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RESUMO

A espécie investigada foi Fridericia platyphylla(Bignoniaceae), género do qual sdo relatadas
vdrias atividades farmacoldgicas. Folhas foram secas em estufa. O p6 obtidofoi maceradocom
etanol 70% v/v, a mistura foi filtrada e concentrada em rotaevaporador. O extrato obtido foi
submetido aclean-up em cartuchos Sep-Pak de fase reversa e analisado por HPLC-UV/Vis. O
perfil cromatogriafico mostrou que o extrato das folhas € rico em substincias fendlicas,
principalmente flavonoides. Apés identificagdo do pico majoritario por HPLC-UV/Vis e MS,
confirmou que este se tratava da rutina. Essa substancia foi utilizada como marcador quimico
para padronizacdo do extrato. A rutina, por ser uma substdncia muito conhecida pelo seu
potencial em sequestrar radicais livres, realizou-se, neste trabalho, o teste da atividade
antioxidante do extrato por meio do método DPPH. Os resultados mostraram que as folhas
deFridericia platyphylla apresentam um potencial antioxidante muito promissor com perfil de
atividade dose resposta. O extrato apresentou em sua composi¢do 33% de rutina, resultado
obtido apds dosagem através de curva de quantificacdo por HPLC-UV/Vis. A quantificagcdo
do marcador quimico e a atividade antioxidante do extrato sdo subsidios para uma
investigacao quimica e biofarmacoldgica das folhas da espécie, além de ser um importante
passo na padronizagdo do extrato dessa espécie.

Palavras-chave: Fridericia platyphylla. Rutina. Quantificacdo. Atividade Antioxidante.
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ABSTRACT

The investigated species was Fridericia platyphylla(Bignoniaceae), genus in which several
pharmacological activities are reported. Leaves were dried in a greenhouse. The vegetable
powder obtained wasmacerated with etanol 70% v/v. The mixture was filtered and
concentrated in a rotaevaporator. The obtained extract was subject to a clean-up in Sep-Pak
cartridges of reverse phase an analyzed by HPLC-UV/Vis. The cromatographic profile
showed that the leaves extract is rich in phenolic substances, mostly flavonoids. After
identification of the major peak by HPLC-UV/Vis and MS, it was confirmed that it was rutin.
This substance served as chemical marker for extract padronization. Because it is a substance
well known by its antioxidant potencial, it was performed, in this work, the test antioxidant
activity by the DPPH method. The results showed that the Fridericia platyphylla leaves
present a very promising with dose-response activity profile antioxidant potencia. The extract
presented in its composition 33% of rutine, result obtained after dosing through quantification
curve by HPLC-UV /Vis.The quantification of the chemical marker and the extract
antioxidant activity are subsidize a chemical and biopharmacological investigation of the
species leaves, besides being an important step in the padronization of these species extracts.

Keywords: Fridericia platyphylla. Rutin. Quantification. Antioxidant activity
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1.INTRODUCAO

Atualmente, as plantas medicinais movem altos valores financeiros em todo o
mundo e representam o tipo de tratamento mais acessivel para cerca de 80% da populacio,
principalmente entre os paises em desenvolvimento. Entretanto, existe ainda uma falta de
conhecimento sobre propriedades quimicas, farmacoldgicas e toxicoldgicas a fim de assegurar
a eficécia e a seguranca das plantas medicinais (PIETRO et al., 2010).

Normas para padronizar drogas vegetais estdo sendo desenvolvidas em todo o
mundo, mas ainda ndo ha consenso quanto a forma que estas normas devem ser adotadas.
Estabilidade, padronizacao e controle de qualidade de fitoterapicos sdo vidveis, mas dificil de
concretizar. Além disso, a regulamentacdo destas drogas ndo € uniforme entre os paises.
Existem variacdes nos métodos utilizados e ha uma grande dificuldade dos paises em alcancar
um controle de qualidade ideal (MANCHIKANTI et al., 2010).

A qualidade das plantas medicinais depende de varios fatores, incluindo variagcdes
de espécies, clima, coleta, armazenamento e processamento. Consequentemente, a
padronizacdo e o controle de qualidade, dessas plantas medicinais, sdo importantes para
garantir sua eficacia e o uso seguro das mesmas (SOUZA et al., 2010).

Dentre as vadrias plantas brasileiras, ainda nao padronizadas, encontra-se
Fridericia platyphylla (sin. Arrabidaeabrachypoda), cujo nome popular é cervejinha do
campo, uma importante representante da familia Bignoniaceae que vem mostrando um grande
potencial quimico farmacoldgico, devido a presenca de uma variedade de substincias
fendlicas, dentre elas os flavonoides. Embora a Fridericia platyphylla seja muito usada na
medicina tradicional brasileira, ndo h4 relatos de estudos de controle de qualidades de seus
extratos, principalmente envolvendo quantificacdo de marcadores quimicos.

No presente trabalho, o flavonoide selecionado como marcador do extrato das
folhas de Fridericia platyphylla foi arutina, pertencente a subclasse dos flavondis, com
caracteristica biofarmacoldgica expressiva em sequestrar radicais livres. Por ser uma
substancia reconhecida pelo seu potencial antioxidante, e somada a necessidade de novos
agentes sequestrantes de radicais livres, realizou-se também a atividade antioxidante do

extrato das folhas de Fridericia platyphylla.
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2.0BJETIVOS

2.1 Geral
Avaliar potencial antioxidante e quantificar marcador quimico nos extratos de

Fridericia platyphylla.

