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RESUMO

INVESTIGACAO FITOQUIMICA BIOMONITORADA DA TINTURA 7 0°GL DE
Arrabidaea chica (Humb. & Bompl.) Verlot

A Arrabidaea chica (H&B) Verlot, popularmente conhecida como pariri ou crajird. E
um arbusto escandente de pequeno porte, aproximadamente 2,5 m de altura, que
ocorre do sul do México até o Brasil central, sendo comum na Amazoénia, onde é
utilizada pelos indios para a pintura corporal. Popularmente o cha das folhas é
indicado para inflamacdo, anemia, célicas intestinais, regulacdo de menstruacao,
diarréia entre outros. Estudos recentes comprovam sua atividade antioxidante e
cicatrizante in vivo e in vitro, além de atividade antifUngica contra Trichophyton
mentagrophytes e do efeito tripanocida. O presente trabalho tem por objetivo
contribuir para a validacdo da alegacdo de uso e para a padronizacdo de forma de
emprego da A. chica enquanto recurso fitoterapico, uma vez que a mesma encontra-
se na RENISUS. Os extratos etandlico e aquoso da planta foram investigados
quanto a seus metabolitos secundarios. Foram determinados parametros para o
controle de qualidade da droga vegetal, através de granulometria, perda poé
dessecacdo e cinzas totais. Além da obtencdo de perfis cromatograficos por CCD,
CLV, LC-MS e LC - DAD. A planta encontra-se com seus parametros de controle de
qualidade em conformidade com a literatura. Um perfil de CCD obtido com o eluente
Hexano/Acetona/MeOH (67,5:27,5:5) e revelado com NP/PEG, revelou uma banda
com Rf=0,17 com fluorescéncia amarela caracteristico de flavonéides. No perfil de
CLAE - DAD obteve-se cromatogramas com caracteristicas de quinonas e
flavondides também. A partir destes resultados o trabalho foi direcionado para o
isolamento, inicialmente com o fracionamento da FAE por CLV e a analise das
fracOes resultantes por CLAE-DAD, e como resultado foi sugerido a presenca de um
flavondéide derivado do flavonol apigenina. Os resultados microbiolégicos corroboram
com alguns de seus usos populares contribuindo assim para a validacdo da forma

de uso alegada da planta.

Palavras chaves : Arrabidaea chica (H&B) Verlot; RENISUS; CCD; CLV; LC-MS; LC
- DAD; Apigenina.



ABSTRACT

Phytochemical biomonitoring 70°GL dye of Arrabidaea chica (Humb. & Bompl.)
Verlot

The Arrabidaea chica (H & B) Verlot, popularly known as Pariri or crajird. Scandentia
is a small shrub about 2.5 m high, occurring from southern Mexico to central Brazil, is
common in the Amazon, where it is used by Indians for body painting.Popularly tea
leaves is indicated for inflammation, anemia, intestinal cramps, regulate
menstruation, diarrhea, among others. Recent studies have shown its antioxidant
activity and wound healing in vivo and in vitro, and antifungal activity against
Trichophyton mentagrophytes and trypanocidal effect. This paper aims to contribute
to the validation of the claim of use and to standardize the form of employment A.
chica herbal medicine as a resource, since it is in RENISUS. The ethanolic and
agueous extracts of the plant were investigated for their secondary metabolites.
Parameters were determined for quality control of the plant drug, through grading,
drying powder loss and total ash.Besides the chromatographic profiles obtained by
TLC, CLV, LC-MS and LC - DAD. The plant meets the parameters of quality control
in accordance with the literature. A CCD profile obtained with the eluent Hexane /
Acetone / MeOH (67,5:27,5:5) and revealed with NP / PEG revealed a band with Rf =
0.17 with yellow fluorescence characteristic of flavonoids. In the profile of HPLC -
DAD chromatograms were obtained with characteristics of quinones and flavonoids
as well. From these results, the work was directed to the isolation, initially with the
FAE by fractionation of CLV and analysis of resulting fractions by HPLC-DAD, and as
a result suggested the presence of a flavonoid apigenin derivative of the flavonol.
The microbiological results corroborate some of its popular uses thus contributing to

validate the form of alleged use of the plant.

Keywords : Arrabidaea chica (H&B) Verlot; RENISUS; CCD;CLV; LC-MS, LC - DAD,
Apigenin.
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1. INTRODUCAO

O tratamento, cura ou prevencdo de doengca mediante o uso de plantas, é
uma pratica ja realizada desde o0s mais longinquos tempos, quando noSS0S
ancestrais, na procura de alimentos para sua sobrevivéncia, acabaram por descobrir
as plantas medicinais, e desde entdo, estas foram empiricamente usadas para ao
tratamento de patologias (WAGNER; WIESENAUER, 2006).

Ha registro de diversos procedimentos clinicos tradicionais utilizando plantas
medicinais, ao longo dos tempos. Apesar da grande evolucdo da medicina alopatica
a partir da segunda metade do século XX, existem obstaculos basicos na sua
utilizacado pelas populacdes carentes, que vao desde o acesso aos centros de
atendimento hospitalares a obtencédo de exames e medicamentos. Estes motivos,
associados com a facil obtencéo e a grande tradicdo do uso de plantas medicinais,
contribuem para sua grande utlizacdo pelas populagbes dos paises em
desenvolvimento (VEIGA JUNIOR, 2005).

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) (2000) define plantas medicinais
como: “aquelas que tém uma historia de uso tradicional como agente terapéutico”.
Relatando que mais da metade dos habitantes do planeta, especialmente dos paises
pobres e em desenvolvimento, fazem uso de algum tipo de erva na busca de alivio
de sintomatologias dolorosas ou desagradaveis, e que desse total pelo menos 30%

dao-se por indicagdo meédica.

As plantas medicinais tém despertado interesse crescente na industria
farmacéutica, pois representam uma importante fonte de produtos naturais
biologicamente ativos (WALL; WANI, 1996). Com o desenvolvimento da tecnologia
aliado ao interesse em se confirmar o conhecimento em medicina popular, as
plantas medicinais tém tido seu valor terapéutico pesquisado mais intensamente
pela ciéncia (ARNOUS, 2005; ANGRA, 2007).

Porém, uma das principais limitacdes até agora relacionadas com a questéo
dos produtos naturais como fonte de novos farmacos é a complexidade do processo
de avaliacdo, pois sdo misturas biologicas complexas de dificil caracterizacao. Além

14



dos constituintes das plantas medicinais podem variar de acordo com fatores

genéticos, clima, qualidade do solo e outros fatores externos (BRITO, 1999).

O desenvolvimento de fitoterdpicos inclui varias etapas e envolve um
processo interdisciplinar, multidisciplinar e muitas vezes interinstitucional. As areas
de conhecimento envolvidas vao desde a antropologia, botanica, ecologia, quimica,
fitoquimica, farmacologia, toxicologia, biotecnologia, quimica organica até a
tecnologia farmacéutica (TOLEDO, 2003). O ponto de partida pode ser um
levantamento bibliografico na literatura cientifica e popular enfocando a droga
vegetal e suas propriedades quimicas e farmacoldgicas. O estudo fitoquimico-
bioldgico de plantas medicinais proporciona compostos bioativos que aléem de seu
potencial como nova droga sao necessarios como marcadores quimicos para
padronizacdo de extratos a serem avaliados quanto a eficdcia e segurangca no
desenvolvimento de fitomedicamentos (FTM) (GIBBONS, 2003).

Em paises industrializados, dados mostram que o uso das plantas medicinais
constitui cerca de 20% do total de prescricdes médicas, sendo que em paises
emergentes esse numero atinge 80%. Diante desse quadro, diversos alertas tém
surgido na literatura, cientifica e leiga, no sentido de incentivar a comunidade médica
a utilizacdo de fitoterapicos como uma possibilidade real de tratamento. Ponderando
sempre sobre a dosagem, forma de dispensacdo, os efeitos benéficos, os potenciais
efeitos toxicos e as interacdes medicamentosas, a fim de assegurar o uso racional
dos mesmos (BRUNETON, 1991 e RODRIGUES, 2006).

Sabe-se que a intervencdo humana em habitat que antes eram estaveis gera
grandes perdas de biodiversidade. Biomas estdo sendo ocupados em diferentes
escalas e velocidades. No Brasil temos areas extensas de vegetacdes nativas
devastadas como no Cerrado do Brasil Central, na Caatinga e na Mata Atlantica. E
necessario que sejam conhecidos os estoques dos varios habitat naturais e dos
modificados existentes no Brasil, de forma a desenvolver uma abordagem
equilibrada entre conservacdo e utilizagdo sustentavel da diversidade bioldgica,

considerando o0 modo de vida das populacdes locais (BRASIL, 2009). Isso é

importante, especialmente considerando que a maior parcela da populacdo encontra
15



nos produtos de origem natural, especialmente as plantas medicinais, a principal
fonte de recurso terapéutico (DI STASI, 1996).

A flora brasileira é considerada uma das mais ricas do mundo, com mais de
56.000 espécies, representando cerca de 19% da flora mundial. O Brasil também € o
pais com a maior diversidade biolégica do planeta, com alto indice de espécies
endémicas. Essa diversidade bioldégica é muito expressiva tanto em relacdo as
potencialidades genéticas como em relagdo ao numero de espécies e de
ecossistemas (BRASIL, 1998). Considerando a biodiversidade vegetal, a Floresta
Amazonica é detentora da maior reserva de plantas medicinais do mundo (FIEAM,
2002). Porém apenas 8% das espécies vegetais da flora brasileira foram estudadas
em busca de compostos bioativos e 1.100 espécies vegetais foram avaliadas em
suas propriedades medicinais (SIMOES, 2003)

De acordo com a legislacdo sanitaria brasileira, Fitoterapico € o medicamento
obtido empregando se exclusivamente matérias-primas ativas vegetais. E
caracterizado pelo conhecimento da eficacia e dos riscos de seu uso, assim como
pela reprodutibilidade e constancia de sua qualidade (BRASIL, 2004a). No Brasil, o
principal orgdo responsavel pela regulamentacdo de plantas medicinais e seus
derivados é a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), autarquia do
Ministério da Saude que tem como papel proteger e promover a saude da populagéo
garantindo a seguranca sanitaria de produtos e servicos e participando da
construcdo de seu acesso avaliando-os quanto a sua seguranca, eficacia e
qualidade antes de serem exposta a venda para utilizagdo pela populacao (Brasil,
1999). A regulamentagdo em vigor para o registro de medicamentos fitoterdpicos é a
Resolucdo de Diretoria Colegiada (RDC) N°. 14, de 31 de marco de 2010, que
determina 0s aspectos essenciais ao registro, como identificacdo botanica das
espécies vegetais utilizadas, padrdo de qualidade e identidade e provas de eficacia
e seguranca que validem as indica¢fes terapéuticas propostas

De acordo com projecdes do Instituto Brasileiro de Plantas Medicinais (IBPM),
o mercado de medicamentos fitoterapicos movimenta até 500 milhdes de délares por
ano, somente no Brasil. H4 uma estimativa que, no mundo seria gasto cerca de

US$27 bilhdes (em torno de 7% do mercado mundial de medicamentos) com plantas
16



medicinais. O mercado farmacéutico tradicional cresce, mundialmente, de 3% a 4%
ao ano, enquanto o de fitoterapicos sobe de 6% a 7% (PINHEIRO, 2011)

E importante salientar que a idéia primordial na indicagcio do uso de FTM na
medicina humana é aumentar a opc¢ao terapéutica para os profissionais da saude e
ndo a substituicdo de medicamentos registrados e ja comercializados, FTM
registrados, com espectro de acdo adequado e com indicacbes terapéuticas
definidas, conta com a seguranca de um medicamento padronizado e com eficacia
garantida (KLEIN et al, 2010).

