and biological activity
of the extracts. The biological activity developed by the hexane extract
suggests that compounds with antimicrobial potential have lipophilic
characteristics, and for this reason they may have been better extracted by
this solvent. Future studies of isolation and elucidation of the active fraction
should be conducted to confirm the compounds that are involved in the
biological action of this extract.

Keywords: Time of extraction. Chromatographic analysis. Solvents.
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1 INTRODUCAO

Os metabolitos vegetais que apresentam agdo antibidtica sdo apontados
como uma alternativa para a resolugdo de problemas ocasionados pela
resisténcia microbiana. Isso, porque estes biocompostos apresentam grandes
diferencas estruturais em relacado aos antibioticos sintéticos (JOHANN et al.,
2007; USHIMARU et al., 2008; LAMEIRA et al., 2008; JUNIOR et al., 2009).
Verifica-se descrita na literatura a potencial atividade bioldgica desenvolvida
por extratos de espécies da familia Amaranthaceae (SOUZA et al., 2004;
SCHNITZLER et al., 2007; FROELICH et al., 2008). Alternanthera brasiliana
€ uma Amaranthaceae conhecida popularmente como doril ou perpétua do
mato e que possui agdo antimicrobiana reconhecida (PEREIRA, 2007;
JANDREY; ONOFRE, 2009). Com interesse na obtencao destes principios
ativos, estudos de otimizacdo de métodos de extracdo sdo cada vez mais
frequentes, ja que a matriz vegetal é bastante complexa e os metabdlitos,
com algumas excegbes, ocorrem em montantes inferiores em relacdo ao
peso seco da planta (WANG; WELLER, 2006, JADHAV et al, 2009,
BIMAKRA et al., 2011).

Nessa medida, diferentes técnicas, solventes e tempo de extragédo
sao testados com objetivo de se avaliar a influéncia dessas varidveis no teor
e composicdo quimica dos extratos (SPIGNO et al, 2007, ASPE;
FERNANDEZ, 2011). Entre os diversos métodos de extracdo avaliados, a
extracdo soélido-liquida por maceracdo apresenta-se como uma técnica
tradicional na producdo de extratos vegetais que possui vantagens como
baixo custo, facil realizagédo, além de nao utilizar aguecimento, o que previne
a degradacdo dos compostos (SINGH, 2008). Em contrapartida, todo o
processo extrator demanda maior tempo para a finalizagdo quando
comparado a outras técnicas como extragdo em fluido supercritico ou
utilizando-se ultrassom (KAUFMANN; CHRISTEN, 2002). Apesar disso, a
producdo de extratos por maceracdo é estudada uma vez que reproduz o
modo como a medicina tradicional elabora grande parte dos extratos

vegetais.
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Com intuito de avaliar o poder extrator de diferentes compostos,
solventes de polaridades variadas sdo empregados puros ou combinados
entre si em extratos vegetais (MARKOM et al., 2007; GARCIA et al., 2010). O
etanol, por exemplo, € um solvente polar descrito como efetivo na extragdo
de flavondides e seus glicosideos, catecdis, taninos, carboidratos, compostos
fendlicos entre outros (YANG et al., 2009). Diversos trabalhos relatam
potenciais atividades biolégicas de extratos obtidos pela extragdo com etanol
(SCHINTZLER et al., 2008; SHUKLA et al., 2009; KHADER et al., 2010;
FIGUEREDO et al, 2011; GUNADHARINI et al., 2011), bem como da
combinacéo deste solvente com agua, em que extratos hidroalcéolicos de A.
brasiliana apresentaram acao antimicrobiana sobre Sthaphylococcus aureus,
Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa, inibindo o crescimento destes
micro-organismos (JANDREY; ONOFRE, 2009).

Em extratos de A. aspera produzidos com o solvente organico
acetato de etila, verificou-se a presenca de compostos saponinicos que
possuem potencial agéo larvicida contra Aedes aegypti (BAGAVAN et al.,
2008). A caracterizacdo de extratos lipofilicos, que utilizam hexano como
solvente extrator, apontou a presenca de terpenos, sesquiterpenos, 6leos
essenciais, entre outros grupos apolares na composicao dos extratos (OKOLI
et al., 2007; LAl et al., 2009; ORHAN et al., 2009; MONSALVEZ et al., 2010).

Além do tipo de solvente a ser empregado, é necesséario também
conhecer o tempo étimo de extragdo dos principios ativos, em virtude de que
esta informacdo faz com que o processo de extracdo seja suficiente para
obter o maximo de compostos presentes sem que perdure por um periodo de
extragdo desnecessario (LAPORNIK et al., 2005). A determinagéao do tempo
ideal de extracdo pode evitar a degradagdo dos compostos pela exposicao
prolongada a fatores como luz e oxidagdo (CHIRINOS et al., 2007; CHAN et
al., 2009, CHEW et al., 2011).

Apesar da importancia de todas estas varidveis no estudo de
producdo de extratos vegetais, nenhuma avaliagdo sistematica foi realizada
com intuito de verificar-se a influéncia do tipo de solvente e tempo de
extragao no teor, composi¢ao quimica e atividade bioldgica de extratos de A.

brasiliana. Nesse contexto, o presente trabalho visa avaliar a influéncia do
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uso de diferentes solventes na composicao quimica e atividade biologica dos
extratos de Alternanthera brasiliana, bem como otimizar o tempo de extragdo

para produzi-los pela técnica de extracao solido-liquida por maceragao.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Preparacdo do material vegetal

Caules e folhas de A. brasiliana foram coletados em Montes Claros,
norte do estado de Minas Gerais, Brasil. O material foi lavado em agua
corrente, seco em temperatura ambiente por cinco dias e pulverizado para
aproximadamente 60 mesh.

Exsicatas foram confeccionadas e identificadas pelo especialista em
Alternanthera, professor Dr. Josafa Carlos de Siqueira da Pontificia
Universidade Catolica do Rio de Janeiro (PUC/RJ) e depositadas no Herbario
Montes Claros da Universidade Estadual de Montes Claros (UNIMONTES)
sob o numero de registro 2405.

2.2 Extragéao sdlido-liquido convencional
2.2.1 Avaliagcédo do tempo de extracdo

Quatro amostras de 10,000 g do material vegetal (caule e folha)
foram submetidas a extragcdo com 45,00 mL de quatro solventes diferentes
(hexano, acetato de etila, etanol 98 % (v/v) e mistura de etanol:agua 70:30
(v/v), sendo um para cada amostra, por 24 horas. Em seguida, os extratos
foram concentrados sob presséo reduzida em evaporador rotatorio (Quimis) a
50 °C e a massa do residuo obtida foi determinada. Todo o procedimento foi
repetido sucessivas vezes e o extrato obtido coletado em intervalos de 24 em
24 horas, até o tempo total de 20 dias de extracdo. Todo o procedimento foi
realizado em triplicatas e o valor de rendimento final de extracdo calculado
(em g/Kg material vegetal analisado).

2.3 Andlise quimica
2.3.1 Derivatizagdo

Aliquota (2,000 mg) do extrato foi adicionada em frasco de vidro para
microrreacdo e, em seguida, solubilizado em 60 pL de piridina e 100 uL de
BSTFA  ((N,O-bis(trimetilsilil)-trifluoroacetamida)  contendo 1% de

clorotrimetilsilano. A mistura reacional foi aquecida a 70 °C por 30 min. Da
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solugao obtida, apenas 1 pL foi injetado no CG-EM, sendo o procedimento

realizado em triplicata.

2.3.2 Andlise por CG-EM

As analises foram realizadas no aparelho GC-MS PQ5050A da marca
Shimadzu, utilizando coluna capilar de silica fundida DB-5 (5% de difenil e
95% dimetilsiloxano), com 30 m de comprimento, 0,25 mm de didmetro
interno e filme de 0,25 ym e hélio como gas de arraste. As condigbes
cromatograficas foram as seguintes: a temperatura do injetor foi de 290 °C
iniciando com 80 °C por 5 minutos, aumentando de 80 °C a 290 °C na razao
de 4 °C/min”". A temperatura final permaneceu em 290 °C por 40 minutos. A
temperatura do detector e da interface do sistema CG-EM foi de 290 °C
(MICHIELIN et al., 2009; SILVESTRE et al., 1999). O detector de massas
operou com ionizagdo por impacto de elétrons de 70 eV e varredura de
massas de 30 a 600 m/z.

A identificacdo dos componentes dos extratos foi realizada por
comparacao dos espectros de massas do banco de dados do aparelho (Wiley
330.000) e com dados da literatura.

2.4 Ensaio bioldgico

Parte dos extratos obtidos foram solubilizados em dimetilsulfoxido
(DMSO) em concentragédo igual a 75 mg mL"'. O teste de inibicao do
crescimento bacteriano foi realizado com as cepas padrao Staphylococcus
aureus (ATCC 6538), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) Enterococcus
faecalis (ATCC 29212) Escherichia coli (ATCC 25922), Klebsiella
pneumoniae (ATCC 13883) e Shigella flexneri (ATCC 12022). O ensaio de
difusdo do extrato em disco seguiu a Norma M2-A8 do NCCLS (2003). As
suspensdes dos micro-organismos de testes foram preparadas em solucao
salina NaCl 0,98% com turvagéo equivalente a Escala de McFarland 0,5 (108
UFC/mL) segundo NCCLS (2003). Os micro-organismos foram inoculados
com auxilio de swab estéril em placas de Petri contendo Agar Mueller-Hinton.
Foram utilizados discos Blank estéreis de 6 mm de didmetro, embebidos com
10 pL de amostra. As placas foram incubadas a 35 °C durante 24 horas.
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Apos a incubacgao, foram mensurados os halos de inibicdo formados em torno
dos discos. As culturas bacterianas que apresentaram halos iguais ou
maiores que 7 mm foram considerados suscetiveis aos extratos utilizados.
Discos de cloranfenicol (30 ug) foram utilizados como controle positivo para
S. aureus, S. faecalis, K. pneomoniae, E. coli e S. flexneri. Para P.
aeruginosa discos de tetraciclina (30 pg). Para o controle negativo foram

utilizados discos estéreis impregnados com 10 yuL de DMSO.
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3 Resultados e Discussao

3.1 Determinacdes do tempo de extracdo e rendimento pelo método
convencional

A extracao sélido-liquida por maceragdo € uma técnica convencional

para a extragao dos constituintes quimicos de produtos naturais (SINGH et.al.,

2008). Os resultados de tempo de extracdo e porcentagem de extrativos

obtidos empregando solventes de diferentes polaridades estdo apresentados

na Figura 1 (A e B). A mistura etanol:agua 70:30 (v/v) e etanol 98% extrairam

0s maiores teores de extrativos em qualquer tempo.
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GRAFICO 1 - A) Determinagdo do tempo de extracdo e B) Porcentagens de extrativos da A.
brasiliana obtidas em quatro solventes através da extragao sélido-liquido.

