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RESUMO

A espécie Varronia multispicata pertece a familia Boraginaceae e ao género Varronia P.
do qual também pertence a espécie, Varronia curassavica, de sucesso industrial no
tocante a medicamento de origem vegetal. Este trabalho teve como objetivo estudar a
composic¢do do extrato aquoso via infusdo da espécie Varronia multispicata, assim como,
0 residuo botanico oriundo deste processo, utilizando técnicas como HPLC, UHPLC-
MS/MS e Cromatografia por exclusdo, com o fim de apontar a presenca de metabdlitos
secundarios de possivel interesse econdmico para dar subsidio a trabalhos que possam
avaliar a viabilidade de exploragdo econdmica deste rejeito. Houve o fracionamento do
extrato aquoso por meio da técnica de cromatografia por via Umida com fase estacionaria
composta por dextrana, e foram analisadas por HPLC. As extracOes da torta se deram
com metanol e hexano, e no residuo foi caracterizado o composto 7,2°,4’,5’-Tetrametoxi-

6,6’-dihidroxiflavona.

Palavras-chave: .Varronia multispicata,; 7,2’,4’,5’-Tetrametoxi-6,6’-dihidroxiflavona;

espectrometria de massas.



ABSTRACT

The species Varronia multispicata belongs to the Boraginacea family and to the genus
Varronia P. of which also belongs the species, Varronia curassavica, of industrial success
in relation to the drug of vegetal origin. This work aimed to study the composition of the
aqueous extract via the infusion of the Varronia multispicata species, as well as the
botanical residue from this process, using techniques such as HPLC, UHPLC-MS / MS
and Chromatography by exclusion. secondary metabolites of possible economic
intersection to give subsidy to works that can evaluate the feasibility of economic
exploitation of this waste. Fractionation of the aqueous extract was performed by
stationary phase chromatography with dextran, and analyzed by HPLC. Extractions of
the cake were given with methanol and hexane, and the residue was characterized as the
compound 7,2, 4', 5'-Tetramethoxy-6,6'-dihydroxyflavone.

Palavras-chave: Varronia multispicata,; 7,2 ' 4, 5-Tetramethoxy-6,6'-

dihydroxyflavone; mass spectrometry.
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1 INTRODUCAO

O uso de plantas para tratamento de males tem registros datados na pré-historia
quando os humanos nem mesmo haviam dominado a escrita ou a fala. Com o passar dos
tempos e 0 avanco das experiéncias humanas com a flora - e a relacdo com as patologias
recorrentes em diferentes regides do mundo - os povos descobriram, aprenderam e
repassaram conhecimentos adquiridos sobre as plantas que compunham o ambiente
natural aos quais pertenceram, e a esse acervo empirico foi chamado conhecimento
etnobotanico (PEREIRA, CARDOSO, 2012).

O conhecimento etnoboténico serve de argumento para investigagdes fitoquimicas
que tem como finalidade comprovar ou nédo a atividade relatada, atribuindo o efeito aos
compostos quimicos oriundos do metabolismo das plantas utilizadas. Mas, ainda ha muito
que aprender sobre 0s usos e atividades de plantas e metabolitos existentes, por isso outra
forma de investigacgdo fitoquimica é a estocastica ou randémica — na qual a motivacao é
puramente o acaso de se estudar o desconhecido. (ADIGA et al, 2018).

Uma justificativa plausivel para estudar uma espécie vegetal é a “...da semelhanca
genética ou similaridade metabolica...”, na qual estudar uma espécie relativamente
desconhecida pertencente a mesma familia de uma outra j& conhecida - com atividade
bioldgica comprovada - proporciona grandes probabilidades de apresentarem rotas
biossintéticas semelhantes; levando ao isolamento de metabolitos com atividades
analogas. (GUPTA, 2011).

Nessa perspectiva, a espécie Varronia multispicata (sinonimia de Cordia
multispicata) conhecida popularmente como “maria-preta” € uma angiosperma
pertencente a familia Boraginacea e ao género VarroniaP., de onde pertence também a
espécie Varronia curassavica (sinonimia de Cordia verbenaceae) que deu origem ao
fitomedicamento Acheflan®, o qual é de invencdo genuinamente brasileira e tem como
principio ativo, para atividade antiinflamatdria, os compostos o-humuleno e trans-
cariofileno presentes no 6leo essencial (QUEIROZ, FARO, MELO, 2009; FERNANDES
et., al., 2007).