2.4. POLITICAS NACIONAIS DE SAUDE E RENISUS

A partir da criacdo do Sistema Unico de Saude (SUS), o uso da fitoterapia
passou a ser defendido com mais énfase por profissionais dos servicos de saude,
pelos seus usuarios, por pesquisadores e por gestores (BRASIL, 2006). Apesar de o
primeiro passo ter siso dado antes mesmo da criagdo do SUS com a Resolugdo n°
04/88 da CIPLAN que disciplinou o uso da Fitoterapia nos servicos de saude
(BRASIL, 1988), esse movimento se intensificou neste sentido até que no ano de
2006 o Ministério da Saude juntamente com outros ministérios propés a PNPIC —
Politica Nacional de Praticas Integrativas e Complementares — visando a inclusdo da
Fitoterapia e de outras terapéuticas integrativas e complementares no SUS,
regulamentada pela portaria 971, em 03 de maio de 2006, (BRASIL, 2006b).

No intuito de consolidar a utilizagdo da Fitoterapia no SUS, posteriormente,
também foi instituida a Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos
(PNPMF), que traz as diretrizes para viabilizar o acesso da populacdo a plantas
medicinais e fitoterapicos e a producdo e oferta destes; a politica trata ainda da
inclusdo social e regional, do desenvolvimento industrial e tecnol6gico, da promoc¢ao
da seguranca alimentar e nutricional, além do uso sustentidvel da biodiversidade
brasileira e da valorizacdo e preservacdo do conhecimento tradicional associado as
comunidades e povos tradicionais. (BRASIL, 2006a). Para concretizar a politica foi
lancado o Programa Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos, que, em
conformidade com as diretrizes e linhas prioritarias da Politica Nacional, estabelece

acOes para os diversos parceiros, em torno de objetivos comuns voltados a garantia
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do acesso seguro e uso racional de plantas medicinais e fitoterapicos em nosso
pais. O programa visa ampliar as opc¢des terapéuticas e melhorar a atencéao a saude
dos usuarios do Sistema Unico de Saude; propde ainda desenvolver tecnologias e
inovar, assim como fortalecer as cadeias e 0s arranjos produtivos, para 0 usoO
sustentavel da biodiversidade brasileira e o desenvolvimento do Complexo Produtivo
da Saude. (BRASIL, 2009b).

Em fevereiro de 2009, foi publicada a RENISUS que é a relacdo Nacional de
Plantas Medicinais de Interesse ao SUS, e que traz uma lista de plantas medicinais
com potencial de avancar nas cadeias produtivas para gerar produtos de interesse
ao SUS (BRASIL, 2009). A finalidade da RENISUS é subsidiar o desenvolvimento de
toda cadeia produtiva, inclusive nas agbes que serdo desenvolvidas também pelos
outros ministérios participantes do Programa Nacional de Plantas Medicinais e
Fitoterapicas, relacionadas a regulamentacdo, cultivo/manejo, producéo,
comercializagdo e dispensacdo de plantas medicinais e fitoterapicos. A RENISUS
terd também a funcdo de orientar estudos e pesquisas que possam subsidiar a
elaboracdo da RENAFITO (Relagcdo Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapico) e
o desenvolvimento e inovacdo na area de plantas medicinais e fitoterapicos
(BRASIL, 2009a).

Em 2005, a Secretaria de Ciéncia Tecnologia e Insumos Estratégicos, por
meio do Departamento de Assisténcia Farmacéutica e Insumos Estratégicos
(DAF/SCTIE/MS) construiu em parceria com outros ministérios e, com a colaboracao
de consultores e pesquisadores, uma lista com espécies vegetais considerando as ja
utilizadas nos servicos de saude estaduais e municipais, o conhecimento tradicional
e popular e os estudos quimicos e farmacoldgicos disponiveis. Esse documento
subsidiou, em 2008, a constru¢céo da RENISUS (BRASIL, 2009).

Técnicos da ANVISA e do Ministério da Saude (MS), profissionais de servigos
e pesquisadores da area de plantas medicinais e fitoterapicos, vinculados a area da
saude, representando as diversas regifes brasileiras, fizeram uma pré-selecao das
espécies vegetais, por regido geografica que referenciavam seu uso, por indicacdes
de uso e de acordo com as categorias do Codigo Internacional de Doencas (CID-
10). Essa parte inicial do trabalho foi realizada por técnicos da ANVISA A partir desta

pré-selecdo foram excluidas espécies exoéticas e as que constam da lista de
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espécies da flora brasileira ameacadas de extin¢cdo, do Ministério do Meio Ambiente
(IN n° 6/2008), finalizando assim a RENISUS (BRASIL, 2009).

O Ministério da Saude espera que 0s pesquisadores e o setor produtivo
interajam para estudar as espécies e que o0s resultados alcancados gerem produtos
de interesse para o SUS, pois sO assim serdo garantidos a populacdo plantas
medicinais e fitoterapicos com qualidade, seguranca e eficdcia, como também a
promogdo do uso sustentavel da biodiversidade, o desenvolvimento da cadeia
produtiva e da industria nacional. Apos estudos destas plantas, caso alguma(s)
apresente toxicidade esta(s) podera (ao) ser contra-indicadas(s) e excluidas da
relacao (BRASIL, 2009).

Na producdo de fitomedicamentos o ponto de partida pode ser um
levantamento bibliografico na literatura cientifica e popular enfocando a droga
vegetal e suas propriedades quimicas e farmacoldgicas. Através do levantamento
bibliografico pode-se selecionar uma espécie por meio de pesquisa
guimiotaxondmica (onde aspectos morfoldégicos associados a identificacdo de
grupos botanicos podem indicar a presenca de determinados grupos quimicos que
tenham atividade farmacolégica) (TOLEDO et al, 2003).
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2.3. ETNOFARMACIA

Segundo Heinrich (2001) a etnofarmacia é uma ciéncia interdisciplinar que
estuda recursos farmacéuticos, levando em conta determinantes culturais que
caracterizam 0 uso desses recursos em um determinado grupo humano. Neste
contexto ele engloba: a etnobotanica, na identificacdo, classificacdo e categorizacao
cognitiva do material natural do qual o remédio sera produzido; a pratica
farmacéutica, na preparacdo das formas farmacéuticas; a etnonofarmacologia, no
legado atribuido efeitos desta preparacdo e a etnomedicina, sobre aspectos

implicitos nesses usos.

Um importante instrumento da etnofarmacia é o chamado levantamento
etnofarmacéutico, que se caracteriza pela prospeccdo de plantas medicinais
utilizadas como recurso terapéutico pela populacéo, quando realizada no ambito das
Ciéncias Farmacéuticas, combinando elementos da Assisténcia Farmacéutica com
elementos da cultura popular e o conhecimento associado aos recursos naturais
(BARBOSA, 1998). O foco desse levantamento inclui a preparacdo do remédio e a
relacdo do usuario com ele, busca se ainda identificar problemas relacionados a
utilizacdo das plantas e orientar para o0 uso seguro e eficaz desses recursos
terapéuticos (BARBOSA, 1997). Na ultima década, a consolidacdo da Assisténcia
Farmacéutica tem possibilitado um permanente aperfeicoamento dos conceitos e
das estratégias de aplicacdo do método etnofarmacéutico (BARBOSA, 2004 e
BARBOSA, 2005).
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Familia Bignoniacea

2.1.1. Aspectos Gerais

A familia Bignoniacea é constituida por cerca de 120 géneros e 800 espécies,
amplamente encontradas em regifes tropicais da América do sul e Africa (GENTRY,
1980). A familia é dividida em sete tribos baseado em sua distribuicdo geografica,
hébito e, principalmente, morfologia do fruto, sendo elas Bignonieae, Coleeae,
Crescentieae, Eccremocarpeae, Oroxyleae, Tourretticae e Tecomeae (ZJHRA et al,
2004; FISHER et al, 2004). Sua distribuicdo € pantropical, com maior niumero de
espécies nos Neotropicos e poucas espécies na zona temperada. Para Gentry
(1980), o centro de diversidade da familia est4 no Brasil, onde ocorrem 56 géneros e
cerca de 338 espécies, incluindo muitos taxons endémicos. As espécies da
familia Bignoniaceae séo usados para varios propésitos, como a horticultura, a
madeira, corantes e como medicamentos. Entre seus usos medicinais mais
conhecidos temos: anticancer; antiinflamatério, antiviral, antimicrobiano e
antimalarico (CHATTOPADHYAY & NAIK, 2007; GENTRY, 1992).

O género Arrabidaea ocorre do sul do México até o Brasil central, sendo a
espécie. E o maior género da tribo Bignoniaceae, com aproximadamente 100
espécies. Sua taxonomia € complexa, pois muitas caracteristicas do género
Arrabidaea sdo compartilhadas com espécies de outros géneros. E caracterizado
pela inflorescéncia em panicula ou tirso multifloro, mas também podem ser
encontradas espécies com racemos paucifloros. As flores tém corola résea a roxa,
raramente alva, mas nunca amarela. O género mais proximo morfologicamente &
Cuspidaria, que se diferencia de Arrabidaea pelos lacinios do calice, mais
alongados. No entanto, sdo encontradas espécies de Arrabidaea que possuem
calice muito semelhante ao de Cuspidaria. Outros caracteres importantes para
diferenciar os dois géneros sao as capsulas, aladas nas margens em Cuspidaria e
lisas em Arrabidaea, e os grdos de podlen, formando tétrades em Cuspidaria e
isolados em ménades em Arrabidaea (SILVA e QUEIROZ, 2003). A. chica muito
comum na Amazénia, onde as folhas desta sdo utilizadas pelos indios, devido a sua

pigmentacdo vermelha ou marrom, como pintura para o corpo, servindo como
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protetor solar e também repelente. Os bichos da seda alimentados com suas folhas
produzem seda vermelha. Todas essas peculiaridades da planta despertaram
desde o inicio do século XX interesse para estudos quimicos que visam a
determinacdo dos componentes presentes em sua tintura (CORREA, 1989;
CHAPMAN et al, 1927).

2.1.2. QUIMICA DA FAMILIA BIGNONIACEAE

Apesar do grande numero de espécies e seu grande uso na medicina
tradicional apenas a partir do final da ultima década do século XX os membros
da familia foram mais intensamente investigados quanta a sua composi¢ao quimica
(VON POSER, 2000).

O Brasil é o principal centro de diversidade para a familia Bignoniaceae com
56 géneros e 338 espécies. Distribuidas entre as tribos Bignonieae, Crescentieae e
Tecomeace (Gentry, 1992). Quimicamente, as plantas desta familia s&o
caracterizadas pela presenca de flavondides, terpendides, quinonas, principalmente
naftoquinonas e compostos aromaticos, tais como lignanas, cinamoil, benzoila e
derivados de acetofenona (WARASHINA et al. 2006).

Naftoquinonas ocorrem em muitas espécies da familia e podem ser
responsaveis por diferentes atividades bioldgicas, incluindo anticancer,
antiinflamatdrias, antivirais, antimicrobianas, antifingicas, antimalarica e
antiparasitaria. Flavondides e terpendides tém sido mostrados para divulgar um
amplo espectro de atividades biologicas, incluindo como inibidores do efeito
citopético de diversos viirus (CHATTOPADHYAY & NAIK, 2007).

