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RESUMO

SILVA, |D.R. UTILIZACAO DE TECNICAS HIFENADAS PARA O
DESENVOLVIMENTO DE PROGRAMAQC)ES PARA ANALISE DE ACMELLA
OLERACEA (L.) RK JANSEN. 2016.65f. Dissertacdo (Mestrado) - Programa de Pos
Graduacao em Ciéncias Farmacéuticas. Universidade Federal do Para. 2016.

O emprego de técnicas hifenadas que permitam a separag¢do e o isolamento de
substancias de um extrato vegetal mostra-se necessario tanto para o conhecimento
da composi¢do quimica, de um composto, como também para a determinagédo de
uma substancia, ou grupo de substancias, que sirvam como marcadora de
determinada espécie. A espécie Acmella oleracea (L.) R.K.Jansen, cresce na
Amazobnia Legal, uma regido sociogeografica no norte do Brasil, onde é conhecido
como Jambu, Agrido Bravo ou Agrido do Para. E utilizada na medicina popular na
forma de cha, xaropes e tinturas e indicada para 0 uso como anestésico e
antisséptico. O objetivo deste trabalho foi utilizar a HPLC-UV-ELSD e a UHPLC-
DAD-MS para o desenvolvimento de programacdes que possam identificar
metabdlitos de interesse em Acmella oleracea. O material vegetal foi adquirido no
municipio de Tailandia, estado do Pard, sitio Santa Inés na microrregido de Tomeé-
Acu as margens da rodovia PA150, posicionado a 260 km da capital Belém, nas
coordenadas 02°56°22” de latitude sul e 48°57°03” de longitude oeste, e consistia de
10 macos de Acmella oleracea (jambu) frescos, compostos de folhas, flor, raiz e
caule, apos a higienizacdo o material in natura foi triturado e em seguida macerado
por 7 dias com etanol a 92,8 °GL numa proporcdo de 1:10. Os extratos
hidroetandlicos, de cada parte da planta, foram filtrados e concentrados a baixa
pressao e em seguida liofilizados para posterior analise com técnicas hifenadas. O
espilantol foi registrado nas andlises por UHPLC-DAD-ESI-MS em modo Scan e
Produto de ion, através da deteccdo do ion m/z 222 em todos os 6rgédos analisados.
Uma substancia que apresentou m/z 376.80 para analise com etoh/agua e m/z
388.20 para acn/agua, que apresenta perfil promissor foi encontrada através das
analises por UHPLC-DAD-MS e precisa de experimentos especificos para a
confirmacédo de flavonoides. Durante o desenvolvimento das programacgoes,
observou-se que os melhores perfis cromatograficos de EEAOFOC e EEAOR foram
obtidos quando a fase mdvel era composta por etanol e agua.

Palavras-chave: UHPLC-DAD-MS; Técnicas hifenadas; Jambu; espilantol



ABSTRACT

SILVA, I1.D.R. Use of hyphenated techniques in developing methods for Acmella
oleracea (L.) R.K. JANSEN. Dissertation (Master). Programa de Pds Graduacao
em Ciéncias Farmacéuticas. Universidade Federal do Para. 2016.

The use of hyphenated techniques that allow the separation and isolation of
substances of a herbal extracts is necessary both for the knowledge of the chemical
composition of a compound, as well as for the determination of a substance or a
group that serve as marker of particular species. The species Acmella oleracea (l.) R.
K. Jansen, grows in Legal Amazon, a geographic region in northern Brazil, where is
known as Jambu, Agrido Bravo ou Agrido do Para. It is used in folk medicine in the
form of tea, syrups and tinctures and indicated for use as anesthetic and antiseptic.
The aim of this study was to use the HPLC-UV-ELSD and HPLC-DAD-MS for the
development of methods that can identify metabolites of interest on Acmella
oleracea. The plant material was acquired in Tailandia, State of Para, in the Santa
Inés farm, city of Tomé-Acu, PA150 highway margins, positioned the 260 km from
Belém, at 02° 56 ' 22 " south latitude and 48° 57 ' 03 " west longitude, and consisted
of 10 packs of Acmella oleracea (jambu), composed of leaves, flower, root and stem,
after cleaning the material was grinded and then macerated for 7 days with 92.8° GL
ethanol at a ratio of 1:10. Hydroethanolic extracts, of each part of the plant, were
filtered and concentrated at a low pressure and then lyophilized for further analysis
with hyphenated techniques. The Spilanthol was registered in the analysis by HPLC-
DAD-ESI-MS, Scan mode and Product ion, through the detection of ion m/z 222 in all
analyzed organs. A substance which showed m/z 376.80 for analysis with etoh/water
and m/z 388.20 for acn/water, which has promising profile was found through the
analysis by HPLC-DAD-MS and needs specific experiments for confirmation of
flavonoids. During the development of methods, it was observed that the best
chromatographic profiles of EEAOFOC and EEAOR were obtained when the mobile
phase was composed of ethanol and water

Key words: HPLC-DAD-MS; hyphenated techniques; Jambu; Spilanthol
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1 INTRODUCAO

Um perfil metabdlico pode ser definido como um conjunto de sinais
cromatograficos e/ou espectroscopicos adquiridos a partir de uma amostra complexa
de extratos vegetais, obtidos usando-se métodos analiticos que revelem todas as
caracteristicas quimicas inerentes a determinados padrfes funcionais e estruturais
das classes de produtos naturais analisadas (WOLFENDER, 2009; JIANG, 2010;
CIESLA, 2012)

O mapeamento completo da constituicio metabdlica exige, necessariamente,
0 uso de instrumentos e de técnicas analiticas avancadas e seletivas, de alto
desempenho, que possibilitem com seguranca a identificacdo de diferentes classes
de compostos micromoleculares em um extrato a base de plantas (FUNARI et al
2013; RODRIGUES et al, 2006).

A utilizacdo de perfis cromatograficos para analise de extratos vegetais
possibilita obter representatividade dos multiplos compostos quimicos presentes na
amostra em uma Unica analise estabelecendo semelhancas e diferencas entre
extratos obtidos sob as mesmas condi¢cdes de analise (ALAERTS et al, 2007).

O termo, técnicas hifenadas, refere-se ao acoplamento de duas ou mais
técnicas analiticas, visando obter uma ferramenta analitica mais eficiente e rapida
que as técnicas ndo combinadas. As técnicas analiticas quimicas mais empregadas
na analise de produtos a base de plantas medicinais sdo a cromatografia (CL;
cromatografia a liquido e CG; cromatografia a gas), a espectroscopia no ultravioleta
(UV ou DAD; que utiliza arranjo de diodos), espectrometria de massas (EM) e a
ressonancia magnética nuclear (RMN) (RODRIGUES, 2006).

As técnicas hifenadas ou acopladas, tais como CL-UV e CL-EM,
proporcionam uma analise rapida de produtos naturais em misturas complexas. Um
grande namero de informacdes sobre o contetudo do extrato pode ser obtido gracas
as informagbes obtidas em linha. De acordo com as informagdes estruturais
fornecidas, € possivel identificar uma determinada substancia nova ou se
caracterizar uma substancia ja conhecida. (QUEIROZ, E. F.; HOSTETTMANN K.,
2013)

O emprego de técnicas cromatograficas e analiticas que permitam a

separacdo e o0 isolamento de substancias de um extrato vegetal mostra-se
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necessario tanto para o conhecimento da composi¢cdo quimica, de um composto,
como também para a determinagdo de uma substancia, ou grupo de substancias,
que sirvam como marcadora daquela espécie. (DRASARA & MORAVCOVA, 2004;
FAMEI et al., 2006; LIU et al., 2007)

A espécie Acmella oleracea (L.) R.K.Jansen (var. Spilanthes oleracea; syn.
Spilanthes acmella var. oleracea), cresce na Amazobnia Legal, uma regido
sociogeogréfica no norte do Brasil, onde é conhecido como Jambu, Agrido Bravo ou
Agriao do Para. (NASCIMENTO, 2013)

A composicdo quimica descrita na literatura inclui a alcamida espilantol, éster
de a e B-amyrin, estigmasterol, glicosideos, sitosterol, saponinas, triterpenos,
cumarina (escopoletina) e acido ferdlico (LEMOS 2012; PRACHAYASITTIKUL,
2009).

O uso tradicional do jambu na gastronomia cultural paraense destina-se para
0 pato-no-tucupi e tacacad (HOMMA, 2011). A planta é utilizada na medicina popular
na forma de ch@, xaropes e tinturas (OLIVEIRA et al, 2004) e é indicada para 0 uso
como anestésico e antisséptico (DIAS et al, 2011). Ratnasooriya et al. (2004) em
experimento com o Jambu, concluiram que a mesma possui atividade diurética. A
atividade microbiologica da fragdo cloroférmica contra cepas de Salmonella tiphy foi
comprovada em 2015 por Alcantara et al. Segundo Borges (2012), os efeitos
farmacoldgicos devem-se as suas substancias quimicas, dentre elas a alcamida
espilantol.