O Formulario de Fitoterapicos da Farmacopéia Brasileira (BRASIL, 2018) sugere
algumas formas para o preparo de fitoterapicos oriundos da espécie Cordia verbenacea,
dentre elas, cita-se uma compressa com o cha das folhas secas por infusdo, para o qual

orienta 0 uso externo trés vezes ao dia sobre o local lesionado.
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Assim, partindo do fato de que Cordia multispicata e Cordia verbenaceae foram
taxinomicamentes realocadas dogénero Cordia L. para o género Varronia P. (dando
origem as respectivas sinonimias V.multispicata e V.curassavica), por sequenciamento
genético,estas dividem semelhancas no ADN (Acido Desoxirribonucleico), que por sua
vez implica no metabolismo dos seres vivos, produzindo enzimas que determinardo 0s
seguimentos das rotas biossintéticas. (BORHIDI et. al., 1988; MILLER e
GOTTSCHLING, 2007). E por esse motivo o estudo de um extrato de V.multispicata
seguindo as mesmas condicOes para o ché das folhas de C. verbenécea pode ser de grande
contribuicdo para a literatura cientifica.

Assim, o presente estudo objetivou estudar o residuo gerado pelo processo de
extracdo, pois acredita-se na possibilidade de desenvolvimento de uma logistica de
reaproveitamento do material botanico, com o fim de reduzir desperdicios de outros
compostos comercialmente valorizados, uma vez que 0s extratos aquosos sao seletivos
aos metabolitos de elevada hidrofilicidade, e que por isso, compostos de média e alta
lipofilicidade, que também possam apresentar importantes aplicacdes, ainda estejam

presentes no material boténico residual (torta).



14

2 OBJETIVOS
2.1 Geral

Estudar o residuo botéanico (torta) - oriundo do extrato aquoso via infusdo - com o
intuito de isolar compostos que também possam vir a conferir atividades similares e/ou

superiores aqueles ja reportados para a espécie.
2.2 Especificos

-Obter extrato aquoso via infusdo das folhas secas e trituradas de Varronia
multispicata(CHAM) Borhidi;

- Obter extrato metandlico resultante do residuo “torta” do extrato aquoso;

- Desenvolver método cromatografico via HPLC para o isolamento dos compostos
majoritarios do extrato metandlico e aquoso;

- Propor caracterizagéo via UPLC-MS/MS dos compostos isolados;
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3 REFERENCIAL TEORICO
3.1 Familia Boraginaceae

A familia Boraginaceae possui dez géneros aceitos como ocorréncia nativa no
Brasil, sendo encontradas espécies desta familia no mundo inteiro principalmente em
zonas de clima tropical e temperado. Existem cerca de 3000 espécies classificadas em
aproximadamente 200 genéros que apresentam a principal sinapomorfia o estilete
ginobasico e ndo possuem floema interno e nem estipulas. As folhas sdo dispostas
alternadamente e de forma espiralada. O nome Boraginacea literalmente significa
herbaceae de aplicagdo sudorifica, devido a alta taxa de evapotranspiracdo das espécies
pertencentes & esta familia. (MELO, et. al., 2013; MELO e LYRA-LEMOS, 2008;
JUSSIEU,1789).

No tocante a exploracdo fitoquimica e quimiotaxonémica ainda ha muito que se
descobrir, e sobre as clases de matabolitos que, sugestivamente, podem estar presentes
em espécies da familia Boraginaceae registram-se: alcaldides, quinonas, naftoquinonas,
saponinas, taninos, acidos fendlicos, alantoinas, mucilagens, polissacarideos,
flavondides, ciclitdis e acidos graxos como o &cido gamalinolénico (ARREBOLA, et. al.,
2004; KUROYANAGI et.al., 2001, THIRUPATHI et al, 2008).
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3.2 O Género Varronia

Varronia P. € um género, relativamente “novo”, que foi proposto como género
através de trabalhos de identificacdo morfoldgica, e principalmente genética, nas espécies
que pertencera a um subgénero (Varronia P.) do género Cordia L. (BORHIDI,
GONDAR, OROSZ-KOVACS, 1988; MILLER e GOTTSCHLING, 2007).

Devido a este fato, ainda ha alguns conflitos sobre como deva ser a nomenclatura
taxondmica das espécies componentes deste novo género.Segundo Borhidi et. al. (1988)
0 nome baseado em caracteristicas morfologicas da espécie Cordia multispicata deve ser
a sinonimia Varronia multispicata, entretantro muitos autores discordam, levando em
consideracao aspectos genéticos para sustentar seus argumentos.

Enguanto ndo ha uma proposta aceita para como deva ser esta nova nomenclatura,
utilizou-se a combinacdo de Borhidi (por caracteristicas morfoldgicas) para se referir a
espeécie.

Como o nome é apenas questdo de identificacdo das espécies para efeito de
catalogacdo, e este, mesmo sendo alterado ndo modifica o gen6tipo das mesmas, serd
adotado Cordia multispicata em levantamento bibliogréfico para referenciar a sinonimia
Varronia multispica.

Uma importante integrante do género Varronia P. € a espécie V. curassavica
(sinonimia de Cordia verbenacea e Cordia curassavica) que além de ter dado origem ao
medicamento antiinflamatorio Acheflan® possui atividades antialergénicas e antitumoral
(PARISOTTO, et. al., 2012).