2.2Especificos
Avaliar o potencial antioxidante pelo método do DPPH.
Eliminar interferentes pelo método de Extracdao em Fase Solida (SPE).
Quantificar o composto rutina por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

acoplada ao detector ultravioleta no extrato hidroetandlico 70 % das folhas de Fridericia

platyphylla.

14



3.REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1FamiliaBignoniaceae

A familia Bignoniaceae é originalmente subdividida em oito tribos, ocorrendo trés
delas no Brasil (Bignoniceae, Crescentieae e Tecomeae), as quais se diferenciam pelo habito
da planta e pela morfologia do fruto (BUREAU; SCHUMANN, 1897; GENTRY, 1980). O
centro de dispersdo da familia como um todo € o Brasil (GENTRY, 1979 apud BARROSO,
1991), embora existam cinco regides principais de dispersdo: a América Central e parte oeste
da América do Sul; regido da Guiana; terras baixas da Amazonia; cerrados e caatingas do
Brasil; litoral do Brasil. O centro de diversidade da familia também esta no Brasil, onde
ocorrem 56 géneros e cerca de 338 espécies, incluindo muitos tdxons endémicos. As espécies
de Bignoniaceae sao encontradas em diferentes tipos de ambientes, desde os cerrados abertos
até as florestas umidas e perenifdlias, representando a principal familia de lianas das matas

brasileiras (GENTRY, 1980). Na Tabela 1, encontra-se descrito a taxonomia da planta.

Tabela 1 - Taxonomia da planta

Reino Plantae
Superdivisao Spermatophyta
Divisao Magnoliopsida
Subclasse Asteridae

Ordem Scrophulariales
Familia Bignoniaceae
Género Fridericia
Espécie Platyphylla

Fonte: Rocha (2013)

3.2 GéneroArrabidaea

O géneroArrabidaea pertence a familiaBignoniceae, contém cerca de 70 espécies,

distribuidas desde o México até a Argentina. Estudos fitoquimicos anteriores,conforme

15



Tabela 2, mostram que este género &

z

uma fonte de C-glucosilxantonas, fenilpropanoides,

flavonoides, antocianidinas, alantoinas e triterpenos (GONZALEZ et al., 2000; MARTIN et
al., 2008; PAULETTI et al., 2006 e ROCHA et al., 2012).

Tabela 2 - Substancias isoladas e atividades biofarmacoldgicas descritas da espécie

Arrabidaea

ESPECIES
DEArrabidaea

A.

samydoides

A.

triplinervia

A. bilabiata

A.
brachypoda
(Fridericia
platyphylla)

A. chica

A.

patellifera

PROPRIEDADES BIO-FARMACOLOGICAS

Atividade antioxidante, antitumoral inflamatdria,

atividade inibitéria
docrescimento de linhagensmutantes de

Saccharomycescerevisiae.

Atividade contra formastripomastigota de

Tripanossomacruzi

Alta toxicidade

Atividade antioxidante, antimicrobiano,anti-

inflmatdria e analgésica

Anti-inflamatéria, adstringente, combated

leucemia e cicatrizante.

Antioxidante

SUBSTANCIAS ISOLADAS

lupeol, sitosterol, estigmasterol,crisina,
3B,16a-diidroxi-olean-12-eno,eritrodiol, uvaol,
Acido ursélico,-(2’°-O-trans-caffeoil)-C-p-D-
glucopiranosil-1,3,6,7-tetrahidroxixantona , 2-
(2’-0O-trans-cinamoil) -C-B-Dglucopiranosil-
1,3,6,7-tetrahidroxixantona,2-(2’-O-
transcoumaroil)-C-B-D-glucopiranosil; 1,6,7-
tetrahidroxixantona, 2-(2’-O-benzoil)-C-$3-
Dglucopiranosil-1,3,6,7-tetrahidroxixantona,
emuraxantona.
acidoursolico,acidooleandlico,
acidopomdlicoalpinetina, eritrodiol, aldeido
acetato oleandlico
acidomonofluoracético,

esteréidescardioativos

3,4-diidroxi-5,6,7-trimetoxiflavona, cirsilol,
cirsimaritina, hispidulina,
arrabidosideoA, arrabidosideo B.

braquidinas

6,7,3’,4’-tetrahidroxi-5-metoxi-.flavona,
6,7,3’-trihidroxi-5,4’-dimetoxi-.flavilium,
6, 6, 7, 4’-trihidroxi-5-metoxi-flavilum,
6,7,3’,4’-tetrahidroxi-5-metoxi-favilium
6,7-dihidroxi-5,4-dimetoxi-favilium
(Carajurin)

Mangiferina, isomangiferina,
3'0-hidroxibenzoilmangiferina
3'-O-trans-coumaroilmangiferina,
6'-O-trans—coumaroilmangiferina,
3'-O-trans-cinnamoilmangiferina,
3'-O-trans-caffeoilmangiferina ,

3'-O-benzoilmangiferina

BOLZANI;
PAULETI;
YOOUNG, 2003

LEITE et al,
2006
TOKARNIA et al,
2004

ALCERITO et al,
2002
GARCIA, 2008.
ROCHA et al, 2017

TAKEMURA et al,

1995
ZORN et al,
2001

MARTIN et al,
2008

Fonte: Rocha (2013)
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Na medicina tradicional, espécies deste género sdo utilizadas para diversos fins
terapéuticos, tais como adstringentes, anti-inflamatdrios, antimicrobianos e antitumorais
(LEITE et al., 2006;. MARTIN et al., 2008, PAULETTI et al., 2003).Dentre essas espécies
destaca-se Fridericia platyphylla.