Os extratos de Acmella (Spilanthes) também sao efetivos contra parasitas da
malaria, especificamente formas espiroquetas, tanto como profilatico quanto no
tratamento do paroxismo malarico (B&T WORD SEEDS, 2010). Na regido
amazoénica tem sido usado, por leigos, para tuberculose (STOREY; SALEM, 1997).

Essa planta, por apresentar essas propriedades previamente conhecidas,
vem despertando o interesse de empresas farmacéuticas, cosméticas e de
alimentos, que vem utilizando esta espécie como matéria prima para seus produtos
(SILVA BORGES et al, 2014).

O desafio atual € utilizar técnicas hifenadas para o desenvolvimento de

programacdes que possam identificar metabalitos de interesse em Acmella oleracea.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Género Acmella

O género Acmella €& pantropical, com espécies ocorrentes em diversos
continentes, como na América do Norte, América Central e do Sul; Africa
(Madagascar); na Asia; e Oceania (Silva e Santos, 2011). Moore (1906) considerou
este género como uma sec¢ao de Spilanthes Jacq. que compreendia 26 espécies.

As espécies de Acmella sdo geralmente caracterizadas como ervas, eretas ou
decumbentes (JANSEN, 1985), caracteristicas pertencentes a familia Asteraceae,
gue possuem habitos variados, dentre eles: ervas, subarbustos, trepadeiras ou,
excepcionalmente, arvores (LORENZI & MATOS, 2002).

@
Iﬁ'. I'I'./’V/M—-_ "
& % ';),
NG \ /
N W f
S /_;’
.‘"'{'};."
L o
() T
\\ /.‘B
' ] /"*"(‘
K 5 ; B 4 : =
c 47 3 i 3
W y {
e 1

Figura 1 - Acmella uliginosa (Sw.) Cass (Representante do género Acmella)
Fonte: SILVA & SANTOS, 2010

Ao realizar a revisdo do género Acmella, baseado em analise filogenética dos
caracteres morfolégicos e citologicos, Jansen (1985) o considerou como
independente, efetuando novas combinac¢des da maioria das espécies de Spilanthes
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a Acmella. Dessa forma, Spilanthes passou a ser composto por seis espécies, ao
passo que Acmella, antes discutido como uma secédo de Spilanthes é atualmente
reconhecido como independente e circunscreve 30 espécies.

Para o Brasil, 0 mesmo autor assinalou a ocorréncia de 10 espécies: Acmella
bellidioides (Smith in Rees) R.K. Jansen, A. brachyglossa Cass., A. ciliata (Kunth)
Cass., A. decumbens var. decumbens R.K. Jansen, A. leptophylla (DC.) R.K.
Jansen, A. oleracea (L.) R.K. Jansen, A. psilocarpa R.K. Jansen, A. pusilla (Hooker &
Arnott) R.K. Jansen, A. serratifolia R.K. Jansen e A. uliginosa (Sw.) Cass.

Na Amazonia brasileira, até a descoberta de Acmella marajoensis por Silva e
Santos (2011), cinco espécies do género Acmella haviam sido citadas, A.
brachyglossa Cass., A. ciliata (Kunth) Cass., A. oppositifolia R.K. Jansen A.
uliginosa (Sw.) Cass e A. oleracea (L.) R.K. Jansen. (SILVA 2008; MONDIN et al.
2010)

2.2 A espécie Acmella oleracea

A espécie A. oleracea tem varios sinbnimos. Em uma revisdo dos géneros
Spilanthes e Acmella por Jansen (1985), as espécies Spilanthes oleracea L., S.
oleracea Jacq. e Spilanthes acmella auct non Murr (L.). foram revistos para A.

oleracea (L.)R. K. Jansen.
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Figura 2 - Acmella oleracea (Jambu) obtido apés coleta.
Fonte: Autora, 2014

E uma hortalica de clima tropical de largo consumo na regido Norte do Brasil,
principalmente no Pard. Pertence a familia Asteraceae, nativa da Amazbnia
(PIMENTEL, 1985). Exige clima quente e imido, com temperaturas acima de 25°C.
N&o tolera secas e baixas temperaturas, tendo seu crescimento prejudicado abaixo
de 20°C (BRASIL, 2010), com precipitacdo anual de cerca de 2.700 mm ao ano,
evapotranspiracdo potencial de 1.455 mm, umidade relativa do ar 86% e 2.389 horas
anuais de luz solar (VILLACHICA et al., 1996)

Oliveira et al (2014) relataram que esta espécie vegetal enquanto alimento
pode se tornar nutricionalmente vidvel uma vez que possui teor aceitavel de
proteinas e fibras, além de sua composicao quimica, o que leva a erva a ser utilizada
também na medicina tradicional para o tratamento de varios males.

Popularmente essa espécie além de ser usada em pratos tipicos da culinaria
paraense também € utilizada como planta medicinal. Segundo a sabedoria popular
suas folhas e flores podem ser recomendadas para elaboracdo de infusbes no
tratamento de anemia, dor de dente e garganta, sendo sugerida como antibiético e
anestésico (RANZI, 2005).

De acordo com a literatura, Acmella oleracea tem sido usada tradicionalmente
para o tratamento de dor de dente e apresenta um grande numero de substancias
bioativas, conferindo a espécie propriedades tais como, antioxidante, anti-
inflamatoria (BOONEN et al., 2010; DIAS et al., 2011), diurética (RATNASOORIYA et
al., 2004) também é usada na higiene oral (HEBBAR et al., 2004).
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Todas as propriedades da planta sdo atribuidas a diferentes substancias,
dentre elas os acidos graxos essenciais, principalmente o 4cido linoleico, um &cido
graxo 6mega-6 insaturado presente na composicao de acido graxos dos Oleos fixos
da planta (PHRUTIVORAPONGKUL et al., 2008).

Entretanto, na sua maioria, as substancias ativas sdo N-alcamidas,
principalmente a N-isobutil-2(E),6(2),8(E)-decatrienamida. O espilantol é um
composto multifacetado e nédo esta disponivel comercialmente (DIAS et al., 2012;
SINGH e CHATURVEDI, 2012). E o responsavel pela sensacdo de pungéncia e de

anestesia local quando as flores sdo mastigadas.

0
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Figura 3 - Estrutura do espilantol: N isobutyl-2(E),6(2),8(E)-decatrienamida
Fonte: Abeysiri et al, 2013

As alcamidas sdo um grupo de metabdlitos secundarios encontrados em
varias espécies vegetais, dentre elas as do género Spilanthes (var. Acmella). E um
grupo de compostos constituido pela combinacdo de um &cido graxo com oito a
dezoito 4&tomos carbonos, geralmente alifatica, e um grupo amino (CAVALCANTI,
2008).

A natureza dos residuos acidos (comprimento da cadeia carbonica, grau de
insaturacdo, estereoquimica, etc) e das aminas sao caracteristicas de cada género e
servem como critério quimiotaxondmico. Tais substancias sdo chamadas
protoalcaloides ou pseudoalcaloides porque o &tomo de nitrogénio ndo faz parte de
um anel heterociclico (RIOS, 2012)



21

2.3 Técnicas hifenadas

Héa duas décadas, Hirschfeld introduziu o termo “hifenadas” para se referir a
combinacdo de técnicas de separacdo com uma ou mais técnicas de deteccdo
espectroscopicas, em linha. Esta técnica permitiu articular técnicas de separacéo e
de deteccdo espectroscopica, que nos dias de hoje é conhecida como técnica
hifenada (JOSHI et al, 2012)

Esse termo tem sido mais frequentemente aplicado ao acoplamento da
espectrometria de massas (EM) a cromatografia gasosa (CG), cromatografia liquida
de alta eficiencia (CLAE) e eletroforese capilar (EC), e a combinacdo da
cromatografia liquida com a ressonancia magnética nuclear, CLAE RMN (KITE et al.,
2003).

As técnicas a serem acopladas deverdo gerar informacfes diferentes, ou
seja, ser ortogonais. Um exemplo é o acoplamento de métodos eficientes de
separacdo como a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) e a cromatografia
gasosa (CG), com técnicas espectrométricas como espectrofotometro de UV-Vis
(DAD), espectrdmetro de massas (EM) e ressonancia magnética nuclear (RMN), que
fornecem informacdes adicionais sobre a estrutura quimica dos componentes da
amostra, funcionando como detectores (RODRIGUES et al, 2006).

Existem outros exemplos de detectores para a execucdo das técnicas
hifenadas. O uso do detector por espalhamento de luz evaporativo (ELSD -
Evaporative Light Scattering Detector) vem crescendo significativamente, mostrando
que é uma valiosa técnica de deteccao para analise de produtos naturais (URANO;
RODRIGUES e BERLINCK, 2012).