2.2. A Espécie Arrabidaea chica (Humb. & Bompl.) Verlot
2.2.1. Aspectos Gerais

A Arrabidaea chica (Humb. & Bompl.) Verl. (Figura 1) €& conhecida
popularmente por crajird, carajiru, crejeru, cajuru-piranga, piranga, capiranga, cipo

cruz, cipé-pau entre outros. E um arbusto escandente de pequeno porte, cerca de
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2,5 m de altura, com folhas compostas di ou trifoliadas, penaticomposta do tipo
imparipenada e com filotaxia tipo oposta distica, € comum a presenca de folhas
modificadas, denominadas gravinhas, com foliolos oblongos lanceolados estreitos,
de cor verde opaca, possui glabras em ambas as faces e flores campanuladas de
cor roseo-lilacinas em pedunculos terminais (CORREA, 1931; GENTRY, 1980),
Como caracteristicas marcantes desta espécie Phul et al (2006) determinou a
presenca de cristais no tecido parenquimatico e a estruturacao reticulada de

parénquima e esclerénquima frente aos tecidos condutores do caule.

Fonte: Arquivo pessoal
Figura 1: Arrabidaea chica (Humb. & Bompl.) Verlot

7

Na medicina popular é utilizada como antiinflamatério, adstringente, na
lavagem de feridas e ulceras assim como para coélicas intestinais, diarréias, anemias,
infeccbes uterinas, hemorragias, herpes, impigens, micose e outras afec¢bes na
pele, antiacne, ictericia, cogumelo, verminose, amebiase e como diurético
(CASTRO, 1989; CORREA, 1984; LORENZI E MATOS, 2002; BARBOSA, 2004).

2.2.2. FARMACOLOGIA da Arrabidaea Chica (H &B) Verlot

Estudos farmacologicos atestam que Arrabidaea chica (Humb. & Bompl.) Verl

possui as seguintes atividades: cicatrizante, através do estimulo de crescimento de
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fibroblastos e sintese de colageno in vitro e in vivo (JORGE, 2008); antioxidante
(AMARAL et al, 2002); antifingica para Trichophyton mentagrophytes, atividade
tripanocida contra Tripanosoma cruzi, ha concentracdo minima de 3,125 mg/m, nao
sendo detectada qualquer toxicidade aguda relevante, em uma dose de até 1000
mg/kg (BARBOSA et al, 2008). A atividade contra Trichophyton mentagrophytes,
também é relatada para outras espécies géneros de Bignoniacea e foi atribuido a
quinonas (ALl et al, 1998; SAUDE-GUIMARAES & FARIA, 2007). As fracdes
hexanica, diclorometano e acetato de etila apresentaram grande potencial
sequestrador de radicais livres, apresentando atividade antioxidante maior que o
Ginko biloba, com destaque para a fracao diclorometano que apresentou a melhor
atividade dentre as fracfes utilizadas (AMARAL, et al 2002).

2.2.2. QUIMICA da Arrabidaea Chica (H &B) verlot

O género Arrabidaea, pertencente a tribo Bignoniacea, uma grande classe de
neotropicalianas morfologicamente diversa, contém cerca de 70 espécies,

distribuidas desde o México até a Argentina.

Estudos fitoquimicos anteriores indicam que este género € uma fonte de C-
glucosylxanthones, fenilpropandides, flavondides, antocianidinas, alantoinas e
triterpenos (PAULETTI, 2003 e LEITE, 2000).

Em estudos fitoquimicos de A. chica foi identificada a presenca de
antocianinas, antraquinonas, flavonoides, catequinas, acidos orgéanicos, acucares
redutores, esteroides, taninos, flavonadis, flavononois e xantonas. Assim como foram
isolados fitosterois, flavononois além do isolamento de flavonoides como: 4’-hidroxi-
3,7-dimetoxiflavone; vicenina-2 e canferol (BARBOSA et al, 2008). Identificou-se a
presenca da luteolina por HPLC, RMN 1H e RMN 13C (AMARAL et al, 2002). Foi
descrita a presenca de pigmentos utilizados em cosmeéticos como: carajurona,
carajurina (SCOGIN, 1980), e 3-deoxiantocianidina (ESTRELA, 1995; ZORN et al,
2001; DEVIA et al 2002). Foram isolados e identificados: a flavona 6,7,4'-tetrahidroxi-
5-metoxiflavona, = denominada de carajuflavona, além de ~cinco @3-

desoxiantocianidinas, entre elas a 6,7,3,4'-tetra-hidroxi-5- metoxiflavilium e a 6,7,3'-
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trihidroxi-5,40-dimetoxi-flavilium obtidas por fracionamento biomonitorado, utilizando
o fator de transcricdo NF-kB, e o pigmento carajurina (ZORN et al, 2001; DEVIA et
al, 2002 e CHAPMAM et al, 1927). A presenca dos minerais como Cu, Fe, Mn, e Zn,
foram descrita por Magalhaes (2009).

2.3. METABOLITOS SECUNDARIOS

As substancias ativas vegetais provém na sua maioria, do metabolismo
secundario. Em cada planta os compostos do metabolismo secundario sé&o
diferentes. Representando assim uma caracteristica, uma impressao digital
(“fingerprint”) quimica pertinente a cada planta. O padrdo de substancias ativas varia
de acordo com a origem a época da colheita e condi¢cdes de conservacdo. Por esta
razdo Sao necessarios meétodos analiticos padronizados para garantia de
reprodutibilidade das acOes farmacoldgicas e da eficacia. Estas substancias
englobam, em geral, 0,5 a 5% do peso total da droga (WAGNER e WIESENAUE,
2003).

E entre os principais metabdlitos secundarios ou substancias vegetais ativas
temos: Alcaléides, Glicosideos Cardiotbnicos, Saponinas, Flavondides,
Antraderivados, Cumarinas, Oleos Essenciais, Quinonas entre outros. A seguir
serdo apresentadas as principais caracteristicas de metabolitos presente neste

estudo.

2.3.1. FLAVONOIDES

Os flavondides sao conhecidos como pigmentos quase universais nos
vegetais, pois sédo responsaveis pela coloracéo de flores, frutos e também das folhas
(BRUNETON, 2001). Constituem uma importante e abundante classe de polifendis,

biossintetizados a partir da via dos fenilpropanoides (SIMOES, 2007).

Sdo conhecidos até o momento mais de 8.000 diferentes flavonodides
(PIETTA, 2000), estes estao presentes em briofitas, pteridéfitos e abundantemente

em angiospermas. Podem ser encontrados em diversas estruturas vegetais tais
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como vacuolos (hidrossoluveis), epiderme das folhas, células epidérmicas de flores

e na cuticula foliar, geralmente quando lipofilicos (BRUNETON, 2001).

Possuem uma estrutura basica (figura 2) constituida de 15 atomos de carbono
em seu nucleo fundamental, dois anéis benzénicos (A e B) ligados, por uma cadeia
de trés carbonos, a um anel pirano (C) os carbonos recebem numeracao crescente
em numeros ordinarios para os nucleos A e C e 0s mesmos numeros seguido de ' o
B. Os flavondides de origem natural apresentam-se freqlientemente, oxigenados e
um grande numero ocorre conjugado com agucares. Esta forma, conjugada, também
€ conhecida como heterosideo, podendo apresentar-se como O-heterosideos
quando a ligacéo se da por intermédio de um atomo de oxigénio ou C-heterosideos
quando a ligacdo se d& diretamente a um atomo de carbono. A forma livre de
acucar, conhecida como genina ou aglicona também possui seus representantes

dentre os compostos flavonoidicos (SIMOES, 2007).

Figura 2 . Estrutura basica dos flavonoéides

Nas plantas os flavondides desempenham inumeras funcbes tais como:
protecdo dos vegetais contra a incidéncia de raios UV, contra fungos bactérias e
virus; atracdo de insetos com finalidade de polinizagdo; antioxidantes; controle
hormonal e inibichio de enzimas. Nos seres humanos, diversas atividades
farmacoldgicas podem ser desempenhadas por flavonoides dentre elas a a¢ao anti-
hipertensiva, antiinflamatéria, antimicrobiana, antiviral, além de hepatoprotetor,
antioxidante e antitumoral (SIMOES, 2007; BEHLING, 2004,).

Os flavonoides sao divididos em subclasses que se diferenciam quimicamente

pelo nivel de oxidacdo e posi¢cdo dos substituintes. Nesta divisdo as principais
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classes sdo: flavonas, flavondis, chalconas, auronas, flavanonas, flavanas,
antocianidinas, leucoantocianidinas, proantocianidinas, isoflavonas e neoflavondides
(BRAVO, 1998 e DI CARLO, 1999).

2.3.1.1. ANTOCIANINAS

Antociano € um termo designado aos metabdlitos responsaveis pela
coloracdo nas plantas, sdo hidrossoluveis e definem geralmente as cores rosa,
laranja, escarlate, vermelho, violeta e azul. Estdo presente geralmente nas pétalas
de flores e frutos, podendo ocorrer ocasionalmente nas bracteas, folhas, peciolos,
raizes ou em bulbos. Em geral se acumulam, em solucdo, nos vacuolos dos tecidos
epidérmicos, raramente como antocianoplastos (BRUNETON, 2001; SIMOES et al,
2007).

Os antocianos estdo presentes em quase todas as Angiospermas, exceto
uma grande parte das plantas pertencentes a ordem das Caryophyllales, sendo rara
sua presenca em Gymnospermas. Devido as suas cores vivas, que atraem insetos e
passaros, possuem importante papel na polinizagcdo e dispersdo de sementes
(BRUNETON, 2001).

Em meio acido os antocianos encontram-se na forma catidnica. Em sua
maioria sao hidroxilados no C-3, e frequentemente sdo penta (3, 5, 7, 3’ e 4’) ou
hexa-substituidos (3, 5, 7, 3', 4’e 5) por hidroxilas e metoxilas. Ndo se conhece
nenhum composto antocianidico cujas suas hidroxilas se encontrem totalmente
metiladas ou glicosiladas, ao menos uma hidroxila seja C-5, C-7 ou C-4’ deve estar
livre para permitir a formacéo de estruturas quinonoidicas coloridas (SIMOES et al,
2007).

As antocianidinas (forma livre) podem apresentar-se na forma mais estavel de
heterosideos, chamados antocianosideos. Os acucares encontrados mais
frequentemente sao glicose, galactose, ramnose, arabinose e xilose. Esses
sacarideos estdo localizados na maior parte dos casos na posicdao C-3 e C-5 do

nacleo favilio (fenil-2-benzopirilio). Os antocianos e antocianidinas apresentam
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frequentemente substituintes acilas, sendo mais comuns os derivados dos acidos
hidroxicinamicos, como acido cumarico, acido caféico e acido feralico. Os antocianos
também podem fazer parte de grandes complexos coloridos com outros compostos
e frequentemente diferentes metais (SIMOES, 2007).

Os 3-desoxicianosideos conhecidos até 0 momento Sado escassos, porém
relativamente estaveis. Diferente dos antocianosideos cuja hidroxila em C-3 (fator de
instabilidade pelo ion flavilio) estd sempre unida a um acucar (geralmente glucose)
para formar um antacianosideo estavel e soluvel (BRUNETON, 2001).