3.3 Fridericia platyphylla (Sin. Arrabidaeabrachypoda)

AFridericia platyphylla (Figura 1) é uma planta nativa do cerrado brasileiro e
suas raizes sdo tradicionalmente usadas para o tratamento de pedras nos rins e dor nas
articulacdes (artrite) (ROCHA et al., 2012). Na figura 2, vé-se em detalhes a exsicatadas
folhas e na figura 3, as figuras representativas de suas flores e seu fruto.Recentemente em
estudos realizados por Rocha e colaboradores (2012), o extratoetandlico das cascas das raizes

de Fridericia platyphylla demonstrou atividade anti-inflamatdéria em modelos animais.

Figural - Espécie Fridericiaplatyphylla

-

‘.-'

Fonte: ROCHA, et al.(2012)

Figura2 - Exsicata de Fridericia platyphylla

"

Fonte: GENTRY, A. (1991)
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Figura3 - Fotografias de flores (A) e frutos maduros (B) de Fridericiaplatyphylla

(A)

Fonte: ROCHA, et al. (2013)

3.4Extratos Vegetais

Extratos sdo preparacdes concentradas de diversas consisténcias possiveis obtidas
a partir de matérias-primas vegetais secas, que passaram ou ndo por tratamento prévio e
preparados por processos envolvendo um solvente. Esta matéria-prima vegetal ativa pode ser
utilizada como produto fitoterdpico, que € um medicamento tecnicamente elaborado com
finalidade profilatica, curativa ou paliativa que precisa ter composi¢do uniforme garantida, e
para isso € necessario que estes sejam caracterizados por seus constituintes quimicos ou sua
atividade farmacolégica (BRASIL, 1995).

Segundo Silva (2005), os extratos apresentam algumas limita¢cdes como: a falta de
controle de qualidade, baixa estabilidade dos compostos organicos presentes nas solugdes e o
ndo monitoramento de possiveis substancias toxicas presentes nas plantas ou resultantes da
decomposicdo dos produtos durante sua manipulacdo. Tais limitacdes fazem com que seja
necessdaria a investigacdo mais aprofundada dos extratos de plantas, bem como o
desenvolvimento de produtos com maior nivel tecnoldgico, para que produtores e
consumidores possam ter segurancga na utilizacdo de extratos brutos.

Para manter a qualidade em um fitoterdpico, antes € necessdrio assegurar a
coexisténcia de algumas substancias, ou grupos quimicos, presentes na espécie, visto que as
substincias responsaveis pela atividade bioldgica ainda sdo desconhecidas para muitas
espécies de plantas medicinais. Umas das etapas primordiais para garantir seguranga e
eficicia de um extrato vegetal € a quantificacdo de metabdlitos secundarios(SCHIMIDT,

1984).
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3.5Metabdlitos Secundarios em Plantas

As plantas produzem uma grande e diversa variedade de componentes organicos,
que sdo divididos em dois grupos: metabdlitos primdrios e secunddrios. Os metabdlitos
primarios sdo compostos por uma série de processos envolvidos na manuten¢do fundamental
da sobrevivéncia e do desenvolvimento das plantas como armazenamento de energia,
enquanto o metabolismo secunddrio possui importante funcdo para a sobrevivéncia e
competi¢do no ambiente. Os metabdlitos secundérios das plantas sdo compostos quimicos nao
necessdrios para a sobrevivéncia imediata da célula, servindo como uma vantagem
evoluciondria para a sua sobrevivéncia e reprodugdo (VIZZOTTO et al., 2010)

O interesse por esses metabodlitos extraidos de plantas se deve, principalmente, a
capacidade de producdo de compostos biologicamente ativos que podem servir de modelos
para a sintese de novos farmacos e por possuirem propriedades terapéuticas utilizadas como
tratamento alternativo no cuidado de saude tradicional (GIBBONS, 2005).

Os trés grupos de metabdlitos secunddrios mais importantes nas plantas sdo os
terpenos (formados a partir da justaposicdo de modo sucessivo de isopentenilpirofosfato,
dando origem a todos os terpenos, como monoterpenos, sesquiterpenos, diterpenos,
triterpenos e tetraterpenos), compostos fendlicos (derivados dos carboidratos, sdo substancias
que possuem ao menos um anel aromético e pelo menos um hidrogénio que € substituido por
um grupamento hidroxila) e os alcaloides (derivados dos aminodécidos, principais constituintes
das proteinas, sd0 compostos organicos com ao menos um atomo de nitrogénio em seu anel)

(VIZZOTTO et al., 2010).

3.6Antioxidantes

O termo antioxidante € comumente usado na literatura cientifica, mas pode ser
definido de multiplas maneiras de acordo com os métodos usados para medir a atividade
antioxidante. Halliwell e Gutteridge propuseram uma definicio de um antioxidante como
"qualquer substincia que atrasa, evita ou remove danos oxidativos a uma molécula alvo". O
papel fisiolégico dessas substincias, como esta definicdo sugere, € evitar danos aos
componentes  celulares decorrentes de reacdes quimicas envolvendo radicais

livres.(PROCHAZKOV Aet al., 2011).
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Os antioxidantes vegetais sdo de natureza muito variada, mas os compostos
fendlicos tém sido apontados como responsdveis por maior capacidade antioxidante, sendo
representados pelos flavonoides e isoflavonoides, taninos, lignanas, xantonas e outros.A a¢ao
antioxidante da maioria dessas substancias naturais deve-se a presenca, em seus extratos, de
hidroxilas fendlicas e as suas propriedades de oxirreducdo, pois eles atuam como agentes
redutores, doadores de hidrogénio. Além desses, varios outros compostos, com atividade
antioxidante, tém sido isolados de diversas familias de plantas (FONSECA et al., 2009,
REBELO et al., 2009)

Para que uma substancia seja considerada um bom antioxidante, é necessario que
apresente algumas caracteristicas essenciais como, por exemplo: ter a presenca de
substituintes doadores de elétrons ou de hidrogénio ao radical, em funcio de seu potencial de
reducdo; capacidade de deslocamento do radical que seja de facil absorcdo, caso seja
adquirido de forma exdgena.