A andlise do Gréfico 1A indica que nos primeiros 12 dias de extracao
o acetato de etila e etanol 98% (v/v) extrairam valores superiores a 90,0% do
extrato total e, ap6s 15 dias, etanol:agua 70:30 (v/v) e hexano extrairam
percentagens semelhantes. Através da Figura 1A foi possivel verificar que 10
dias de extragdo apresentaram valores acima de 80% de extrativos em todos
os solventes, sugerindo ser um tempo adequado para a extracdo. Os
rendimentos de extracdo, neste periodo, sdo apresentados em porcentagem
de é&rea relativa no Grafico 1B.
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Esses resultados ressaltam a importancia da otimizacdo das
condicbes de extracdo que permitem obter o maximo rendimento.
Frequentemente, trabalhos que produzem extratos vegetais ndo avaliam o
tempo ideal para extragéo, deixando o material em contato com o solvente de
24 a 72 horas, resultando em rendimento de extragcdo abaixo daquele que
realmente é possivel obter da droga vegetal (SILVA et al., 2009). Além disso,
durante a avaliacado do tempo de extracao o solvente foi trocado diariamente,
permitindo a continua extragdo, uma vez que as trocas evitam a
saturagao,(equilibrio entre soluto e solvente) e, consequentemente, a
interrupgéo da extragao (SOUZA et al., 2010).

Solventes mais polares, como a mistura etanol:agua 70:30 (v/v),
favorecem a extracdo de maior quantidade de componentes da amostra
(178,20£0,87), sugerindo a predominancia de compostos de semelhante
polaridade em A. brasiliana (Gréafico 1B). Resultados inferiores foram obtidos
empregando-se a extragdo soélido-liquida de outra planta do mesmo género
(A. maritima), extraindo-se 86,779/2,3kg utilizando etanol como solvente
extrator (TOMEI, 2008).

3.2 Anadlise quimica por CG-EM dos extratos

A atividade farmacolégica do extrato de uma planta é produto das
substancias quimicas presentes, denominadas de principios ativos (RATES,
2001; RIOS et al., 2005). Este fato justifica o crescente interesse em estudos
que avaliem solventes e condi¢gées de processos capazes de extrair o maior
ndmero possivel de compostos que, ao serem elucidados, possibilitem
conhecer aqueles que apresentam efetiva acao farmacol6gica (MIRON et al.,
2010). Com base nesta ideia, os extratos de A. brasilana produzidos com
diferentes solventes foram analisados quimicamente. Todos os compostos
identificados e suas respectivas percentagens relativas encontram-se

dispostos na Tabela 1.



TABELA 1
Constituintes quimicos detectados nos extratos de A. brasiliana em quatro solventes obtidos através da extragao sélido-liquido por maceracéo. Os nimeros

referem-se aos picos dos cromatogramas da Figura 2.
Area Relativa (%)

Ne TR* Hexano Ac. Etila Etanol Etanol:agua ldentificacdo
1 13,40 2,47 17,72 30,73 12,05 Glicerol
2 14,52 2,12 1,16 2,86 acido butanodidico
3 15,39 5,82 0,73 n.i.
4 15,42 3,36 acido 2,3-diidroxipropandico
5 15,67 1,81 acido 2-butenodidico
6 20,74 0,37 0,41 0,45 13,89 acido butenodidico
7 21,42 2,89 6,65 acido piroglutamico
8 22,71 1,30 n.i.
9 23,95 1,21 acido 2,3-diidroxibutanodibico
10 28,04 0,95 4,94 4,65 Xilitol
11 29,57 0,65 1,74 carboidrato n.i.
12 30,24 3,15 3,00 1,63 n.i.
13 30,33 0,60 1,07 1,95 2,85 carboidrato n.i.
14 30,56 0,59 0,89 8,18 7,60 Frutose

15 32,35 0,36 2,73 carboidrato n.i.
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32,58
33,62
34,25
35,02
35,45
35,60
36,05
37,38
38,20
38,38
38,66
39,39
39,55
49,52
59,44
60,14
61,51
61,77
63,05

4,21

19,78

5,32
8,64
0,68
8,27
24,32
1,52
1,18
2,38
6,85
1,18
1,98

0,59

0,25

19,88

2,40
7,43
20,42

0,72
1,47
6,77
1,52
1,32

2,61
1,57

2,31

13,41

0,62
0,24

2,41
2,23
12,29
2,89

0,86
4,45
0,75

2,52
2,00

2,37
8,70
2,52
4,13
2,83

0,63
0,62
1,34
3,64

0,70
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D-galactose

D-glucitol

n.i.

Glucose

carboidrato n.i.

acido hexadecandico
Inositol

n.i.

octadecan-1-ol

n.i.

Fitol

acido (9Z,122)-octadec-9,12-endico
acido (2)-octadec-9-endico
Sacarose

esterol n.i.

Estigmasterol

B- sitosterol

B- sitostanol

n.i.
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FIGURA 2 - Cromatograma de ions totais dos extratos da A. brasiliana obtidos por Extragao
sélido-liquida por maceragao. A: hexano; B: acetato de etila; C: etanol 98%; D
etanol 70% (v/v). Os numeros referem-se aos compostos identificados na Tabela 2.
TR: tempo de retencéo.

A analise por CG-EM dos extratos de A. brasiliana revelou a
presenca de compostos que podem ser distribuidos em quatro principais
classes: esterois, acido carboxilico, alcodis e carboidratos. Estes extratos
apresentaram porcentagens relativas distintas de compostos de mesma
classe. Deste modo, fitol, acido butenodibico e &cido hexadecandico apesar
estarem presentes nos quatro extratos avaliados, foram encontrados em
maior concentragdo nos solventes etanol, etanol:agua e hexano
respectivamente. Tais resultados demonstram que a escolha do solvente
interfere no sucesso do rendimento de extracdo do composto desejado o que
explica os diferentes rendimentos obtidos nos extratos em estudo tal como
descrito na literatura (GIERONI; PIEMONTE, 2010). Esta tendéncia esta
representada no Grafico 2 no qual estd exposto as principais classes
presentes nos extratos produzidos representadas a importancia em valores

de porcentagem de area relativa.
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GRAFICO 2 - Principais classes de compostos presentes nos extratos de A. brasiliana extraidos
com quatro solventes (hexano, acetato de etila, etanol e etanol:agua 70% v/v).
AG: acidos graxos, HI: hidrocarbonetos, ES: ester6ides, AL: alcodis, CA:
carboidratos e NI: ndo identificados.

A classe dos &cidos graxos foi mais representativa no extrato
hexanico sendo composto principalmente pelos acidos (92, 122)-
octadecandico, acido (2)-octadec-9-endico e acido hexadecanoico, de modo
que, juntos, representaram mais de 50% da percentagem de area relativa
total obtida para este extrato. Estes mesmos &cidos graxos e o acido
hidroxibutanodidico foram comuns aos quatro solventes estudados, porém
sem a mesma representatividade. Outros acidos como acido 2,3-
diidroxipropandico, &cido piroglutdmico e acido 2-butenodidico estiveram
presentes somente no extrato produzido com o solvente etanol:dgua 70%
(V/v).

Os esterdis também estiveram em maior percentagem no extrato
hexanico, em que se destaca a presenca de estigmasterol, B-sitosterol e B-
sitostanol presentes em maior quantidade que nos outros extratos,
representando area relativa igual a 242,86%. A identificacdo destes
compostos foi principalmente baseada no espectro de massas com perfil
caracteristico que os esterdides possuem em que sdo frequentes os sinais
486 (ion molecular), m/z 396, m/z 357 e m/z 129 (SILVERIO, 2008). A
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presenca de esterbis como B-sitosterol em extratos de A. brasilana, ja foi
relatada na literatutra (MACEDO et al., 2004; PEREIRA, 2007) bem como em
extratos de outras alternantheras como A. maritima (GASPARETTO et al.,
2010).

Fitoesterdis, como os identificados no extrato lipofilico deste estudo,
sdao comumente produzidos pelos vegetais e apresentam capacidade
analgésica e antimicrobiana descritas tal como em trabalho realizado com
extratos de Phillanthus sellowianus, produzidos com hexano e acetato de
etila, de modo que o efeito analgésico equivalente a aspirina foi descrito
devido a presenca de pB-sitosterol e estigmasterol (CECHINEL FILHO;
YUNES, 1998). Pereira (2007) ao isolar os compostos com acao
antimicrobiana em A. brasiliana encontrou uma mistura de trés esteréis (B-
sitosterol, estigmasterol e espinasterol) tal como aqueles descritos no
presente estudo.

Em relacdo a classe quimica dos alcodis, destaca-se os solventes
etanol e hexano uma vez que esses compostos representaram area relativa
igual 38,89 e 46,45% respectivamente da composicdo quimica total do
extrato analisado. Os alcodis foram frequentes também para o extrato
produzido com etanol:dgua 70% (v/v). O xilitol, mais abundante nesses dois
extratos, € um polidlcool com aplicacdo no tratamento de diabetes e lesbes
renais, além de utilizado na prevengdo de caries dentarias (MUSSATO;
ROBERTO, 2002).

Carboidratos e acidos graxos hidroxilados foram frequentes na
composicdo do extrato produzido com o solvente mais polar (etanol:agua
70%) em que evidencia-se a frutose com percentagem de area relativa igual
a 7,6%. Entre os compostos presentes nos quatro extratos, apenas sete néo
puderam ser identificados j& que o perfil de fragmentagdo ndo era
semelhante a nenhuma das cinco classes avaliadas. Esses compostos sao
alvo de estudos futuros & medida que podem ser fonte de novos

biocompostos com potencial aplica¢édo terapéutica.
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3.3 Ensaio bioldgico

A Tabela 1 mostra os resultados do ensaio de difusdo em agar em
termos de tamanho de zona de inibicdo (mm) para os extratos testados
contra os micro-organismos S. aureus, S. faecalis, S. flexneri, E. coli, K.

pneumoniae, P. aeruginosa.

TABELA 2
Tamanho dos halos de inibicdo, em centimetros, obtidos por extratos de A. brasiliana sobre seis
micro-organismos.

Cepas ) (+)™ Hexano  Ac.etila Etanol Etanol:dgua
S. aureus - 23 0,9 - - B
S.faecalis - 25 - - - -
S. flexneri - 2.1 - - - -
E. coli - 1,8 - - - -
K. pneumoniae - 1,7 - - - -
P. aeruginosa - 2.3 - - - -

** Controle positivo: cloranfenicol para S. aureus e S. faecalis; Tetraciclina para P. aeruginosa.
* Controle negativo: dimetilssulféxido (DMSO).