3.2.2 A espécie Varronia multispicata (CHAM) Borhidi.

E uma importante planta de incidéncia espontanea (invasora) de pastagens no leste
da Amazonia, aparecendo em ambientes abertos. A floracdo se estende durante o ano
inteiro (VIEIRA e DA SILVA, 1997). Polinizacdo de moscas e polinizagdo compartilhada
foram reportadas (MACHADO e LOIOLA, 2000).

3.2.2.1 Estudos farmacolégicos.

Etnofarmacologicamente ela é utilizada no tratamento de doencas do trato
respiratorio como tosses, asma, bronquite e usado como expectorante, por diversos povos
da america do sul; é usado também para tratar contusdes (KUROYANAGI et al, 2001),

erisipela, furinculo, embora ndo haja trabalhos cientificos validando tais atividades. O
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infuso das folhas é também utilizado no combate a anemia, a tosse, bronquite e gripe. As
fibras da casca sdo usadas na fabricacdo de cordas. A espécie épredominante de solo
argiloso-pedregoso, ocorrendo em matas, terrenos baldios e beira de estradas. Apresenta
boa concentracdo em fibra. O ferro é o elemento presente em maior concentracdo, no
caule e folha (RIBEIRO, CALDAS, MARTINS, 1990).

A fracdo acetato de etila do extrato metanolico das folhas e alguns compostos
isolados desta espécie exibiram uma potencial atividade antiandrogénica, apresentando
uma inibicdo de 73% frente a testosterona 5-a- redutase (KUROYANAGI, et. al, 2001).

Foi avaliado o extrato acetonico das folhas de C. multispicata (sin. V.
multispicata) para atividade de inibicdo do extresse oxidativo e determinacdo do teor de
compostos fendlicos no mesmo, o qual, foi atestado, o potencial antioxidante e um
elevado teor de compostos fendlicos, entretanto inferior & espécie V. curassavica
(sinonimia C. verbenaceae). (KUROYANAGI, et. al, 2001).

3.2.2.2 Os marcadores quimiotaxondmicos

Os marcadores quimiotaxinomicos do género Cordia L. e que também
corresponde ainda a familia Varronia L., estdo tabelados a seguir, sdo eles a Cordialina e

os Cordianol de A-1 que sdo triterpenos do tipo demerano.
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Tabela 01. Marcadores quimiotaxionémicos de género Varronia P e Cordia L isoladas por KUROYANAGI, et.
al., 2003.

. Massa de alta
Nome Formula molecular 5 Estrutura
resolucéo

Cordianolina C30H4605 486,3373
Cordianol A C30Hs006 506,7243
Cordianol B C30H1805 488,7092
Cordianol C C31Hs206 520,7519
Cordianol D C30H1805 488,7092
Cordianol E C30H4605 486,6931

Cordianol F C32H5005 530,7467




Cordianol G C30H4804 472.7102
Cordianol H C30H4804 472.7102
Cordianol | C31H5206 520,7519

19

E outros compostos também foram isolados de Varronia multispicata:
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Figura 1: Substéncias ja isoladas.

OH O
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HO -

I\

Ayanina
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Compostos isolados de V. multispicata por Da Silva et. al., 2010.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Equipamentos

v' Cromatografo Liquido de Alta Eficiéncia —LC-20AD (Shimadzu®) — com detector de
diodo SPD-M20A, auto-injetor SIL-20A e interface de comunicacdo CBM-20A
integrado com software LC-solutionverséo 1.25 SP2.

v' Cromatdgrafo Liquido de Alta Eficiéncia-LC-6AD PROMINENCE (Shimadzu®) —
com detector de diodo SPD-10AV, auto-injetorLC-8A e interface de comunicacédo
CBM-20A integrado com software LC-solutionversdo 1.25 SP2.

v Espectrometro de Massas XEVO G2-S QToF (Waters®) acoplado a um Cromatégrafo
LiquidoUPLC (Waters®);

v’ Balanca Analitica AUW220D (Shimadzu®);

v" Ultrassom 2510 (Branson®);

v" Purificador de agua Direct-Q5 da Millipore (MERCK®);

4.2 Reagentes e Material

v’ Solventes grau HPLC| MS: acetonitrila e metanol (Tedia®)| LiChrosolv®;
v Solventes grau P.A: hexano e etanol (Tedia®);

v Acido formico(CPQ®);

v Filtro de seringa de nylon 0,45um;

v Coluna analitica Gemini C18 (250 x 4,6 mm, 5um) Phenomenex®;

v" Coluna de vidro7,5x70 cm;

v' Fase estacionaria de dextrana, SEPHADEX ()

4.3 Descrigdo da &rea de coleta e identificacdo do material boténico

O material boténico foi adquirido no municipio de Castanhal-PA,através da coleta
in locus de espécimes com caracteristicas morfoldgicas que indicassem nao estarem
deterioradas por ataque de predadores (como fungos e incetos), das quais foram
seccionadas as folhas da espécie Varronia multispicata(Cham)BORHIDI. Uma exsicata,
sob a inscri¢do n° 188979, foi preparada e identificada junto ao herbario da EMBRAPA-