As plantas produzem uma variedade de substancias antioxidantes, dentre as quais
se destacam os compostos fendlicos. A atividade antioxidante de compostos fendlicos, em
especial os flavonoides, deve-se, principalmente, as suas propriedades redutoras e estrutura
quimica; estas caracteristicas desempenham um papel importante na neutralizacdo, ou
sequestro de radicais livres e quelacdo de metais de transi¢do, agindo tanto na etapa de

iniciacdo como na propagacao do processo oxidativo (SOUSA et al., 2007).

3.7 Flavonoides e atividade sequestrante de radicais livres

Os radicais livres sdo moléculas liberadas pelo metabolismo do corpo com
elétrons altamente instdveis e reativos, cujos efeitos negativos sdo contrabalanceados por um
sistema antioxidante do préprio organismo. Porém, um desequilibrio pode causar estresse
oxidativo, que por sua vez pode causar doencas degenerativas como envelhecimento,morte
celular(SIES, 1993).

O organismo esta suscetivel a sofrer estresse oxidativo, proveniente, também do
meio ambiente. Dentre as biomoléculas a serem atingidas, destacamos a pele que estd
propensa a sofrer danos causados pela radiacdo ultravioleta (UV). Uma constante exposi¢ao a
radiagdo UV coloca em risco a integridade de estruturas oxiddveis que sdo criticas para
homeostase celular. As EROs (espécies reativas de oxigénio), formadas sob essas condigoes,
desempenham uma fun¢do importante em patologias cutdneas como, por exemplo, o cancer

de pele (PFEIFER, 2012).
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Virios efeitos biolégicos sofridos pelo estresse oxidativo e gerados pela radiacdo
UV podem ser inibidos por flavonoides.

Os flavonoides sdao compostos do metabolismo secundario dos vegetais e possuem
grande importancia farmacoldgica, j4 que atuam na prevengdo de doengas degenerativas,
gerando beneficios para a saide humana. Muitos estudos constataram uma grande diversidade
de atividade bioldgica desses compostos. Dentre essas atividades sdo destacados efeitos
antioxidantes, anti-inflamatoérios, acdo vasodilatadora, a¢do contra a evolucdo de tumores
(PETERSON; DWYER, 1998) e sua estrutura basica consiste em um nucleo fundamental,
constituido de quinze 4tomos de carbono arranjados em trés anéis (C6-C3-C6), sendo dois
anéis fendlicos substituidos (A e B) e um pirano (cadeia heterociclica C) acoplado ao anel A

(DI CARLO etal., 1999). Esta estrutura pode ser observada na figura 4.

Figura4 - Estrutura geral dos flavonoides

Fonte:RUSSO e SANCHEZ (2006)

As flavonas e os flavondis, duas impotantes subclasses dos flavonoides, sdo
protetores quimicos que absorvem luz em comprimentos de onda mais curtos que aqueles
visiveis ao olho humano, protegendo as células vegetais dos danos causados pela fotoxidagcdao
(FERREIRA et al., 2008).

Flavonas e flavondis sdo de origem biossintética muito préximas, diferem-se na
substitui¢do da hidroxila na posicdo C3 para o flavonol (Figura 5). Suas anélises, sinteses e

reacdes possuem, por isso, base tedrica comum (ZUANAZZI ;MONTANHA, 2002).
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Figura 5 - Esqueleto basico dos flavonoides

Flavanol Flavona Isoflavona

Fonte: Préprio autor

A capacidade antioxidante dos flavonoides € determinada por sua estrutura,
particularmente por hidroxilas que podem doar elétrons e suportar como resultado a
deslocaliza¢do em torno do sistema aromatico. Outro determinante estrutural importante € a
capacidade antioxidante de flavonoéides atribuidas as hidroxilas em C4 e C3, que atuariam no
aumento do potencial antioxidante (LIENet al., 1999).

Os flavonoides sdo subdividos nas principais classes: flavonas, flavonois,
chalconas, auronas, flavanonas, flavanas, antocianidinas, leucoantocianidinas,
proantocianidinas, isoflavonas e neoflavondides (BRAVO, 1998). Alguns exemplos dos
representantes das subclasses de flavonoides encontram-se na Tabela 3.

Tabela 3 - Alguns exemplos dos representantes das subclasses de flavonoides

FLAVONOIDES
SUBCLASSES COR FONTES ALIMENTARES
REPRESENTATIVOS
Azul, Vermelho e Frutas e Flores
Antocianidina Cianidina
Violeta
Flavonol Incolor e Amarelo Catequinas, Magas, Ch4, Cerveja, Sucos de uva e Vinho.
EpicatequinasProcianidina
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Flavona Amarelo Claro Apigenina, Luteolina Cereais, Frutas, Flores, Vegetais.