2.3.1 CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA-ULTRAVIOLETA (HPLC-
uv)

As técnicas cromatograficas estdo entre as principais de separacao,
especialmente na analise de substancias presentes em matrizes complexas, tais
como fluidos bioldgicos, produtos naturais, sedimentos de rio e outras. Isto se deve,
principalmente, a sua capacidade de separacdo dos componentes presentes nas
misturas em fungéo da eficiéncia e do poder de resolucdo das colunas modernas
(LANCAS et al, 2009).
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Para a caracterizacdo e quantificacdo de marcadores quimicos em amostras
complexas a utilizacdo desta técnica requer o uso de detectores (transdutores)
apropriados, que aumentem a seletividade e a sensibilidade da analise das
substancias de interesse. Os detectores geralmente utilizados séo: de absorcdo no
UV e visivel (UV-Vis), de fluorescéncia, de indice de refracdo e eletroquimicos
(SANTOS, 2010).

O desenvolvimento dos detectores UV-Vis (Ultravioleta — Visivel) de
comprimento de onda variavel, baseados nos espectrofotdbmetros ao invés dos
fotbmetros, permitiu a obtencdo dos espectros completos de um pico cromatografico
nesta regiao espectral (LENDIA, 2005).

Os espectrofotdmetros de comprimentos de onda variavel no UV-Vis cobrem
a faixa de 190 a 880 nm através de monocromador, que seleciona o comprimento de
onda desejado do feixe de luz emitido pelas lampadas de deutério (UV) ou
Tungsténio (Vis). O sinal gerado € convertido, por um comparador logaritmico, em
absorvancia (A), que é proporcional a concentracdo (c) pela Lei de Lambert-Beer
A=¢ebc (COLLINS, 2006).

Os detectores espectrofotométricos por arranjo diodos (DAD) também sao
utilizados em andlises de produtos naturais. Toda a luz da fonte passa pela cela do
detector. A luz emergente € dispersada por uma grade holografica, sendo os
comprimentos de onda resultantes focalizados por uma fila de fotodiodos (de 256 até

1024), com isso, todos os espectros podem ser armazenados (COLLINS,2006).

2.3.2 CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA - ESPECTROMETRIA DE
MASSAS (HPLC-MS)

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC ou CLAE) é uma das
principais técnicas utilizadas na andlise de compostos ndo volateis e/ou
termicamente instaveis. Apesar de ser uma excelente técnica de separacéo, a HPLC
necessita de uma técnica confirmatoria quando a analise qualitativa (confirmacédo da
identidade quimica) é também necesséria. A Espectrometria de Massas € a técnica
que melhor fornece as informagfes estruturais necessarias; o acoplamento entre

estas duas técnicas da origem a uma ferramenta analitica versatil e de grande
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potencial na andlise qualitativa e quantitativa: a CLAE-EM (Cromatografia Liquida
acoplada a Espectrometria de Massas) (LANCAS,2009).

Dentre os acoplamentos, a HPLC-MS é muito mais seletiva e, em certas
circunstancias, mais sensivel que HPLC-DAD. Ja a identificacdo de compostos &
mais dificil e nem sempre viavel, por causa da menor resolu¢cdo cromatografica e a
possivel coeluicdo de compostos (RODRIGUES et al, 2006)

Para andlise de produtos naturais, as interfaces mais utilizadas em HPLC-MS
sdo: a ionizacdo quimica a pressdo atmosférica (IQPA), electrospray (IES) e
termospray (TSP). No Brasil, a maioria dos instrumentos de cromatografia liquida de
alta eficiéncia acoplada ao espectrdbmetro de massa possui interface electrospray
como fonte geradora de ions (ESPADA, et al. 2008; RODY, et al. 2007). Durante a
ionizacdo por nebulizacdo eletrénica, trés tipos de ions podem ser gerados: ions
moleculares, moléculas protonadas/desprotonadas (ions quasi-moleculares) e
moléculas cationizadas ou anionizadas (CROTTI et al, 2006).

Na nebulizacéo eletronica (Figura 4), o liquido no qual o analito de interesse
se encontra dissolvido (na fase mével, no caso da CLAE) passa através de um
capilar, a pressao atmosférica, mantido sob alta voltagem. Na saida do capilar sdo
formadas pequenas gotas altamente carregadas (“spray”) que sdo dessolvatadas ao
se deslocarem em sentido contrario ao posicionamento de um eletrodo em uma
regido de pressdo atmosférica. A dessolvatacdo é assistida por um fluxo continuo de
gas seco (geralmente N2) na regido do “spray” (VEKEY, 2001; ARDREY, 2003;
SMERAGLIA; BALDREY; WATSON, 2002).
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Figura 4 -Representacédo esquematica da fonte de ionizacédo por nebulizacéo eletrénica
Fonte: HESSE, 2008

A medida que ocorre a dessolvatacdo, o tamanho das gotas ¢ reduzido até o
ponto em que a forga de repulsdo entre as cargas similares fica maior que as forgas
de coesado da fase liquida (tensdo superficial). Neste momento ocorre a chamada
‘explosdo coulédmbica”, que gera gotas com tamanhos equivalentes a 10% do
tamanho das gotas a partir das quais se originaram. Uma série de explosfes passa
entdo a ocorrer até que sdo produzidos ions do analito (Figura 5) a partir destas
gotas, 0s quais sdo transferidos para o interior do espectrometro de massas por uma

série de dispositivos de focalizacdo (VEKEY, 2001; ARDREY, 2003; SMERAGLIA;
BALDREY; WATSON, 2002).
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Figura 5 — Formacao de ions em Eletrospray
Fonte: Hesse, 2008.
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3 OBJETIVO GERAL

Desenvolver programacdes para analise de Acmella oleracea através de técnicas
hifenadas.

3.1 Objetivos especificos

Determinar perfil fitoquimico por via imida do extrato bruto de caule e folha;

Definir perfis de extratos e fracbes obtidas por Cromatografia de Camada Delgada
(CCD);

Identificar ou caracterizar substancias presentes em extratos e fracées obtidas por
HPLC-UV-ELSD e UHPLC-DAD-MS
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Obtencao do material vegetal

O material vegetal de partida foi adquirido no municipio de Tailandia, estado
do Pard, sitio Santa Inés na microrregido de Tomé-Acu as margens da rodovia
PA150, posicionado a 260 Km da capital Belém, nas coordenadas 02°56°22” de
latitude sul e 48°57°03” de longitude oeste, e consistia de 10 magos de Acmella

oleracea (jambu) frescos, compostos de folhas, flor, raiz e caule.

4.2 Preparacado da droga vegetal

O material vegetal foi higienizado com alcool etilico 70%, e separado em
folhas, flor, caule e raiz para a trituracdo em processador Black & Decker, modelo
SB60-BR. Apds a obtencdo da amostra triturada, procedeu-se a maceracao por 7
dias com etanol a 92,8 °GL numa proporcao de 1:10 sendo o material armazenado
em frascos devidamente identificados para posterior utilizacdo, de acordo com a
Farmacopeia Brasileira 52 ed. (2010).

Os extratos etandlicos de cada parte da planta
(EEAOFL;EEAOC;EEAOFO;EEAOR), foram filtrados e concentrados a baixa
pressdo. Um evaporador rotativo Buchi Rotavapor modelo R-210 foi utilizado para
concentrar os extratos, que foram transferidos para frascos previamente tarados e
levados a estufa modelo Medicate MD 1.2 para completar a evaporagéo do etanol, a

40 °C. Apos o esfriamento dos frascos, o concentrado foi congelado e liofilizado.

4.3 Preparo de amostra

O extrato liofilizado de flor (EEAOFL) foi fracionado por particdo solido-liquido
utilizando-se, respectivamente, diclorometano e metanol, solventes de polaridade
crescente, de acordo com Barbosa et al 2012, dando origem as fracoes
diclorometano (FLDCM) e metanolica (FLMEOH).
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Os extratos de folha e caule foram reunidos (EEAOFOC) a fim de se obter
maior rendimento do material, este extrato e o de raiz (EEAOR) foram submetidos a
um tratamento diferente de EEAOFL.

Pesou-se 20 mg de EEAOFOC e EEAOR e solubilizou-se em 1 mL de
metanol, em seguida as amostras foram submetidas a tratamento com ultrassom por
20 minutos e entao filtradas em cartucho silica SEP-PAK C18. A partir dai obtiveram-
se as amostras FOCM (folha+caule fracdo metandlica), FOCAE (folha +caule fracédo

acetato de etila), ndo foi necessario outro solvente para tratamento de EEAOR.

4.4 Abordagem fitoquimica por via Umida do extrato e fracdes

A abordagem por via umida foi realizada em EEAOC e EEAOFO antes da
reunido dos extratos, para a detec¢do de metabdlitos secundarios. Os testes foram
realizados segundo a técnica descrita em Barbosa et al (2012).

4.5 Determinacdo do perfil cromatografico do extrato e fracbes por

Cromatografia em Camada Delgada (CCD) e técnicas hifenadas.

4.5.1 CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA (CCD)

Para a analise por CCD foram utilizadas placas cromatograficas com gel de
silica de fase normal e de fase reversa e eluentes compostos pela combinacédo de
diferentes solventes. Os cromatogramas obtidos foram observados sob luz visivel e
ultravioleta de comprimento de onda 254nm e 365nm e em seguida aspergidos com
reativos apropriados, conforme as classes de metabdlitos secundarios investigadas.