Os antocianosideos sao produtos do metabolismo geral dos flavondides.
Estudos genéticos demonstram experimentalmente que o 2,3-transdihidro-3 e o 4-
cis-dihidroxiflavones sdo os percussores dos antocianinos. Todavia ndo foram
elucidadas as ultimas etapas de formacao dos antocianosideos: é provavel que os
didis sofram uma hidroxilacdo em C-2 e uma dupla desidratacdo. A glicolisacao (que
necessita da intervecdo de UDP- glicose) sem duvida é tardia.As antocianidinas
apresentam ac¢do antiinflamatoria por inibicdo da liberagédo e sintese de substancias
endogenas, que promovem inflamacdo como histamina, protease e leucotrienos
(AMELLA ET AL, 1985; BARUCH, 1984). O emprego clinico tem demonstrado
eficdcia na prevencdo do edema pos-operatorio da face (BARUCH, 1984). A acdo
anti-histaminica de pré-antocianidinas é medida pela inibicdo da enzima histidina-
descarboxilase, que € responsavel pela producdo de histamina. Este efeito é
aumentado pela capacidade das pro-antocianidinas de inibir a hialuronidase, enzima
que facilita a liberagdo de histamina nos tecidos. Em funcdo deste efeito as
antocianidinas apresentam forte acao antialérgica. (AMELLA et al,1985; PERARCE
et al, 1984).
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2.3.2. QUINONAS

Quinonas sao compostos organicos que podem ser considerados como
produtos da oxidacdo de fendis (da mesma forma, a reducdo de quinonas pode
originar os correspondentes fendis). A principal caracteristica desta classe de
metabodlitos € a presenca de dois grupos carbonilicos que formam sistemas

conjugados com pelo menos duas ligacdes duplas C=C (FALKENBERG, 2007).

O O
ﬁ e i
O

orto- e para-quinona
Fonte: en.wikipedia.org

A nomenclatura de quinonas é definida pelo esqueleto do anel aromético,
estabelecendo-se as posi¢cdes dos dois grupos carbonilicos na molécula (orto ou
para) acrescentando-se o sufixo quinona. Em funcdo do tipo de ciclo no qual o
sistema de ligacOdes duplas e cetonas conjugadas estdo inseridos, tém-se 0s trés
principais grupos de quinonas, nos quais se enquadra a maioria dos compostos
conhecidos atualmente: benzo-, nafto- e antraquinonas. Na natureza também
ocorrem quinonas terpénicas e policiclicas de estrutura mais complexas, como as
diterpenoquinonas e o0s pigmentos policiclicos relacionados com a hipericina,
encontrada em Hyperiaceae (FALKENBERG, 2007).

Plantas contendo quinonas sédo utilizadas, desde as mais longinquas
geracOes, para tratar diversas enfermidades ou como corantes. Geralmente s&o
descritas por seu importante papel na defesa da planta contra insetos e outros
patogenos, além de atividade alelopatica (VAN DEN BERG & LABADIE, 1989). A
utilizacao de plantas contendo quinonas para uso terapéutico € limitada devido aos
seus efeitos tdéxicos. Em seu uso popular a atividade laxante € a que se destaca,
outras atividades como antiprotozodria, antibacteriana, antifingica, antiviral e
antitumoral também sdo relatadas (familia Ebenaceae, Bignoniacea e
Plubanginacea) (BINUTU et al, 1996; SEMPLE et al, 2001).
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3. TECNICAS CROMATOGRAFICAS

Cromatografia € um método fisico-quimico de separacdo. Ela esta
fundamentada na migracéo diferencial dos componentes de uma mistura, que ocorre
devido a diferentes interacdes, entre duas fases imisciveis, a fase movel e a fase
estacionaria. A grande variedade de combinacdes entre fases moveis e
estacionarias a torna uma técnica extremamente versatil e de grande aplicacéo
(COLLINS,1993 e LOUGH & WAINER, 1995).

O termo cromatografia foi primeiramente empregado em 1906 pelo botanico
russo Michael Semionovich Tswett ao descrever suas experiéncias na separacao
dos componentes de extratos de folhas. Nesse estudo, a passagem de éter de
petréleo (fase movel) através de uma coluna de vidro preenchida com carbonato de
calcio (fase estacionaria), a qual se adicionou o extrato, levou a separacdo dos
componentes em zonas de cores distintas. A partir desta observacado, criou-se o
conceito cromatografia (grego: chrom= cor e graphie = escrita), podendo levar a
errbnea idéia de que o processo seja dependente da cor, sabendo se hoje que

mesmo substancias incolores podem ser separadas (SHARAPIN, 2000)

Apesar desses estudos anteriores, a cromatografia foi mais bem estudada e
aperfeicoada apenas apdés a década de 30 e em conjunto com 0S avangos
tecnolégicos, levaram-na a um elevado grau de sofisticacdo, o qual resultou no seu
grande potencial de aplicacdo em muitas areas. A cromatografia pode ser utilizada
para a identificagdo de compostos, por comparagcdo com padroes previamente
existentes, para a purificacdo de compostos, separando-se as substancias
indesejaveis e para a separacdo dos componentes de uma mistura (COLLINS, 1993
e LOUGH & WAINER, 1995).

As diferentes formas de cromatografia podem ser classificadas considerando-
se diversos critérios, como: forma fisica do sistema cromatografico (coluna ou planar
em papel ou camada delgada), fase modvel empregada (gasosa, liquida e

supercritica), fase estacionaria (solidas, liquidas e quimicamente ligadas) e modo de
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separacao (adsorcao, particao, troca idnica, exclusdo ou misturas desses) (DEGANI,
1998). As técnicas cromatograficas utilizadas no presente trabalho estdo descritas a

sequir.

3.1. CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA (CCD)

A CCD consiste na separacdo dos componentes de uma mistura (solugcao)
por migracdo diferencial sobre uma camada fina de adsorvente inerte (silica,
alumina, etc.), retido sobre uma superficie plana, que pode ser uma placa de vidro
ou aluminio ou material plastico. Sendo a placa colocada verticalmente dentro de
uma camara, contendo o eluente adequado que esta saturada com o vapor proprio
eluente, ficando o local de aplicacdo da amostra acima da superficie do eluente.
Entdo, o eluente vai migrar por capilaridade sobre a placa cromatogréfica,
separando por migracdo diferenciada os diversos componentes da mistura. Apos o
desenvolvimento, o eluente é evaporado e a cromatoplaca, analisada sob luz UV
el/ou visivel, ou ainda aplicando-se reagentes que fornecem reacdes de cor com as
substancias contidas na mistura analisada (ROCHA, 2000; LOPES, 2007).

Dentre as vantagens oferecidas por essa técnica, e que favorecem a sua
utilizacdo, estdo o seu baixo custo, a facil compreensdo de execucdo, a
versatilidade, a rapidez na obtencdo de resultados, a grande repetitividade, a
economia de amostra e solvente e ainda permite a andlise de diversas amostras em

uma mesma cromatoplaca (ROCHA, 2000).

3.2. CROMATOGRAFIA EM COLUNA

Esta técnica é muito utilizada para isolamento de produtos naturais e
purificacdo de produtos de reacdes quimicas. As fases estacionarias mais utilizadas
séo silica e alumina, entretanto estes adsorventes podem servir simplesmente como
suporte para uma fase estacionaria liquida. Esses suportes sdao acondicionados em
tubos cilindricos geralmente de vidro, de diametros variados, 0s quais possuem uma

torneira em sua extremidade inferior (DEGANI, 1998).
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Os adsorventes possuem particulas na faixa de 60-230 mesh, de modo a
possibilitar um fluxo razoavel do solvente através da coluna. A principal etapa ao se
utilizar essa técnica é o empacotamento, o qual, entre outros fatores, definira a
eficiéncia da separacdo. Enquanto a alumina € empacotada em sua forma original, a

silica deve sé-lo na forma de suspenséo (COLLINS, 1993).

A coluna adiciona-se uma pequena quantidade de solvente e deposita-se na
sua extremidade inferior um chumago de algoddo com espessura de
aproximadamente 0,5 cm para impedir a passagem de particulas da fase
estacionaria. A adicdo de silica deve ser feita com a torneira semi-aberta. O
adsorvente € adicionado lentamente a coluna fixada na posi¢cédo vertical. Nunca se
deve permitir que o nivel do solvente desca abaixo do nivel do adsorvente, o que
pode comprometer a eficiéncia da coluna. A eluicdo é promovida pela acdo da
gravidade e as fracfes individuais das amostras coletadas na extremidade inferior
da coluna manualmente ou através de um coletor de fracbes (COLLINS, 2007 e
COLLINS, 1993).

3.3. CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA (CLAE )

A cromatografia liqguida de alta eficiéncia € uma técnica cromatografica
moderna, sendo o primeiro aparelho para tal construido em 1975, possui varias
denominacbes como cromatografia liquida de alta velocidade, alta pressao, alto
desempenho e alta eficiéncia (mais empregado em portugués). E hoje um
importante membro das técnicas de separacado, especialmente pela sua capacidade
de misturas complexas com presenca de compostos similares (ROCHA, 2000 e
LOPES, 2007).

A utilizagdo de suporte com particulas diminuidas, em sua fase estacionaria
faz necesséario o uso de bombas de alta pressdo para a eluicdo da fase mével,
devido a sua baixa permeabilidade. A instrumentacdo basica para esta modalidade
de cromatografia consiste de reservatorio de solvente, bomba, injetor, coluna,

detector e registrador.
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CLAE é uma técnica eficiente, capaz de possibilitar analises em poucos
minutos, com alta resolucéo, eficiéncia, sensibilidade e reprodutibilidade, além de
nao depender de volatilidade ou estabilidade térmica das substancias. Entretanto
tem desvantagens, como o alto custo de instrumentacdo e de operacao, dificil
analise qualitativa, falta de detector sensivel universal e a necessidade de

experiéncia em seu manuseio (COLLINS, 1990).

O detector € o componente mais caro e sofisticado do sistema
cromatografico, ele mede de forma continua propriedades fisicas ou fisico-quimicas,
enviando sinais para o registrador. Ele pode ser universal ou seletivo, segundo sua
capacidade de trabalhar com todos os tipos de amostra ou com uma classe ou tipo
de substancia requerida, respectivamente. Atualmente, a maioria dos detectores nao
apresenta todas as opc¢oes desejadas, requerendo uma melhor instrumentacdo em
relacdo a estes. Contudo raramente o emprego da CLAE é comprometido por causa
do detector (COLLINS, 1990).

A utilizacdo de técnicas hifenadas, ou seja, acoplamento entre duas ou mais
técnicas analiticas, com objetivo de obter uma ferramenta analitica mais rapida e
eficiente, promoveu um grande avanco tecnoldgico para a deteccdo de substancia
por CLAE. Destacando-se os sistemas acoplados com técnicas espectrométricas
como: CLAE-DAD (detector de arranjo diodo) ou LC-DAD e CLAE-MS ou LC-MS
(espectrobmetro de massa), que serdo utilizados no presente trabalho, além de
CLAE-RMN (RODRIGUES, 2006).

3.3.1. CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA ACO PLADA A
DETECTOR DE ARRANJO DE DIIODO (CLAE-DAD)

CLAE-DAD

A cromatografia liquida com o detector de arranjo de diodos (CLAE-DAD ou
LC-DAD) € uma técnica amplamente utilizada na analise de produtos naturais desde
que o analito apresente grupos cromoéforos que propiciem a absorcdo de luz na
regidio de UV-visivel. E uma técnica muito aplicada no controle de qualidade de
produtos de origem vegetal, porém, sua utilizagcdo na identificacdo estrutural de

compostos é limitada, pois o LC-DAD fornece apenas o espectro UV-Vis de cada
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substéancia, o que nao é suficiente para a caracterizacao da estrutura completa, pois
varios compostos de um mesmo grupo quimico apresentam espectros similares,
impossibilitando sua distincdo. As informacdes obtidas com esta técnica séo
complementares a outras técnicas hifenadas em cromatografia liqguida como: LC-MS,
LC-NMR. Um exemplo desta aplicacdo é analise de compostos fendlicos utilizando-
se LC-DAD-MS (HE, 2000).