Cebolas, Macas, Chd, Tomates, Trigo

Flavonol Amarelo Claro Miricetina, Quercetina e Rutina.
Sarraceno
Isoflavona Incolor Genisteina, Diizeina Legumes (Derivados da Soja)
Flavanona Incolor e Amarelo Hisperidina, Naringenina Frutas Citricas

Fonte: ACKER et al. (1996)

Estes compostos tém propriedades quimicas semelhantes aos fendis simples,
ficando relativamente soliveis em dgua, especialmente quando existe acucar ligado a
estrutura do flavonoide, em etanol, metanol e butanol, por serem compostos relativamente
polares (VILA, 2006). O estado de oxidacdo do anel heterociclico e a posicao do anel B,
ambos sdo importantes na classificacdo, conforme exemplificado na figura 6.

Em relacdo a sua estrutura quimica, as principais caracteristicas para captura de
radicais livres sdo a presenca de um grupo catecol (Figura 6 “a”) no anel B que possui melhor
propriedade de doar elétrons para estabilizar espécies radicalares, uma dupla ligacdo entre as
posicdes 2 e 3, conjugada com o grupo 4-oxo (Figura 6 “b”) que ¢ responsavel pela
deslocalizacdo de elétrons e a presenga de hidroxilas nos carbonos 3 e 5 juntamente com o
grupo 4-oxo (Figura 6 ‘“c”), conferindo potencial maximo na captura de radicais livres
(EDENHARDER et al.,, 1997). Estas 3 caracteristicas estruturais sdo apresentadas pela

molécula da rutina.

Figura6 - Principais caracteristicas para a captura de radicais livres

a) Grupo Catecol b) Dupla entre C2 e C3 conjugada c¢) OH em C3 e C5 com 4-oxo

Fonte: EDENHARDER, et al. (1997)
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Os intermedidrios formados pela acdo dos antioxidantes fendlicos sdo
relativamente estdveis, devido a ressonincia do anel aromdtico presente na estrutura destas

substancias (Figura 7) (SOUSA et al., 2007).

Figura7 - Anel do flavonoide entra em ressonancia para a estabiliza¢do do radical livre.

Fonte: (Adaptado de JOVANOVIC et al. 1994; HALLIWELL, et al. 1995).

Os flavonoides, além da propriedade sequestrante de radicais livres sdo capazes de
quelar fons metalicos (Figura 8) (KANDASWAMI; MIDDLETON, 1994). Alguns,
especificamente, sdo conhecidos por quelar ferro e cobre, removendo, assim, um fator causal
para o desenvolvimento de radicais. Estudos mostraram que a quercetina (um flavonol) foi
capaz de prevenir lesdes oxidativas induzida na membrana dos eritrécitos (hemdcias) por uma
série de agentes oxidantes, por exemplo: a acroleina e fenil-hidrazina, que causa liberacao de
ferro em sua forma ativa, redox ativa. (FERRALI et al.,1997).

Pietta, (2000) propds que os sitios de ligacdo para os metais tracos na molécula de
flavonoidesé a porcdo de catecol no anel B, os grupos 3-hidroxilo e 4-oxo no anel

heterociclico C e os grupos 4-oxo e 5-hidroxilo entre os grupos C e A anéis

Figura8 - Atividade de quelacdo de metais

M
!

HO-

Fonte: PROCHAZKOVA (2011)

24



3.8 Rutina

A rutina (Figura 9) é um tipo de flavonoide encontrado nas plantas e de grande
interesse farmacoldgico para a saide humana, j4 que muitas propriedades tém sido relatadas e
atribuidas para a rutina, incluindo antialérgica, anti-inflamatéria, antitumoral, antibacteriana,
propriedades  antiplaquetdrias, antiespasmodica, antivirais, antidlcera, antidiarreica,
vasodilatadora, citoprotetora, anti-hipertensiva, antimutagénica e protecdo contra o estresse
nitrosativo e lesao hepatocelular (JANBAZ et al., 2002; CALABRO et al., 2005; YANG et al.,
2008; DOMITROVIC et al., 2012; MAHMOUD, 2012).

Figura9 - Estrutura quimica da rutina

Fonte: Préprio Autor

Foi o primeiro flavonoide a ser descoberto, em 1930, isolado a partir de laranjas.
Inicialmente, acreditava-se ser um composto pertencente ao grupo das vitaminas, sendo
denominada durante algum tempo de vitamina P (MACHADO, 2006). As fontes alimentares
mais comuns nas quais pode ser encontrada a rutina incluem as laranjas, as cebolas, a uva, o
trigo sarraceno e o vinho tinto (OLTHOF et al., 2003).

A rutina € um flavonol que apresenta um dissacarideo (raminose + glicose)
ligados a posi¢ao 3 do anel pirano, como pode ser observado na (Figura 9) (PEDRIALL,
2005).

Vérias atividades da rutina vém sendo elucidadas como sua eficiéncia no
tratamento da artrite por Cdndida albicans e atividade anticandida (HAN, 2009), atividade
anti-hiperlepidémica (SANTOS et al., 1999), efeito anticonvulsivante em ratos (NASSIRI-
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ASL, et al., 2008), supressdao da imunidade celular (MIDDLETON et al., 2000), atividade
anticarcinogénica (MACHADO, 2005), efeito anti-inflamatério (GUARDIA et al., 2001).
Existem outros estudos que mostram um efeito de resposta da rutina na inibi¢ao
da peroxidacdo da lipoproteina de baixa densidade (LDL) e atividade antioxidante pela
eliminagdo de espécies reativas de oxigénio, tais como radical hidroxila (OHe), anion radical
superoxido (O2e—) e radical peréxido (R-O-O¢) (CAILLET et al., 2007; JIANG et al., 2007;
CALABRO et al., 2005). Oliveira, (2015) demonstrou que a rutina apresenta uma elevada
capacidade antioxidante celular sendo importante na prote¢ao ao estresse oxidativo induzido.
O flavonoide rutina € considerado um potente antioxidante e sua propriedade
bioldgica tem sido extensivamente estudada. Estudos antioxidantes, que ja foram realizados
com a rutina, incluem: atividade antioxidante total, poder redutor, atividade quelante do ferro,
,sequestro do DPPHe e de peroxidag¢do lipidica dentre outros(YANG et al., 2008; LUE et al.,
2010).Devido ao seu grande potencial antioxidanteanivel celular, o uso da rutina na

terapéutica torna-se promissor para combater patologias.

