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INTRODUCAO

Existe uma grande variedade de compostos que pseleaxtraidos e caracterizados a
partir de plantas (ARAUJO; LEON, 2001). Sendo assimextracdo, o isolamento e a
purificagdo de novos compostos naturais, especiémee origem vegetal, € um dos
processos mais utilizados atualmente para a oldeded novos compostos com acéo
terapéutica (BARREIRO; BOLZANI, 2009).

Nos ultimos anos, estudos tém comprovado que onseingo de patologias crbénicas
como cancer, diabetes mellitus, hipertensao aktévial de Alzheimer, entre outras, bem
como processos inflamatorios e o envelhecimentt§oeselacionados ao desequilibrio
estabelecido entre os niveis de radicais livreasstibstancias antioxidantes no organismo,
conhecido como estresse oxidativo. Antioxidant@s csinpostos que retardam ou previnem
significativamente a oxidacdo de lipidios ou deramitmoléculas biolégicas inibindo a
iniciacdo ou a propagacao da reacdo de oxidagcaoadma, prevenindo ou reparando danos
ocasionados as células por espécies reativas gemxi(HENSLEY, et al, 2000; OLIVEIRA
et al, 2009).

A aplicacdo terapéutica dos produtos naturais sementando em decorréncia da
ideia de que sdo mais seguros do que medicamentésicos pelo fato de serem fontes
naturais de substancias antioxidantes. Diante dzessglade de novos antioxidantes,
particularmente naturais, bem como do potenciahoai e biol6gico das espécies vegetais,
extratos de uma grande variedade de plantas coortidimgia etnofarmacologica e compostos
isolados de fontes vegetais tém sido objeto delestde bioprospeccdo dessa atividade alvo,
que podem ser feitos pela avaliacdo da capacidadepmtura de radicais livres, como o 2,2-
difenil-1-picril-hidrazila (DPPH) (DAVID et al., 207; SOUZA et al, 2007).

O génerdHyptis (Lamiaceag)formado por cerca de 400 espécies, € rico em &spéci
vegetais de grande importancia econémica e etnafaidgica (FALCAO; MENEZES,
2003). Hyptis platanifolia, € uma planta aromatica endémica da regidao do-&eda
brasileiro. Seus caules e folhas apresentam coogosin atividade antioxidante, conforme
o primeiro estudo realizado por cromatografia emara delgada (CCD) em presenca do
radical livre DPPH (PINTO et al, 2009). O fracioremto cromatografico preliminar do
extrato diclorometano de folhas He platanifolia mostrou acdo antioxidante frente ao DPPH
de todas as sub-fragGes obtidas (SILVA et al, 2011)

Dessa forma, a atividade antioxidante e antimiemwdi constatadas nos estudos
preliminares dos extratos de folhasHleplatanifolia estimularam a continuidade do estudo
da atividade bioldgica e do perfil quimico da pbard partir do estudo fitoquimico
biomonitorado das fra¢des ativas do extrato dich@t@ano de folhas, bem como o estudo do
extrato acetato de etila de folhas; visando avaliavolucdo da atividade antioxidante e
contribuir, futuramente, para o isolamento de ncx@®postos bioativos. Assim, o objetivo
deste trabalho foi realizar a separacdo cromatogrédts fracdes do extrato diclorometano de
folnas com atividades biologicas constatadas; araepo cromatografica preliminar do
extrato acetato de etila de folhas, bem como avaligerfil quimico e as atividades
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antioxidante das fracfes obtidas.

METODOLOGIA

Realizou-se a separacdo por cromatografia de écales coluna aberta das fracdes
HPFD/1-2, HPFD/4-7, HPFD8-13, HPFD/20-21, HPFD/B2db extrato diclorometano de
folhas deH. platanifolia. Utilizou-se como fase estacionaria resina sephbgefilica (LH20
100-500g) da Sigma-Aldrich. Para todas as fracGesam utilizados como eluentes
hexano:diclorometano (1:4), diclorometano:aceto82)( diclorometano:acetona (1:4) e
metanol. O fracionamento da fragdo HPFD 17-19dalizado por cromatografia de adsorcéo
em coluna aberta, utilizando-se como fase estat@éongel de silica 60 (0,04 - 0,063mm) da
Merck. As fases maveis utilizadas foram hexanatunas de hexano:acetona com gradiente
de polaridade crescente, acetona, misturas denacetetanol com gradiente de polaridade
crescente e metanol.

