¢ UNIVERSIDADE ESTADUAL DE FEIRA DE SANTANA

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM RECURSOS éiigmgs
GENETICOS VEGETAIS

VEGETAIS W
STOTOTOTL

MAIANE DOS SANTOS NEVES

ESTUDO FITOQUIMICO E AVALIACAO DA ATIVIDADE
ANTICOLINESTERASICA DE EXTRATOS DA CASCA DA
RAIZ DA Mimosa tenuiflora (Willd.) Poiret

Feira de Santana-BA
2015



MAIANE DOS SANTOS NEVES

ESTUDO FITOQUIMICO E AVALIACAO DA ATIVIDADE
ANTICOLINESTERASICA DE EXTRATOS DA CASCA DA
RAIZ DA Mimosa tenuiflora (Willd.) Poiret

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pés-Graduacdo em
Recursos Genéticos Vegetais, da Universidade Estadual de
Feira de Santana, como requisito parcial para a obtencdo do
titulo de Mestra em Recursos Genéticos Vegetais.

Orientador: Prof. Dr. Hugo Neves Brandao
Co-orientador: Prof. Dr. Jorge Mauricio David

Feira de Santana-BA
2015



BANCA EXAMINADORA

Prof. Dr. Ademir Evangelista do Vale

Prof. Dr. Clayton Queiroz Alves

Prof. Dr. Hugo Neves Brandéao
Orientador e Presidente da Banca

Feira de Santana — BA
2015



hY pY

Dedico este trabalho a minha familia, em especial, a minha

mae pela pessoa que €, e exemplo de mae sempre dedicada.



AGRADECIMENTOS

Agradeco primeiramente a Tupa (Deus), por ter me permitido realizar este
trabalho, por ter guiado meus passos nessa longa caminhada, ter renovado minha fé
e ter me fortalecido em todos 0os momentos.

Aos “Mestres Encantados”, pela protecéo, forca e sabedoria para enfrentar
os desafios.

Aos meus pais Matilde e Elidio, pelo amor incondicional, por toda
dedicacdo, apoio e esforco que demonstraram para que eu concluisse mais essa
etapa, especialmente minha méae, pelas oracdes, por sempre me dar forcas e me
acalmar dizendo que “tudo vai dar certo”, nos momentos dificeis. Agradeco também
ao meu irméo Elton, por todo incentivo, apoio e carinho.

A toda a minha familia, meus avos que ndo estdo mais presentes
fisicamente e os que continuam ao meu lado, aos meus tios, primos, e cunhada,
pelo apoio e grande torcida.

Ao meu namorado Marcelo, pelo companheirismo, amor, carinho e palavras
de incentivo em momentos dificeis.

Ao Prof. Hugo Brand&o, meus sinceros agradecimentos, durante esses
quatro anos que se disp6s ser meu orientador, desde a iniciacdo cientifica até o
mestrado, obrigada pela orientacdo, paciéncia, pela confianca depositada em mim,
pelos conhecimentos compartilhados e dedicacéo para que este e outros trabalhos
dessem certo.

Ao meu co-orientador, Prof. Jorge Mauricio, por ter aceitado nosso convite
e pelo apoio e contribui¢cdes dados.

Agradeco ao Prof. Clayton Queiroz, pela disposicdo em sempre ajudar e
pelas importantes contribuicdes dadas para realizacéo deste trabalho.

Ao doutorando Luiz Carneiro, por todo auxilio dado na realizacéo dos testes
em HPLC e analise dos dados.

Ao Prof. Luciano Paganucci pela identificacdo da espécie e auxilio para
depdsito da exsicata no HUEFS.

Ao Programa de P6s Graduagcdo em Recursos Genéticos Vegetais — PRGV
e a CAPES, pela oportunidade dada e pelo apoio financeiro.

Ao Horto Florestal, pelo espaco concedido e acolhimento.



Aos amigos de laboratorio (LAEX/LABIV), em especial Raissa, Dany,
Jéssica e Juliana, obrigada pelo incentivo, amizade e muitos momentos de
descontracdo que tornaram os dias de trabalho mais leves.

A minha turma de mestrado, em especial Luma, Flavia e Valéria pela
amizade construida durante esses anos e pelos momentos de estudos,
descontracédo e alegrias.