PA pela parabotéanica Silvana Rodrigues Tavares.
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4.4 Etapas de processamento do material botanico

4.4.1 Secagem e tritutacéo.
Apols a coleta, o material vegetal foi lavado com agua sanitaria 0,1% para

eliminagdo de micro-organismos (fungos, bactérias etc) e foi submetido as etapas
seguintes: (i) as folhas de Varronia multispicata (Cham) Borhidiforam secas em estufa

de ventilacdo a 45° C até peso constante; (ii) o material seco foi triturado em moinhos de
facas até obtencdo de granulometria de p6 semifino (355 pum) conforme Simdes et al.
(2017);

4.4.2 Extracao.

A obtencéo doextrato aquoso das folhas de Varronia multispicata (Cham) Borhidi

foi feita conforme sugerido pelo Formulério de Fitoterapicos da Farmacopéia Brasileira
(BRASIL, 2018). Esta etapa consistiu na imersdo de 15 gramas de material pulverizado
em 750 mL de agua ultrapura a 100° C, permanecendo em imersdo por um periodo de 24
hs. O volume foi filtrado em papel de filtro, congelado em nitrogénio liquido e liofilizado.

A “torta” proveniente do extrato aquoso foi seca a 45° C em estufa de circulagédo
por 72 horas. Posteriormente, o material seco, equivalendo a 10 gramas, foi submetido a
extracdo exaustiva a frio, razdo 1:4 (residuo/solvente), com metanol P.A, em duas
bateladas que totalizaram 48 horas, sendo trocado o volume de solvente a cada intervalo
de 24 horas. Outros 20g de torta do extrato aquoso tratada foram submetidos a extracdo
com n-hexano, sendo: 10g a frio a razdo 1:4 (residuo/solvente) em duas bateladas de 24
horas cada, e os outros 10g por extracdo utilizando sistema Soxhlet em uma razdo 1:8
(residuo/solvente) por aproximadamente 5h e 15min e 7 sinfonadas de solvente.Os
volumes de extratos foram reunidos respectivamente e concentrados em evaporador
rotatorio e o0 material extraido foi seco em estufa (45° C) até peso constante.

Dois outros extratos a frio (sendo: metanolico e hexanico) foram obtidos
diretamente do material botanico integral para compara¢do com 0s respectivos extratos
do residuo (da extracdo aquosa) tratado, e estes extratos tiveram as mesmas condic¢oes

(tempo de bateladas e razéo residuo:solvente) que os extratos a frio da torta.
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Figura 2: Fluxograma ilutrando os processos e suas respectivas fontes.
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4.5 Fracionamento do aquoso.

Uma massa de 300 mg do extrato aquoso foi solubilizada em 5 mL de H.O/MeOH 8:2.
Em seguida foi inoculada em uma coluna de vidro 32x2 cm contendo 25 gramas de fase
estacionaria Sephadex (60-200 pum). O sistema de eluicdo foi uma composiacao binaria
de H.O/MeOH 9:1,em modo isocratico, totalizando cinco volumes de 600 mL. A cada
volume de coluna coletado (100 mL) considerou-se como uma fracdo (conforme a Tabela

1 a sequir):
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Tabela 02. Especificacdo da etapa de fracionamento do extrato aquoso de Varroniamultispicata (Cham)

Borhidi (Boraginacea).

SOLVENTES RAZAO (v/v) VOLUME CODIFICACAO
Agua/Metanol 90:10 100 mL EAVM-FR1.spx
Agua/Metanol 90:10 100mL  EAVM-FR2.spx
Agua/Metanol 90:10 100mL  EAVM-FR3.spx
Agua/Metanol 90:10 100 mL EAVM-FR4.spx
Agua/Metanol 90:10 100 mL EAVM-FR5.spx

Fonte: autor (2018).

4.6 Desenvolvimento cromatografico via HPLC
4.6.1 Pré-tratamento SPE

Trés aliquotsa de 10 mg dos extratos, metanolico, hexanicos por maceracgéo e
hexanico por Soxhlet, foram solubilizadas, paralela e independentemente, em 800 uL de
ACN e colocas em banho ultrassénico por 1 min, em seguida adicionou-se 200 puL de
H20 e novamente foi coloca em banho ultrassonico. Posteriormente, as amostras
foraminoculadasem 3 cartuchospara SPE de fase estacionaria composta por 100 mg de
silica modificada com cadeia C18, para retencdo de interferentes, em particular, a

clorofila. Em seguida, os materiais coletados foramsecos em estufa a 40° C.
4.6.2 Injecédo via HPLC

As amostras foram analisadas via HPLC a partir de colunas analiticas de
dimensGesde 250x45 mm e 150x45 mm, através de método em estilo gradiente, que
variou o percentual de composic¢ao orgénica (solvente B) de 5 a 100% ao longo de 60
min, sob fluxo constante de 1 mL/min. Os vials foram preparados na concentragéo inicial
de 5,0mg/mL, sendo filtrados e homogeneizados em banho ultrassénico por 1 min.