3.9Controle de Qualidade de Fitoterapicos

Uma das etapas principais na producio de fitoterdpicos € uma rigorosa analise de
controle de qualidade. Segundo a RE, 14/2010 da ANVISA, fitoterdpico é o medicamento
obtido empregando exclusivamente matérias-primas ativas vegetais. Estes devem oferecer
garantia de qualidade, ter efeitos terapéuticos comprovados, composi¢do padronizada e
seguranca de uso para a populacao.

O desenvolvimento e validacao de métodos analiticos aplicados ao controle de
qualidade de drogas vegetais sdo fundamentais para que as especificacoes técnicas possam ser
determinadas, permitindo a identificacdo e quantificacdo de fatores que possam influenciar na
qualidade de matérias-primas e de produtos derivados das mesmas(SOUZA et al., 2010).

Um dos parametros de padronizacdo de um extrato vegetal inclui a identificacdo e
quantificacdo de um marcador quimico no perfil cromatografico do extrato bruto. Por
defini¢do, marcador quimico € uma substancia ou grupo de substincias quimicas que esteja
presente em maior quantidade em uma espécie vegetal de preferéncia responsavel ou uma das
responsaveis pela atividade farmacoldgica da planta, estdvel e passivel de ser analisada por

metodologias analiticas.
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A determinagdo da constitui¢do quimica da amostra e a quantificacdo do marcador
podem ser feita por diferentes técnicas cromatograficas: cromatografia em camada delgada
(CCD), cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), cromatografia gasosa (CG) e
eletroforese capilar (EC) (LIANGet al., 2004).

Segundo a RE 899/2003 da ANVISA, na validacdo de metodologia analitica,
deve-se utilizar padrdes de referéncia ou utilizar padrdes de trabalho com o extrato da planta
conforme preconizado. Nao havendo padrdes de referéncia para fitoterapicos ela prevé o uso
de padrdes de trabalho.

No caso da padronizac¢do por meio de uma substdncia marcadora, assume-se que
esta deve estar presente numa quantidade apropriada e todos os demais componentes
necessdrios estejam igualmente representados durante a andlise; assegurando-se, com isto,

uma atividade farmacoldgica uniforme (DAVID et al., 2004).
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4. PARTE EXPERIMENTAL

4.1 Coleta do Material Vegetal

Amostras de folhas Fridericia platyphyllaforam coletadas no Brasil em abril de
2017, na fazenda Sant'Ana da Serra em Jodo Pinheiro, Minas Gerais. A planta foi identificada
no Herbéario José Badine da Universidade Federal de Ouro Preto, pela botanica Dra. Maria
Cristina Teixeira Braga Messias. Um voucher (n° 17.935) foi depositado no Herbério da

Universidade Federal de Ouro Preto, em Ouro Preto, Minas Gerais, Brasil.

4.2 Métodos

4.2.1. Preparo do Extrato

Folhas (600g) de Fridericia platyphylla foram separadas e extraidas,
sucessivamente, por maceracdo, a temperatura ambiente, com etanol:dgua (7:3) e intervalos
de trocas de solventes de 48 horas, exaustivamente. O extrato hidroetandlico (70%v/v) bruto
(Figura 10) foi obtido depois da filtracdo e evaporou-se até a secura no vacuo, a temperatura,

aproximadamente de 40°C para produzir 10,34 g do extrato das folhas.

Figura 10 - Extrato bruto da Fridericia platyphylla

Fonte: Préprio autor

4.2.2. Preparo do Extrato para Andlise por SPE e Quantificagcdo por HPLC-UV/Vis

A preparagdo da amostra consistiu de uma etapa de clean uppor extracdo de fase
solida-SPE(Figura 11), utilizando-se cartucho PhenomenexStrata C18(50mg/3mL), previa-

mente ativado com 2 mL de metanol e equilibrado com 2 mL de MeOH/ H,O (1:1, v/v).
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Figurall - Extracdo em fase s6lida (SPE)

Fonte: Préprio autor

Uma solugdo de 2 mL de extrato EtOH 70% em MeOH/H,O (1:1, v/v), em
concentracgao de 50 mg.mL’l, foi eluida com a mesma fase mével utilizada para equilibrio do
cartucho e coletada em frasco de 5 mL, tendo seu volume completado ao final da elui¢do. Ao
final, a solu¢do foi filtrada em um filtro Millex com tamanho de poro de 0,22 um. Aliquotas
de 10 puL desta solucdo foram injetadas no Cromatégrafo Liquido de Alta Eficiéncia. O
extrato foi codificado como FAB-SPE (Extrato bruto de Fridericia platyphylla apés extragao

em fase sélida).