A aluna de iniciacdo Leane, pelo auxilio dado no inicio do trabalho.

Aos meus amigos e parentes indigenas pelo apoio, amizade, pelos
momentos compartilhados de alegrias, de lutas por nossa causa, conquistas e
fortalecimento da nossa cultura.

Ao povo Tuxa, pelo pertencimento étnico e cultural e pela oportunidade de
pesquisar sobre a “jurema”, planta sagrada e significativa para a nossa cultura e
religido.

E a todos que de alguma forma contribuiram para a realizacdo deste

trabalho, meu muito obrigada!!



“Quem alcanca seu ideal, vai além dele”
(Friedrich Nietzsche, “Além do Bem e do Mal”, Cia das Letras, ano 2001, Aforismo
73, pag. 68)



RESUMO

Mimosa tenuiflora (Willd.) Poiret (jurema preta) € uma espécie da familia Fabaceae
nativa da Caatinga, encontrada largamente em todo nordeste brasileiro. Na medicina
popular, as cascas do caule e da raiz da jurema preta sao utilizadas no tratamento
de diversas enfermidades, como queimaduras e inflamacbes, além de ser
empregada tradicionalmente como bebida em rituais indigenas. Com relacdo a
casca da raiz, ha poucos estudos descritos na literatura sobre seu perfil quimico e
propriedades biolégicas. Desta forma, o presente trabalho prop6s realizar um estudo
fitoquimico dos extratos da casca da raiz da Mimosa tenuiflora. Para isso, foi
realizado o fracionamento do extrato cloroféormico a partir da cromatografia em
coluna (CC), e as determinacbes estruturais das substancias isoladas foram
realizadas através da técnica de ressonancia magnética nuclear (RMN) de *H e *3C,
além da identificacdo e quantificacdo de substancias fendlicas nos extratos
cloroférmico e acetato de etila a partir da cromatografia a liquidos de alta eficiéncia
com detector de arranjo de diodos (CLAE-DAD) e consequente validacdo do método
analitico aplicado. Também foram realizadas avaliacdo da atividade
anticolinesterasica dos extratos pelo método de Ellman e quantificacdo do teor de
flavonoides totais do extrato bruto através de método espectrofotométrico utilizando-
se como reagente cloreto de aluminio (AICIl3) e curva padrdo com quercetina. Como
resultado, foram obtidos do extrato cloroférmico uma mistura dos esteroides B-
sitosterol e estigmasterol e o triterpeno &cido betulinico. A partir da CLAE-DAD foram
identificados polifendis como a catequina, epicatequina e procianidina B2 além do
acido galico no extrato acetato de etila e procianidina B2, no extrato cloroférmico
desta espécie. Com a validacdo do método analitico, este se mostrou confiavel e
adequado para a quantificacdo das substancias catequina e epicatequina no extrato
acetato de etila, de acordo com critérios preconizados pela Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria - ANVISA. Com relagéo a atividade anticolinesterasica, entre os
extratos testados da jurema preta, o bruto e o de acetato de etila foram os que
demonstraram maior capacidade de inibicAo sobre a enzima acetilcolinesterase
(AChE) com relacdo aos demais, apresentando percentuais de 89% + 0,31 e 93,8%
+ 0,4, respectivamente, 0 que classifica esta espécie como potente inibidor. O teor
de flavonoides totais quantificado no extrato bruto da Mimosa tenuiflora foi de
1,3869/100g extrato. Sendo assim, este trabalho indica que a espécie Mimosa
tenuiflora é uma fonte promissora de substancias bioativas de interesse quimico-
medicinal, além de ser uma forte candidata natural que pode auxiliar no tratamento
do mal de Alzheimer. E importante mencionar que o presente estudo fornece uma
contribuicdo inédita acerca da composi¢cdo quimica da casca da raiz da jurema
preta, uma vez que até o momento ndao foram encontrados registros na literatura
sobre constituintes fendlicos desta parte da planta.

Palavras-chave: Mimosa tenuiflora. Fitoquimica. Cromatografia. Validagéao.
Atividade anticolinesterasica.