3.3.2. CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA ACO PLADA A
ESPECTROMETRIA DE MASSA (LC-MS e LC-MS-MS)

Dentre os acoplamentos, o LC-MS é muito mais seletivo e, em certas
circunstancias, mais sensivel que o LC-DAD. Ja a identificacdo de compostos € mais
dificil e nem sempre é viavel, por causa da menor resolu¢cdo cromatografica (em
comparacao com Cromatografia Gasosa) e a possivel coeluicdo de compostos. Uma
dificuldade encontrada para acoplamento da LC com o MS era a manutencédo do
vacuo no detector de massas, 0 que foi resolvido em parte pela introducdo da fase
movel de HPLC na forma de “spray” dentro da fonte de ions do MS, onde apenas
uma pequena fragao do solvente entra no analisador de massas (LEVSEN, 2000).

O principal problema do uso da LC-MS na quimica de produtos naturais € a
lonizagdo de uma grande variedade de compostos existentes no extrato bruto.
Embora existam varios tipos de interfaces disponiveis no mercado, nenhuma delas
permite a deteccdo universal de todos os constituintes da matriz vegetal. Cada
interface tem suas proprias caracteristicas e sua faixa de aplicacdo (WOLFENDER,
1998).

Inicialmente a LC-MS foi desenvolvida para aplicagcdo na confirmacédo da
identidade de compostos, mas sua precisdo € suficientemente alta para permitir a
quantificacdo de analitos por calibracdo interna e externa. O desenvolvimento de
técnicas de ionizacdo a pressao atmosférica, tais como a ionizagdo quimica a
pressdo atmosférica (APCI) e a ionizagao por eletronebulizacéo ou eletrospray (ESI)
tornaram a técnica de LC-MS aplicavel para uma grande variedade de matrizes.
Mais recentemente a disponibilidade do equipamento com fotoionizacdo (APPI)
conferiu universalidade a técnica de LC-MS, permitindo a analise de compostos com

baixa massa molecular até proteinas (PEREIRA, 2005).
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4. JUSTIFICATIVA

Tendo em vista a dificuldade da populacdo, em especial a de baixa
renda, em realizar seus tratamentos medicamentosos devido ao alto custo dos
produtos, coloca-se entéo, a possibilidade de atendé-la com recursos de custo mais
acessiveis, aqui surgem os fitoterapicos como uma alternativa para atender a esta
necessidade. Para isto € necessaria uma investigacdo mais detalhada das plantas
medicinais, analisando sua composi¢do quimica e suas aplicagbes ou efeitos
farmacoldgicos, para entdo validar e padronizar uma metodologia, visando o
desenvolvimento e producado de fitoterapicos com qualidade, eficacia e baixo custo,
garantindo um tratamento seguro e menos oneroso aos servi¢cos publicos de saude

e a toda a populacgéao.

Ao longo dos ultimos anos, as ocorréncias de infec¢cdes fangicas
humanas vém apresentando um expressivo aumento, sendo as dermatomicoses as
principais infeccfes responsaveis por esse aumento. O tratamento de micose nem
sempre é efetivo devido aos farmacos que estdo disponiveis atualmente causarem
resisténcia, recorréncia ou até mesmo toxidade. Por estes motivos, ha uma busca
continua de novos farmacos antifingicos mais potentes e seguros (SIDRIM ET al.,
1999; FENNER et al., 2006). A Arrabidaea chica (Humb. & Bompl.) B. Verlot, devido
sua utilizacdo empirica e estudos realizados com a mesma, tem se mostrado uma
forte candidata a utilizacdo antifiUngica para micoses superficiais (BARBOSA, 2008).
A presenca desta espécie na RENISUS desperta o interesse para seu estudo,
carecendo de verificacdo da atividade antifingica alegada e da padronizacdo da
forma farmacéutica empregada, para garantir a producdo de um fitoterapico com

qualidade, seguranca e eficacia.
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5. OBJETIVOS

5.1. OBJETIVO GERAL

Contribuir para a validacdo da alegacdo de uso e para a padronizacdo da
forma de emprego da Arrabidaea chica (Humb. & Bompl.) Verl enquanto recurso

fitoterapico.

5.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Obtencdo e caracterizacdo fisico-quimica do p6 e da tintura de Arrabidea

chica Verlot;

» Obtencao dos perfis cromatograficos de extratos e fracdes obtidos da espécie
em estudo, utilizando de Cromatografia em Camada Delgada — CCD, para

fins de fracionamento;

» Caracterizacdo da acdo contra fungos dermatdfitos no extrato bruto e nas

fracOes obtidas;
» Caracterizar uma ou mais substancias que apresentem atividade, por

bioautografia, que sirva(m) como marcadora(s) para fins de padronizacdo da

forma de uso.

36



6. MATERIAL E METODOS:
6.1. MATERIAIS:

6.1.1. Matéria Prima Vegetal:

Foram adquiridos 8 kg de Arrabidaea chica (Humb. & Bompl.) B. Verl fresca,
através da associacdo Ver-as-Ervas, Belém, PA. O material foi coletado na regiao
metropolitana de Belém. Uma exsicata da planta foi preparada e caracterizada por
comparacdo com a de numero de registro MG 123919 depositada no herbéario do

Museu Paraense Emilio Goeldi

6.1.2. Solventes e Reagentes:

Acetona; acetato de etila; acetonitrila (ACN); acido acético glacial; acido
cloridrico; acido formico anidro; acido formico 88%; acido sulfurico p.a; acido
trifluoroacético; alcool 70%; anidrido acético; butanol; cloroférmio; éter de petréleo;
éter etilico; formaldeido a 4%; H,0O, 30 volume; metanol; HCI concentrado; tolueno;
hexano, todos grau p.a. lugol; H,O destilada e ultra-pura; Na,CO3 a 25%; NH,OH
6N; o-dinitrobenzeno a 5%; raspas de magnésio; reativo de Bouchardat; reativo de
Dragendorff; reativo de Fehling A e B; reativo de Kedde; reativo de Mayer; reativo de
Pascova; solucéo alcodlica de cloridrato de hidroxilamina; solugéo alcodlica de fecls.
solucéo aquosa de nihidrina; solucéo de FeCls a 1%; solucédo aquosa de vanilina 1%;
solugcdo de nitroprussiato de sodio 5%; sol. metandlica de difenilborato de
aminoetanol 1% (NP)- Fluka; soluc&o. de polietilenoglicol-4000 5% (PEG)- VETEC®

e tricloreto de antimoénio.

6.1.3. Equipamentos:

Estufa BIOMATIC®; balanca GEHAKA BK500; Mufla ENGRO® mod. 355I;
alcodmetro de Gay Lussac; mufla SHIONARA® eletric; cromatégrafo a liquido
LaChrom MERCK-HITACHI D-7000; cromatografo preparativo a liquido GILSON

305; Potenciométro HANNA mod. Ph21.
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6.2. METODOS
6.2.1. Processamento da Amostra

Cerca de 8 kg da planta fresca foram adequadamente processados no
laboratorio de fitoquimica, faculdade de Farméacia - UFPA. Primeiro foram
selecionadas as folhas que se encontravam intactas, sem resquicio de
contaminacao, estas entdo foram lavadas com agua para a retirada das sujidades,
depois mergulhadas em alcool etilico para que seja estabilizado seu metabolismo e
entdo dispostas em bancada sobre papel absorvente até que evaporasse toda a
agua e alcool da lavagem. Apds esta etapa a planta foi seca em estufa de ar
circulante a 40°C com monitoramento diario de uma aliqguota da amostra, até peso
constante. A secagem total do material vegetal ocorreu em oito dias, o qual em
seguida foi triturado em moinho de facas, obtendo se entdo um p6 que foi avaliado

guanto a granulometria.

6.2.3. Determinacdo da Granulometria do P6

A determinacdo da distribuicdo granulométrica foi realizada de acordo com o
gue preconiza a Farmacopéia Brasileira IV Ed (2010), onde 3g do p6 séo colocados
em uma sequéncia de tamises, em ordem decrescente de tamanho da malha,
respectivamente, 10 (2 mm), 24(840 pm), 42(355 pm), 60(250 ym), 80(180 uym), 115
mesh (149 um), além do frasco coletor. O tamisador foi acionado automaticamente
por 20 minutos e a percentagem de po retido em cada tamis classificou o pé quanto

a sua granulometria. O teste foi realizado em triplicata.

6.2.4. Determinacao de Cinzas Totais

A quantificacdo do residuo ndo volatili do p6 Arrabidaea chica (Humb. &
Bompl.) B. Verlot foi realizada pela determinacao do teor de cinzas totais, de acordo
com 0 que preconiza a Farmacopéia Brasileira V ed. (2010). Para o teste, 3
cadinhos sao calcinados em mufla, resfriados, pesados e a eles é adicionado cerca
de 1g do p6 de Arrabidaea chica. Em seguida as amostras sao incineradas, em
mufla, a 450°C, por 2 horas. Apds esse periodo os recipientes sdo levados a um
dessecador para esfriar sob pressdo reduzida e, em seguida, pesados. Repete-se a

operac&o até peso constante.
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6.2.5. Determinagéo de Perda por Dessecacédo

A determinacéo do teor de agua presente no po foi realizada de acordo com o
gue preconiza a Farmacopéia Brasileira V ed. (2010). Realizou-se o método
gravimétrico onde em pesa-filtros previamente tarados sdo adicionados cerca de
2,59 do p6 de Arrabidaea chica (Humb. & Bompl.) B. Verlot. Em seguida, 0os pesa—
filtros sdo levados para a estufa a 105°C, onde permanecerdo por 5 horas e, apés
esse periodo, os pesa-filtros sao resfriados e pesados, repetindo-se o0 processo até
a obtencao de peso constante.

Os resultados das trés determinacdes foram avaliados em termos de

porcentagem ponderal sobre a quantidade das amostras, utilizando a seguinte

equagao:

% da perda = Pu — Ps equacao (1)
Pa

Legenda:

Pa = peso da amostra (g)
Pu = peso do pesa-filtro contendo a amostra antes da dessecacao(g)

Ps = peso do pesa-filtro contendo a amostra apés a dessecacédo(g)

6.2.6.0btencéo da Tintura de Arrabidaea chica (Humb. & Bompl.) B. Verlot:

O método escolhido para a obtencdo da tintura foi a maceracdo, segundo
descrito na Farmacopéia Brasileira IV edicdo e o liquido extrator escolhido foi o
alcool etilico a 70%. Foi utilizado 1kg da droga (pd) extraido por maceracdo na
proporcao de 1:10 (p/v), utilizando se, portanto 10L do liquido extrator. A mistura
permaneceu em maceracao sob agitacdo diaria com bastdo de vidro, por oito dias.

Apés este a mistura foi filtrada obtendo-se a tintura de Arrabidaea chica.

6.2.7. Determinagdo do pH da Tintura

O pH da tintura foi aferido em potenciémetro de bancada apos calibracdo com
solucbes tampdes de pH 4 e 7 (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 1988).
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6.2.8. Concentracdo e Secagem da Tintura

Para a concentragao da tintura foi utilizado um evaporador rotativo a baixa
pressao, até a total evaporagdo do alcool. Para a retirada da agua restante, uma
parte foi concentrada com a adicdo de butanol, e a outra parte levada para
liofilizacdo. O residuo do baldo e o produto da liofilizacdo, foram denominados de
extrato etanolico bruto (EEB) e extrato etandlico bruto liofilizado respectivamente
(EEB.) de Arrabidaea chica (Humb. & Bompl.) B. Verl.