O perfil cromatografico de cada amostra foi obtido com base no fator de
retencdo dos constituintes quimicos presentes.

O eluente utilizado para obtenc&o do perfil de extrato bruto foi diclorometano
hidratado e para revelagdo com reagente de Dragendorff o eluente foi

hexano/acetona 80:20.
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4.5.2 CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA (HPLC-UV-ELSD)

O perfil cromatografico de EEAOFL e FLMEOH foram determinados em
Cromatégrafo Liquido modelo Agilent® 1260 Prep Pump com detector UV fixo,
utilizando coluna ZORBAX XDB-C8 Analitica 4,6x 150 mm 5 micron, a analise foi
realizada em modo gradiente, com 90% (Agua) e 10% (ACN) durante 10 minutos,
60% (ACN) 40%(Agua) de 11 a 38 minutos, retornando para a condi¢&o inicial até 40
minutos, fluxo 0,8 mL/min, volume de injecdo 20puL e temperatura da coluna 26 °C e
analisando os picos cromatograficos formados (tempo de retencdo e espectro de
absorcdo no ultravioleta). Em seguida a amostra foi analisada por ELSD (Detector
por espalhamento de luz evaporativo - Evaporative Light Scattering Detection em
inglés) com temperatura de nebulizacdo e evaporacdo 50°C, para complementacao
dos resultados. Apés andlise deste perfil, a amostra FLMEOH foi novamente
submetida a esta programacédo e picos em 5, 15 e 20 minutos foram coletados em

coluna analitica, obtendo-se as fragdes FLO5, FL15 e FL20 respectivamente.

453 CROMATOGRAFIA LIQUIDA ACOPLADA A ESPECTROMETRIA DE
MASSAS (UHPLC-ESI-MS)

Os extratos e fracdes de polaridade alta foram analisados na forma de
solucdo em agua e/ou solventes organicos, a fracdo FL20 foi submetida a secagem
em temperatura ambiente e em seguida liofilizacdo. As solucdes foram
posteriormente filtradas em microfiltro e analisadas por cromatografo liquido de ultra
performance modelo Agilent 1260 com detector DAD acoplado ao espectrometro de
massas por ionizacdo por eletrospray modelo Agilent G400 Triplo Quadrupolo com
coluna ZORBAX XDB C8 2,1 x 50mm 3,5 micron de alta resolucdo, em modo
gradiente linear iniciando com 98% (agua pH 3 [Acido Formico]) até 98%(ACN) com
fluxos de 0,150 mL/min e 0,05 mL/min respectivamente.

A analise por UHPLC-MS foi realizada em 13 minutos no modo isocratico,
com 60 % de acetonitrila e 40% de agua, limite de pressdo a 1,200 bar, fluxo 0,05
mL/min, volume de inje¢éo 2 uL, termostato 20°C, temperatura da coluna 40 °C. A
analise por ESI foi realizada em modo Full Scan, faixa de deteccdo de massas de 50

a 700, energia de colisdo 50V, gas 300°C, fluxo de gas 5 I/min, nebulizador 45 psi
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em modo positivo. As massas encontradas foram registradas no modo de ionizagao
positivo e 0s espectros dos fragmentos obtidos foram elucidados de acordo com
pesquisa na literatura.

Para analise de EEAOFOC e EEAOR foram desenvolvidas 10 programacoes,
sendo que na programacao de escolha duas colunas diferentes foram testadas em
pH &cido e basico, porém o meio acido foi o de escolha, por apresentar melhor
resolucdo cromatogréfica.

A programacéao que apresentou melhor perfil cromatografico foi desenvolvida
em 25 minutos, no modo gradiente, iniciando com 50 % etanol e 50% de agua por 1
minuto, de 1 a 11 minutos 50% a 95% de etanol, de 11 a 15 minutos 95% de etanol
e 5% de agua, 15 a 20 minutos 95% a 50% de etanol, 20 a 25 minutos 50 % de
etanol e 50% de agua, limite de pressédo 1200 bar, fluxo 0,4 mL/min, coluna Titan
Cl18 2.1 cm x 7.5 mm 1.9 micra, volume de injecdo 5 uL, termostato 20°C,
temperatura da coluna 40°C. A analise de espectrometria de massas em modo Full
Scan foi realizada por ESI em faixa de deteccdo de massas de 105 a 1000, energia
de colisdo 135 V, gas 300°C, fluxo de gas 5 I/min, nebulizador 45 psi. As massas
encontradas foram registradas no modo de ionizacdo positivo e 0s espectros dos
fragmentos obtidos foram elucidados de acordo com pesquisa na literatura.

Em seguida, ap0os a deteccdo do ion de interesse, as amostras foram
submetidas a andlise de Produto de ion (Product ion) para verificar a fragmentacéo
do ion de interesse, nas mesmas condi¢cdes da programacdo de escolha , porém

com energia de colisdo 70 V.



30
5. RESULTADOS E DISCUSAO

5.1 Abordagem Fitoquimica por via Umida.

Tabela 1 - Rendimento da extracdo das diferentes partes botanicas de Acmella oleracea com
etanol 96° GL.

Parte da planta  Droga Vegetal Extrato Rendimento (%)
(9) (9)
Folhas 271,734 5,723 2,1
(EEAOFO)
Raiz (EEAOR) 38,802 0,844 2,1
Caule (EEAQOC) 688,518 9,040 1,3
Flores 46,406 1,192 2,5
(EEAOFL)

Os extratos de EEAOFO, EEAOC e EEAOFL foram os que apresentaram
maior rendimento, de acordo com a Tabela 1. Na segunda fase desta pesquisa estes
extratos foram reunidos por apresentarem perfis cromatograficos semelhantes e
para a obtencdo de substancias com melhor rendimento. Somente o EEAOFL foi
fracionado com diclorometano e metanol para a obtencdo de extratos de média e
alta polaridade.

A prospeccéo fitoquimica por via Umida de EEAOC e EEAOFO permitiu
caracterizar as classes de metabolitos secundarios presentes na planta, conforme

descrito na Tabela 2.
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Tabela 2 - Classes metabolicas detectadas por via Umida em Acmella oleracea

Reativo Classe Caule Folha
Agua Saponinas + +
Reativo de Pascova Acidos organicos + +

Reativo de Fehling Acucares redutores - -

Lugol Polissacarideos - -
Solugdo aquosa de Proteinas e aminoacidos - -
Ninhidrina 1%

Solugdo aquosa de Fendis e taninos - +
FeCI3

HCl e Mg Flavonoides - -
Reativo de Keede Glicosideos cardiacos - -
HCl e Solucéo aquosa de Catequinas - -
Vanilina 1%

Cloridrato de Sesquiterpenolactonas - -

Hidroxilamina,  solucéo
metandlica de KOH e

HCI
CHCl3; e HSO4 Esteroides e triterpenos + +
Solucédo de p- Azulenos - -

dimetilam[nobenzaldel'do,
CHCIl; e Eter de Petroleo

Tricloreto de Antimoénio e
CHCl3

Carotenoides

Solucéo de FeCl; 1% Depsidios - -
Solugdo de NaOH a 1N Cumarina - -
Reativo de Bouchardat, Alcaloides + +
Reativo de Dragendorff,

Reativo de Mayer

Solucdo de HCI 6N, Purinas - -

H,O, concentrado e
Solucdo de NH;OH 6N.

Os resultados descritos na Tabela 2 indicam a presenca de saponinas, acidos
organicos, esteroides e triterpenoides e alcaloides nos extratos de caules e folhas,
neste ultimo houve deteccdo de fendis e taninos além das outras classes
mencionadas. Abeysiri et al (2013), analisando os extratos de caule e folha,
detectaram saponinas, alcaloides, taninos e flavonoides, resultado diferente deste

trabalho quanto a presenca de flavonoides e fendis, os primeiros ausentes nas duas
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partes analisadas e o Ultimo presente somente nas folhas. Esta diferenca de
constituintes quimicos pode estar associada a diversos fatores bidticos e abibticos.

Segundo Maciel et al. (2002) essas divergéncias quimicas podem ocorrer em
decorréncia de alguns fatores ambientais, tais como: umidade, radiac&o solar, vento,
temperatura, herbivoria, poluicdo atmosférica e poluicdo do solo, fertilidade do solo,
outros fatores como a idade da planta e época de coleta, também poderdo causar
modificacdes nos teores dos constituintes quimicos de espécies vegetais.

Em uma pesquisa com Acmella calva (DC.) R.K.Jansen, Shanti (2010) relatou
a presenca de alcaloides, taninos e saponinas em todas as partes da planta, dados
que corroboram o presente estudo, 0 autor ainda relaciona a presenca das
saponinas com potencial atividade antifangica. Félix-Silva (2012), em um trabalho no
Nordeste do Brasil também indicou a presenca de fendis, taninos e alcaloides no
extrato das folhas de Acmella oleracea. A presenca de alcaloides é constatada em
praticamente todas as pesquisas que envolvem abordagem fitoquimica das espécies
do género Acmella, a presenca das alcamidas pode ser determinante para este
resultado positivo, pela presenca do nitrogénio em sua estrutura.