ABSTRACT

Mimosa tenuiflora (Willd.) Poiret (jurema preta) is a species in the Fabaceae family,
native to the Caatinga, found throughout the Brazilian Northeast. In folk medicine, the
shells of the stem and root of jurema preta are used in treatment of several diseases,
as burns and inflammations, besides being maid traditionally as drink in indigenous
rituals. Regarding to the root bark, there are few studies described in the literature
about its phytochemical profile and biological properties. In this way, the present
study has proposed perform a phytochemical study of the extracts from the root bark
of Mimosa tenuiflora. For this, it was performed the fractionation of chloroformic
extract from the column chromatography (CC), and the structural determinations of
the isolated compounds were carried out by technique of nuclear magnetic
resonance (NMR) of 1H and 13C, besides the identification and quantification of
phenolic substances in the chloroformic extracts and the ethyl acetate from the high-
efficiency liquid chromatography with diode arrangement detector (HPLC-DAD) and
consequent validation of applied analytical method. Were also carried out
assessment of anticholinesterasic activity of the extracts by the method of Ellman
and quantification of the total flavonoid content of the crude extract through
spectrophotometric method using as reactant aluminum chloride (AICl3) and standard
curve with quercetin. As a result, were obtained from the chloroformic extract a
mixture of the B-sitosterol and stigmasterol steroids and the betulinic acid triterpene.
From of the HPLC-DAD were identified polyphenols such as catechin, epicatechin
and procyanidin B2 beyond the gallic acid in the ethyl acetate extract and procyanidin
B2, in the chloroformic extract of this species. With the validation of the analytical
method, this proved to be reliable and suitable for the quantification of the substance
catechin and epicatechin in the ethyl acetate extract, according to criteria
recommended by the National Health Surveillance Agency — NHSA. Regarding the
anticholinesterasic activity, among the tested extracts of black jurema, the gross and
the ethyl acetate were the ones who showed greater inhibition capacity on the
enzyme acetylcholinesterase (AChE) in relation to other, presenting percentages of
89% + 0,31 and 93,8% + 0,4, respectively, what classifies this species as a potent
inhibitor. The total flavonoids content quantified in the crude extract of Mimosa
tenuiflora was of 1,3869/100g extract. Thus, this work indicates that the species
Mimosa tenuiflora is a promising source of bioactive substances of chemical-
medicinal interest, besides being a strong natural candidate that can aid in the
treatment of Alzheimer's disease. It is important to mention that the present study
provides an unprecedented contribution about the chemical composition of root bark
of black jurema, since to date no records were found in the literature on phenolic
constituents of this part of the plant.

Keywords: Mimosa tenuiflora. Phytochemistry. Chromatography. Validation.
Anticholinesterasic activity.
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1. INTRODUCAO

A utilizacdo de plantas medicinais no tratamento e na cura de varias
enfermidades esté presente na cultura de grande parte da populacdo desde o inicio
da civilizacdo, sendo uma atividade muito comum e altamente difundida. Esta
tendéncia tem contribuido significativamente para o consumo ndo sO0 de plantas
medicinais, como também de fitoterapicos, e isto se deve principalmente, dentre
outros fatores, a falta de acesso a medicamentos sintéticos, devido muitas vezes ao
alto custo (VEIGA JUNIOR et al, 2005; MACHADO, 2007).

E estimado que das 250.000 a 500.000 espécies de plantas superiores
existentes no planeta, apenas 1% tem sido estudadas pelo seu potencial
farmacoldgico. No Brasil, algumas pesquisas foram realizadas, ndo s6é quanto a
aspectos fitoquimicos, mas também quanto a atividade biolégica de plantas
ocorrentes nos diferentes ecossistemas brasileiros. Desta forma, o estudo de plantas
no pais torna-se importante por contribuir com o conhecimento fitoquimico,
comprovacdo das propriedades terapéuticas e seguranca de muitas espécies
utilizadas popularmente, uma vez que o Brasil oferece grande biodiversidade e
muitas das quais ainda néo foram estudadas (ALBUQUERQUE; HANAZAKI, 2006;
MELENDEZ; CAPRILES, 2006).