6.2.8. Obtencéo do Extrato Aquoso

Para a obtengcdo do extrato aquoso foi escolhido o método de decocgéo,
devido o uso popular preconizar essa forma. A extragdo foi realizada segundo a
Farmacopéia Brasileira | ed. (1929). Em um becker de vidro foram colocados 50g do
po da A. chica e 4gua destilada g.s.p 1L (litro) em seguida levando-se a mistura a
fervura em placa aquecedora por 15 min., apos o que a mistura foi filtrada a baixa
pressdo e depois congelada e liofilizada. O produto obtido apds a liofilizagédo foi
denominado de extrato aquoso bruto (EAB) de Arrabidaea chica (H.B.K) Verlot.

6.2.9. Abordagem Fitoquimica:

Nesta etapa foram identificados metabdlitos secundarios presentes no extrato
e nas fragdes de A. chica (Humb. & Bompl.) B. Verlot, por meio de testes quimicos
baseados em reacgfes caracteristicas (BARBOSA, 2001) para saponinas, agucares
redutores, polissacarideos, proteinas e aminoacidos, fendis e taninos, flavonoides,
alcaldides, (glicosideos cardiacos, catequinas, derivados benzoquinonas,
naftoquinonas, fenantraquinonas, sesquiterpenolactonas e outras lactonas,

esteroides, triterpenoides e azulenos.

6.2.10. Fracionamento do extrato seco:

O fracionamento foi realizado por particao liquido-liquido onde, em um funil de

decantacédo, o EEB, (43g) foi suspenso em MeOH:H,0 (8:2) e submetido a particdo
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com solventes de polaridade crescente; hexano, cloroférmio e acetato de etila,
respectivamente. Os solventes foram adicionados ao extrato em aliquotas de
200mL, cerca de 4 aliquotas para cada solvente . ApGs a evaporagdo dos solventes
de cada fracdo obtiveram-se fragcbes denominadas hexanica (FH), cloroférmica (FC),
acetato de etila (FAE), metanolica (FM) e residual (FR).

6.2.13. Andlises Cromatograficas

6.2.13.1. Cromatografia em Camada Delgada (CCD).

Os extratos e as fracdes foram analisados por CCD sobre cromatoplacas
padronizadas (Merck®) com dimensbes de 10 cm x 10 cm, tendo como fase
estacionaria gel de silica de fase normal, ativadas a 105°C por 30 minutos ou silica
de fase reversa (RP). As amostras foram preparadas na concentracdo de 5 mg/mL
para as fracbes e 10mg/mL para extrato bruto, dissolvido em MeOH/H,O (9:1) e as
fragcbes em seus respectivos solventes. Estes foram aplicados sobre as placas com

auxilio de um capilar, e em seguida eluidos com diversas combinacdes de solventes.

Foram utilizados acetato de etila/acido formico/acido acético glacial/H,O
(100:11:11:26), butanol; ac. acético/H,O (4:1:5) (WAGNER, 2001), hexano/acetona
(75:25); hexano/acetato de etila (90:10); cloroférmio/acetona (97:3) entre outros.

6.2.13.2. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia  (CLAE)

Para esta analise, o EEB foi preparado na concentracdo de 10 mg/mL e as
fracbes na concentracdo de 5 mg/mL, dissolvidos em metanol grau HPLC e
posteriormente filtradas em filtro Millipore® 0,45 pm. Aliquotas de 20 uL do EEB e
das fracdes foram injetadas no cromatdgrafo, em andlises distintas, a fim de definir
os perfis da composicao de cada amostra. Foi usada uma coluna LiChrospher® 100
HPLC Cartridge 250-3 com gel de silica RP-18, como eluente H,O (a pH 3 por
adicdo de TFA)/ACN a 82:18 em t=0 min); 55:45 (em t=20 min); 0:100 (em t=50 min)
e 82:18 (em t=60 min); a uma temperatura de forno de 26° ( £ 1°C) e com detecc¢ao
a 254nm, 330nm; 400nm e 450nm, com monitoramento em 254nm.
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6.2.13.3.Anélise por LC-MS

Para injecao foi utilizada a amostra de EEB dissolvido em MeOH grau
HPLC (J. T. BAKER.) na concentracdo de 5mg/mL A analise foi foram realizadas em
aparelno Shimadzu HPLC LC-20A com detector de arranjo de diodos (CBM20A;
Shimadzu), controlado pelo software CLASS-VP 6.14. Coluna ODS (C18)
SHIMADZU - 4,6x250mm e fluxo de 1ml/min. Acoplado a um espectrémetro
ultrOTOFq ESI-TOF Mass Spectrometer Burker daltonics, para calibragéo interna
uma solugéo de NA-TFA a 10mg/mI(TOF), modo de deteccéo positivo. Foi utilizado o
gas Nitrogénio, a temperatura foi de 180°C, fluxo de 7 L/min e pressao 3 Bar. Os
comprimentos de ondas foram de 250, 270, 330, 400 e 450.

A fase movel constituiu de A: Solucdo aquosa de Acido Acético 2% e B:
MeCN, 88%-MeOH, 10%- Acido Acético 2%. Com perfil de eluicdo A:B - 82:18 em t:
Omin; 70:30 em t:20min; 55:45 em t:40min e 0:100 em 60min.

6.2.13.4. Cromatografia Liquida A Vacuo (CLV)

Para a CLV foi escolhida a fracdo acetato de étila (FAE), pois foi a fracdo que
apresentou melhor perfil na CCD. Cerca de 3,217g da fracdo adsorvido em silica gel
60 e submetida a cromatografia liquida a vacuo em coluna preenchida com silica gel
60 para cromatografia em coluna (230-400mesh) com gradiente de polaridade
crescente utilizando os solventes hexano/acetato de étila/ metanol (Hex:
AcOEt:MeOH) nas seguintes propor¢des: 80:20:00; 75:35:00; 70:30:00; 55:35:10;
60:40:00; 55:45:00; 50:50:00; 50:45:5; 50:40:10; 50:25:25; 50:15:35; 50:5:45;
50:00:50; 40:00:60 e 00:20:80. As fracdes foram recolhidas em tubos de ensaios e
as proporcoes de eluentes foram modificadas a cada observacdo de Constancia na
cor das fracdes. Conforme tabela 1:
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Tabela 1: CLV da frac@o Acetato de étila de A.chica usando Hexano(Hex)/Acetato de Etila (AcOEt) e

Metanol(MeOH)

Hex: AcOEt:MeOH Volume(mL) Fracdes coletadas
80:20:0 300ml 1-14
75:35:0 800ml 15-61
70:30:0 500ml 62-73
55:35:10 200ml 74-84
60:40:00 800ml 85-109
55:45:00 200ml 110-124
50:50:0 100ml 125-137
50:45:5 800ml 138-169
50:40:10 200ml 170-189
50:25:25 200ml 181-191
50:15:35 1100ml 192-270
50:5:45 200ml 271-281
50:0:50 200ml 282-286
40:0:60 400ml 287-317
0:20:80 400ml 318-332

Legenda: Hex: hexano; AcOEt: acetato de etila; MeOH: metanol

As Fracbes foram andlidas por CCD utilizando com o eluente hexano:
acetona: metanol (67,5:27,5:5) e observadas no UV e/ou reveladas com Anisaldeido.
As fragcbes que apresentaram perfis semelhantes foram reunidas, concentradas e

pesadas. Em seguida foram analisadas por HPLC-DAD.



6.2.14. Avaliacdo microbiolégica:

6.3.14.1. Meios de cultura

O meio Agar Mueller - Hinton (HIMEDIA M173) foi preparado conforme as
instruc6es do fabricante. Em cada 38g do meio adicionou-se 1L de agua destilada,
sendo em seguida agitado vigorosamente até a completa dissolu¢éo, entdo vedado
o erlenmeyer e levado para autoclave por 15min. Apés a esterilizagéo resfriou-se o
meio que foi distribuido morno em placas de Petri descartaveis, na quantidade de
20mL por placa. Estas foram entdo armazenadas em geladeira até o0 momento do

uso.

6.3.14.2. Microorganismos

Os microorganismos utilizados para as avaliagées antimicrobianas foram das
seguintes cepas da American Type Culture Collection (ATCC) do estoque do
Laboratério de Microbiologia do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade
Federal do Para.

Bactérias Gram-Positivas:  Staphylococcus aureus (ATCC 6538),
Streptococcus mitis (ATCC 903), Streptococcus sanguis (ATCC 10557),
Streptococcus mutans (ATCC 25175), Enterococcus faecalis (ATCC 29212),
Enterococcus hirae (ATCC 10541) e Bacillus subtilis (ATCC 6633).

Bactérias Gram-negativas: Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027) e
Escherichia coli (ATCC 25922)

Fungos leveduriformes: Candida albicans (ATCC 40175), Candida krusei
(ATCC 40147) e Candida parapsilosis (ATCC 40038),

6.3.14.3: Preparacao dos extratos e fracdes para os testes mi  crobiologicos

Os extratos e as fracOes para a avaliacdo antimicrobiana foram dissolvidos
em DMSO/H,0 (8:2), nas concentracfes de 500; 250; 125; 62,5 e 31,25mg/mL. Em
discos de papel filtro, Qualy 12,58 com poros de 14um (J.Prolab®), foram aplicados
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10uL de cada amostra para posterior aplicagcdo na placa com o meio adequado e,

semeada com 0 microorganismo.

6.3.14.4. Controles

Como controle negativo utilizou-se DMSO: H,O (8:2) e como controle positivo
o Cloranfenicol (E.coli; P. aeruginosas e S. aureus) e Miconazol (C. albicans; A.
Niger). Para a avaliacdo microbioldgica 10uL dos controles foram aplicados em

discos de papel filtro.

6.3.14.5. Ensaios antimicrobianos in vitro

Os testes de suscetibilidade antimicrobiana foram realizados pelo método de
difusdo em agar em disco (BAUER et al 1966; CLSI, 2002; KARTAL et al 2003) com
0 seguinte procedimento: foram preparados inéculos do microrganismo a testar,
tomando-se 4 coldnias do isolado, mantidos em meio agar Muller-Hinton, Agar
Sabouraud ou Agar Mueller-Hinton e diluidas em solucéo salina a 0,85 % até atingir
a turbidez correspondente a 0,5 na escala de Mac-Farland (CLSI, 2003).

As placas contendo o meio Agar Mueller-Hinton foram semeadas com o suab
estéril embebido com a suspensdo de microorganismos. Em seguida foram
aplicados os discos contendo os extratos e fragbes em suas concentracoes

previamente preparadas.

Cada placa semeada recebeu, entdo, um disco contendo o controle negativo,
DMSO/H20 8:2, o controle positivo cloranfenicol e cinco concentragdes diferente,
dos extratos aquoso ou etandlico (500, 225, 62,5 e 31,25mg/mL), para todos os
microorganismos. As fracbes foram testadas para os fungos, Trichophyton rubrum;
Malassezia sp; Pseudomonas aeruginosa; Escherichia coli; Staphylococcus aureu;
Streptococcus mitis; Streptococcus mutans; Streptococcus sanguis; Enterococcus
faecalis; Enterococcus hirae; Bacillus subtilis; Candida albicans; Candida krusei;
Candida parapsilosis. A semeadura dos fungos foi semelhante a dos
microorganismos anteriores, porém em cada placa foi adicionado controle negativo
(DMSO/H,0 8:2), controle positivo (cloranfenicol) e todas as fragbes (FH; FAE; FC e
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FM) na mesma placa na uUnica concentracdo de 500mg/mL. Todos os testes foram

realizados em triplicata.
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7. RESULTADOS E DISCUSSAO

7.1. Processamento da Amostra

Oito quilogramas de folhas frescas de A. chica, ap6s lavagem, secagem e
trituracao resultaram em 1.250g de po, representando um rendimento de 15,63% do

p6 em relacdo a planta fresca.