Muitos aspectos da biossintese de Alcamidas continuam desconhecidos. Em
Asteraceae, as alcamidas resultam da combinacdo de alquilaminas aparentemente
derivadas apés a descarboxilacdo de aminoacidos com acidos graxos de cadeia
curta e média derivado a rota dos policetideos. (RAHMAN, 2014)

Borges (2013) também relata a presenca de alcaloides nas folhas, porém
relatou a presenca de flavonoides, que como foi citado anteriormente nado foi
detectado no presente trabalho. Ferreira (2013) detectou triterpenoides e cumarina
nessa espécie, nao sendo especificado que parte da planta foi analisada, entretanto,
vale ressaltar que a detecc¢éo dos triterpenoides corrobora a pesquisa atual.

Quanto aos triterpenoides, Prachayasittikul et al( 2009) atribuiu a esta classe
de metabolitos atividade vasorrelaxante, que foi comprovada por Wongsawatkul et
al. em 2008, na ocasidao os autores comprovaram que de 4 extratos testados
(hexano, cloroférmio, acetato de etila, e metanol), o cloroférmico foi o que
apresentou a mais alta atividade vasorrelaxante através da liberagéo parcial de NO
e PGI2 do endotélio, e essa atividade foi atribuida a presenca de flavonoides, fenois

e os triterpenoides na planta. De acordo com Sharanabasappa et al., (2007) a
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investigacdo preliminar de metabdlitos secundarios é importante para a estimativa
quantitativa e localizagdo dos metabdlitos farmacologicamente ativos. Esta
afirmacdo € consolidada por Shanti (2010) ao afirmar que posteriormente que,
Acmella oleracea pode ser utilizada na preparacdo de drogas de uma forma
sistematica, que pode levar a cura de muitas doencas no futuro, levando em
consideracdo que Acmella oleracea tem varias atividades biolégicas (Alcantara et al,
2015; Borges, 2012; Prachayasittikul et al, 2009; Shanti, 2010; Silva, 2012,

Wongsawatkul et al, 2008) descritas na literatura e citadas neste trabalho.

5.2 Andlise por Cromatografia em camada delgada

O melhor perfil por CCD para o extrato bruto foi obtido a partir de
cromatograma desenvolvido com diclorometano hidratado (Figura 6; Figura 7; Figura
8). Para a deteccdo da alcamida utilizou-se hexano/acetona 80:20 e revelacdo com

o reagente de Dragendorff (Figura 13.)

A B C D E A B C D E A B C D E
Figura 6 - Cromatograma Figura 7 - Figura 8 -
Anisald\j_l'd‘o SIOb Luz Cromatograma 254 nm Cromatograma 365 nm
isive

Legenda: A- Raiz; B-Flor Aquoso; C-Flor Extrato Bruto; D- Folha; E-Caule.
Fonte: Autora 2014.

As amostras de EEAOR, EEAOFL, EEAOC e EEAOFO, forneceram bandas
com o mesmo Rf (0,23 cm; 0,33 cm; 0,50 cm e 0,91 cm), sob luz visivel e luz UV no

comprimento de onda de 254 nm e 365 nm, sendo que EEAOFO mostrou maior
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namero de bandas, pois neste 6rgao ocorre intenso metabolismo. Abeysiri, et al.
(2013) realizaram a abordagem fitoquimica de extratos metandlicos de Acmella
oleracea e observaram também o predominio de bandas no extrato de folhas, em
sistema eluente constituido de cloroférmio/diclorometano/ciclohexano/metanol na
proporcao de 5:4:1:0,4.

EEAOFL apresentou uma banda com Rf= 0,50 no eluente diclorometano
hidratado sob luz visivel e quando observado sob luz UV de 365nm, o mesmo
relatado por Sushimita et al (2015) ao avaliar o extrato metandlico das flores de
Acmella oleracea em sistema cloroformio/metanol na propor¢cdo 70:30, o que
caracteriza uma polaridade de eluente semelhante a utilizada neste trabalho, na
oportunidade, o autor atribuiu este valor de Rf a presenca de flavonoides no material
analisado.

Ainda com relacéo a interpretacdo da analise por CCD observa-se a banda
com Rf= 0,33, que conforme Wagner e Bladt (2001) permite sugerir tratar-se de
compostos pouco polares como 0s presentes em Oleos essenciais, tais como
aldeidos, cetonas e ésteres terpénicos, pois o eluente utilizado tem baixa polaridade
(diclorometano hidratado). De acordo com Lorenzi e Matos (2002), Spilanthes
oleracea - Jambu - possui cerca de 0,7% de Oleo essencial e Borges (2014)
identificou mais de 60 substancias contidas nele, sendo B-mirceno (Figura 9),
dictamnol (Figura 10), germacreno D (Figura 11), B-pineno (Figura 12) as

majoritarias.
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Figura 9 - B-mirceno
Figura 10 - dictamnol Figura 11 - germacreno D

H,

H;
H;

Figura 12 - B-pineno

EEAOFL foi analisado por CCD sobre gel de silica de fase normal usando
eluentes de diferentes polaridades, inclusive hexano/ acetona (80:20) e Reativo de
Dragendorff como revelador (Figura 13) (Wagner & Bladt, 2001) para a prospeccéo

de alcaloides e substancias nitrogenadas.

Rf
0,36

Figura 13 - Cromatograma EEAOFL
Fonte: Autora, 2014



36

Apos a revelacdo com Dragendorff, o cromatograma do extrato hidroetanélico
de flor apresentou uma banda de cor alaranjada, com Rf= 0,36. Alcantara et al
(2015) em um trabalho com avaliacdo farmacogndstica de Acmella oleracea obteve
Rf= 0,37, semelhante ao aqui relatado, usando as mesmas condi¢cdes
cromatograficas. O reagente de Dragendorff € uma solucao de K(Bil4) dissolvido em
acido, formando uma mancha de cor laranja ou laranja avermelhado quando em
contato com alcaloides ou compostos nitrogenados em um cromatograma (DENNY
et al, 2007). No caso de Acmella oleracea, os compostos nitrogenados que reagem
com o Reativo de Dragendorff sdo as alcamidas, que de acordo com Rahman (2014)
sdo amidas naturais bioativas que possuem um residuo de &cido graxo insaturado,

aromatico ou alifaticos ligado a um grupo amina alifatica ou aromética (Figura 14).

o Rs
T,
H‘])-I\r'ihlrf

™

Figura 14 - Estrutura do grupo funcional das alcamidas
Fonte: Rahman, 2014.
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5.3 Andlise por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC-UV-ELSD)

O extrato bruto de flor (EEAOFL) e sua fracdo metandlica (FLMEOH) foram
analisados por HPLC em modo gradiente visando separar 0os componentes da
amostra e caracteriza-los com relacdo a polaridade. Os cromatogramas foram
registrados por deteccdo para luz ultravioleta nos comprimentos de onda: 200, 230,
275 e 365 nm, e também por ELSD.

A andlise de EEAOFL na concentracdo 10mg/mL, volume de injecao 20 pL,

forneceu os cromatogramas apresentados nas figuras 15,16, 17, 18 e 19.
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Figura 15 — Cromatograma de EEAOFL obtido por espalhamento de luz evaporativo (ELSD)
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Figura 16 - Cromatograma de EEAOFL registrado a 200 nm por HPLC-UV-ELSD.
mAU S &
= bl
1000 T i
800
S
6004 %
gm
0 -
o wn o
W F A= S 5 38
@ o N~ o o -
(B I A L
L —_————
5 10 2 30 35 min

Figura 17 - Cromatograma de EEAOFL registrado a 230 nm por HPLC-UV-ELSD.
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Figura 18 - Cromatograma de EEAOFL registrado a 275 nm por HPLC-UV-ELSD.
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Figura 19 - Cromatograma de EEAOFL registrado a 365 nm por HPLC-UV-ELSD.

] fﬁw

A andlise por HPLC-UV-ELSD em coluna RP-8 foi a que forneceu o
cromatograma do extrato bruto com melhor separacdo das bandas. Observam-se,
nos perfis cromatogréaficos, picos relativos a substancias de caracteristicas mais
polares, quando a proporcao de agua foi de 90% e que foram detectadas em todos
os comprimentos de onda, assim como por ELSD; sendo as mais intensas
observadas no cromatograma a 200 nm (Figura 16).

Foi observada a presenca de um pico com TR em torno de 15 minutos, em
todos os comprimentos analisados e também em ELSD, com minimas diferencas
nos valores de TR.

Um pico com TR= 20,23 (area 8,51 %) foi observado em 200 nm (Figura 16) e
230 nm (Figura 17), neste com maior intensidade (area 30,15 %). Provavelmente a
mesma substéncia foi detectada por ELSD em TR= 20,44 (Figura 15).