O volume de injecéo foi definido para 20 L e a andlise foi registrada, através de
um detector de diodo com lampada de deltério (D2), na regido do ultravioleta (200 a 400
nm). Para eluicBes em modo isocratico, as composic¢des de solvente organico, acetonitrila
e/ou metanol, foi estabelecida a partir da tabela de elui¢do isocratica proposto por Cass e
Degani (2012).



25

4.7 Caracterizagdo via LC-MS/MS

As analises via LC-MS foram realizadas em um espectrometro de massas XEVO
G2-S QTof (Waters®) com fonte de eletrospray (ESI). Leucina-encefalina (Waters®) foi
usada como padréo de referéncia para massa exata de alta resolugdo.Uma aliquota de 1,0
mg da amostra foi solubilizada em 1 mL de ACN/H20 (8:2), em seguida, a solucdo obtida
foi filtrada em filtro de seringa, o procedimento se deu desta forma para todas as amostras.
Para a separacdo cromatografica, utilizou-se uma composicao binaria de agua/acetonitrila
como fase movel e uma coluna de fase reversa octadecil (50 mm x 2,1 mm) Acquity
UPLC — BEH1,7 um(Waters®, USA).Uma aliquota de 5uL da amostra foi eluida em
modo gradiente linear na faixa de composicao de fase movel 5-95% durante 10 minutos
sob uma temperatura de 40°C, em fluxo de 0,3 mL/min.

A ionizacgdo da amostra foi realizada em modo positivo (ES+) na faixa de detec¢édo
de 50 a 1200 Da, com registro de 0.1 segundo. A temperatura da fonte foi estabelecida
em 150° C, o fluxo de gas no cone de 20 L/h e o gas de dessolvatacdo foramajustadosem
550 L/h a temperatura de 250 °C, respectivamente. As voltagens do capilar e do cone
foram definidas, respectivamente, em 2.0 KV e 40 V. A aquisi¢do dos dados foi realizada
através do software Masslynx verséo 4.1.

4 RESULTADOS E DISUSSAO
4.1 Aspectos relevantes sobre a escolha dos extratos.

A escolha da extracdo aquosa por infusdo ja foi discorrida neste trabalho,
entretanto, os tipos de extracdo para investigacdo do residuo se deve ao fato de os
solventes escolhidos: metanol e hexano diferirem dos aspectos quimicos da agua - que €
de ser um solvente de alta especificidade no modo de infusdo. O extrato aquoso tem
carater hidrofilico do qual pode se esperar grandes quantidades de aglcares, compostos
fendlicos e outras classes que, no metabolismo, foram glicosiladas para carreamanto em
fluxo hidrico pela estrutura fisioldgica da planta. Devido a variacdo das dimencgdes das
moléculas presentes, em extratos aquosos em geral, e similares solubilidades como
substancias: monoglicosiladas, diglicosiladas, &cidos fenolicos, taninos condensados,
dentre outras possiveis, optou-se por cromatografia por exclusdo ou peneira molecular —
que se baseia em reter, gradativamente por absorcao, na fase estaciondria substancias de

menor raio molecular médio e eluir substancias de maior raio molecular médio, como
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técnica de separacdo, foi utilizado a fase estacionaria SEPHADEX, que originou 5 fracbes

que foram analisadas em HPLC gerando 0os cromatogramas a seguir:

Figura 3: Cromatogramas das frac6es do extrato aquoso.
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Cromatogramas das fragdes do extrato aquoso no modo gradiente em concentracao de 4gua e acetonitrila

(5-100% de ACN), utilizando coluna SYNERGI HYDRO-RP 60 A 250x45 mm, tempo total de analise 30
min. Com absor¢do méxima de 670 mAU, comprimento de onda 260 nm.. Amostras de 2 miligramas
solubilizadas somente em agua.

O perfil cromatogréafico das fragcbes mostrou que houve distinto comportamento
de absorcao registrada pelo DAD, o que sugere boa separacao dos componentes do extrato
e, segundo o fundamento da técnica utilizada, as primeiras fracdes sdo compostas por
substancias de maior raio molecular e como exemplos destes: taninos e compostos
fenolicos glicosilados e as ultimas fracGes por compostos de menor raio como: unidades
de acucares livres, e acidos fendlicos.

O extrato aquoso integral tem a melhor solubilidade, e ainda sim baixa, em agua,
sendo testada a solubilidade em: DMSO, piridina, propanona, EtOH, MeOH, ACN e
sistemas binarios destes com agua. A solubilidade do extrato em agua aumenta com a
temperatura, e na queda desta a viscosidade aumenta propciando a formacéo de espumas
quando agitado, 0 que € caracteristico de saponinas ou outros compostos tensioativos. O
extrato aquoso oferecia resisténcia ao ser filtrado, o que demonstra formacédo de coldides
por, mais provavelmente, insolubilidade - levando em consideracdo que a massa a ser

solubilizada foi 1 mg por mL.
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4.2 Extratos metandlicos: do material botanico e da torta.