No semiérido nordestino, cuja vegetacdo predominante é a caatinga, muitas
plantas nativas ou exoticas sao potencialmente ricas em propriedades medicinais,
porém, pouco exploradas ainda pela ciéncia. A Mimosa tenuiflora (Willd.) Poiret,
popularmente conhecida como jurema preta, € uma leguminosa da subfamilia
Mimosoideae (Fabaceae), muito utilizada para fins medicinais por comunidades
i]]Indigenas e populacdes locais da regido nordeste (MAIA, 2004; NUNES et al,
2008).

A composicdo quimica da M. tenuiflora tem atraido um consideravel
interesse, principalmente devido a presenca de alcaloides indolicos, taninos e
flavonoides (SOUZA et al, 2008). No entanto, com relacdo a casca da raiz desta
espécie, ha poucos estudos descritos na literatura sobre seu perfil fitoquimico e
propriedades biolégicas, que possam auxiliar na comprovacao cientifica de seu uso

na medicina popular.
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Em estudos anteriores realizados pelo grupo de pesquisa Estudos Quimicos
e Atividades Biologicas em Produtos Naturais da Universidade Estadual de Feira de
Santana — UEFS, avaliou-se a atividade antioxidante do extrato da casca da raiz da
M. Tenuiflora. Tal atividade foi realizada em laboratério pelo teste do sequestro do
radical livre 1,1 — difenil-2-picrilhidrazil (DPPH), sendo um dos métodos mais
comumente empregado que envolve a geracdo de espécies oxidantes, como no
caso do radical DPPH (KUCUK, 2007). A partir deste ensaio, a jurema preta
demonstrou possuir capacidade antioxidante comparavel ao padréo utilizado.

Extratos vegetais com acgdo anticolinesterasica também tem sido alvo de
pesquisas por parte da comunidade cientifica, uma vez que inibidores da enzima
acetilcolinesterase (IAChE) de origem natural tem representado fonte alternativa
para o tratamento da doenca de Alzheimer. Os IAChE promovem um aumento na
concentracdo e duracdo da acdo da acetilcolina sinaptica minimizando as
perturbacdes na funcdo cognitiva (SILVA et al, 2011).

Diante dessas informacdes e, considerando que a Mimosa Tenuiflora
apresentou potencial antioxidante significativo, o presente trabalho prop6s realizar
estudo fitoquimico mais aprofundado com extratos da casca da raiz desta espécie,
visando aprimorar o conhecimento e utilizacdo desta propriedade farmacoldgica, a
partir do uso popular da jurema preta, além de contribuir para o conhecimento da
composicdo quimica da mesma e, por fim, avaliar a atividade anticolinesterasica de

extratos desta espécie.
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1.1. OBJETIVOS

1.1.1.

OBJETIVO GERAL

Analisar  quantitativamente  substéncias fendlicas, isolar/identificar

metabdlitos e avaliar atividade biolégica in vitro de extratos da casca da raiz da

Mimosa tenuiflora (Willd.) Poiret.

1.1.2.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Isolar constituintes quimicos presentes no extrato cloroférmico da Mimosa
tenuiflora através de métodos cromatograficos como cromatografia em
coluna (CC);

Determinar a estrutura quimica das substancias isoladas a partir de
métodos espectroscopicos como RMN de *H e *3C;

Identificar a presenca de substancias fendlicas nos extratos cloroférmico e
acetato de etila da Mimosa tenuiflora por Cromatografia a Liquidos de Alta
Eficiéncia com detector de arranjo de diodos — CLAE-DAD;

Quantificar o teor de catequina e epicatequina presentes no extrato
acetato de etila da Mimosa tenuiflora por CLAE - DAD;

Validar o método analitico aplicado na quantificacdo de catequina e
epicatequina;

Avaliar quantitativamente a atividade anticolinesterasica in vitro do extrato
bruto e dos extratos semi-purificados da jurema preta através do método
de Ellman;

Determinar o teor de flavonoides totais presente no extrato bruto de
Mimosa tenuiflora;

Contribuir com a quimiossistematica da familia Fabaceae.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. CONSIDERACOES SOBRE A FAMILIA FABACEAE

A familia Fabaceae constitui uma das maiores representantes de
angiospermas, apresentando 727 géneros, 36 tribos e aproximadamente 20.000
espécies. Apresenta distribuicdo ampla ao redor do globo, estando presente tanto
nas florestas tropicais quanto desertos, planicies e regides alpinas. No Brasil, é
considerada uma das familias que apresenta maior diversidade entre os biomas,
com cerca de 3.200 espécies distribuidas em 176 géneros, constituindo a familia
mais diversa no bioma caatinga, com 86 géneros e 320 espeécies (DOYLE;
LUCKOW, 2003; LEWIS et al, 2005; QUEIROZ et al, 2009).