A mesma programacao desenvolvida na andlise do extrato, foi aplicada para
analisar FLMEOH, que foi analisada na concentragdo de 5 mg/mL e volume de
injecdo 20 pL e monitorada nos comprimentos de onda 200, 230, 275 e 365 nm,
além da analise por ELSD
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A analise de FLMEOH por HPLC-UV-ELSD é apresentada nas figuras 20, 21,
22,23 e 24.
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Figura 20 — Cromatograma de FLMEOH obtido por espalhamento de luz evaporativo (ELSD)
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Figura 21 — Cromatograma de FLMEOH de flor registrado a 200 nm por HPLC-UV-ELSD
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Figura 22 - Cromatograma de FLMEOH de registrado a 230 nm por HPLC-UV-ELSD
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Figura 23 - Cromatograma de FLMEOH registrado a 275 nm por HPLC-UV-ELSD
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Figura 24 — Cromatograma de FLMEOH registrado a 365 nm por HPLC-UV-ELSD.

A analise FLMEOH também foi realizada sobre fase estacionaria RP8.
Observou-se nesta fracdo um perfil muito semelhante ao do extrato bruto, com
substancias mais polares no inicio do cromatograma, em todos os comprimentos de
onda usados para monitorar a analise e em ELSD.

O pico em torno de 15 minutos observado no extrato bruto também foi
observado nesta fracdo, sendo mais intenso a 200 nm (Figura 21), com TR= 15,91 e
area 44,33% e em 230 nm (Figura 22) com TR= 15,91 e area 57,05%. Os
cromatogramas em 200 nm e 230 nm também apresentaram picos com Rt= 20,22 e
20,22 respectivamente, esses picos também foram observadas no extrato, porém
nesta fracdo a intensidade foi menor.

Apos analise de FLMEOH, os picos registrados no inicio dos cromatogramas,
em torno de 15 e 20 minutos, foram coletados da coluna analitica RP8 e em vials
estéreis para posterior analise em UHPLC-MS

Quanto as analises por HPLC, Santos (2010) desenvolveu uma programac¢ao
por HPLC-DAD para detectar espilantol em Spilanthes acmella utilizando deteccao
em 200, 230, 240 e 254 nm, porém utilizou condicbes cromatogréaficas diferentes
deste trabalho.

Wongsawatkul et al (2008) encontraram picos no extrato metandlico de
Spilanthes acmella, os quais foram relacionados a atividade vasorrelaxante, que era
0 objetivo do estudo, porém néao realizaram testes para elucidagéo estrutural. Em
2010, Bae et al isolaram do extrato etandlico de Spilanthes acmella, espilantol e

outras 7 alcamidas por HPLC
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5.4 Anélise por Cromatografia Liquida de Ultra Eficiencia (UHPLC-DAD)

As fracdes FLO5, FL15 e FL20, coletadas na andlise anterior de FLMEOH

foram submetidas a analise em UHPLC-DAD, buscando melhor resolucdo do

cromatograma e obtencdo de espectro no ultravioleta. Somente a fracdo FL20

forneceu resultado mais conclusivo, as outras trés fracdes demandam mais

experimentos para elucidacéo.

Foram realizadas varias analises em gradiente linear e isocréatico, com fluxos

de 0,150 mL / min e 0,05 mL/min e monitoramento em 240, 250, 260, 270, 280, 290,

300 e 365 nm. Durante as analises em ambos os fluxos utilizados, observou-se um

pico a 15,03 minutos que apresenta espectro com maximo de absor¢do em 257 nm.
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Figura 25 — Cromatogramas de FL20 registrados por UHPLC-DAD a 250 nm (A) e 260 nm (B) em
modo gradiente linear 98% de &gua a pH 3 (acido férmico) a 98% de ACN ,fluxo 0,150 mL/min.

Na figura 25, observa-se a formacao do pico com TR=15,03 em 250nm (A) e
260nm (B) relativo ao espectro de absorgao no ultravioleta com A maximo de 257nm.
Foi utilizado gradiente linear iniciando em 98% de agua a pH 3 (acido férmico) e
finalizando em 98% de acetronitrila com fluxo 0,150 mL/min no tempo de 20 minutos.
A andlise em gradiente linear inverso, iniciando em 98% de solvente orgénico, foi
realizada, mas ndo apresentou um perfil que permitisse conclusdes mais (Uteis.
Abaixo dos cromatogramas, é apresentada a sobreposicdo dos espectros de 3

tempos diferentes para o pico com TR=15,03.
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Figura 26 — Cromatogramas de FL20 registrados por UHPLC-DAD a 250 (26a) e 260 nm (26b) em

modo gradiente linear 98% de agua a pH 3 (acido férmico) a 98% de ACN com fluxo 0,05 mL/min.

A figura 26 apresenta dois cromatogramas obtidos a 0,05 mL/min por 30
minutos. Observou-se a ocorréncia de um pico com TR= 25,03 em ambos 0s
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comprimentos de onda monitorados, sendo que o detectado em 250 nm (26a)
apresentou a maior area com 71,59%. Abaixo dos cromatogramas observa-se a
sobreposicao dos espectros em 3 tempos diferentes do pico registrado.

As analises em fluxos diferentes mostram variacdo no tempo de retencao do
pico que absorve em 257nm. Porto (2014) afirma que em cromatografia liquida, as
variagbes no tempo de retencdo podem ser devidas a influéncia de varios fatores,
dentre eles o fluxo de trabalho, ainda ressalta que a variacao do fluxo é diretamente
proporcional a pressao aplicada no sistema, por isso, quando se aumenta o fluxo, a
pressdo no sistema € muito maior, logo a amostra vai passar através do detector
mais cedo do que quando se aplicam as condi¢6es de fluxo do método original.

Neste trabalho, foram realizadas analises em modo isocratico com os fluxos
de 0,150 mL/min e 0,05 mL/min para avaliar o comportamento dos constituintes da
fracdo de 20 minutos, a melhor andalise foi a realizada na proporcdo 70:30
(ACN/agua pH 3 &cido formico), com monitoramento a 250, 260 e 270 nm, onde €&
possivel visualizar o pico com TR=1,69 e A maximo de 256 nm no ultravioleta, abaixo

(Figura 27 -A) observa-se a sobreposicao de 3 pontos da banda.
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Figura 27 — Cromatogramas de FL20 registrados em UHPLC-DAD a 250 nm (A) e 260 nm (B) em
modo isocréatico 70:30 (ACN/agua pH 3 4cido férmico), fluxo 0,150 mL/min.
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A figura 27 apresenta dois cromatogramas obtidos em modo isocrético, em 10
minutos de andlise com fluxo 0,150 mL/min. Observou-se um pico com absor¢ao
méxima a 256 nm no ultravioleta com o mesmo Rt em ambos 0os comprimentos
monitorados. O pico do cromatograma de 250 nm (A) € a que apresenta a maior
area (100%) e as areas dos outros picos sdo calculadas com relacdo a banda de
maior area. Abaixo do cromatograma, a sobreposi¢cdo de espectros registrados no
ultravioleta do pico com TR=1,69.
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Figura 28- Cromatograma de FL20 registrado em UHPLC-DAD a 270 nm em modo isocratico 70:30
(ACN/agua pH 3 acido férmico), fluxo 0,05 mL/min.

A figura 28 apresenta cromatograma obtido em modo isocratico (70:30 ACN:
agua pH 3 [4cido formico]) com fluxo 0,05 mL/min, observa-se que o0 pico que
absorve em 257 nm teve o TR retardado em relacdo a analise anterior,
provavelmente pela reducéo do fluxo, pois os outros parametros de analise foram
preservados. Apesar de a banda apresentar-se larga com relacdo aos

cromatogramas anteriores, o espectro € 0 mesmo em todos os tempos do pico,

como € observado na sobreposicdo dos espectros obtidos no ultravioleta de 3
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pontos, 0 que sugere a ocorréncia do mesmo cromoforo em estruturas moleculares
diferentes.

Quanto ao méximo de absor¢cdo em 256nm e 257 nm é possivel sugerir a
presenca de composto aromatico ou mais de um semelhante (isdbmeros), de acordo
com McMurry (2011) compostos que absorvem na faixa de 256 nm apresentam a

molécula conjugada 1,3-cicloexadieno, que pode ter um ou mais substituintes.

5.5 Anédlise por Cromatografia Liquida-Espectrometria de Massas (UHPLC-
DAD-EM)

FL20 também foi analisada por UHPLC-ESI-MS em modo de ionizagao
positivo e negativo, porém a qualidade do cromatograma de ions totais (TIC em
inglés), obtido no modo de ionizagdo positiva apresenta resolucdo melhor do que a
do modo negativo. Nele observa-se o0 pico registrado a 2,64 minutos no TIC, com

22,76 % de area e cujo espectro de massas € apresentado na figura 29.

x107|

1
08-
0.6
0.4-
02{ 103

0
0.2

Counis vs. Acquisition Time (min)

10 4
175, 222,00

1.54
1.254
14
0.754
0.54

. 346.00
o i 25800 L 20 65480

50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

Figura 29-Cromatograma de ions totais de FL20 (TIC em inglés) e espectro de massas
obtido em modo Scan por UHPLC-DAD-ESI-MS.
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Na analise do espectro de massas do pico com TR=2,64 min observa-se sinal
relativo ao fragmento m/z=222 (pico base), que de acordo com a literatura
corresponde ao espilantol (BAE et al, 2010). O Cromatograma de ion Extraido (EIC
em inglés) (Figura 30) foi analisado para verificar o tempo de retencao exato do pico
cromatografico correspondente ao espilantol, nele observa-se que o0 pico base

m/z=222 foi eluido em 2,61 minutos.
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Figura 30 — Cromatograma de ion Extraido (EIC em inglés) de FL20, modo isocratico 60 %
acetonitrila 40% agua, fluxo 0,05 mL/min.