O metanol é um solvente de alta para média hidrofilicidade, podendo também ser
considerado universal quando referente a metabdlitos secundarios. (ZHANG, LIN, YE,
2018). O extrato metanodlico do material botanico integral foi comparado, na figura a

seguir, com o extrato metanolico do residuo da extracdo aquosa:

Figura 4: Cromatogramas dos extratos metanolicos.
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Andlises no modo gradiente de 60 minutos em concentragdode 5 a 100% de ACN, amostras de concentracdo 2000
ppm, utilizando coluna de dimensdes 250x45mm empacotada com C18, comprimentos de onda analisado 310 e 354
nm. A - Cromatograma do extrato metanoélico da torta.B — Cromatograma do extrato metandlico da torta.

O perfil dos extratos revela uma similaridade, o que comprova que mesmo depois
da extracdo aquosa ainda hd compostos presentes na torta que sao extraidos com metanol,
embora certa quantidade de compostos no extrato da torta deixa de ser registrada na
mesma intensidade de aborc¢do quando comparado ao extrato direto.

Foi desenvolvido um método isocratico segundo a metodologia de Snyder,
Kikerland e Glajch (1987) apude Cass e Deganni (2010), baseado em um gradiente de 5
a 100% de ACN balanceado com &gua por 60 minutos utilizando coluna de fase
estacionaria C18 de dimensdes de 250x45mm, tendo como primeiro e ultimo pico de
interesse: 0s que, respectivamente, se localizam no eixo corespondente ao tempo que

representa 34 minutos e 42,5 minutos. Ambos 0s cromatogramas Sao expostos a seguir:
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Figura 5: Cromatograma do extrato residual (gradiente e isocratico)
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A - Gradiente do extrato metandlico da torta aquosa amostra de 3 mg/mL, fluxo de 1 mL/min. =310 nm,
A=254 nm.Picos de interesse identificados:P1, P2 e P3. B — Isocratico de 45% de ACN balanceado com
agua com pressdo de 119 Kgf/cm?, tempo maximo de 45 minutos de analise.

O perfil de absorcao da radiacdo ultravioleta incidida pela lampada de deltério do
equipamento foi registrado, no tempo correspondente, no isocratico, a picos Nos minutos:
10,5, 16,5 e 27, e o comportamento sugere ser esqueleto flavoinoidico, como pode ser

visto na préxima figura.
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Figura 6: Perfis de absor¢ado no ultravioleta.

Pl 2%

"

Bo0® B ¥ o BT OEOE OB OX R MR R EHN RRE DR R

Perfis de absorbancia dos picos: P1, P2 e P3 na varredura dos comprimentos de onda de 200 nm a 400
nm, correspondente ao espectro ultravioleta, apresentando maximos e minimos locais rotulados.

Foram coletados os volumes afluentes corespondente aos picos P2 e P3, registrando 2
e 3 mg respectivamente, estes foram inoculados em pool para analise em LC-MS/MS, o

cromatograma de ions totais é exibido a seguir:

Figura 7: Cromatogramas de ions totais do pool dos picos P2 e P3.
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Cromatograma de ions totais do pool de P2 e P3 ionizado no modo positivo.

me
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Com o cromatograma de ions totais mostrando a razdo massa/carga dos
compostos ionizados pode-se executar a fragmentacdo dos mesmos para determinar a
estrutura possivel para cada um, para isso € necessario que se faca a selecdo da massa que
se queira fragmentar, pois o quadrupolo deve ter a energia certa para separar as razoes
massa/carga e recircula-la para a ionizacao de fragmentacao que promovera clivagens das
moléculas gerando fragmentos detectaveis que auxiliaram a elucidacdo das estruturas
moleculares referentes as massas iniciais. A ioniza¢cdo no modo positivo adiciona uma
unidade de proton nas moléculas, e estas passardo a ter carga positiva dando origem ao
ion precursor, e na fragmentacéo dara origem a ions derivados, que por sua vez possuem
massas menores e serdo gerados pelas clivagens das ligaces mais sucetiveis ao

rompimento pela energia ionizante.
Figura 8: fragmentograma do pico P2.
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Fragmentograma da massa 345,1036 daltons, fonte LC, 3,5 kV de voltagem da fonte de ionizagéo, 40 V
de energia de colisédo, temperatura do capilar 250°C, modo de ionizac&o positiva.
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Analisando o fragmentograma pode-se constatar que inicialmente ha o
desprendimento de 15 daltons do que seria 0 ion precussor 345,1036, gerando o ion
derivado 330,1011 e em seguida pode-se observar um segundo desprendimento de 15
daltons, o que se propde que sejam unidades de metilas (CH3) que estéo sendo segregadas
dos ions detectados. Apds existem mais trés subtracdes em massas de 28 daltons
correspondente a essas massas unidades de CO, ou 2 unidades metilénicas - CHo.