Entre os extratos avaliados, o extrato hexanico apresentou agéo
biol6gica efetiva contra a cepa de S. aureus. Em estudo de composicao
quimica de A. brasiliana, Pereira (2007) descreve a presencga de esterois
como o f3- sitosterol e estigmasterol em extratos diclorometanicos e os
relacionam com a potencial atividade antibacteriana presente nestes extratos.
Todavia, resultado contrario foi obtido por Jandrey e Onofre (2009), em que
0s extratos polares de A. brasiliana foram mais eficientes na inibicdo do
crescimento bacteriano que os extratos apolares. Tais diferengas de
resultados podem estar relacionadas a outros fatores, como local de cultivo, o
qual pode interferir na composi¢do quimica da espécie e consequentemente
na agao bioldgica que os extratos desta planta produzem. Em comprovacgéo a
isso, Bezerra et al. (2008) atribui a agéo biolégica contra E. coli ,presente em
extratos metandlicos de A. brasiliana, as substancias betacianinicas isoladas

destes extratos e Silva et al. (2005) descreve a variagao na produgao destes
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compostos por A. brasiliana de acordo com a incidéncia de radiacdo
ultravioleta e diferentes doses hormonais. Os outros extratos néo
apresentaram atividade contra S. aureus nem aos outros micro-organismos
avaliados.
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4 CONCLUSAO

A avaliagdo do tempo de exiragdo demonstrou que extratos de A.
brasiliana produzidos por maceragdo necessitam maior tempo de extracao
(10 dias) do que € convencionalmente usado para este método (1 a 3 dias).
Além disso, o tipo de solvente interferiu nos valores de rendimento de
extragdo e composicdo quimica e, deste modo, também na atividade
biol6gica. Os esterdides estigmasterol, B-sitosterol e B-sitostanol estiveram
presentes no extrato lipofilico em maior teor que nos outros extratos e podem
estar relacionados a potencial atividade que este mesmo extrato
desenvolveu. No entanto, somente estudos de isolamento quimico poderao
identificar os compostos de potencial farmacolégico do extrato hexanico.



45

CAPITULO 3: CARACTERIZACAO DA COMPOSICAO QUIMICA DE
EXTRATOS DE Alternanthera brasiliana OBTIDOS POR EXTRACAO
SOLIDO-LIQUIDA UTILIZANDO-SE ULTRASSOM

RESUMO

Alternanthera brasiliana (L.) Kutze é uma Amaranthaceae em que os
extratos apresentam acdo antimicrobiana, antifingica e antiviral. Entre os
estudos que descrevem a agao farmacolégica de extratos de A. brasiliana,
nenhum descreve a influéncia do tipo de solvente e tempo de extracdo sobre
o rendimento, composicao quimica e atividade biolégica do extrato produzido.
Diante deste fato, o presente trabalho teve como objetivo avaliar a influéncia
do solvente e tempo de extragdo sobre o rendimento, composicdo quimica e
atividade bioldgica de extratos de A. brasiliana produzidos pelo método de
extracdo assistido por ultrassom. Amostras de caule e folhas de A. brasiliana
foram submetidas a extracdo por ultrassom com solventes de polaridade
variada (hexano, acetato de etila, etanol 98% e etanol:agua 70%). Os
extratos foram secos e encaminhados aos ensaios biolégicos pelo teste de
difusdo em disco e andlises quimicas por CG/EM. A técnica de extragao
sélido-liquida utilizando-se ultrassom conseguiu obter 90% dos extrativos em
5 horas, sendo este o tempo descrito como ideal para a producao de extratos
de A. brasiliana por esta técnica e com esses solventes. O tempo ideal de
extracao é considerado reduzido quando comparado a outras técnicas, o que
a torna promissora na producdo de extratos. Solventes polares obtiveram os
maiores rendimentos e foram compostos principalmente por carboidratos. O
extrato hexénico apresentou maior teor de &cidos graxos e esterdis,
comprovando a influéncia do tipo de solvente sobre a composi¢ao quimica.
Hidrocarbonetos e alcoois também foram identificados nos extratos. O extrato
hexanico apresentou atividade frente a cepa de Staphylococcus aureus.
Entre os compostos identificados, os esterdis sdo descritos na literatura por
apresentarem agao antimicrobiana.

Palavras-chave: Tempo de Extracdo. Ultrassom. Plantas Medicinais.
Principios Ativos.
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CHAPTER 3: CHARACTERIZATION OF CHEMICAL COMPOSITION OF
THE EXTRACTS Alternanthera brasiliana OBTAINED BY LIQUID-SOLID
EXTRACTION USING ULTRASOUND

ABSTRACT

Alternanthera brasiliana (L.) Kutze is an Amaranthaceae in which the
extracts show antimicrobial, antifungal and antiviral action. Among the studies
that describe the pharmacological action of extracts of A. brasiliana, none
describes the influence of type of solvent and time of extraction on the yield,
chemical composition and biological activity of the extract produced. On this
fact, this study aimed to evaluate the influence of the solvent and the time of
extraction on the yield, chemical composition and biological activity of extracts
of A. brasiliana produced by extraction method assisted by ultrasound.
Samples of stems and leaves of A. brasiliana were submitted to ultrasound
extraction by with solvents of varying polarities (hexane, ethyl acetate, ethanol
and 98% ethanol: water 70%). The extracts were dried and submitted to
biological tests by disk diffusion test and chemical analysis by GC / MS. The
technique of solid-liquid extraction using ultrasound has achieved 90% of the
extractives in 5 hours being this time described as ideal for the production of
extracts of A. brasiliana by this technique and with these solvents. The ideal
time of extraction is considered low when compared to other techniques,
which makes it promising in the production of extracts. Polar solvents
obtained the highest yields and were composed mainly of carbohydrates. The
hexane extract showed a higher content of fatty acids and sterols proving the
influence of type of solvent on the chemical composition. Hydrocarbons and
alcohols were also identified in the extracts. The hexane extract showed
activity against strains of Staphylococcus aureus. Among the compounds
identified sterols are described in the literature by presenting antimicrobial.

Keywords: Time Extraction. Ultrasound. Medicinal plants. Active principles.
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1 INTRODUCAO

Estudos dos principios ativos vegetais podem resultar no
descobrimento de novas drogas de alto valor terapéutico. Espécies da familia
Amaranthacea, por exemplo, sdo descritas como potenciais fontes de
substancias antimicrobianas, anti-inflamatérias e antivirais (DELAPORTE et
al., 2002; BIELLA et al., 2008). Alternanthera brasiliana (L.) (Kuntze) € uma
Amaranthaceae em que os extratos apresentaram acdo antimicrobiana,
antifingica e antiviral. Trata-se de uma espécie nativa do Brasil que é
caracterizada pela cor violeta dos caules e folhas (SILVA et al, 2005).
Extratos hidroalc6olicos de partes aéreas de A. brasiliana revelaram a
presenga de terpenos, compostos fendlicos, e esteréides como o B-sitosterol
(DELAPORTE et al., 2002).

Diante do grande potencial farmacologico de plantas medicinais
como A. brasiliana, estudos que avaliam a influéncia de variagées no método
de extracdo sobre a qualidade e teor dos extratos produzidos sdo cada vez
mais frequentes (WANG et al, 2011). Com isso, métodos classicos de
extracdo, como por maceragao (EM) e por soxhlet (ES), sdo comparados a
técnicas como extracao assistida por ultrassom (EAU), dispersdo da matriz
em fase solida (DMFS) e extracdo acelerada por solventes (EAS) (XIAO et
al., 2004, SILVA et al., 2009; JADHAV et al., 2009; BIMAKRA et al., 2011 ).

A extragdo assistida por ultrassom é um método de extragao soélido-
liquido em que os efeitos das ondas ultrassonicas possibilitam maior
penetragdo do solvente no interior das células vegetais, o que favorece a
reducdo do tempo e aumento do rendimento dos extratos produzidos
(FILGUEIRAS et al., 2000; CUOCO et al., 2009; JERMAN et al., 2010). Esta
técnica é cada vez mais utilizada na extragdo de compostos como
flavonoides (SUN et al., 2011; ZHANG et al., 2011), esterois (SUN et al.,
2010), terpenos (PERES et al, 2006), taninos e fendlicos totais (ASPE;
FERNANDEZ, 2011).

A escolha adequada do solvente é uma variavel que interfere no bom
desempenho da extragdo assistida por ultrassom, ja que a solubilidade de

diferentes principios ativos vegetais é diferente para cada tipo de eluente
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empregado (GARCIA et al, 2010). Nesse contexto, estudos que visam a
caracterizagdo quimica utilizam solventes de polaridade variada sobre
matrizes vegetais, com o objetivo de extrair compostos de diferentes classes
quimicas (LAPORNIK et al., 2005; POMPEU et al., 2009). A partir deste
principio, solventes sdo empregados puros ou sdo misturados com o intuito
de se avaliar o poder extrator de compostos (GARCIA et al., 2010).

Qutra variavel que deve ser analisada no estudo de método de
extracao assistida por ultrassom é o tempo, dado que tal consideracao evita
que os compostos fiquem expostos por periodo desnecessario ao efeito das
ondas ultrassénicas, o que aumentam as chances de degradagdo dos
metabdlitos devido ao efeito das préprias ondas geradas pelo método
(VINATORU, 2001). A maioria dos trabalhos descreve 30 minutos como o
tempo ideal de extragéo por esta técnica, contudo este tempo pode variar de
acordo com a matriz vegetal, temperatura de extragdo, granulometria da
matriz vegetal e, como descrito anteriormente, pelo solvente empregado
(ZHANG et al., 2011, SUN et al., 2011).

Entre os estudos que descrevem a agao farmacol6gica de extratos de
A. brasiliana, nenhum descreve a influéncia do tipo de solvente e tempo de
extragdo sobre o rendimento, composicao quimica e atividade biologica do
extrato produzido. Portanto, o presente trabalho teve como objetivo avaliar a
influéncia do solvente e tempo de extragdo sobre o rendimento, composi¢éo
quimica e atividade biologica de extratos de A. brasiliana produzidos pelo

método de extracao assistido por ultrassom.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Preparacgéo do material vegetal

Caules e folhas de A. brasiliana foram coletados em Montes Claros,
norte de Minas Gerais, Brasil. O material foi lavado em agua corrente, foi
seco em temperatura ambiente por cinco dias e pulverizado para
aproximadamente 60 mesh.

Exsicatas foram confeccionadas e identificadas pelo especialista em
Alternanthera, professor Dr. Josafa Carlos de Siqueira da Pontificia
Universidade Catélica do Rio de Janeiro (PUC/RJ) e depositadas no Herbario
Montes Claros da Universidade Estadual de Montes Claros (UNIMONTES)
sobre o numero de registro 2405.

2.2 Extracao sdlido-liquido utilizando ultrassom

Quatro amostras de 10,000 g do material vegetal (caule e folha)
foram submetidas a extragcdo com 45,00 mL de quatro solventes diferentes
(hexano, acetato de etila, etanol 98 % (v/v) e mistura de etanol:agua 70:30
(v/v)), sendo um para cada amostra, por meia hora em banho ultrass6nico
(Unique). Em seguida, os extratos foram concentrados sob pressao reduzida
em evaporador rotatério (Quimis) a 50 °C e a massa do residuo obtida foi
determinada. Todo o procedimento foi repetido por 15 vezes, de modo que o
extrato obtido foi coletado em intervalos de meia em meia hora, até o tempo
total de 7,5 horas de extragdo. Todo o procedimento foi realizado em

triplicatas.