ApoOs a analise de FL20, as amostras FOCM (Folha+Caule fragdo metandlica)
e RM (Raiz fragdo metandlica) foram também analisadas por UHPLC-DAD-ESI-EM,
em modo de ionizag&o positivo, como pode ser observado nas figuras 31, 32 e 33.

A figura 31 apresenta o TIC de FOCM, nele observa-se o pico registrado em

4,01 minutos, com 25,63 % de area e cujo espectro de massas € apresentado

abaixo do cromatograma.
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Figura 31- Cromatograma de ions totais (TIC em inglés) e espectro de massas de FOCM obtidos em
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modo positivo, Scan, por UHPLC-DAD-ESI-MS.

molecular 221.9, correspondente ao espilantol de acordo com a literatura (Barbosa
et al. 2015). A figura 32 apresenta o perfil cromatografico de FOCM em 260 nm, com

a ocorréncia de um pico com TR=3,92 e abaixo o perfil no ultravioleta com absor¢ao

Ao analisar o espectro de massas obtido no modo Full Scan, observa-se o ion

maxima em aproximadamente 235 nm.
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Figura 32- Cromatograma em 260 nm e espectro no ultravioleta de FOCM obtidos por UHPLC-DAD-
ESI-MS em modo gradiente com 50 % etanol e 50% de agua por 1 minuto, 1 a 11 minutos 50% a
95% de etanol, 11 a 15 minutos 95% de etanol e 5% de agua, 15 a 20 minutos 95% a 50% de etanol,
20 a 25 minutos 50 % de etanol e 50% de agua, fluxo 0,4 mL/min.

A figura 33 apresenta o TIC obtido em coluna C18, modo Full Scan, apés

analise de RM, onde observa-se mais uma vez a presenca do espilantol, detectado

por ESI —MS, com pico eluido em 4,10 minutos no TIC e espectro de massas com 0

pico do ion molecular m/z 221.9 correspondente ao pico com TR=4,10, ndo sendo

detectados sinais no UV.
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Figura 33- Cromatograma de ions totais e espectro de massas de RM obtidos por UHPLC-DAD-ESI-
MS em modo gradiente com 50 % etanol e 50% de agua por 1 minuto, 1 a 11 minutos 50% a 95% de
etanol, 11 a 15 minutos 95% de etanol e 5% de agua, 15 a 20 minutos 95% a 50% de etanol, 20 a 25
minutos 50 % de etanol e 50% de agua, fluxo 0,4 mL/min
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Na literatura, as substancias mais estudadas e conhecidas em Acmella
oleracea e no género Acmella sdo as alcamidas, sendo o espilantol o que dispde de
mais dados. Boonen et al (2010) identificaram espilantol de Spilanthes acmella em
237 nm, o objetivo dos autores era testar uma formulacdo tépica a base da
substancia. Singh e Chatuverdi (2012) também monitoraram espilantol em 237 nm, e
em 2010 os mesmos autores encontraram escopoletina em 346 nm, esta substancia
€ uma cumarina conhecida por exibir atividades biolégicas importantes, tais como:
antioxidante, inibidor da enzima acetilcolinesterase e antileucémica (MUSA,
COPERWOOD E KHAN, 2008).

Spelman et al (2011) monitoraram espilantol também em 237 nm e em outra
condicdo cromatografica para atividade antimalérica em todas as partes da planta.
Nomura et al (2013) avaliou o potencial terapéutico das alcamidas do extrato
etandlico e fracdes de flores de Acmella oleracea e detectou em 259 nm a [(2-
[(2E,4Z)-N-isobutil-2,4 undecadieno-8,10-diinamida)], em 233 nm [(2E,6Z,8E)-
Nisobutil-2,6,8-decatrienamida) (espilantol), em 261 nm [(2E,6Z,8E)-N-(2-metilbutil)-
2,6,8-decatrienamida)]. Em 2010, Santos afirmou que a alcamida espilantol
apresenta 0 maximo de absorcdo em 230 nm, registrado por HPLC-DAD na
quantificacdo desta substancia.

Ainda sobre a investigacdo do espilantol, este se da em maior parte nos
extratos hexanicos e metandlicos. Sharma et al. (2011); Dias et al. (2012) e Singh e
Chaturvedi (2012) afirmam que, como as outras alcamidas, o espilantol tem carater
anfifilico, com grupo amida relativamente polar e a cadeia carbdnica menos polar.
Os acidos graxos e seus derivados podem ser extraidos usando-se etanol, metanol,
CO; supercritico ou hexano. Mbeunkui et al (2011) afirma que o solvente de escolha
para extracdo de alcamidas é o metanol, pois demonstra maior habilidade de quebra
na interagdo amida-amida comparado ao hexano, na oportunidade os autores
monitoraram em 254 nm alcamidas das flores de Jambu para atividade anti
plasmddica. Neste trabalho, as fracdes metandlicas foram as que apresentaram

melhor resolucdo cromatogréafica com relacao a deteccdo do espilantol.
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A literatura recente discute os pontos especificos de fragmentacdo, mas néo
como acontece a ionizacdo do espilantol, o que é muito importante, pois pode
influenciar na fragmentagdo. Neste trabalho, uma analise de Produto de ion
(Product ion em inglés) foi realizada para verificar a fragmentacdo da substancia em
guestdo em FOCM e RM
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Figura 34 —TIC referente ao m/z 222 com espectro de fragmentacdo de FOCM obtidos por UHPLC-
DAD-ESI-MS em modo positivo, Product lon.

Observa-se na figura 34 o TIC referente a andlise de Produto de ion da
amostra FOCM, pico com TR= 2,22 com area 11046893, equivalente a 100% e
embaixo o espectro de massas referente a fragmentacdo com energia de colisédo 70
V.

A figura 35 apresenta os resultados da fragmentacdo da amostra FOCAE,
com um pico eluido em 2,11 minutos, e abaixo do TIC, o espectro de massas com

energia de colisdo 70 V.
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Figura 35 — TIC referente ao m/z 222 com espectro de fragmentacdo de FOCM, obtidos por UHPLC-
DAD-ESI-MS em modo positivo, Product lon.

O ultimo 6rgdo analisado por UHPLC-DAD-ESI-MS foi RM, os resultados
podem ser observados na figura 36. Um pico de TR= 2,40 foi registrado no TIC, e

abaixo o espectro de massas gerado a partir da analise de produto de ion
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Figura 36 — TIC referente ao m/z 222 com espectro de fragmentacdo de RM, obtidos por UHPLC-
DAD-ESI-MS em modo positivo, ESI Product lon.
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Observa-se na Tabela 3, que ndo existem diferencas significativas nas perdas
de unidades de massa entre as fracbes metandlica e acetato de etila de FOCL,
houve uma diferenca de 0,11 minutos no tempo de retencdo da substéancia em
analise, mas com perfil de fragmentacado semelhante entre estas amostras. Em RZ,
o perfil é diferente, utilizando as mesmas condicdes cromatograficas de FOCM e
FOCAE, o m/z 222 elui em 2,40 minutos (Figura 36 A), mas o perfil de fragmentacéo
é diferente do observado em FOCL, nota-se a presenca de dois fragmentos mais

abundantes nesta amostra com m/z 29 e m/z 65 (Figura 36 B).

Tabela 3 - Perfil de fragmentacdo do espectro de massas

AMOSTRA RT M+ MH+ Fragmentacéo Perdas de unidades
de massas
FOCM 222 221 222 69; 53;41; 29.1 -153; -16; -12; -11.9
FOCAE 211 221 222 69; 53; 41; 29.1 -153;-16;-12;-11.9
RM 2.40 221 222 77.10;65;51;39;29 -144.9;-12.1;-14;-
12;10

Durante a analise do Produto de ion (Product ion) alguns fragmentos foram
propostos, o fragmento m/z 69 presente em FOCM e FOCAE pode corresponder ao
grupo isobutilnitrila (C4H/N™), o m/z 53 pode ser equivalente a CsH3N*, para o
fragmento m/z 41 pode ser atribuido ao grupo C,HsN" e a formacéo do fragmento
m/z 29 sugere-se a perda do grupo carbonila, presente na molécula do espilantol.