O fragmentograma referente a massa do ion precussor 359,1165, foi executado
também em deteccdo por analise de ToF, e selecionado por Quadrupolo, 0 mesmo é
mostrado a seguir.

Figura 9: Fragmentograma do pico P3.
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Fragmentograma da massa 359,1165 daltons, fonte LC, 3,5 kV de voltagem da fonte de ioniza¢do, 40 V
de energia de colisédo, temperatura do capilar 250°C, modo de ionizacéo positiva.

No fragmentograma registrou-se a perda de massa correspondente a 15 daltons, o
que se sopde ser unidade de metila que € clivada do ion precussor para o ion de maior
abudancia no fragmentograma (359-344=15), e do ion de maior abundancia do
fragmentograma de massa 344,1194 ao outro ion derivado de 329,0927 daltons, observa-
se a subtracdo de outra possivel unidade de metila. E do ion de 329,0927 para 301,0970
pode se propor a perda de CO ou 2 unidades de metileno (CH>).
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Até o presente momento nao foi encontrado padrao de fragmentagdo em banco de
dados para os compostos aqui fragmentados, entretanto isso ndo infere que sejam inéditos,
apenas que ainda ndo tiveram seus dados de fragmentacdo alimentados em plataformas

on-line.
4.4 Extratos hexanicos.

Ja o n-hexano é um solvente especifico de alta lipofilicidade que seria o agente de
solvatacao que melhor extrairia as substancias que nao se encontrariam no extrato aquoso
ou estariam em pequenas concentragcdes. Com este solvente foi efetuado extragdes do
material botanico e da torta a frio para comparar os perfis e a quente da torta para

aumentar a eficicia da extracdo acentuando a selecdo de compostos mais lipofilicos.
4.4.2 Extrato a frio do material boténico e da torta.

Para efeito de comparacdo dos materiais, foram executados os extratos e estes

foram analisados em HPLC para obtencdo dos cromatogramas.

Figura 10: Cromatogramas dos extratos hexanicos a frio.
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Cromatograma A — referente ao extrato do material boténico.Cromatograma B — referente ao extrato da
torta. Andlises foram executadas em coluna de dimensdes 250x45mm, com fase estacionaria C18, fase
movel 4gua e ACN no modo gradiente de 5 a 100 % de ACN em 60 minutos. Ambas as amostras foram
solubilizadas em agua:ACN (2:8) e tiveram o comprimento de onda analisado de 445nm.
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Os perfis cromatograficos dos extratos hexanicos sdo ainda mais parecidos que 0s
extratos metanolicos respectivos- 0 que ja era esperado levando em consideracdo a
diferente especificidade de extracdo da agua, mas neste caso outro parametro ndo pode
ser desconsiderado, a temperatura de extragdo por infusdo. Mesmo sendo por menos
tempo do que por decoccdo, a infusdo tem elevada temperatura, 0 que poderia vir a
degradar compostos tanto no extrato quanto na torta residual, entretanto observa-se que o
perfil permanece quase que inalterado. E comparando com os extratos metandélicos, 0s
trés picos de majoritéria absorbancia no extrato hexanico, muito provavelmente séo os
trés picos de interesses dos extratos metandlicos, analizando o tempo de retencéo e o

perfil de absorbancia no espectro ultravioleta.

A mesma metodologia executada no extrato metandlico da torta foi aplicada para
0 extrato hexanico da torta, originando um método isocrarico que por conseqiiéncia é
aplicavel também ao extrato hexanico do material botanico — pela notavel similaridade.
O sistema do isocratico encontrado foi ajustado com o fim de reduzir o tempo de analise
sem prejudicar a eficacia de separacdo, 0 cromatograma no modo isocratico é apresentado

a seguir:

Figura 11: Cromatograma em modo isocratico do extrato hexanicos.
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Cromatograma do extrato hexanico a frio da torta, realizado em modo isocratico de fase mdvel sendo
55% de ACN, balanceado com agua, andlise realizada em fluxo de 1 mL/min. Presséo de 119 Kgf/cm?,
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Uma aliquota de 1 mg do extrato hexanico a frio da torta foi analisado via LC-MS
em modo de ionizacdo positiva, sendo detectado via ToF, o cromatograma de ions totais
registrou as raz6es massa/carga protonadas dos ions e a analise revelou o que podemos

ver na figura 12.
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Figura 12: Cromatograma de ions totais do extrato hexanico a frio da torta, ionizados em modo positivo,
e detectado por analise de ToF.
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Analisando o cromatograma de ions totais do extrato hexanico pode-se
constatar que ndo existem substancias ionizando e sendo detectadas fora do registrado
pelo DAD, o que sugere mais seguramante, a auséncia de substancias desprovidas de
cromoforos, pois considerando que o0 extrato hexanico proporciona maior probabilidade
de extratir compostos sem cromoforos, o que é indetectavel por absorbéncia no

ultravioleta.