2.3 Andalise quimica

2.3.1 Derivatizacdo

Aliquota (2,000 mg) do extrato foi adicionada em frasco de vidro para
microrreacdo e, em seguida, solubilizado em 60 pL de piridina e 100 uL de
BSTFA  ((N,O-bis(trimetilsilil)-trifluoroacetamida)  contendo 1% de

clorotrimetilsilano. A mistura reacional foi aquecida a 70 °C por 30 min. Da
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solugao obtida, apenas 1 pL foi injetado no CG-EM, sendo o procedimento

realizado em triplicata.

2.3.2 Analise por CG-EM

As analises foram realizadas no aparelho GC-MS PQ5050A da marca
Shimadzu, utilizando-se coluna capilar de silica fundida DB-5 (5% de difenil e
95% dimetilsiloxano), com 30 m de comprimento, 0,25 mm de didmetro
interno e filme de 0,25 ym e hélio como gas de arraste. As condigbes
cromatograficas foram as seguintes: a temperatura do injetor foi de 290 °C
iniciando com 80 °C por 5 minutos, aumentando de 80 °C a 290 °C na razao
de 4 °C/min”". A temperatura final permaneceu em 290 °C por 40 minutos. A
temperatura do detector e da interface do sistema CG-EM foi de 290 °C. O
detector de massas operou com ionizagdo por impacto de elétrons de 70 eV
e varredura de massas de 30 a 600 m/z (MICHIELIN et al, 2009;
SILVESTRE et al., 1999).

A identificacdo dos componentes dos extratos foi realizada por
comparacao dos espectros de massas do banco de dados do aparelho (Wiley
330.000) e com dados da literatura.

2.4 Ensaio biolégico

Parte dos extratos obtidos foram solubilizados em dimetilsulfoxido
(DMSO) em concentragédo igual a 75 mg mL"'. O teste de inibicao do
crescimento bacteriano foi realizado com as cepas padrao Staphylococcus
aureus (ATCC 6538), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) Enterococcus
faecalis (ATCC 29212) Escherichia coli (ATCC 25922), Klebsiella
pneumoniae (ATCC 13883) e Shigella flexneri (ATCC 12022). O ensaio de
difusdo do extrato em disco seguiu a Norma M2-A8 do NCCLS (2003). As
suspensdes dos micro-organismos de testes foram preparadas em solucao
salina NaCl 0,98% com turvagéo equivalente a Escala de McFarland 0,5 (108
UFC/mL) segundo NCCLS (2003). Os micro-organismos foram inoculados
com auxilio de swab estéril em placas de Petri contendo Agar Mueller-Hinton.
Foram utilizados discos Blank estéreis de 6 mm de didmetro, embebidos com
10 pL de amostra. As placas foram incubadas a 35 °C durante 24 horas.
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Apos a incubacgao, foram mensurados os halos de inibicdo formados em torno
dos discos. As culturas bacterianas que apresentaram halos iguais ou
maiores que 7 mm foram consideradas suscetiveis aos extratos utilizados.
Discos de cloranfenicol (30 ug) foram utilizados como controle positivo para
S. aureus, S. faecalis, K. pneomoniae, E. coli e S. flexneri. Para P.
aeruginosa foram utilizados discos de tetraciclina (30 pg). Para o controle

negativo foram utilizados discos estéreis impregnados com 10 uL de DMSO.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Extracao sdlido-liquido utilizando ultrassom
Os resultados das percentagens de extrativos em funcdo do tempo
de extragcdo empregando solventes de diferentes polaridades e ultrassom

estdo apresentados nos Gréficos 1 (A e B).
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GRAFICO 1- A) Determinacdo do tempo de extracdo e B) Percentagens de extrativos da A.
brasiliana obtidas em quatro solventes através da extragao sélido-liquida.

De acordo com os resultados expostos no Grafico 1A, em cinco horas
de extracdo, acetato de etila e a mistura etanol:agua 70:30 (v/v) extrairam
valores acima de 90,0% do extrato total e, apds 6,5 horas, o etanol 98% e o
hexano extrairam valores similares. Pode-se observar que cinco horas de
extracdo foram suficientes para remover mais de 80% do extrato total
presente na planta para todos os solventes. Os valores das percentagens de
extracao obtidos em cada periodo sdo mostrados no Grafico 1B.

Neste método, o poder extrator do solvente foi potencializado pelas
ondas ultrassénicas, que possibilitaram uma maior penetragcdo do eluente na
matriz vegetal, resultando na redugéo do tempo de extragdo e no aumento do
rendimento (SIVAKUMAR et al, 2011). Toma et al. (2001) descreveu em
revisdo a acdo das ondas ultrassOnicas sobre os tecidos vegetais e

relacionou os elevados rendimentos obtidos a efeitos como intensificacdo de
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transferéncia de massas entre soluto e solvente e ruptura da parede celular,
que facilita o acesso do solvente ao contelido da célula vegetal. A redugao no
tempo de extracdo e o aumento no rendimento foram observados também
em estudos com terpenos (PERES et al., 2006), esterdis (SCHINOR et al.,
2004), flavondides (SUN et al., 2011), taninos e fendlicos totais (ASPE;
FERNANDEZ, 2011). Diante do aumento do rendimento obtido pelo uso
desta técnica é possivel ressaltar a importancia destes resultados, uma vez
que entre os estudos de A. brasiliana nao foi observada a utilizagao da

extracdo assistida por ultrassom para producéo dos extratos.

3.2 Analise quimica

No presente estudo os extratos obtidos foram submetidos a andlise
de cromatografia gasosa e espectrometria de massas com intuito de se
conhecer a composigdo quimica presente em cada extrato. Os
cromatogramas obtidos encontram-se expostos na Figura 1 em que os
ndmeros referem-se aos compostos dispostos na Tabela 1.
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FIGURA 1 - Cromatograma de ions totais dos extratos da A. brasiliana obtidos por Extragao

sélido-liquida utilizando-se ultrassom. A: hexano; B: acetato de etila; C: etanol

98%; D: etanol 70% (v/v). Os numeros referem-se aos compostos identificados na

Tabela 2. TR: tempo de retencao.

Os compostos detectados nos extratos de A. brasiliana produzidos

com quatro solventes por extragdo solido- liquida utilizando-se ultrassom

estdo apresentados na Tabela 1.



TABELA 1
Constituintes quimicos identificados nos extratos de A. brasiliana em quatro solventes obtidos através da extragao sélido-liquida utilizando-se ultrassom. Os
numeros referem-se aos compostos apontados na Figura 2.

Area Relativa (%)

N2 TR* Hexano Ac.Etila Etanol Etanol:agua Identificacao
1 13,43 2,05 11,47 18,24 8,90 Glicerol

2 14,51 0,16 1,05 0,99 1,49 acido butanodidico

3 15,41 0,14 1,13 1,38 1,74 acido 2,3-diidroxipropandico
4 20,86 13,84 acido butenodidico

5 21,40 0,91 5,60 3,14 acido piroglutamico

6 22,71 0,26 0,65 1,42 acido tetrénico

7 28,05 1,63 1,71 Adonitol

8 29,59 2,46 B-D-galactofuranose

9 30,23 2,20 2,46 0,99 Octadecanal

10 30,39 1,26 5,48 10,59 11,86 acido 2-ceto-D-glucénico

11 30,68 16,27 Frutose

12 31,47 0,35 1,02 1,89 B-D-galactofuranose

13 32,60 0,87 3,13 7,53 11,21 D-galactose

14 33,63 0,26 0,34 1,60 1,43 D-glucitol
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15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33

35,05
35,39
35,43
35,63
38,67
39,40
39,60
39,65
39,67
40,14
49,56
51,71
51,92
60,20
60,22
61,38
61,65
61,69
61,87

0,10
2,35

26,51

1,58
16,99

20,37

3,56

1,56
1,71

4,05
1,50

12,80

2,69
1,87

15,55
2,73
9,09

12,14

2,35
2,96

1,32
2,08

1,22
7,55

1,67

9,76

1,84

12,28

1,48
6,69
9,37

1,56
7,92

0,52

14,15

2,07
0,11
0,90

0,79
3,92

B-D-glucopiranose

acido octen-3-oico

acido D-glucdnico

acido hexadecandico

fitol

acido (9Z, 12Z)-octadeca-9,12-diendico
acido Z-octadec-9-endico
acido octadecandico
acido 11-octadecandico
acido octadecandico
sacarose

farnesol

acido tetracosandico
esterol n.i.

estigmasterol

acido eicosanonandico
esterol n.i.

B- sitosterol

estigmastanol




34 66,39
35 70,93

6,12

3,18
8,90

carboidrato n.i.

hidrocarboneto n.i.
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Foram identificados 35 compostos os quais foram agrupados em
cinco classes principais de acordo com as estruturas quimicas (acido
carboxilico, carboidratos, esterol, hidrocarbonetos e alcoois) de forma que 26
deles foram encontrados no extrato eluido com acetato de etila. A
composi¢ao quimica e o teor dos compostos extraidos variaram de acordo
com o solvente empregado. Estes resultados encontram-se sumarizados no
Gréfico 2.
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GRAFICO 2 - Principais classes de compostos presentes nos extratos de A. brasiliana produzido
com quatro solventes (hexano, acetato de etila, etanol e etanol:agua 70% v/v) e
dois adsorventes (silica e C18). CA: carboidratos, ES: esterdides, ALD: aldeidos,
AL: alcodis, HI: hidrocarbonetos e AC: &cidos Carboxilicos.

O extrato hexanico é composto em sua maioria por &acidos
carboxilicos, com destaque aos de cadeia longa como &cido 11-cis-
octadecandico, acido tetracosandico e eicosanonandico. Além desses,
estiveram presentes outros acidos como (9Z)-9-octadecendico, encontrado
no extrato etandlico o qual participa do nosso metabolismo, desempenhando
um papel fundamental na sintese dos hormoénios. (SANGIOVANNI; CHEW
2005). Os acidos carboxilicos identificados nos extratos hidrofilicos foram, em
maior frequéncia, acidos hidroxilados como o acido 2,3-diidroxipropandico ou

ainda &cidos graxos de cadeia curta como acido butanodiéico e butenodidico.
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Outra classe representativa, principalmente ao extrato produzido com
hexano, foi a dos esteréis com destagque ao B-sitosterol e estigmasterol
exclusivos ao extrato. Esterdis, como o B- sitosterol, sdo abundantes em
espécies da familia Amaranthaceae (PATERSSON et al., 1991). A obtencao
de bons rendimentos de extracdo de esterdis pelo uso da extracdo por
ultrassom utilizando-se hexano foi também descrita por SCHINOR et
al.(2004) no que tange aos exiratos de trés espécies de Chresta. A
importancia na otimizagao da extracdo destes compostos esta principalmente
relacionada a acao anti-inflamatéria e antimicrobiana reconhecida que eles
possuem (JU et al., 2004; SCHINOR et al., 2004). Estigmastanol foi outro
esterol identificado mas esteve presente no extrato eluido com acetato de
etila. Nos extratos etandlico e hidroalc6olico ndo foram identificados esterdis.