Para o fracionamento cromatogréafico do extratoatcete etila de folhas, foi utilizada
a cromatografia por adsor¢cdo em coluna filtramte fiash, acoplada a uma bomba de véacuo.
Como fase estacionaria, utilizou-se gel de sil@4305-0,2mm) da Vetec. As fases moéveis
utilizadas foram hexano, diclorometano, acetonaetanol, com misturas de gradiente de
polaridade crescente. As fracBes resultantes faradificadas como HPFAE e o numero
correspondente a fragao.

Algumas sub-fracfes obtidas da separacédo crométagdd extrato diclorometano de
folhas e as fracOes obtidas da separacdo cromitagdo extrato acetato de etila foram
submetidas a triagem fitoquimica por cromatogradia camada delgada comparativa
(CCDC). As solugdes das amostras (5mg/mL) forancaghs em placas cromatogréaficas pré-
fabricadas revestidas com uma camada de gel da €0 G e eluidas em fases moéveis
previamente selecionadas. As placas foram revelemiasluz UV 365 nm e 254 nm e, em
seguida, com Reagente de Anisaldeido-Acido SubitikS) para deteccéo de terpenos e/ou
esteroides e Reagente de Produtos Naturais-Ratieglicol (NP/PEG) para deteccdo de
flavonoides, conforme metodologia descrita por Véage Bladt (1995). Foram feitos
controles negativos. Posteriormente, as sub-fragées perfis cromatogréficos semelhantes
foram reunidas, secas em capela de exaustdo eapemadalanca analitica de preciséo.

A avaliacdo da atividade antioxidante foi baseaawlansaio do DPPH por CCD (Silva,
2005). Algumas sub-fracdes do extrato diclorometiaolhas e as fragbes do extrato acetato
de etila foram solubilizadas em solvente adequ&doy{mL). Foram aplicados 20 pL sobre
placas cromatograficas de gel de silica 60 G, dloteie, no ponto de aplicacdo, massa de
0,10mg. Como padrao positivo, utilizou-se 0,7 plgdercetina (5mg/mL). Para as fragdes do
extrato acetato de etila, o ensaio antioxidanterdéailizado somente ap0s a eluicdo das
amostras em cuba cromatografica. Todas as placas fceveladas com solucdo metandlica
de DPPH a 0,004%. O surgimento de bandas amaestasté 45 minutos, foi considerado
resultado positivo para atividade antioxidante.r@ugde resposta das amostras ao DPPH foi
avaliado em funcdo do tempo de reagdo em minussgnaclassificado: inicio da reagdo < 5
min. (rpido), entre 5-30 min. (intermediario) 8 min. (lento) (HUANG et al, 2005).

RESULTADOS E DISCUSSAO

O critério de selecdo das fracbes do extrato mioletano para a separacéo
cromatografica foi baseado na avaliacdo conjunta seguintes parametros: atividade
antioxidante e/ou atividade antimicrobiana, masgeeréil cromatografico. A separacao por
cromatografia de exclusdo por tamanho das fracdeBDHL-2, HPFD/4-7, HPFD8-13,
HPFD/20-21, HPFD/22-26 do extrato diclorometanddlleas resultaram em 52, 43, 40, 78 e
75 sub-fragBes, respectivamente. O fracionamentagisorcdo em gel de silica de HPFD/17-
19 resultou em 77 fracbes. As sub-fracbes obtigaseto as de HPFD/17-19, foram
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analisadas por CCDC.

Os rendimentos das separagfes cromatograficasadée$ HPFD 8-13, HPFD 17-19,
HPFD 20-21, HPFD 22-26, que correspondem a 98,288414%, 89,26% e 84,23%,
respectivamente, podem ser considerados bastatidéatssios, uma vez que é comum a
perda de cerca de 30% da amostra por adsorcdoersie®l na fase estacionaria,
particularmente no caso de amostras de polaridagtiama alta. As perdas por adsor¢cao
observadas nessas separacdes foram de 1,76%, 13@86%6 e 15,77%, respectivamente.

O fracionamento preliminar do extrato acetato da etsultou em 15 fracdes, as quais
foram submetidas a anélise por CCDC .Os cromatagdoram revelados por irradiacao
com luz ultravioleta (365nm) para observar o penfdmatografico e unir as amostras com
perfis semelhantes. A massa utilizada para o fnrach@nto do extrato acetato de etila foi de
9,1728g e a massa resultante da soma das fragbeasobho fracionamento foi de 8,1899¢,
indicando um rendimento de 89,28%. Considerandaéa polaridade do extrato acetato de
etila, bem como da fase estacionaria, o rendimeltido foi bastante satisfatério. De acordo
com os perfis cromatograficos observados de todasila-fracdes do extrato diclorometano
de folhas, bem como de todas as fracdes do exdctato de etila de folhas, as amostras
apresentaram-se quimicamente complexas.