Foi observado a massa 375,1106, e tendo esta como target executou-se a
fragmentacéo para esta razdo carga/massa, o intervalo de analise levado em consideragdo
foi o tempo em que o pico de respectiva massa foi detectado. O fragmentograma é

apresentado na figura 13.

Figura 13: Fragmentograma de uma massa detectada no extrato hexanico a frio.

HVM-FV MSMS 375 625 (5.376) Cm (623:626) 1: TOF MSMS 375.11ES+
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Fragmentograma oriundo do extrato exanico da torta e correspondendo a razdo carga/massa de
375,1106, fonte LC, 3,5 kV de voltagem da fonte de ionizagéo, 40 V de energia de colisdo, temperatura do
capilar 250°C, modo de ionizag&o positiva..

Os fragmentos registram duas perdas consecutivas de 15 daltons, sendo o
fragmento originado pela segunda subtracdo desta massa o mais abundante. O precussor
a ser fragmentado ndo registra massa relevante devido a instabilidade do ion molecular
protonado diante a energia de fragmentacado estabelecida nos parametros.

Um padrdo previamente isolado e elucidado de 7,2’,4’,5’-Tetrametoxi-6,6’-
dihidroxiflavona foi fornecido por Oliveira (2018, no prelo)* para comparar perfil de

fragmentac&o e por desreplicacdo, identificar o composto no extrato hexanico da torta.

1 Oliveira, Juliana. P. Estudo fitoquimico e atividade imunomoduladora do extrato etandlico da espécie
Varronia multispicata. Tese (doutorado em quimica dos produtos naturais) — Programa de Pds-Graduacao
em Quimica. Universidade Federal do Para. 2018.
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Figura 14: Fragmentograma do padréo da substancia previamente elucidada.
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O perfil de fragmentagéo do padrao de substancia fornecido para comparagdoexecutado nas mesmas
condicGes de andlise e ionizacao da fragmentacdo do componente do extrato hexanico a frio da torta.

Figura 15: Comparacéo dos fragmentogramas.
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A - Fragmentograma da massa de 375,11, oriunda do extrato hexanico a frio da torta. B -
Fragmentograma oriundo da massa do padréo fornecido pela autora Oliveira (2018).
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Devido a correspondéncia dos picos registrados como ions derivados em ambos
os fragmentogramas, pode-se afirmar que o composto 7,2’,4’,5’-Tetrametoxi-6,6’-

dihidroxiflavona é encontrado no extrato hexanico a frio da torta.
4.4.3 Extrato por Soxhlet da torta.

O extrato hexanico por soxhlet da torta demonstou coloragédo mais esverdeada que
0 extrato por exaustdo a frio tanto da torta quanto do material botanico, isso pode se
justificar pelo fato de haver maior energia entrOpica no sistema, pois ocorre 0
aquecimento e a sucgdo do solvente neste sistema. O extrato teve 0 mesmo preparo de
amostra que os demais extratos hexanicos e foi analisado em HPLC. Observado o
comportamento familiar em gradiente de agua e ACN, foi submetido ao isocratico
encontrado pela metodologia executada ao extrato hexanico a frio da torta, os

cromatogramas séo expostos na figura que se sucede.

Figura 16: Cromatogramas do extrato hexanico por Soxhlet (gradiente e isocratico).
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A - Gradiente do extrato hexanico por soxhlet executado em coluna 150x45mm em 60 min Fase movel
composta por 4gua e ACN, amostra de concentracdo de 2000 ppm. B - isocratico desenvolvido para o
extrato hexanico a frio da torta aplicado ao extrato hexanico por soxhlet e composto pela fase move de
55% de ACN em &gua, presséo de 87Kgf/cm?,
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5 CONSIDERACOES FINAIS

O extrato aquoso por infusdo tem caracteristicas relativamente boas quanto a
desenvolvimento de um produto farmacoldgico, caracteristicas como baixo custo quanto
a solvente e energia térmica, pois a infusdo necessita de menos energia térmica que a
decocgdo e a 4gua é um solvente de facil tratamento para uso no processo.

Os extratos de mesmo solvente, mudando apenas o material de extracdo (material
botéanico e torta) se mostraram similares, o que comprova que a extragao aquosa nao extrai
substancias de classes e subclase importantes como flavondides metoxilados. Este
trabalho identificou por desreplicagdo o composto 7,2°,4’,5’-Tetrametoxi-6,6’-
dihidroxiflavona que se encontra presente no extrato hexanico a frio da torta. O que torna
possivel especulacdes quanto a viabilidade de exploracdo econdmica do residuo gerado

pelo extrato aquoso por infusao.
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