O composto octadecanal foi o Unico aldeido identificado, estando
presente em todos os extratos, exceto no hidroalcéolico. Neste extrato
hidrofilico, o qual apresentou maior rendimento de extragdo, foram
identificados principalmente compostos da classe dos carboidratos tais como
frutose, B-D-galactofuranose, B-D-glucopiranose, sacarose e D-galactose.
Alcodis como fitol, farnesol, adonitol e D-glucitol foram identificados nos
extratos analisados por CG-EM (Tabela 1), através do perfil de fragmentacéo
desses compostos e de dados da literatura (SILVERIO, 2008). Entre estes
alcoois, o farnesol, que esteve presente somente no extrato hexanico, possui
acao biolégica comprovada contra Candida albicans e S. aureus
(DERENGOWSKI et al., 2009).

A completa identificagdo de um carboidrato nao foi possivel, devido
ao perfil de fragmentacao semelhante de seus isdbmeros. Dois esterdis e um
hidrocarboneto também nao foram completamente elucidados, contudo
apresentaram perfis de fragmentagé@o caracteristicos a estas classes o que
possibilitou defini-los. Os compostos parcialmente identificados poderdo ser

objetos de estudos futuros.
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3.3 Ensaio bioldgico

Os resultados obtidos no ensaio biolégico encontram-se
apresentados na Tabela 1. Os micro-organismos utilizados sdo patogénicos e
estdo envolvidos em problemas de resisténcia bacteriana. Staphylococcus
aureus apresentou sensibilidade frente ao extrato hexanico obtido por
extragcdo soélido-liquida utilizando-se ultrassom. Brochado et al. (2003)
descreveram a potencial agdo do extrato bruto de A. brasiliana contra cepas
deste micro-organismo.

Jandrey e Onofre (2009) avaliaram, com teste de difusdo em disco, a
acao de extratos polares e apolares de A. brasiliana contra cepas padrdes de
E. coli, S. aureus e P. aeruginosa verificando que tanto a fragdo polar
(extraida com agua) quanto a fracdo apolar (extraida com solvente orgéanico),
apresentaram capacidade inibitria de crescimento dos trés organismos. Os
halos de inibicdo obtidos foram iguais a 8,63mm de didmetro para S. aureus
em extrato apolar com concentracdo inibitéria minima igual a 25%. No
entanto, a metodologia utilizada neste trabalho (microdiluicdo em caldo) foi
diferente da empregada no presente estudo (difusdo em disco).

Caetano et al. (2002) utilizando a mesma metodologia testaram a
atividade antimicrobiana do extrato hidroalcodlico de A. brasiliana frente a
cepas de S. aureus em que resultados equivalentes ao controle positivo
foram obtidos a uma concentracdo de 65mg/mL, que é proxima daquela
utilizada neste estudo (75mg/mL). Ainda nesse trabalho, o extrato bruto foi
fracionado e a fracdo apolar (extraida com acetao de etila) permaneceu
apresentando potencial atividade biologica, sugerindo-se, desse modo, a
maior composi¢cao destes compostos em fragdes apolares.

Os extratos eluidos com acetato de etila, etanol e etanol:agua 70%
(v/v) ndo apresentaram acdo bioldégica sobre o0s seis micro-organismos
testados. Salvador et al. (2004) também descreve a ineficaz agao de extratos

de A. brasiliana e A. maritma frente a E. coli.
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TABELA 2
Diadmetros dos halos de inibicdo, em centimetros, de extratos de A. brasiliana produzidos pela

extragao sélido-liquida utilizando-se ultrassom sobre seis micro-organismos.

Cepas ()" (#)™ Hexano Ac.etila Etanol Etanol:agua
S. aureus - 2,3 0,9 - - i
S.faecalis - 25 - - - -
S. flexneri - 2.1 - - - -
E. coli - 1,8 - - - -
K. pneumoniae - 1,7 - - - i,
P. aeruginosa - 2,3 - - - -

*Dimetilssulféxido (DMSO).
** Cloranfenicol para S. aureus e S. faecalis; Tetraciclina para P. aeruginosa.

Compostos presentes no extrato hexanico podem ser importantes na
pesquisa e desenvolvimento de novos farmacos com acgéo antibiética frente a
micro-organismos como S. aureus, ja que sdo cada vez mais frequentes
problemas de resisténcia bacteriana com o uso dos farmacos convencionais.
Entre os compostos identificados, os esteréis como o estigmasterol sao
frequentemente citados em estudos de alternatheras. Pereira (2007) em
estudo de isolamento e elucidagdo quimica descreveu uma mistura de trés
esterdides (B-sitosterol, estigmasterol e espinasterol) como sendo os ativos
relacionados com a acdo antimicrobiana dos extratos hexanico e acetato de
etila. O alcool farnesol e acidos carboxilicos de cadeia, longa como acido 11-
cis-octadecandico, também foram identificados no extrato hexanico em que,
entre as caracteristicas farmacolégicas descritas para estes compostos,
destaca-se a agdo antimicrobiana desenvolvida por farnesol
(DERENGOWSKI et al., 2009).

Os resultados obtidos neste ensaio confirmam a importdncia da
escolha do solvente no processo de extracao, visto que as substancias que
possivelmente estiveram envolvidas na agao biologica contra a cepa de S.
aureus, possuem carater hidrofébico sendo, portanto, melhor extraidas em

hexano. Além do solvente, o método de extracdo também pode ter
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contribuido para a melhor extragdo dos principios ativos de forma rapida e

eficiente.
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4 CONCLUSAO

O estudo de tempo de extracdo demonstrou que a técnica de
extragdo solido-liquida utilizando-se ultrassom consegue obter 90% dos
extrativos em 5 horas. O tempo ideal de extracdo foi considerado curto
quando comparado a outras técnicas como extracdo soélido-liquida por
maceragado, que demandam dias para a obtengdo de mesmas proporgoes.
Este resultado aponta a técnica utilizada no presente estudo como
promissora na producdo de extratos. Diferentes percentagens de extracao
foram obtidas de acordo com o tipo de solvente utilizado, de maneira que os
maiores valores foram apresentados com o uso de etanol e etanol:agua
70:30 (v/v), o que sugere uma maior abundancia de compostos de
caracteristicas polares na composicao de A. brasiliana.

A composi¢ao quimica dos extratos baseia-se em cinco principais
classes quimicas (acido carboxilico, carboidratos, esterol, hidrocarbonetos e
alcodis) cujos extratos alcoolico e hidroalcdolico foram compostos
principalmente por carboidratos e acidos carboxilicos hidroxilados, ao passo
que o extrato hexanico foi composto principalmente por acidos carboxilicos e
ester6is como f-sitosterol e etigmasterol identificados em maior quantidade.
O extrato hexanico de A. brasiliana apresentou atividade frente a cepa
padrdo de S. aureus e 0s outros micro-organismos nao foram sensiveis a
este e aos outros extratos avaliados. Compostos presentes no extrato
hexanico de A. brasiliana tal como farnesol, solanesol, estigmasterol e B-
sitosterol sdo relatados na literatura por apresentarem acdo antimicrobiana,
porém, apenas estudos futuros de isolamento e identificagdo poderdo
esclarecer os principios ativos responsaveis pela acédo biolégica apresentada.
Estes estudos poderdo utilizar a extracdo soélido-liquida utilizando-se
ultrassom, visto que a técnica mostrou-se eficiente na extracdo rapida e

rentavel dos compostos de A. brasiliana.
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CAPITULO 4: CARACTERIZACAO DA COMPOSICAO QUIMICA DE
EXTRATOS DA Alternanthera brasiliana OBTIDOS POR DISPERSAO DA
MATRIZ EM FASE SOLIDA

RESUMO

Plantas medicinais possuem uma grande variedade de compostos,
entre 0s quais se destacam aqueles que apresentam potencial aplicacdo
terapéutica. Contudo, a obtencdo somente dos principios ativos de interesse
é dificultada pela complexidade da prépria matriz vegetal. A otimizacao do
método de extracdo em plantas medicinais pode proporcionar a obtencao de
elevada quantidade de principio ativo em menor tempo, com redugdo no
consumo de reagente e maior preservacao da composicao quimica. Apesar
dos relatos do promissor uso da dispersao da matriz em fase sélida (DMFS)
para produgéo de extratos, nenhum estudo sistematico foi realizado visando
empregar esta técnica com diferentes adsorventes e solventes para a
determinacéo do teor de extrativos e composicado quimica em A. brasiliana.
Diante do exposto, o presente trabalho teve como objetivo avaliar a
composi¢ao quimica e atividade biol6gica de extratos produzidos pela técnica
de DMFS com uso de diferentes solventes e adsorventes. Amostras de caule
e folhas de A. brasiliana foram submetidas & extragdo por ultrassom com
solventes de polaridade variada (hexano, acetato de etila, etanol 98% e
etanol:agua 70%). Os extratos foram secos e encaminhados aos ensaios
biologicos pelo teste de difusdo em disco e analises quimicas por CG/EM. Os
usos de diferentes adsorventes e eluentes permitiram extrair seletivamente
os compostos da A. brasiliana. O uso do C;g como adsorvente resultou em
valores maiores de percentagens de extracdo para 0s quatro solventes
quando comparado a utilizagado de silica, em especial para hexano e acetato
de etila, em que extraidas duas vezes mais. Foram detectados 71 compostos
nos extratos de A. brasiliana, sendo que o extrato hexanico resultou em 26
para a extracdo com o adsorvente Cqg € 40 para extragdo com silica. Os
compostos identificados podem ser agrupados em cinco classes principais de
acordo com as estruturas quimicas (acido carboxilico, carboidratos, esterois,
hidrocarbonetos e alcodis). Entre os compostos identificados no extrato
hexanico os esterdis como p-sitosterol e estigmasterol foram mais
abundantes o que corrobora outros trabalhos da literatura que além de
descrevé-los como majoritarios em extratos eluidos com hexano, foram
também relacionados com o potencial biolégico desenvolvido por estes
extratos. Diante da necessidade de obtencdo de novas fontes de substancias
antimicrobianas, compostos presentes nos extratos apolares de A. brasiliana
deverdo ser mais estudados. A extracdo por dispersdo da matriz em fase
sélida, diante do seu bom desempenho neste estudo, podera contribuir para
a obtengdo destes compostos de forma rdpida, com maior rendimento e
pureza.

Palavras-chave: Dispersdo da Matriz em Fase Sélida. Adsorventes.
Solventes. Composicdo Quimica.