Na triagem fitoquimica a maioria das amostras destamostrou reatividade ao
reagente AS, sugerindo a presenca de esteroidpents e/ou triterpenos. Estes resultados
sdo compativeis com o estudo quimicoHygtis platanifolia, coletada no estado do Ceara,
que resultou no isolamento de cinco diterpenos xdmte das raizes, bem como de dois
esteroides e dois triterpenos do extrato das paéiess (ARAUJO et al., 2005).

As respostas positivas das sub-fracées HPFD 2@&%/66 e HPFD 20-21/ 67 — 74,
bem como das fragbes HPFAE 3-6, HPFAE 7-9, HPFAR2,0HPFAE 13-15 ao reagente
NP/PEG sugerem a presenca de flavonoides. Estdtatkss sdo compativeis com a quimica
do génerdyptis visto que, segundo uma revisdo sobre o géidgptis realizada por Falcéao e
Menezes (2003), as substancias de origem biossatétista, como os flavonoides, estao
presentes nas plantas desse género, mesmo que paor peorréncia. A deteccao de
flavonoides nas ultimas fracdes da coluna € esperddto que sdo fragcbes de maior
polaridade comparativamente as obtidas inicialmeates flavonoides possuem estruturas
intrinsicamente polares.

Todas as sub-fragdes obtidas da separacao cromdfidagte HPFD 4-7 e HPFD 22-26
apresentaram resultados negativos frente ao readd¢RtPEG, sugerindo a auséncia de
flavonoides. Comparando-se os resultados obtidasabalho de Silva et al. (2011) com os
resultados do presente trabalho, as fracbes HPFDed4HPFD 22-26 foram reativas ao
NP/PEG, portanto sugerindo a presenca de flavospjl@ém ndo apresentaram o mesmo
perfil quimico apds o fracionamento cromatografisso pode ser explicado considerando
que, com o fracionamento, a concentracdo de outorspostos pode ter aumentado
relativamente a concentragdo dos flavonoides. Déssaa, a sensibilidade do método
utilizado no ensaio fitoquimico provavelmente n@b guficiente para a deteccdo destes
compostos das sub-fracdes. No entanto, nas sulieBade HPFD 20-21, apenas HPFD 20-
21/ 46 — 66 e HPFD 20-21/ 67 — 74 foram reativ@dN®/PEG, sugerindo a presenca de
flavonoides. Esses resultados sugerem que, ap@&iorfamento, esses compostos quimicos
foram separados e mantiveram-se apenas nas fragd@scitadas.

Todas as amostras testadas foram reativas frenbP&b1. Os resultados obtidos de
atividade antioxidante mostrou que 100% das anwdiatadas apresentaram atividade
antioxidante, sugerindo que compostos presenteasi@snostras sdo doadores de hidrogénio
elou elétrons, capazes de reduzir o radical DPRiHaiodo 2,2-difenil-1-picril-hidrazina, de
coloragdo amarela. Das amostras testadas, 95,3%sempsram reagfes com cinética
favoravel, ou seja, reagiram com o radical livrePPPem um tempo menor que 5 minutos.
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Esses resultados podem estar relacionados a paesignificativa de terpenos e flavonoides
nos extratos diclorometano e acetato de etila tleagodeH. platanifolia, conforme os
resultados obtidos na triagem fitoquimica. Essesiltados estimulam a continuidade do
estudo da atividade antioxidante He platanifolia a partir de métodos quantitativos para
confirmar a atividade detectada nos ensaios gtiatita

CONSIDERACOES FINAIS

O estudo preliminar do perfil quimico das fracoesib-fracdes de extratos de folhas
de H. platanifolia, através da triagem fitoquimica, sugere a predanuia de compostos
terpénicos, bem como a presenca de flavonoidesloses resultados compativeis com 0s
dados reportados na literatura sobre a quimicaédergHyptis. As folhas deH. platanifolia
apresentam atividade antioxidante frente ao DPPHIfrédcOes do extrato acetato de etila e
sub-fracBes do extrato diclorometano de folhassamtaram um potencial antioxidante, visto
gue esta atividade foi mantida ap6s os processdsadienamentos cromatograficos, sendo
necessaria a confirmacdo desta atividade por metqdantitativos. Diante dos resultados
obtidos neste trabalho, a espétigptis platanifolia pode ser uma fonte promissora de
metabolitos ativos. A continuidade do estudo qudmec bioldégico desta planta torna-se
importante, uma vez que € uma das representantasndgénero botanico com relevancia
etnofarmacologica e econdmica. A continuidade dodesdas fracdes mais ativas He
platanifolia, em futuros trabalhos, podera aumentar a perspedg isolamento de novos
compostos antimicrobianos e/ou antioxidantes.
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