Esta familia esta distribuida em trés subfamilias: Caesalpinioideae,
Mimosoideae e Papilionoideae. Esta ultima é a maior das subfamilias com 13.800
espécies, apresentando-se preferencialmente, em regides temperadas e a maior
parte das espécies que a constitui € herbadcea. A Mimosoideae e a Caesalpinioideae
sdo subfamilias menores com 3.270 e 2.250 espécies, respectivamente sendo
constituidas, em sua maioria, por arvores e arbustos tropicais e subtropicais (LEWIS
et al, 2005; OLIVEIRA, 2011).

As espécies desta familia apresentam uma grande diversidade morfoldgica,
que varia desde pequenas ervas efémeras e anuais, até arvores emergentes em
florestas Umidas. De modo geral, as leguminosas dessa familia apresentam
caracteristicas como: folhas alternas, compostas, com estipulas; flores pentameras,
periginas ou hipdginas, diclamideas, diplostémones, com um ovario supero,
unicarpelar, unilocular, com 6évulos inseridos de forma alterna em uma placenta
marginal; fruto deiscente ou indeiscente (QUEIROZ, 2009).

As leguminosas da caatinga apresentam praticamente toda a diversidade de
habitos encontrada na familia, variando desde arvores de grande porte até ervas
anuais ou perenes ou ainda trepadeiras ou lianas (QUEIROZ, 2009; QUEIROZ et al,
2009).

Com relagdo a composi¢do quimica, uma variedade de constituintes ativos ja
foi identificada em plantas dessa familia, como alcaloides, flavonoides, taninos e

terpenoides. Pesquisas mostram que atividades biolégicas como analgésica, anti-
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inflamatéria e antimicrobiana relatadas em Fabaceaes tem sido atribuidas a estes
compostos quimicos (SILVA; CECHINEL FILHO, 2002; VIEGAS JUNIOR et al, 2006;
SILVA et al, 2010; OLIVEIRA, 2011).

2.2. CONSIDERACOES SOBRE O GENERO Mimosa

O género Mimosa faz parte da subfamilia Mimosoideae, compreendendo
cerca de 530 espécies distribuidas principalmente nas Américas, especialmente no
Brasil, México, Paraguai, Uruguai e Argentina, sendo que muitas delas sdo nativas
do Brasil. Entre as leguminosas, esse género € o0 que representa maior variedade na
caatinga (BARNEBY, 1991; LEWIS et al, 2005; QUEIROZ, 2009).

Este género apresenta habitats que variam de florestas equatoriais
macrotérmicas a savanas e campos, florestas tropicais e subtropicais de vegetacéo
espinhenta, pastagens tropicais e desertos, onde héa rapida adaptacdo das espécies
guanto a forma de crescimento a esses diferentes ambientes (BARNEBY, 1991).

Além do papel ecoldgico, varias espécies de Mimosa possuem importancia
econdmica sendo exploradas para diversos usos como, producdo de madeira para
construcdo e combustivel, ornamentagcdo, cercas vivas, recuperacdo de areas
degradadas, utilizacdo na medicina popular, entre outros (DAHMER, 2011).

Véarias pesquisas fitoquimicas demonstram a presenca de metabdlitos
secundéarios de importancia farmacolégica, em plantas desse género, como
alcaloides, flavonoides, saponinas, taninos em Mimosa pudica L. e Mimosa scabrella
Bentham, alcaloides triptaminicos em Mimosa ophthalmocentra Mart. Ex Benth,
cumarinas e esterdides em Mimosa paraibana Barneby e flavonoides e terpenos em
Mimosa caesalpiniifolia Benth (BATISTA et al, 1999; FABROWISKI et al, 2002;
NUNES et al, 2008; GANDHIRAJA et al, 2009; PANDE; PATHAK, 2010; SILVA et al,
2012).