65

CHAPTER 4: CHARACTERIZATION OF CHEMICAL COMPOSITION OF
THE EXTRACTS OF THE Alternanthera brasiliana OBTAINED BY
DISPERSION OF THE MATRIX IN SOLID PHASE

ABSTRACT

Medicinal plants have a large variety of compounds which include
those that present potential therapeutic application. However, obtaining only
of the active principles of interest is difficult by the complexity of the own
matrix vegetation. The optimization of the extraction method in medicinal
plants can provide the achievement of high amount of active principle in less
time, with a reduction in reagent consumption and higher preservation of
chemical composition. Despite of the reports of the promising use of the
dispersion of the matrix solid phase (MSPD) for production of extracts, none
systematic study was accomplished seeking employ this technique with
different adsorbents and solvents for the determination of extractives content
and chemical composition in A. brasiliana. In this sense, this study aimed to
evaluate the chemical composition and biological activity of extracts produced
by the MSPD technique using different solvents and adsorbents. Samples of
stems and leaves of A. brasiliana were submitted to extraction by ultrasound
with solvents of varying polarities (hexane, ethyl acetate, ethanol and 98%
ethanol: water 70%). The extracts were dried and submitted to biological tests
by disk diffusion test and chemical analysis by GC / MS. The use of different
adsorbents and eluents allowed selectively extract the compounds A.
brasiliana. The use of C18 as adsorbent resulted in higher values for the
percentage of extraction to the four solvents when compared to the use of
silica, in particular for hexane and ethyl acetate which extracted twice more.
71 compounds were detected in extracts of A. brasiliana, being the hexane
extract resulted in 26 to the extraction with the adsorbent C18 and 40 to
extraction with silica. The identified compounds can be grouped into five main
classes according to the chemical structures (carboxylic acid, carbohydrates,
sterols, hydrocarbons and alcohols). Among the compounds identified in the
hexane extract of sterols as [-sitosterol and stigmasterol were more
abundant, which supports other literature studies which not only describe
them as a majority in eluted extracts with hexane were also related to the
biological potential developed by these extracts . Faced with the need to
obtain new sources of antimicrobial substances, compounds present in the
apolar extracts of A. brasiliana should be studied further. The extraction of the
dispersion of the matrix in solid phase, in front of its good performance in this
study may contribute in obtaining these compounds in a quickly way, with
higher yield and purity.

Keywords: Dispersion of the matrix on solid phase. Adsorbents. Solvents.
Chemical composition.
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1 INTRODUCAO

Alternanthera brasiliana (Amaranthaceae) é uma planta medicinal
utiizada no tratamento de inflamagdes, dores e processos infecciosos
(GUERRA et al.,, 2003; MACEDO et al., 2004; JANDREY; ONOFRE, 2009).
Extratos polares desta planta tém revelado a presenca de carboidratos e
pigmentos da classe das betalainas (SILVA et al., 2005, GASPARETTO et
al, 2010). Ja os extratos lipofilicos tém apresentado quantidades
significativas de acidos e ésteres graxos, esterdis, alcodis graxos e
hidrocarbonetos (PEREIRA, 2007).

Plantas medicinais possuem uma grande variedade de compostos
entre 0s quais se destacam aqueles que apresentam potencial aplicacdo
terapéutica (CROTEAU et al., 2000; RAO; RAVICHANKAR, 2002; NEWMAN;
CRAGG, 2010). Contudo, a obtencdo somente dos principios ativos de
interesse é dificultada pela complexidade da propria matriz vegetal
(STARMANS; NIJHUI, 1996). Por esta razao diversos estudos de extracao
sao realizados com o intuito de que sejam obtidos os metabdlitos desejados
em maior qualidade e quantidade. Para tanto, técnicas convencionais de
extragdo sdo comparadas a metodologias modernas como extragdo solido-
liquida utilizando-se ultrasson e a dispersdo da matriz em fase sélida (DMFS)
(XIAO et al., 2004, SILVA et al., 2009; JADHAV et al., 2009; BIMAKRA et al.,
2011).

A dispersdao da matriz em fase sdlida baseia-se na fricgdo entre o
material vegetal e um adsorvente (silica, Cyg, €tc.), resultando no rompimento
da parede celular e exposicado das substancias que serdo extraidas com a
eluicdo de um solvente (BARKER, 2007). A dispersdo da matriz em fase
sélida é utilizada no estudo de contaminantes organicos em diversas matrizes
ambientais (BING et al., 2005; PENA et al., 2008), sendo descrita como uma
técnica flexivel, j& que pode-se variar adsorvente e solvente de acordo com
as caracteristica dos compostos de interesse, além de ser de rapida
reproducdo e economia visto que sdo gastos pequenas quantidades de
solvente, amostra e adsorvente. Apesar destas vantagens, sdo raros 0s

trabalhos que descrevem o uso para extragdo de ativos em plantas
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medicinais (CAPRIOTTI et al. 2010). Metabdlitos vegetais da classe dos
acidos fendlicos (ZIAKOVA et al., 2003) e isoflavondides (VISNEVSCHI-
NECRASOVA et al., 2009), por exemplo, ja foram extraidos com sucesso por
meio desta técnica.

Apesar dos relatos de agdo medicinal de A. brasiliana e do promissor
uso da DMFS para produgdo de extratos, nenhum estudo sisteméatico foi
realizado visando empregar a dispersdao da matriz em fase sélida com
diferentes adsorventes e solventes para a determinagéo do teor de extrativos
e composicao quimica em A. brasiliana. A otimizagdo deste método no
estudo de plantas medicinais pode proporcionar a obtencdo de elevada
quantidade de principio ativo em menor tempo, com redugédo no consumo de
reagente e maior preservagdo da composi¢do quimica. Por conseguinte, o
presente trabalho teve como objetivo avaliar a composicdo quimica e
atividade biol6gica de extratos produzidos pela técnica de DMFS com uso de

diferentes solventes e adsorventes.
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2 MATERIAL E METODOS
2.1 Preparagdo do material vegetal

Caules e folhas de A. brasiliana foram coletados em Montes Claros,
Minas Gerais, Brasil. O material foi lavado em agua corrente, seco em
temperatura ambiente por cinco dias e pulverizado em moinho de mesa
(Tecnal).

Exsicatas foram confeccionadas e identificadas pelo especialista em
Alternanthera, professor Dr. Josafa Carlos de Siqueira da Pontificia
Universidade Catolica do Rio de Janeiro (PUC/RJ) e depositadas no Herbario
Montes Claros da Universidade Estadual de Montes Claros (UNIMONTES)

sobre o nimero de registro 2405.

2.2 Dispersao da Matriz em Fase Sdlida (DMFS)

Aproximadamente 1,000 g do material vegetal (caule e folha) foi
triturado com 0,500 g de adsorvente (silica ou octadecil - Cig). A mistura
obtida foi eluida com 30,00 mL de solvente (6 x 5,00 mL) em coluna de vidro,
com fluxo de 0,5 mL/min.". Em seguida, as fracbes foram reunidas e
concentradas sob pressdo reduzida em evaporador rotatério a 50 °C e a
massa do residuo obtida foi determinada. Foram utilizados quatro eluentes
(hexano, acetato de etila, etanol 98 % v/v e a mistura etanol:agua 70:30 v/v).

Todo o procedimento foi realizado em triplicata.

2.3 Analise quimica
2.3.1 Derivatizacao

Aliguota (2,000 mg) do extrato foi adicionada em frasco de vidro para
microrreacao e, em seguida, solubilizado em 60 pL de piridina e 100 pL de
BSTFA  ((N,O-bis(trimetilsilil)-trifluoroacetamida)  contendo 1%  de
clorotrimetilsilano. A mistura reacional foi aquecida a 70 °C por 30 min. Da
solugao obtida, apenas 1 pL foi injetado no CG-EM, sendo o procedimento

realizado em triplicata.
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2.3.2 Anaélise por CG-EM

As analises foram realizadas no aparelho GC-MS PQ5050A da marca
Shimadzu, utilizando coluna capilar de silica fundida DB-5 (5% de difenil e
95% dimetilsiloxano), com 30 m de comprimento, 0,25 mm de didmetro
interno e filme de 0,25 ym e hélio como gas de arraste. As condicdes
cromatograficas foram as seguintes: a temperatura do injetor foi de 290 °C
iniciando com 80 °C por 5 minutos, aumentando de 80 °C a 290 °C na razao
de 4 °C/min”". A temperatura final permaneceu em 290 °C por 40 minutos. A
temperatura do detector e da interface do sistema CG-EM foi de 290 °C
(Michielin et al., 2009; Silvestre et al., 1999). O detector de massas operou
com ionizagao por impacto de elétrons de 70 eV e varredura de massas de
30 a 600 m/z

A identificagdo dos componentes dos extratos foi realizada por
comparacao dos espectros de massas do banco de dados do aparelho (Wiley
330.000) e com dados da literatura.

2.4 Ensaio bioldgico

Parte dos extratos obtidos foram solubilizados em dimetilsulfoxido
(DMSO) em concentragédo igual a 75 mg mL". O teste de inibicao do
crescimento bacteriano foi realizado com as cepas padrao Staphylococcus
aureus (ATCC 6538), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) Enterococcus
faecalis (ATCC 29212) Escherichia coli (ATCC 25922), Klebsiella
pneumoniae (ATCC 13883) e Shigella flexneri (ATCC 12022). O ensaio de
difusdo do extrato em disco seguiu a Norma M2-A8 do NCCLS (2003). As
suspensdes dos micro-organismos de testes foram preparadas em solugéo
salina NaCl 0,98% com turvagéo equivalente a Escala de McFarland 0,5 (108
UFC/mL) segundo NCCLS (2003). Os micro-organismos foram inoculados
com auxilio de swab estéril em placas de Petri contendo Agar Mueller-Hinton.
Foram utilizados discos Blank estéreis de 6 mm de didmetro, embebidos com
10 pL de amostra. As placas foram incubadas a 35 °C durante 24 horas.
Apos a incubacgao, foram mensurados os halos de inibicdo formados em torno
dos discos. As culturas bacterianas que apresentaram halos iguais ou

maiores que 7 mm foram consideradas suscetiveis aos extratos utilizados.
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Discos de cloranfenicol (30 pg) foram utilizados como controle positivo para
S. aureus, S. faecalis, K. pneomoniae, E. coli e S. flexneri. Para P.
aeruginosa, foram utilizados discos de tetraciclina (30 pg). Para o controle

negativo foram utilizados discos estéreis impregnados com 10 yL de DMSO.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Dispersao da Matriz em Fase Sdlida (DMFS)

Neste trabalho, a Dispersdo da Matriz em Fase sélida foi avaliada
como uma técnica de extracao de principios ativos de A. brasiliana. Os usos
de diferentes adsorventes e eluentes permitiram extrair seletivamente os
compostos da A. brasiliana. Isso pode ser observado a principio pela
coloragdo dos extratos (Figura 1) no qual hexano, acetato de etila, etanol
98% (v/v) e etanol:agua 70:30 v/v apresentaram coloragdo amarela, verde-

escuro, verde-claro e vermelha respectivamente.

FIGURA 1 — Coloracédo dos extratos de A. brasiliana produzidos por Dispersdo da Matriz em
Fase Sélida. Amarelo: extrato hexanico, verde-escuro: acetato de etila, verde-claro:
etanol 98% e vermelho: etanol:agua 70% v/v.
Fonte: arquivo pessoal.

As percentagens de extragdo obtidas variaram com o0 uso de
diferentes solventes e adsorventes na producdo de extratos de A. brasiliana
tal como exposto na Grafico 1.
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GRAFICO 1 - Percentagens de extracdo da A. brasiliana obtidos em quatro solventes e dois
adsorventes na DMFS.