7.2. Determinacgéo da Distribuicdo Granulométrica do Po:

De acordo com o que preconiza a Farmacopéia Brasileira IV ed.(1988), o p6
da A. chica foi classificado como pé grosso, pois com o calculo do percentual médio
retido em cada tamis apos as trés determinacdes, observa-se que o pd passou em
sua totalidade pelo tamis de abertura nominal de 1,70nm (10 mesh), e ficou retido
menos de 40% no tamis de 355nm (42 mesh), conforme ilustrado no grafico abaixo

(Figura 3).
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Figura 3: Determinacao da distribuicdo granulométrica do p6 de A. chica

A pulverizacdo da matéria prima € uma importante etapa na producdo de
medicamentos fitoterdpicos, uma vez que o produto pulverizado representa na
maioria das vezes o insumo indispensavel para obtencdo de preparagbes

47



intermediarias. A determinacdo granulométrica € um importante parametro para a
caracterizacdo e controle de qualidade da droga. O grau de pulverizacdo da droga
determina o rendimento do processo extrativo, quanto aos constituintes quimicos de
interesse na droga (SILVA JUNIOR, 2006).

A determinac&o granulométrica mostra-se ainda como um importante método
para a determinacdo do tamanho de particulas, onde o tamanho médio das
particulas é definido aproximadamente ao tamanho do orificio do tamis em que ficou
retida a maior parte do material (FOUST, 2000 E LACHMAN et al,2001). Influencia
diretamente na eficiéncia da extracdo, haja vista que a estrutura tecidual das
diversas partes de uma planta é heterogénea. Orgdos como as raizes e os caules
possuem tecidos mais densos, enquanto que em folhas e flores os tecidos
apresentam uma densidade menor. Assim, é desejavel que a granulometria seja
homogénea para que a penetragcdo de solventes no material seja facilitada e
consistente(Mello, 2000). Na droga em estudo o tamanho médio das partiuculas foi
definido como sendo 355um, uma vez que a maior parte do po ficou retido no tamis
de 42mesh.

7.4. Determinacao de Perda por Dessecacéao

Os resultados das trés determinacdes foram avaliados em termos de
porcentagem ponderal sobre a quantidade da amostra utilizada, de acordo com a
equacdo 1. Obtendo-se a média das trés determinacgdes o teor de agua no pé da A.
chica no valor de 11% (Tabela 2), que esta de acordo com a especificacdo da

Farmacopéia Brasileira IV ed. (1988), onde este resultado pode variar de 8 a 14%.

Esta determinacdo é importante para a conservacdo da droga e
consequentemente para o seu controle microbioldgico, pois, um excesso de agua na
droga vegetal favorece o crescimento de agentes deletério tais como: enzimas,
fungos e bactérias, podendo também levar a hidrolise de seus constituintes
(OLIVEIRA, 1991 e SHARAPIN, 2000).

Tabela 2: Resultado da perda por dessecacao e teor de cinzas totais

Teste N Determinagdes (%)

Perda por dessecacéao 3 11%
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Teor de cinzas totais 3 7,63%

7.5. Obtencéo da Tintura de Arrabidaea chica (Humb. & Bompl.) Verl

Apés a maceracdo de 1kg da droga por oito dias em 10L de alcool 70% , a
mistura foi filtrada resultando em 8L de tintura de Arrabidaea chica (Humb. & Bompl.)
Verl.

7.4. Determinagéo de Cinzas Totais

A determinacdo de cinzas totais destina-se a estabelecer a quantidade de
substancias residuais ndo volateis no processo de incineracdo especificado. As
cinzas totais incluem as derivadas de tecido vegetal (cinzas fisiologicas) e de
material estranho especialmente areia e terra aderente a superficie da droga (cinzas
nao fisiologicas). O valor obtido a partir da média das trés determinacdes do po de
A. chica foi de 7,63% (Tabela 3). Ndo ha monografia da planta para a preconizagéo

de valor aceitavel.

7.6. Obtencéo do Extrato Etandlico Seco - EEB:

Partindo-se de 8L da tintura para a concentragdo em evaporador rotativo a
baixa pressao, seguido de liofilizacdo, foram obtidos 177, 871g de extrato bruto. Um
rendimento de 17,79% em relacdo droga vegetal seca (po) e 2,22% em relacédo a
planta fresca.

7.7. Obtenc&o do Extrato Aquoso Bruto - EAB:

ApOs a concentracao e liofilizacdo de 800 mL do decocto obteve-se 10,9309g

de EAB. Um rendimento de 21,86% em relacdo a droga (p9).
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7.8. Abordagem Fitoquimica de EEB; EAB e fracdes:

Na abordagem fitoquimica do EEB e EAB revelou-se a presenca semelhante
de metabolitos secundarios com destaque para a presenca proteinas e aminoacidos
no decocto, pois estes ndo haviam sido encontrados no extrato etandlico bruto,

conforme tabela 3.

Tabela 3: Resultado da abordagem Fitoquimica.

TESTES EEB EAB
Saponina Espumidica Positivo Positivo

Acidos Organicos Positivo Positivo
Agucares Redutores Positivo Positivo
Polissacarideos Negativo Negativo
Proteinas e aminoéacidos Negativo Positivo

Fendis e Taninos Positivo Positivo-fendis e taninos

catéquicos

Flavonoides Positivo Positivo

Glicosideos Cardiacos

Catequinas Negativo Negativo
Derivados Benzoquinonas; Positivo Positivo
Naftoquinonas e

Fenantroquinonas

Serquirterpenolactonas e outras | Negativo -

lactonas

Esteroides e Triterpenoides Positivo -
Azulenos - -
Carotenoides Negativo Negativo
Alcaloides Positivo Positivo
Purinas positivo

Depsideos e depisidonas Positivo -
Derivados da cumarina Positivo Positivo
Antraquinonas Negativo Negativo

Nas fracbes foram realizados testes para flavondides e quinonas, e 0s
resultados quantificados, de acordo com a intensidade da coloracdo obtida no teste,

conforme tabela abaixo (tabela 2):
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A fracdo cloroférmica (FC) mostra uma maior concentracdo de quinonas
assim como a fracdo metandlica uma maior concentracdo de flavonoides.
Demonstrando, uma possivel, presenca em maior quantidade de flavonoides
glicosilados, por estes terem uma maior afinidade por solventes mais polares como
MeOH (BRUENETON, 2001).

Tabela 3: Abordagem fitoquimica das fragdes para flavonoides e quinonas

Flavonoides | Quinonas
FH - +
FC + ++
FAE + +
FM ++ ++
FR + -

7.9. Fracionamento do Extrato Etandlico Bruto

A partir de 43,010g de EEB, obtivemos um rendimento de 7,914g para FH;
5,909 para FC; 3,607 para FAE; 12,005 para FM e 11, 345 de FR.

7.10. Determinacao do Perfil Cromatografico
7.10.1. Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

O eluente que apresentou melhor resolucdo de Rf em placa de CCD foi o
hexano/acetona/MeOH (67,5:27,5:5), revelado com o reativo NP/PEG, que na
presenca de quinonas reage formando zonas de coloragdo amarelo florescente

intensa no UV-365nm. Essa caracteristica foi observada na cromatoplaca em uma
banda com Rf de 0,17 em FH e FAE.
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Figura 4: Perfil de CCD FH, FC e FAE de A. chica.
Eluente: hexano\acetona\MeOH (67,5:27,5:5)
O presente resultado direciona para o fracionamento, onde a FAE, por ter
apresentado maior intensidade na fluorescéncia na banda melhor definida e com Rf-
0,17, sera fracionada afim para fins de identificacdo dos compostos presente nessa

fracao.

7.10.2. Cromatografia Liquida de Alta Pressdo - CLA E

O melhor perfil de CLAE foi obtido a partir da programacao em que se utilizou
coluna Lichrospher 100 RP18 e como fase movel (A) ACN (A) e H,O.pH3(TFA)(B). A
eluicdo foi realizada em gradiente, durante 60min: onde A:B em t=0min é 82:12;
t=20min, 55:45; t=50min, 0:100 e t=60min 82:18, a uma temperatura de 26°C (+1°)
com deteccdo nos comprimentos de onda 254, 330, 400, 450nm e monitoramento
em 254nnm. Os cromatogramas registrados em 330 e 400nm fornecem picos com
caracteristicas das duas principais classes de metabolitos secundarios que sé&o

quinonas e flavonoides.

No cromatograma de 330nm, no intervalo de tempo de 4 a 24minutos foi
possivel observar o aparecimento de picos significativos, caracteristicos de

flavonoides (Figura 7), com destaque para os picos localizados nos tempos de
52



retencdo (Rt) de 8,67min, com pureza de 0,9914 e maximos de absorbancia em
275nm e outro em 324nm (Figura 6), o de 11,49min, com maximos em 268nm e
333nm (Figura 6a) e o de 15,07min, com maximos em 266nm e 331nm (Figura 6b).
Segundo Harborne (1998), essas combinacdes de maximos de absorvancia sao
caracteristicos da classe dos flavonadis, que se caracterizam pela presenca de uma

hidroxila na posicdo C3.
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Figura 5: Cromatograma obtido por CLAE-DAD do EEB de A. chica no comprimento de onda de
330nm. Com destaque para o0s picos registrado entre os tempos de 4 a 24min, especialmente o com
tempo de retencéo de 8,67min. Com observacdo de picos de pouca intensidade no tempo de 37 a
54min.
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Figura 6: Espectro do pico registrado, por CLAE-DAD de A. chica a 330nm, com Rt de 8,67min e
pureza de 0,9914., observa-se dois maximos de absor¢do um em 275,7 nm e outro em
324,7nm.
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Figura 6a: Espectro do pico registrado, por CLAE-DAD deo EEB de A. chica a 330nm, com Rt de
11,49 min observa-se dois maximos de absor¢cdo um em 268 nm e outro em 324.
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Figura 6b: Espectro do pico registrado, por CLAE-DAD do EEB de A. chica a 330nm, com Rt de 15,07
min , observa-se dois maximos de absorcdo um em 266 nm e outro em 331nm.

No cromatograma registrado em 400nm, no intervalo de tempo de 37 a 54min,
observa-se a presenca de picos referentes a espectros caracteristicos de quinonas,
sendo que 0s mesmos ja tinham sido observados em 330nm, porém apresentavam-
se menos intensos neste comprimento de onda (Figura 9). Em destaque tem-se o
pico apresentado no tempo de retencao (Rt) de 50,64min, que corresponde a um
espectro com 4 maximos de absorbéancia: 222; 278; 324 e 404nm, com pureza de
0,9989 (Figura 10). Harborne (1998) diz que as naftoquinonas tém de trés a quatro
maximos de absorbéncia em seu espectro, sendo um ou dois abaixo de 300nm,

outro entre 320 e 340nm e outra acima de 400nm. Os maximos do espectro do pico
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mencionado estdo de acordo com esta citacao e nos leva a mencionar uma possivel
presenca de naftoquinonas neste extrato.