2.3. CONSIDERACOES SOBRE A ESPECIE Mimosa tenuiflora (Willd) Poiret
Dentre as plantas mais abundantes do semiarido nordestino, destaca-se a

leguminosa Mimosa tenuiflora (Willd) Poiret conhecida popularmente como jurema

preta. Esta disseminada nos estados do nordeste do Brasil, do Piaui até a Bahia, no
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norte da Venezuela e Coldmbia e vales secos no Sul do México, Honduras e El
Salvador (Figura 1) (BARNEBY, 1991; MAIA, 2004).

Figura 1: llustracdo da espécie Mimosa tenuiflora (Willd) Poiret.
Fonte: APNE/CNIP, 2010.

E uma arvoreta ricamente aculeada, de 4 a 6 metros de altura, dotada de
copa irregular, cujos ramos novos apresentam pélos viscosos. Possui caule ereto ou
levemente inclinado, de 20-30 cm de diametro, revestido por casca grosseira de cor
castanho-escuro, rugosa que se desprende em laminas estreitas, exibindo a madeira
avermelhada. Suas folhas sdo compostas, bipinadas, de 1 a 3 cm de comprimento
(peciolo e raque) e com 4 a 7 pares de pinas constituidas de 15 a 33 duplas de
foliolos brilhantes de 4 a 6 mm de comprimento. As inflorescéncias subterminais sédo
em espigas isoladas ou geminadas, de 4 a 8 cm de comprimento, com flores
esbranquicadas. O fruto € do tipo vagem, tardiamente deiscente, de 2,5 a 5,0 cm de
comprimento, que quando maduro se parte em pequenos pedacos (fruto tipo
craspédio) contendo até 6 sementes. As sementes sdo ovoides, de cor castanha a
marrom (Figura 2) (LORENZI, 1998; QUEIROZ, 2009).
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Figura 2: Partes aéreas da Mimosa tenuiflora. (A) Caule, (B) Galho com
aculeos, (C) Fruto, (D) Folhas e inflorescéncias. Fonte: APNE/CNIP,
2010.

A jurema preta apresenta alto grau de resisténcia a seca e cresce em solos
rasos, sendo uma das primeiras espécies a se instalar em areas degradadas. Com
isso, esta espécie possui grande potencial como planta regeneradora de terrenos
erodidos, indicando uma sucessdo secundaria progressiva ou de recuperacao e sua
tendéncia ao longo do processo é de reducdo da densidade. No inicio da sucesséo
formam matas quase puras, seus foliolos caem e se refazem continuamente
cobrindo o solo com uma ténue camada que se decompde formando ligeiras
camadas de humus e participa também da recuperagdo do teor de nitrogénio do
solo, preparando, dessa forma, o solo para o aparecimento de outras plantas mais
exigentes (LIMA, 1996; MAIA, 2004).

Esta planta tem sido explorada para producdo de estacas, lenha e carvao
vegetal, devido ao seu elevado potencial energético, sendo uma das principais
espécies da caatinga empregada para este fim. Além disso, a espécie Mimosa
tenuiflora apresenta importante valor como forrageira no semiarido nordestino,
fazendo parte da dieta de caprinos, ovinos e bovinos, 0s quais pastejam as rebrotas
mais jovens no inicio das chuvas, assim como as folhas e vagens secas durante o
periodo de estiagem (ARAUJO et al, 2004; PEREIRA FILHO et al, 2005).
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Devido a sua importancia como forrageira, estudos sobre a jurema preta que
tém sido direcionados para os fatores que interferem diretamente na produtividade
do animal, como o seu valor nutricional e seu carater toxico, uma vez que a jurema
preta também faz parte do grupo de plantas toxicas (BEZERRA, 2008). Riet-Corréa
e colaboradores (2006) relatam que a ocorréncia de malformagdes congénitas em
bovinos e mais frequentemente em caprinos e ovinos, podem ser causadas pela
ingestdo da jurema preta, sendo sugerido pela alta frequéncia da doenca no
semiarido e sua reproducédo experimental mediante a administracédo desta planta.

A composicdo quimica da M. tenuiflora tem atraido consideravel interesse,
principalmente devido a presenca de alcaloides inddlicos e taninos (SOUZA et al,
2008).