O uso do Cyg como adsorvente resultou em valores maiores de
percentagens de extragdo para os quatro solventes quando comparado a
utilizagdo de silica (Grafico 1). Verificou-se que o crescimento mais
significativo (aproximadamente oito vezes) ocorreu utilizando o hexano como
solvente. O acetato de etila também mostrou um aumento de 245% m/m no
teor de extrativos utilizando o Cyg. Esses resultados sugerem a DMFS com
uso de C18 e hexano como uma alternativa importante na extragcdo de
compostos lipofilicos de A. brasiliana que, neste estudo, foi apontada como a
fracdo detentora dos principios ativos com ac¢ao antimicrobiana.

Barker (2007) ressalta a importancia do tipo de adsorvente e a
polaridade do solvente como sendo os mais importantes fatores na extragéo
por DMFS uma vez que ambos estédo relacionados com a eficicia e pureza
dos compostos extraidos. Visnevschi-Necrasova et al. (2009) ratificou esta
afirmacao quando avaliou o poder de recuperacdo de amostras padrdes de
flavonoides com o uso de diferentes solvente e adsorventes em que C18 e
metanol:diclorometano foram as condigbes estabelecidas para extragao dos
compostos flavonicos com maior rendimento. Além disso, a possibilidade de
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adequacao do adsorvente e solvente na técnica torna possivel a extragao de
compostos seletivamente, caracteristica esta que permite dizer que a DMFS
atua como clean up, pois os compostos interferentes ficam retidos no
adsorvente, facilitando o estudo de isolamento de principios ativos de
interesse (CAPRIOTTI et al., 2010).

A utilizacdo do material vegetal “in natura”, sem aquecimento e com
rapida extracao (aproximadamente 1 hora), foram outras vantagens que a
técnica possui e que podem ter contribuido para os valores de rendimentos
obtidos. Ja que todos estes fatores podem degradar os principios ativos
presentes no vegetal (STAFFORD et al., 2005; SPIGNO et al., 2007). Devido
ao rendimento, pureza e preservagao da composicdo quimica dos extratos
produzidos que a DMFS é descrita como uma opgao promissora no preparo
de amostras para estudos com cromatografia gasosa e ressonancia
magnética nuclear como uma eficiente combinacdo no estudo quimico de
extratos vegetais (SANDVOSS et al., 2001).

3.2 Composicao quimica

Os extratos obtidos pelo método de dispersdo da matriz em fase
sélida utilizando silica e Cqg foram submetidos a analise por cromatografia
gasosa acoplada ao espectrébmetro de massas. Todos os compostos

identificados encontram-se descritos na Tabela 1.
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TABELA 1

Constituintes quimicos identificados nos extratos de A. brasiliana em quatro solventes obtidos através da extragdo por DMFS. Os nimeros referem-se aos picos

do cromatograma da Figura 2

Area Relativa (%)

Hexano Acetato de etila Etanol Etanol:agua
N¢ TR* C18  Silica C18 Silica C18  Silica C18 Silica Identificacao
1 8,04 0,16 1,22 acido propandéico
2 8,12 0,07 0,36 0,11 1,86 7,6 6,5 4cido etanodibico
3 9,68 3,33 n.i.
4 10,53 0,1 1,18 acido butandico
5 11,56 1,54 n.i.
6 12,11 1,48 dietileno glicol
7 13,39 1,94 4,55 5,12 0,47 1,23 3,27 10,9 48,77 Gilicerol
8 14,50 0,42 0,36 1,45 acido butanodibico
9 15,40 0,48 11,91 1,25 3,88 0,5 a&cido 2,3-diidroxipropandico
10 16,36 2,04 n.i.
11 16,61 1,31 1,02 0,42 3,4-diidroxifuranose
12 20,74 1,04 5,24 acido hidroxibutanodiéico
13 21,38 1,34 0,25 acido piroglutamico
14 23,42 0,14 1 hexadecano



15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34

23,95
24,91
25,25
26,07
26,24
27,04
28,03
29,00
30,33
30,58
32,58
32,87
33,13
33,64
35,02
35,58
36,03
38,01
38,67
39,06

2,51

0,79

7,27

3,32
2,42
2,64

0,02
1,78

1,62
0,19
0,43

0,17
0,2
11,64
0,12

2,41

1,86

1,12

1,63

1,07
0,59
1,22

1,14
7,55

1,52
2,03
0,91

0,08
1,09 0,57

0,76

0,08

0,14

1,48

4,48

4,78

1,36 0,11
0,13

6,17

6,16

0,6

11,84 0,47
3,03

0,33

0,4
1,07
0,59
2,89
3,08

3,91
24,39
0,35
2,93

1,61

1,54
1,23
0,32

0,49
4,13
2,88
0,4
0,44
0,86
0,41
1,19
24,67
1,63
1,66
5,11
0,43

0,28

5,62

0,41

17,02
0,74
7,87
1,22
0,56

0,33

acido 2,3-diidroxisucinico
Trietanoamina
Manose

n.i.

n.i.

D-xilopiranose
Arabitol

carboidrato n.i.
carboidrato n.i.
D-frutose

D-galactose
carboidrato n.i.

acido pentadecandico
D-glucitol
D-glicopiranose

acido hexadecandico
Inositol
octadecan-1-ol

Fitol

Octadecano

75



35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54

39,4
39,52
40,14
40,62
41,50
41,89
42,53
42,81
43,39
43,77
45,21
45,43
47,40
4758
49,00
49,32
49,59
49,94
50,68
51,15

1,83
4,89
1,67

3,73

3,19

2,65

1,21

2,72

0,48
2,75

3,39
4,67
6,18

2,61
2,0
0,95

2,65

1,89

1,61

2,31

1,68

0,12

0,4
2,09

3,71
5,54
2,43

1,23
0,89
1,75

1,57
1,49
1,6
0,47
1,32
1,76

0,7
2,82

2,94
2,03
1,34

3,17

1,4

2,6

1,48

2,57
1,00

6,43
7,38
1,18

0,71
0,95

0,27
0,31
1,02

3,08
12,09

1,45
0,59

2,84
3,59

4,42

0,72

7,94

1,59

1,19
1,79

1,72

1,51
1,95
0,56

2,87

0,45

0,32
0,26

0,49

0,41

0,49

0,33

0,39

0,5
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acido (9Z,122) octadeca-9,12-diendico
acido (92)-octadec-9-endico
acido octadecanoico

n.i.

tricosano

n.i.

eicosan-1-ol

carboidrato n.i.

pentacosano

n.i.

carboidrato n.i.

octacosano

7-exileicosano

acido 2,3-diidroxiexadecandico
n.i.

Hidrocarboneto n.i.

sacarose

hidrocarboneto n.i.

acido carboxilico n.i.

triacontano



55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70

51,68
51,87
52,73
52,92
53,93
54,63
55,42
56,29
57,25
60,14
61,49
61,78
61,92
63,06
66,43
67,00

1,24

1,04
3,47

2,92

1,57

2,11
10,91

3,89

0,57
2,33
0,25
2,11
0,1
1,04

0,87
6,08

2,89

0,58
2,55

2,21

1,29

2,88
12,33
0,94
4,01
1,49

2,82

3,42

4,53

3,24

6,79
2,23

1,57

0,12
0,48

0,58

0,26

1,04
3,42
0,57
0,78
1,17

2,18

0,73

0,7

10,15

2,53
4,6

0,43

0,19

0,13

1,6

0,6

0,46

2,25

0,54

Farnesol

hidrocarboneto n.i.
eneicosilciclopentano
pentatriacontano
11,1-etilpropileneicosano
hexatriacontano
tetratetracontano
11-ciclopentileneicosano
n.i.

Estigmasterol
[-sitosterol

-sitostanol

esterol n.i.

esterol n.i.

esterol n.i.

esterol n.i.
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*n.i. ndo identificados; TR — tempo de retengéo.
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Foram detectados 70 compostos nos extratos de A. brasiliana, sendo
que o extrato hexanico resultou em 26 para a extragdo com o adsorvente Cyg
e 40 para extracdo com silica. Os compostos identificados podem ser
agrupados em cinco classes principais de acordo com as estruturas quimicas
(acido carboxilico, carboidratos, esterdis, hidrocarbonetos e alcodis). Entre
estas classes sdo frequentemente citados na composicdo quimica de
Amarnthaceas os esterois, como em estudos realizados com A. brasiliana e
A. maritma em que nesta Ultima foi descrita também a presenca de
saponinas, acidos carboxilicos (acido vanilico e palmitico) e flavonodides
agliconicos (SALVADOR et al., 2004; MACEDO et al., 2004; PEREIRA,
2007). Na Figura 3 é apresentado o cromatograma obtido para os extratos de
A. brasiliana para os adsorventes silica e Cig. Os numeros referem-se aos

compostos identificados na Tabela 1.
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FIGURA 2 - Cromatograma de ions totais dos extratos da A. brasiliana obtidos por

Dispersao da Matriz em Fase Sélida utilizando silica e C18 como adsorvente. A:

hexano (silica); B: Hexano (C18); C: acetato de etila (silica); D: acetato de etila
(C18); E: etanol 98% (silica); F: etanol (C18); G: etanol 70% (v/v) (silica) e H:
etanol 70% (v/v) (C18). Os numeros referem-se aos compostos identificados na

Tabela 2. TR: tempo de retengéo.

Os extratos hidrofilicos apresentaram percentagem elevada de

carboidratos com o emprego de C18 como adsorvente quando comparado ao
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uso de silica (Grafico 2). Este resultado pode ser explicado pelas
caracteristicas estruturais do C18 o qual se trata de uma silica modificada
com radicais octadecil (18 carbonos) que |lhe conferem carater apolar em
relagdo a silica normal (LANCAS, 2004). Assim, compostos mais polares
como carboidratos foram facilmente eluidos do adsorvente por solventes
como etanol e etanol:dgua 70%v/v devido a maior afinidade com estes
eluentes. Este fato também explica a menor representagcdo de compostos

como esterdis e hidrocarbonetos nestes extratos que comparados ao extrato

hexanico.
90 -
80 -
70 -
< 60 - BAG
S >0 1 mHI
T 40 -
© M ES
o 30 -
] mAL
:T:J 20 -
10 | mCA
o - W NI

C18 |SILICA| C18 |SILICA| C18 |SiLICA| c18 |SiLICA

ac. etila etanol:dgua

GRAFICO 2 - Principais classes de compostos presentes nos extratos de A. brasiliana produzido
com quatro solventes (hexano, acetato de etila, etanol e etanol:agua 70% v/v) e
dois adsorventes (silica e C18). CA: carboidratos, AG: é&cidos graxos, AL:
alcodis, HI: hidrocarbonetos, ES: esterdides e NI: no identificados.