Bae et al (2010) desenvolveram uma metodologia para analisar o espilantol
usando LC-ESI-MS e tecnologia lon Trap, assim detectaram o pico base m/z= 222,2
e o fragmento m/z=149 que foi associado a ruptura da ligacdo C-N e a perda de todo
0 grupo amina, 0s autores ainda detectaram o fragmento m/z=123 que atribuem a
perda do grupo CsHgNO, e o m/z 67, valor muito préximo ao encontrado neste
trabalho, porém os autores ndo especificaram a estrutura deste fragmento. Singh e
Chattuverdi (2012) detectaram espilantol nas folhas de Spilanthes acmella, usando
também ionizagdo por ESI, através do pico base m/z=222 e relatam a ocorréncia do
fragmento m/z=99. Este sinal pode corresponder ao fragmento CsHgNO, possivel

isocianato de isobutila.
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Alguns aspectos sobre a fragmentacdo devem ser levados em consideracao,

a formacéo de poucos fragmentos durante a analise pode ser explicada pela energia
aplicada (70V), tendo em vista que o espilantol € uma molécula instavel, quanto
maior a energia aplicada, maior a instabilidade, entdo maior a possibilidade de
fragmentacao, portanto uma opcéo de andlise produzindo fragmentos de baixo peso
molecular desta molécula seria a ionizacdo por APCI, ou ainda reduzir ainda mais a

energia aplicada na analise por ESI.
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Durante as analises de FOCAE, foi detectado um pico com TR= 8,67 em 365

nm, area 4596 correspondente a 30.19% com fase mdvel etanol/agua com A= 280,
A= 315 e A=360, e outro pico com TR= 9,25 também em 365 nm de &area 4689
correspondente a 23.2% e A=280 e A= 365, porém com a fase movel constituida por

acetronitrila/agua (Figura 37).
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Figura 37- Cromatogramas de FOCAE obtidos por UHPLC-DAD-ESI-MS em 365 nm para Fase movel
etoh/agua e ACN/agua, respectivamente.

Na analise por espectrometria de massas destes picos em modo Full Scan
foram obtidos os espectros com m/z 376.80 para FOCAE, analisada com Fase
movel etoh/agua e com m/z 388.20 em ACN/AGUA (Figura 38).
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Figura 38- Espectros de massa obtidos por UHPLC-DAD-ESI-MS no modo positivo, Scan de FOCAE.

Quanto as analises por DAD nos dois momentos, de acordo com Silverstein
(1991), é possivel sugerir a presenca de compostos contendo croméforo carbonila,
gue absorvem na faixa de 270-300 nm, ou ainda a presenca de aldeidos e cetonas
a, B — insaturadas, que tem sua absorcao na faixa de 310-330 nm. Com relacdo a
classe metabdlica, os resultados indicam a presenca de flavonoides, tendo em vista
que algumas subclasses absorvem na faixa de 365 nm, como as flavonas e
biflavonois de acordo com Harborne (1992).

Nas analises por ESI-MS, ndo ha relatos até o momento sobre os
fragmentos identificados na Figura 39 em Acmella oleracea. Em 1986, Timmermann
et al, relataram a presenca do m/z 376 em Grindelia discoidea (Asteraceae), na
oportunidade os autores associaram este fragmento a um diterpenoide. Para o m/z
388 ha relatos da presenca de nuacleo flavonol na familia Asteraceae, em um

trabalho realizado por Queiroz et al (2005) na planta Blumea gariepina.
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A presenca de flavonoides na planta precisa ser confirmada por
experimentos especificos, os relatos de deteccdo por UHPLC-MS desta classe para
0 género Acmella ainda sdo escassos, a maioria destes relatos estdo ligados a
ensaios farmacoldgicos realizados.

Dubey et al (2013) em uma revisdo de literatura, cita estudos que
comprovam a presenca de flavonoides no extrato etanolico das folhas de Spilanthes
acmella e ainda associa a presenca destes metabdlitos ao potencial antioxidante da
planta, porém o autor ndo relata como se deu esta identificacdo, e como 0s ensaios
farmacoldgicos foram conduzidos. Chakraborty et al (2011) ao comprovar o efeito
antipirético de Spilanthes acmella, atribuiu este efeito a presenca de flavonoides na
planta por esta classe inibir a ciclo-oxigenase ou a lipo-oxigenase, mas baseado em
uma abordagem fitoquimica com reagente de Wagner e 5% e solucdo de cloreto
férrico 5%, ndo em métodos espectroscopicos que permitissem a confirmacdo da
presenca dos metabdlitos.

Durante um ensaio para determinar atividade antimicrobiana de Acmella
paniculatta, Mamidala e Guijetti (2013), detectaram em toda a planta, mas também
por abordagem fitoquimica. Em 2015, Roméao et al, determinaram o potencial
antioxidante das flores de Spilanthes acmella, na oportunidade os autores

identificaram e quantificaram o teor de flovonoides totais por espectrofotometria.
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5.6 Uso de Etanol como fase movel

Durante o desenvolvimento das programacdes para andlises de FOCM e
RZMforam utilizados etanol e agua como componentes da fase movel, a fim de
verificar o perfil dos cromatogramas e comparar com 0s resultados obtidos com

acetonitrila (Figura 39).
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Figura 39- Cromatograma de ions totais (TIC) de FOCM com ETOH/agua (A) e ACN/agua (B)

Observa-se que a separagédo dos picos em FOCM ocorre melhor quando o
eluente é composto por etanol e agua. O uso do etanol justifica-se pela
caracteristica de média polaridade da amostra, observada durante o
desenvolvimento do trabalho.

O uso de etanol como fase moével ja é descrito na literatura, Aragao et al
(2009) utilizaram o eluente na separacdo de metilxantinas e obtiveram resultado
satisfatorio, alegando que a separagdo do analito foi melhor com o uso de
etanol/agua, os autores ainda ressaltam que a utilizacdo deste sistema eluente pode
contribuir para a difusdo da quimica segura, por ser menos téxico que sistemas

formados com metanol e acetonitrila.
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O sistema etanol/agua também foi utilizado por Zamariola e Marchi (2014)
para determinagéo de aflatoxina B1, na oportunidade, os autores reiteram a questéo
da quimica segura com o uso de etanol em sistemas cromatograficos, podendo este
substituir solventes de elevada toxicidade. Lancas (2009) também ja relatava
alternativas para minimizar e /ou eliminar o uso de ACN na Quimica analitica, dentre
elas a substituicdo pelo etanol. Ribeiro (1999) reafirma que o etanol pode ser
utilizado na rotina de andlises cromatograficas por ser menos téxico e por ter
resultados semelhantes a performance de acetonitrila e metanol.

Uma desvantagem sobre o uso desta fase € a dificuldade em controlar a
pressao no sistema, pois a viscosidade deste solvente é muito alta, este problema

também foi observado neste trabalho e relatado pelos autores acima.
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6 CONCLUSAO

Este trabalho apresenta uma contribuicdo a literatura no que consiste aos
dados presentes sobre o género Acmella e a espécie Acmella oleracea. Uma
substancia que apresenta perfil promissor foi encontrada através das analises por
UHPLC-DAD-ESI-MS e precisa experimentos especificos, como a analise de
Produto de lon, para a confirmacéo de flavonoides.

O espilantol, uma substancia de interesse e ja conhecida na literatura foi
identificada em todas as partes analisadas por HPLC-DAD-EM e UHPLC-DAD-ESI-
MS, alguns pontos da fragmentacéo foram identificados (m/z 69, m/z 53, m/z 41 e
m/z 29).

Quanto as analises cromatogréficas, os melhores perfis para FOCM e RM
foram obtidos quando a fase movel era composta por etanol e 4gua. O uso do etanol
justifica-se pela caracteristica de média polaridade da amostra, observada durante o
desenvolvimento do trabalho.

As programac0des descritas neste trabalho para as analises cromatograficas
podem ser utilizadas como forma de monitoramento de substancias marcadoras

(espilantol) em amostras manejadas agronomicamente.
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APENDICE A - Origem das siglas de extratos e fracdes

Acmella oleracea

EXTRAGCAO COM ETANOL
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pv— T EEAOFO
DICLOROMETANO
FLDCM EEAOC
METANOL
FLMEOH
EEAOR
e EEAOFOC
ACETATO
DE ETILA
RESIDUO —
FLO5 | FL15 | FL20 DESCARTADO FOCAE METANOL
FOCM
RM
Legenda:

EEAOFL: Extrato etanoico de Aquela oleacea — Flor;
EEAOC: Extrato etanoico de Aquela oleicea — Caule;
EEAOFO: Extrato etanoico de Aquela oleacea — Folha;
EEAOR: Extrato etanoico de Aquela oleacea — Raiz;

EEAOFOC: Extrato etanoico de Aquela oleacea Folha+Caule;

FLMEOH: Flor fracdo metandlica;
FLDCM : Flor fragéo diclorometano;

FLO5: Flor 0 a 5 minutos;

FL15: Flor 15 minutos;
FL20: Flor 20 minutos;
FOCM: Folha+Caule fracdo metandlica;

FOCAE: Folha+Caule fracdo acetato de etila;

RM: Raiz fracdo metandlica