Em estudos realizados por Meckes-Lozoya e colaboradores (1990),
conseguiu-se identificar e isolar alguns dos constituintes quimicos da jurema preta,
como os alcaloides inddlicos: 5-hidroxitriptamina (5-HT) e N, N — dimetiltriptamina
(DMT). Este ultimo € encontrado na casca da raiz desta planta, e esta associado ao

seu uso alucinoégeno (Figura 3).

NH,

HO

N

N
H

(5-HT) (DMT)

Figura 3: Alcaloides isolados da M. tenuiflora. Fonte: SOUZA et al,
2008.

Outros estudos identificaram a presenca de duas chalconas: 2',4'-dihidroxi-
3',4-dimetoxichalcona e 2',4',4-trihidroxi-3'-metoxichalcona (Figura 4), além de trés
saponinas esteroidais: 3-O-B-D-glicopiranosil campesterol, 3-O-B-D-glicopiranosil
estigmasterol e 3-O-B-D-glicopiranosil B-sitosterol (Figura 5), e trés saponinas
triterpénicas: mimonoside A, mimonoside B e mimonoside C (Figura 6), 0os quais
foram isolados a partir da casca do caule da Mimosa Tenuiflora. Além desses
componentes, também foram identificadas e isoladas fenoxicromonas (flavonoides

‘incomuns”): tenuiflorina A, tenuiflorina B e tenuiflorina C a partir das folhas da
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jurema preta (Figura 7) (JIANG et al, 1991; ANTON et al, 1993; CAMARGO-
RICALDE, 2000; LEON et al, 2004).

OCH, OH
HO O HO O
H;CO l HzCO !

OH O OH o

2'.4'-dihidroxi-3',4-dimetoxichalcona 2'.4' A-trihidroxi-3'-metoxichalcona

Figura 4: Chalconas isoladas da casca do caule de Mimosa Tenuiflora. Fonte:
SOUZA et al, 2008.

3-0-B-D-glicopiranosil campesterol 3-0-B-D-glicopiranosil estigmasterol

3-0O-B-D-glicopiranosil B-sitosterol

Figura 5: Saponinas esteroidais isoladas da casca do caule de Mimosa Tenuiflora.
Fonte: SUZART, 2007.
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Figura 6: Saponinas triterpénicas isoladas da casca do caule de Mimosa Tenuiflora.
Fonte: SOUZA et al, 2008.
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Figura 7: Fenoxicromonas isoladas das folhas de Mimosa Tenuiflora. Fonte: SOUZA
et al, 2008.

No Brasil, porém, os estudos sobre essa espécie limitam-se a importancia
forrageira de suas folhas e, mais recentemente, do potencial tanifero das cascas do
seu caule, ndo havendo muitos estudos sobre seus constituintes quimicos (PAES et
al, 2006).

Na medicina popular, as cascas do caule e da raiz da jurema preta séo
utilizadas principalmente por comunidades indigenas e populacdes da regido
nordeste do Brasil no tratamento de diversas enfermidades, como queimaduras e
inflamacbes (BEZERRA, 2008). Segundo Maia (2004), h& pesquisas que
demonstram seu potencial antimicrobiano, analgésico, regenerador de células,
antitérmico e adstringente peitoral. O uso das cascas, na forma de p6 seco, tem-se
mostrado eficaz no tratamento tdpico de eczemas e inflamac6es bem como na
cicatrizacdo de feridas e até mesmo no tratamento de doenca venosa e Ulcera de
perna (TELLEZ; DUPOY DE GUITARD, 1990; SOUZA et al, 2008).

A jurema preta € ndo somente designativa de uma espécie botanica, mas
também de uma planta sagrada para o0s povos indigenas, sendo utilizada
tradicionalmente como bebida ritual e religiosa, conhecida como “vinho da jurema”
(CAMARGO, 2001). O seu uso em rituais indigenas se faz devido a presenca do
alcaloide N, N-dimetiltriptamina, que confere propriedades psicoativas a esta planta
(Figura 3). No entanto, quando administrada por via oral, esta substancia é inativada
pela enzima monoamina oxidase (MAO) no trato digestivo, sendo necessario 0 uso
de um inibidor da MAO como as B-carbolinas presentes em Passiflora incarnata L,

juntamente com a bebida a base da jurema preta, para que se tenha o efeito
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neuroldgico esperado. A Mimosa tenuiflora, bem como outras espécies do género
Mimosa, tém sido usadas pelos povos indigenas nos cultos no Nordeste do Brasil
desde muito antes da colonizacdo portuguesa, e ap0s a colonizacdo foi tambéem
utilizada por afro-brasileiros (LABATE; GOULART, 2005; SOUZA et al, 2008).