Figural2 - Esquema representativo de procedimento de Extracdo em Fase Sélida

Cartridge packing Cartridge packing Eluigdo do extrato Eluigdo com MeOH
MeOH (2mL) MeOH/H,0 (1:1, v/v) dissolvido em 100%
2mL MeOH/ H,0 (1:1,v/v)
-
P, P,
\— SPE Cartrige (Sep- D *E_%
I Ppak® VacC18 U Y
M 2 M 7
8] cartridge) U i)

MeOH 100% MeOH 100%
Material injetado em HPLC

Fonte: Préprio autor
A fim de otimizar as condi¢cdes cromatogréficas para a quantificacdo da rutina,
foram realizados experimentos com o extrato EtOH 70% em um sisttema HPLC modelo

Shimadzu (ShimadzuCorp., Quioto, Japao), constituido por um médulo de injecdo de solvente
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com uma bomba bindria e detector UV-Vis(SPA-10A). A coluna utilizada foi uma Luna Spm
C18 100 A (150 pm x 4,6 pm). Os solventes de elui¢do utilizados foram A (Agua + 4cido
férmico a 0,02%) e B (metanol). As amostras foram eluidas de acordo com o seguinte
gradiente: 5% a 100% de B em 50 min. O fluxo foi de 1 mL/min, a temperatura da coluna foi
de 20°C. O volume de injecdo da amostra foi de 10 pL. Os dados foram recolhidos e
processados utilizando o software LC Solution (Shimadzu).

Virias condi¢des foram testadas para que se obtivesse a melhor separagao dos
picos majoritarios. A melhor delas consistiu em separacdo com coluna Phenomenex RP18 (15
cm x 4,6 mm x Sum), e gradiente de fase mével composta dgua:metanol contendo 0,02% de
acido foérmico e monitoramento em 254 nm. Nas condi¢des empregadas, obteve-se separacdo
de linha base para os principais componentes da amostra numa corrida de cerca de 50

minutos.

4.2.3. Avaliacdo da Atividade Antioxidante pelo Método DPPH*

A avaliacdo do potencial antioxidante foi realizada para o extrato bruto apds SPE,
utilizando o método de sequestro do radical DPPH.Este teste avalia a capacidade que uma
substancia tem de sequestrar o radical livre estdvel DPPH (2,2-difenil-1picrilhidrazil) e estd
baseado na reduc¢do da solu¢do de DPPH (cor violeta) quando ocorre a adicdo de substincias
que podem ceder uma espécie radicalar (hidrogénio radicalar), formando um complexo de
coloracdo amarela (Figural3) (BRAND-WILLIANS et al., 1995).

Figural3 - Reacdo de redu¢dao de DPPH
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Fonte: Adaptado de JOVANOVIC et al. 1994; HALLIWELL, et al. 1995.
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Resumidamente, dissolveu-se 2,4 mg de DPPH em 100 mL de metanol ao abrigo
de luz. O extrato foi diluido em metanol em diferentes concentragdes. Utilizaram-se volumes
fixos de solugdo de DPPH (1900 puL) e de solug@o contendo a amostra (100 pL) em diferentes
concentracdes conforme mostrado na Tabela 4. As leituras foram realizadas a 515 nm. O
padrio utilizado como comparagdo foi o dcido gélico. Os resultados foram expressos como
média + erro padrao da média (EPM) usando o GraphPadPrism Software Inc, versdao 5.00

(GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA).

Tabela 4 - Avaliacdo da atividade antioxidante de FAB-SPE

Final amostra V. DPPH (nL) V. amostra (pL)
[pg/mL] [24 pg/mL] [variaveis, pg/mL]

1,5 1900 100 [30]

3,0 1900 100 [60]

6,0 1900 100 [120]
12 1900 100 [240]
24 1900 100 [480]
48 1900 100 [960]

Fonte: Préprio autor

Os valores das absorbancias foram convertidos para porcentagem deAtividade

Antioxidante (AA%) usando a equagdo abaixo:

- x 100 A pppH _A Antioxidante
% INIBICAO=

A pppH

Sendo:
A pppu- Absorbancia do DPPH

A Antioxidane- Absorbancia do antioxidante (Rutina)
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizacao

5.1.1. Cromatograma do Extrato apés SPE obtido por HPLC-UV/Vis.

Os perfis cromatograficos sdo bastante utilizados no estudo de plantas, permitindo
comparar e sugerir classes de compostos presentes em extratosutilizando detectores de arranjo
de diodos, ultravioleta ou espectrometria de massas, por exemplo.

Na figura 14, apresenta-se o perfil cromatografico do extrato hidroetandlico 70%
das folhas de Fridericia platyphylla que foram coletada nafazenda Sant'Ana da Serra em Jodo
Pinheiro, Minas Gerais, o resultado mostra a presenca de compostos de alta e média
polaridade, sendo rico em compostos fendlico, principalmente em flavonoides.

Observou-seno cromatograma varios picos,principalmente, derivados de
compostos fendlicos e, em aproximadamente 25 minutos, a presenca de um composto de drea
bem extensa. Este pico majoritdrio, presente no cromatograma,corresponde ao flavonol rutina,
que foi confirmado por espectrometria de massas (Figura 15). Essa substancia foi utilizada

como marcador quimico para padronizagdo do extrato.

Figura 14 - Cromatograma do extrato bruto apds extragdo em fase s6lida obtido por HPLC-
UV/Vis (254 nm)
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Fonte: Préprio autor
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Figural5 - Espectro de Massas obtido para o pico da rutina por LC-ESI-IT/MS
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Fonte: Préprio autor

O espectro obtido na regido do UV e os fragmentos de massa [M-H] = 609; 463;
300 confirmam que o pico do cromatrograma do extrato no tempo de retencdo 25 min se trata

da rutina.