Em estudos anteriores realizados com o0 mesmo equipamento a quinona
isoleuterina foi caracterizada através do espectro no ultavioleta, que mostra quatro
maximos de absorbéancia (MALHEIROS, 2008), o mesmo padrdo se observa no
espectro da substancia discutida nesse relatério. A comparacdo entre os dois
espectros mostra que as bandas com maximo de absor¢cdo em torno de 400nm,
relativa a transicdo das carbonilas quinonicas, estdo presente em ambos 0sS
espectros. Tal fato permite inferir que existe um cromaéforo quindnico em ambas as
estruturas, reforcando a observacdo de A. chica apresentar ao menos uma quinona
na amostra analisada, uma vez que € frequente em outros trabalhos com
Bignoniacea o isolamento de quinonas na familia (STEIRNET, 1995; JACOME,
2001e OLIVEIRA, 1990).
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Figura 7: Cromatograma obtido por CLAE-DAD do EEB de A. chica, registrado no comprimento de
onda de 400nm. Com destaque para os picos no tempo de 37 a 54min, especialmente o

pico do tempo de retencao de 50,64 min, indicado pela seta.
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Figura 8: Esspectro do pico observado por CLAE-DAD DO EEB de A. chica em 400nm com (Rt) de
50,64 min e pureza de 0, 9989. Com quatro maximos de absorcao: 222; 278; 324 e 404.

7.10.3. LC-MS

Na andlise por LC-DAD-MS observou-se baixa absorbéancia nos
espectros de absorcao na regidao do Ultra Violeta, indicando a auséncia de grupos
cromoforos. Além disso, 0s espectros de massas mostram que estes compostos

majoritarios da fracdo possuem baixa massa molecular (conforme anexo A 1; 2 e 3).
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7.10.4. CROMATOGRAFIA LIQUIDA A VACUO:

Para a CLV foi escolhida a fracao acetato de étila (FAE), pois foi a fracdo que
apresentou melhor perfil na CCD. Cerca de 3,217g da fracdo foram aplicados na
coluna, preenchida com gel de silica 60 (230-400mesh) para cromatografia em
coluna. Como eluente foram utilizados Hexano:Acetato de étila: metanol nas
seguintes proporc¢des: 80:20:0; 70:30:0; 60:40:0; 60:30:10; 60:20:20; 60:10:30 e
60:0:40. As fracdes foram recolhidas em tubos de ensaios e as proporcdes de

eluentes foram modificadas a cada observacéo de Constancia na cor das fragdes.

No total foram recolhidas 332 fracGes ao final da CLV, estas foram analisadas
por CCD, utlizando como eluente hexano: acetona: MeOH (67,5:27,5:5) e
observadas em UV 254 e 365nm e reveladas com anisaldeido. As fragbes com
perfis semelhantes foram reunidas somando ao final 14 fragées, numeradas de 1-14.
Os rendimentos de cada fragdo foram: F1-0,050g; F2-0,0154; F3-0,0153; F4-0,0188;
F5-0,1625; F6-0,0499; F7-0,075; F8-0,1252; F9-0,2509; F10-0,723; F11-0,6218;
F12-0,3761; F13-0,474 e F14-0,3218.

Estas fracOes foram analisadas por CLAE-DAD. Para esta analise, as fracdes
foram dissolvidas em metanol grau HPLC na concentracdo de 10 mg/mL e
posteriormente filtradas em filtro Millipore 0,45 pm. Aliquotas de 20 pL foram
injetadas no cromatografo, em analises distintas, a fim de definir os perfis da
composicao de cada fracdo. Foi usada uma coluna LiChrospher® 100 HPLC 125-4
RP-18 a 26°C e como eluentes A: Solucdo aquosa de acido acético 2% e B:
acetonitrila/metanol/acido acético (88:10:2) em gradiente linear de 18 a 100% de A
em 30 minutos, com fluxo de 1 mL/min, e detec¢cdo nos seguintes comprimentos de
onda: 280, 330, 400 e 450.

No cromatograma da fracdo 8 (figura 11) observa-se o pico de 12,35 min.,
que apresenta espectro no UV com maximos de absor¢do em 266 e 336nm (figura
12) tipicos de flavondides, mais especificamente da classe dos flavonéis (MABRY et
al.,1970).
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ﬂ 12,35min

Figura 11: cromatograma da fracéo 8, onde se observa o pico de 12,35min.

336nm
266

rmal

"1 227 nm

L L L I L L L L L L DA SRR AR
220 230 240 250 260 270 280 200 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390 400 410 420 430 440 450
Wavelength (nm)

Figura 12: Pico de 12,35min da Fr8, com pureza de 0.9977 e maximos em 227, 266 e 336nm.

E ao comparar o espectro relativo ao pico de 10,45 da fracdo 8 com espectro
no UV de padrdes de disponiveis armazenados na biblioteca do aparelho, encontrou
se uma correlagéo significativa com o espectro de apigenina, sugerindo assim que o
nucleo flavonoidico seja derivado da flavona apigenina. A presenca deste flavondide
ja foi relatada em outra espécie da familia Bignonidcea do género Arrabidaea
(BLATT et al, 1998).

Uma solucéo de Padrdo de apigenina (SIGMA-ALDRICH® CAS 520-36-5) na
concentracdo de 0,5mg/mL em MeOH grau HPLC foi injetada nas mesmas

condicbes da fracdo 8, e apos a analise o pico da apigenina foi observado no tempo
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de 12,24 no cromatograma (figura 13), com pureza de 0,9997 e espectro com

maximos em 233; 266 e 333 (figural3.a).

Rt=12,24min.
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Figura 13: Cromatograma HPLC-DAD de apigenina pura a 0,5mg/mL.
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Figural3.a: Espectro da Apigenina pura.

Foi ainda realizada co-injecdo da apigenina com a fracdo 8. Onde 0,05mg da

substancia de referéncia foram adicionado a 1mL da solucdo da Fracdo 8 a

15mg/mL. Observou-se entdo no perfil apresentado na co-injecdo o aumento da

absorcao do pico de 12,35 min, que passou de 0,615AU para 1,585 AU, fato este
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nao observado nos demais picos. Conforme se observa na figura 14, em

comparacao com a figura 11.

Rt=12,35min
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Figura 14: Perfil cromatogréafico LC-DAD da Co-injecéo Frac&o8 + apigenina.

Na quimica flavonoidica da familia Bignoniacea predomina de flavonodides de
esqueleto regular, ndo havendo ocorréncia de tipos mais diferenciados tais como
isoflavondides e neoflavonéides (CIPRIANI, 2006). E relatado também que a familia
apresenta uma preferéncia na producao de flavonas o que segundo BATE-SMITH
(1962) pode ser indicativo de posicionamento mais avancado para o taxon. A
presenca da apigenina confirma essa teoria reforcando a idéia de uma familia mais

desenvolvida dentro de seu reino.
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7.10.5. Avaliacdo Microbiolégica:

A avaliacdo de EEB e EAB por teste de difusdo em disco frente a cepas de
Enterococcus hirae; Bacillus subtilis; Candida albicans; Escherichia coli
Staphylococcus aureus nas concentragdes testadas ndo mostraram qualquer halo
de inibicdo em torno dos discos contendo o extrato da planta em nenhuma de suas
concentracbes. Os microorganismos que mostraram sensibilidade, através da
formacdo do halo de inibicdo foram: Pseudomonas aeruginosa nas concentracdes
de 500 e 250; Streptococcus mitis a 500; Streptococcus mutans 500; Streptococcus
sanguis 500; Enterococcus faecalis 500 e 250; Candida krusei 500 e 250; Candida
parapsilosis 500, 250 e 125. Conforme tabela a seguir:

Tabela 5 — Atividade antimicrobiana in vitro do EEB de Arrabidaea chica pelo método de disco-
difuséo.

Micro-organismo 500 250 125 62,50 31,25 15,625 Cloranfenicol Nistantina DMSO
Bactérias Gram -

negativas

Pseudomonas 12 9 - - - - 20 mm NSA
aeruginosa mm*  mm

Escherichia coli - - - - - - 18 mm NSA
Bactérias Gram -

positivas

Staphylococcus - - - - - - 30 mm NSA
aureus

Streptococcus 11 - - - - - 23 mm NSA
mitis mm

Streptococcus 10 - - - - - 23 mm NSA
mutans mm

Streptococcus 11 - - - - - 23 mm NSA
sanguis mm

Enterococcus 11 9 - - - - 30 mm NSA
faecalis mm mm

Enterococcus hirae - - - - - - 32 mm NSA

Bacillus subtilis

Fungos

leveduriformes

Candida albicans - - - - - - NSA 20 mm

Candida krusei 12 9 - - - - NSA 20 mm
mm mm

Candida 15 12 10 - - - NSA 20 mm

parapsilosis mm mm  mm
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Estudos biol6gicos com espécies desta mesma familia tém revelado atividade
microbiana em alguns géneros inclusive o Arrabidaea (LIMA, 2003). A atividade
biologica apresentada pelo extrato pode sustentar seus usos tradicionais como
antimicrobiana e antifingica. E ainda a presenca da apigenina que possui entre suas
atividades, j& comprovada a atividade antibacteriana vem reforcar esta possivel
atividade do extrato analisado (VERDI, 2005).

Alves (2008) testou a atividade antimicrobiana da A. chica para alguns dos
mesmos microorganismos testados neste trabalho. Ele relata em seu estudo a
atividade antimicrobiana positiva da mesma para o S. aureus nas concentracdes de
500, 250, 125 e 62,5; para a E. coli nas concentragdes de 500 e 250 mg/mL para a
C.albicans somente na concentracdo de 500 mg/mL. Ja Barbosa e Quinard (1998)
ndo observaram atividade antimicrobiana contra estas cepas em extrato etandlico.
Esse fato pode estar associado a sazonalidade da planta, pois esta foi coletada em
diferentes estacdes do ano em cada um dos trabalhos descritos acima. Castro
(2007) apresentou a influencia da sazonalidade na atividade antibacteriana e atribuiu
a alteracdo na concentragdo de compostos bioativos que pode variar em funcéo do

periodo de coleta e da sazonalidade local.
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8. CONCLUSAO

No presente trabalho observou-se que o processamento da droga vegetal foi
satisfatorio, uma vez que os resultados das analises fisico-quimicas estavam dentro
de parametros aceitaveis. O po foi classificado como grosso, com 11% de teor de
agua e 7,63% de cinzas totais. O rendimento da tintura obtida pelo método de
maceracao foi de 17,79% em relacdo a droga vegetal (p6) e 2,22% em relacédo a

planta fresca.

Na abordagem fitoquimica observou-se a presenca de diversos metabdlitos
secundarios entre ele saponinas; acidos organicos; acucares redutores; fenois e
taninos; alcal6ides; derivados da cumarina; derivados de fenan-, benzo- e
naftoquinonas e também flavondides tdo mencionados na literatura como sendo
abundantes nesta familia e na espécie Arrabidaea chica (H&B) Verl.este foi
reforcado no perfil de CCD obtido com o eluente Hexano/Acetona/ MeOH
(67,5:27,5:5) e revelado com NP/PEG, revelou uma banda com Rf=0,17 com

fluorescéncia amarela caracteristico de flavonéides

O indicativo da presenca de um possivel derivado flavonoidico da apigenina e
a atividade microbiolégicas apresentada contra os microorganismos Pseudomonas
aeruginosa; Streptococcus mitis; Streptococcus mutans; Streptococcus sanguis;
Enterococcus faecalis; Candida krusei e Candida parapsilosis, corroboram seu uso
popular e contribuem para a padronizacdo de uma forma de uso e direcionamento

para a producao de fitoterapicos a partir desta planta e seus insumos.
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ANEXO A — Cromatograma por LC-MS de EEB da Arrabidaea chica H.  B.K verlot
no tempo de 0-15min
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ANEXO A2 -Cromatograma por LC-MS de EEB da Arrabidaea chica H. B.K verlot
no tempo de 10 ga 40min
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ANEXO A3 -Cromatograma por LC-MS de EEB da Arrabidaea chicaH .B.K verlot
no tempo de 30-70min
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