Os acidos graxos foram os compostos presentes nos extratos
hexanicos de A. brasiliana. Entre esses, destacam-se o0 acido octadecanoico,
acido (9Z,122)-octadeca-9,12-diendico (acido linoléico) e acido (92)-octadec-
9-enodico (acido oléico) encontrado em quase todos os extratos. Outros
acidos graxos também identificados foram os &cidos pentadecandico,

hexadecandico e octadecandico. Acidos graxos de cadeia curta e
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hidroxilados, como o acido butanodioico, etanodidico, 2,3-diidroxipropandico
e hidroxibutanodidico foram detectados nos extratos polares (etanol:agua
70:30 e etanol 98 % v/v). A presenca de acidos graxos em alternatheras foi
observada também em trabalho realizado com sementes de A. triandra que
foram descritas como fonte de &cido ricinoléico com percentagem equivalente
a 22% do rendimento total e também dos acidos (92)-octadec-9-endico
(oléico) e &cido (9Z, 122Z)-octadeca-9,12-diendico (linoléico) com
percentagens iguais a 26 e 25,2% respectivamente (HOSAMANI et al., 2004).

Os esterdis foram identificados em todos os extratos, em especial o
B-sitosterol e estigmasterol encontrados em maior quantidade. Os esterdis
sdao compostos abundantes em espécies da familia Amaranthaceae
(PATERSSON et al., 1991). Em triagem fitoquimica prévia realizada por
Souza et al. (1998) o B-sitosterol foi descrito como o composto majoritario
nas fracoes hexanicas. Este resultado corrobora os obtidos neste estudo em
que os esterdis, em geral, representam 13,02% e 6,95 da area total dos
extratos hexanicos que utilizaram C18 e silica respectivamente. Esterois
como o [-sitosterol sdo descritos por desenvolver significativo efeito de
analgesia (JU et al, 2004) bem como agao biolégica contra S. aureus
(VIRTUOSO, et al., 2005). Pereira (2007) realizou trabalho de triagem dos
principios ativos de A. brasiliana com intuito de isolar os compostos com agéo
antimicrobiana de modo que, ao fim, foi encontrada uma mistura de esterois
representados principalmente por B-sitosterol, estigmasterol e espimasterol.
Diante do potencial farmacol6gico dos esterdis, variagbes em sua obtencao
devem ser consideradas deste modo, o tipo de adsovente utilizado deve ser
avaliado ja que com o uso de C18 foi possivel se obter um teor maior de
ester6is que ao se utilizar a silica para os extratos eluidos com hexano
(Grafico 2).

Alcodis estiveram presentes nos extratos em destaque ao extrato
hidroalc6olico com maior fragdo total dentre os extratos analisados por CG-
EM (Tabela 1) como exemplo os alcoois octadecan-1-ol, eicosan-1-ol que
foram identificados através do perfil de fragmentagao destes compostos e de
dados da literatura (SILVERIO, 2008) em que o octadecan-1-ol esteve

presente em todos os extratos. O alcool fitol foi identificado somente nos
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extratos eluidos com hexéno, acetato de etila e etanol e extraidos com silica.
Este resultado reafirma a importancia dos tipos de adsorventes e solventes
utilizados na obtencao seletiva de compostos. O fitol € parte integrante da
molécula de clorofila e pode ser responsavel por efeitos biolégicos, como
atividade termogénica e antimicrobiana (RAJAB et al, 1998; LANFER-
MARQUEZ, 2003).

A completa identificacdo de alguns carboidratos nao foi possivel
devido ao perfil de fragmentacdo semelhante de seus isdmeros. Entre os
carboidratos identificados e mais abundantes encontra-se a sacarose.
Apenas dezessete compostos nao foram identificados ja que os seus
espectros de massas ndo sdo caracteristicos a nenhuma das classes de
substancias estudadas neste trabalho. Deste modo, estes compostos serao
objetivos de estudos futuros visto que podem ser fontes de novas

substancias.

3.3 Atividade Bioldgica

E cada vez maior o nimero de micro-organismos que apresentam
resisténcia aos antibidticos usados rotineiramente (TACCONELLI et al,
2008), e uma alternativa valorizada é a busca de substancias antibiéticas em
fontes naturais onde o0s compostos apresentam estruturas quimicas
diversificadas e, portanto diferentes daquelas que 0s micro-organismos
resistentes ja conhegam (RiOS; RECIO, 2005). A partir desta ideia, seis
diferentes espécies (cepas padrdo) de bactérias patogénicas foram
submetidas ao teste de sensibilidade aos extratos de A. brasiliana, obtidos
com o uso de diferentes solventes e adsorventes. Os resultados obtidos no

ensaio bioldgico encontram-se expostos na Tabela 1.
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TABELA 2
Didmetros dos halos de inibicdo, em centimetro, de extratos de A. brasiliana produzidos pela
extragao por Dispersdo da Matriz em Fase Soélida sobre seis micro-organismos.

Cepas =) (+)** Hexano Ac. etila Etanol Etanol:agua

Silica C18 Silica C18 Silica €18 Silica C18
S. aureus - 2.3 0,7 0,8 - - - - - -
S.faecalis - 25 - - - - - - - -
S. flexneri - 2,1 - - - - - - - -
E. coli - 1,8 - - - - - - - -
K. pneumoniae - 1,7 - - - - - - - -
P. aeruginosa - 2.3 - - - - - - - -

*Dimetilssulféxido (DMSO).
** Cloranfenicol para S. aureus e S. faecalis; Tetraciclina para P. aeruginosa.

S. aureus apresentou sensibilidade aos extratos hexénicos de A.
brasiliana extraidos com silica e C18 com halos de inibicdo de crescimento
bacteriano inferiores a 1 cm a partir de extratos com concentracdo igual a
75mg/mL. J& os outros extratos ndo apresentaram atividade frente a S.
aureus e as outras cinco espécies. Resultados superiores foram obtidos por
Salvador et al (2004) demonstrando que extratos hexanico de partes areas
de A. maritma em concentragdo de 5mg/mL determinaram halos com 10mm
de didmetro para S. aureus. Ja Pereira (2007), descreveu o valor 1250pg/mL
como concentracdo inibitéria minima de extratos apolares de partes aéreas
de A. brasiliana contra S. aureus, porém as metodologias utilizadas por estes
dois ultimos autores (microdiluigdo em caldo) diferem-se daquela utilizada
neste estudo (difusdo em agar por discos). Caetano et al. (2002) utilizando a
técnica de difusdo em agar por discos, testaram a atividade antimicrobiana de
extratos bruto de A. brasiliana frente a cepas de S. aureus evidenciando
resultados positivos em uma concentragcdo de 65mg/mL comparaveis ao
controle positivo (cloridrato de tetraciclina 10mg). Esta concentracdo do
extrato é préxima ao valor utilizado neste estudo, contudo os autores citados
obtiveram maiores halos de inibicdo. Entre os diversos fatores que podem

explicar os menores resultados obtidos estdo as variagdes na produgédo de
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compostos por A. brasiliana, de acordo com as condi¢gdes de cultivo tal como
descrito por Silva et al. (2005) e Macedo et al, 2004 que descrevem
variagdes na composicao quimica de acordo com a incidéncia de radiagao
ultravioleta ou espectros de luz ou por diferentes doses hormonais.

Entre os compostos presentes nos extratos hexanicos de A.
brasiliana no presente estudo, os ester6is sdo o0s compostos que
apresentaram atividade bioldgica ja descrita por outros autores. Salvador et
al. (2004), por exemplo, no mesmo estudo da atividade antimicrobiana de
extratos de A. maritima, avaliou 0s compostos que poderiam estar envolvidos
na bioatividade desenvolvida descrevendo os esterdis, saponinas e
flavonoides com acgédo antimicrobiana consideravel. Silveira e Olea (2009)
também descreveram uma mistura de esteréis como o componente principal
de fragdes ativas contra micro-organismos para extratos de A. tenella colla.

A importancia da atividade biolégica desenvolvida por estes extratos
esta principalmente relacionada a necessidade de obtencao de novas fontes
de substancias antimicrobianas, visto que no Brasil acima de 80% de
isolados da bactéria patogénica S. aureus de pacientes hospitalizados e 70%
de isolados de pacientes na comunidade apresentam resisténcia as
penicilinas convencionais (GALES et al, 2009). Sendo também que a
resisténcia deste micro-organismo aos antibidticos € amplamente difundida
em todo 0 mundo (TAVARES, 2000; DERESINSKI, 2005).

Os diferentes tipos de adsorventes utilizados ndo interferiram na
atividade biologica desenvolvida pelos extratos hexanicos, corroborando as
identificacées quimicas em que os dois extratos demonstraram composicoes
quimicas semelhantes. Entretanto apresentaram rendimentos de extracdes
distintos, apesar disso os valores de halos de inibicao obtidos foram préximos
e, por isso, testes de isolamento dos compostos bioativos deste extrato e de
concentracdo inibitéria minima serdo os préximos passos para relacionar a

bioatividade obtida ao teor do ativo.
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4 CONCLUSAO

A técnica de extracdo por dispersdao da matriz em fase sélida foi
eficiente na obtencédo de compostos de A. brasiliana, em especial com 0 uso
de C18 como adsorvente, j& que possibilitou maior rendimento do extrato
hexanico quando comparado ao uso de silica. A importancia deste resultado
relaciona-se a atividade biolégica contra S. aureus desenvolvida por este
extrato. Os compostos identificados nos extratos de A. brasiliana séo
pertencentes a cinco principais classes (acido carboxilico, carboidratos,
esterois, hidrocarbonetos e alcodis) de modo que os &acidos carboxilicos,
hidrocarbonetos e esterois foram mais presentes nos extratos hexanicos, ao
passo que alcoois e carboidratos foram abundantes nos extratos alcodlicos e
hidroalc6olicos respectivamente. Este resultado demonstra a influéncia do
tipo de solvente sobre a composi¢cdo quimica do extrato. Os adsorventes
silica e C18 interferiram principalmente no teor de compostos obtidos, tal
como observado na extragdo de esteréis de maneira que o primeiro extraiu
praticamente a metade do valor extraido pelo segundo. Estas diferencas
foram relacionadas com as caracteristicas de polaridade entre estes dois
adsorventes e dos solventes utilizados, favorecendo uma maior ou menor
eluicdo dos compostos de acordo com a afinidade pelo eluente ou
adsorvente. Entre os compostos identificados no extrato hexanico os esterois
como B-sitosterol e estigmasterol foram mais abundantes, ratificando outros
trabalhos da literatura que, além de descrevé-los como majoritarios em
extratos eluidos com hexano, foram também relacionados com o potencial
biolégico desenvolvido por estes extratos. Diante da necessidade de
obtencdo de novas fontes de substancias antimicrobianas, compostos
presentes nos extratos apolares de A. brasiliana deveréo ser mais estudados.
A extragao por dispersdo da matriz em fase sélida, diante do seu bom
desempenho neste estudo, podera contribuir na obtengédo destes compostos
de forma rapida, com maior rendimento e pureza uma vez que se trata de
uma técnica que, entre outras vantagens, utiliza menor quantidade de
amostra, solventes e atua como “Clean up”. Além disso, com a possibilidade

de variacdo de solvente e adsorvente torna-se possivel também a extragao
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mais seletiva dos compostos de interesse, eliminando-se, dessa forma, os
interferentes fazendo com que o estudo dos principios ativos seja menos

oneroso.
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