5.2Desenvolvimento e aplicacao do método para a quantificacao da rutina

A determinacdo da concentracdo de rutina foi realizada diretamente no extrato etandlico 70%
das folhas de Fridericia platyphylla. Desta maneira tentou-se chegar a resultados mais
representativos com relacdo a real composicdo de metabdlitos secunddrios e assim, evitar
possiveis erros sistematicos . A dilui¢do do extrato foi feita em réplica tnica e as inje¢des em
HPLC-UV/Vis em triplicata.

O limite de deteccdo (LOD) foi determinado como o sinal equivalente a 3,3
(vezes) o valor entre a razdo do coeficiente linear (a) e pelo coeficiente angular (b)(3,3 x a/b)
obtidos pela equacao da reta da curva analitica de calibracao. O limite de quantificagdo (LOQ)
foi dado como 10 vezes o valor desta razdo. Usando esta relacdo, foi obtido para rutina LOD

de 4,1 x 10'2mgmL'1 e LOQ de 12,5 x 10'2mg/mL, como mostrado na Tabela 5.
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Tabela 5 - Parametros de quantificagdo da rutina

Padrao Rutina
Coeficiente Linear 1,10
Coeficiente Angular 8 ,10°
Coeficiente de Correlacao (R%) 0,9939
LOD (mg mL™) 4,1,107
LOQ (mg mL™7) 12,5, 107

Fonte: Proprio Autor

Os parametros estatisticos que definiram as fungdes lineares para as curvas

analiticas sdo mostrados na Tabela 6.

Tabela 6 - Dados analiticos para a constru¢do da curva de calibracdo da drea da rutina

Concentracao (mg/mL) Area média picos
0,5 14663549
1,0 17967412,67
2,0 30066883
3,0 38668742
4,0 53892011
5,0 64102347

Fonte: Préprio autor

A curva analitica (Figura 16) obtida apresentou boa linearidade no intervalo de
concentracio estudado e coeficientes de correlacdo (r*) com valores superiores a 0,99, o que

indica que hd uma boa correlacdo entre as dreas e as concentragdes estudadas.
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Figural6 - Curva Analitica obtida pelo método de calibracio externa a partir de injecdes em
triplicata de solu¢do padrao de rutina

7,E+07
Equacgdo da reta:
6,E+07 y =1.107x + 8,106
5,E+07 R?=0,9939
S aE+07
S
< 3 k407
2,E+07
1,E407
0,E+00
0,0 1,0 2,0 3,0 4,0 5,0 6,0

Concentracao (mg/mL)

Fonte: Préprio autor

A concentragdo individual do pico cromatografico foi estabelecida a partir da
curva analitica obtida do padrdo rutina. Com o auxilio de detector UV/Vis o pico
cromatogrifico encontrado no extrato teve seu espectro de UV e tempo de retencio
comparados. A concentracdo de rutina no extrato das folhas de Fridericia platyphylla foi de
0,132 mg que corresponde 33 % no extrato.

Os flavonoides estdo amplamente distribuidos no reino vegetal e possuem uma
larga gama de propriedades fisioldgicas e bioldgicas, incluindo antioxidante, anticancer, anti-
inflamatoéria e atividades antiviral. A rutina poderd ter uma participacio efetiva na atividade

sequestrante de radicais livres apresentada pelo extrato das folhas de Fridericia platyphylla.

5.3Avaliacio da atividade antioxidante
Este método se baseia na transferéncia de elétrons de um composto antioxidante

para um radical livre, o DPPH’, que ao se reduzir perde sua colora¢do purpura. Na Figura

17,estaoexpressos os resultados em percentagem de inibi¢do de oxidacao.
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Figural7 - Porcentagem de inibicdo do radical DPPH pelo antioxidante presente no extrato
brutoapds extragdo em fase s6lida (FAB-SPE) em forma de grafico (A) e (B)
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Fonte: Préprio autor

Os resultados mostram uma relacao dose-resposta em que os valores indicam uma
potente atividade antioxidante da amostra comparada ao padrdo utilizado (4cido gélico),
principalmente para maiores concentracdes.A concentragdo eficiente capaz de reduzir 50% do
DPPH foi de 23 pg/mL para o extrato, isto evidencia que o extrato de Fridericia platyphylla
teve uma atividade antioxidante significativa que pode ser atribuida a presenca da mistura de
flavonoides no extrato vegetal, com a contribui¢dao principal da rutina (marcador quimico
majoritario do extrato).

A literatura reporta que espécies do mesmo género como Arrabidaea chica
apresenta a ICsg de 13,51 pg/mL usando as mesmas concentragdes de DPPH. Os valor de ICs
menor para a Arribidaea chica pode ser explicado em razdo de a espécie apresentar, em sua
composi¢do, flavonoides agliconas, principalmente antocianidinas, enquanto Fridericia
platyphylla € composta principalmente por flavonoides glicosilados. Estudos anteriores
comprovam que as agliconas dos flavonoides possuem melhor atividade antirradicalar do que

seus glicosideos (HAVSTEEN, 2002).
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6. CONCLUSAO

. Pelo método de extracdo em fase sélida, observou-se a sua eficiéncia no preparo de
amostras, eliminando interferentes, principalmente clorofila. Deste modo, foi possivel
verificar uma boa resolu¢d@o da rutina no cromatograma.

. A Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia, acoplada ao detector ultravioleta, foi um
método eficiente na quantificacdo da rutina, pois o0 método apresentou boa linearidade, além
de ser robusto e reprodutivo.

o As folhas da espécie Fridericia platyphylla sdo fontes promissoras para isolamento de
flavonoides, principalmente rutina, pois esta apresentou boa atividade antioxidante, este
resultado contribui para a producdo de novos farmacos associados as agdes terapéuticas da

rutina.
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