2.4. PESQUISA CIENTIFICA COM PLANTAS MEDICINAIS

O estudo com plantas medicinais tem despertado cada vez mais interesse
por parte da comunidade cientifica, tendo em vista que as plantas constituem rica
fonte para obtencdo de moléculas ativas. Estas sao exploradas terapeuticamente, na
sintese de um grande nuamero de farmacos, fornecendo respostas para inUmeras
doencas. Além disso, as plantas fornecem matérias-primas vegetais hdo somente
para obtencdo de farmacos, como também para a obtencdo de adjuvantes,
utilizados na formulacdo de medicamentos e, ainda, para produgcdo de
medicamentos fitoterapicos, os quais sdo elaborados a partir de extratos vegetais
e/ou drogas vegetais (SIMOES; SCHENKEL, 2002; ESTEVAM, 2006).

As investigacfes cientificas com plantas medicinais envolvem varias éreas
multidisciplinares, como a fitoquimica, que tem por objetivo o conhecimento,
isolamento, purificacdo e caracterizacdo de principios ativos; a etnobotanica e a
etnofarmacologia, que buscam informacg6es a partir do conhecimento de diferentes
povos, incluindo todas as formas de percepcao e apropriacdo dos recursos vegetais;
e a farmacologia, que estuda os efeitos farmacologicos de extratos e dos
constituintes quimicos isolados a partir das plantas (MACIEL et al, 2002;
MENDONCA-FILHO; MENEZES, 2003; VENDRUSCOLO et al, 2005;
ALBUQUERQUE; HANAZAKI, 2006). A integracdo destas areas na pesquisa de
plantas medicinais conduz a um caminho promissor e eficaz para descobertas de
novos medicamentos tanto sintéticos como fitoterapicos.

No Brasil, inumeros trabalhos foram realizados com o objetivo de embasar,
cientificamente, a utilizacdo de plantas como recurso terapéutico, pois muitas
espécies ainda sédo usadas empiricamente sem respaldo cientifico quanto a eficacia
e segurancga. Desta forma, grande parte das plantas nativas brasileiras ainda nao
tem estudos para permitir a elaboragcdo de monografias completas e modernas
(SIMOES; SCHENKEL, 2002; FOGLIO et al, 2006).
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2.4.1. METABOLISMO SECUNDARIO

O interesse na diversidade molecular das plantas tem estimulado a busca
pelo conhecimento do seu metabolismo secundario, o qual é responsavel pela
sintese de grande parte dos compostos vegetais com atividade biolégica. Os
metabdlitos secundéarios despertam tal interesse, ndo so pelas atividades biolégicas
produzidas pelas plantas em resposta aos estimulos do meio ambiente, mas pela
imensa atividade farmacoldgica apresentada por estes componentes (ALVES, 2001).

Metabolismo secundario de plantas é definido como o conjunto de processos
metabdlicos que originam compostos de baixo peso molecular, que ndo possuem
uma distribuicdo universal nos vegetais, por ndo serem necessarios a todas as
plantas. Sdo substancias que ndo sdo essenciais ao desenvolvimento do vegetal,
diferentemente do metabolismo primario, mas € imprescindivel para a sua
sobrevivéncia dentro de um ecossistema, viabilizando a adaptagéo do individuo no
ambiente em que vive (PERES, 2008).

Os metabdlitos secundarios apresentam diversas funcdes de defesa para as
plantas contra agentes do meio ambiente, como luz, temperatura, contra
predadores, como microorganismos patogénicos, insetos e animais herbivoros e
radiacdo ultravioleta (UV), funcionando como protetores dos constituintes das
células primarias mais vulneraveis como DNA, RNA entre outros. Atuam ainda na
competicdo entre plantas e atracdo de organismos benéficos como polinizadores,
dispersores de sementes e microorganismos simbiontes e também em alelopatias
(EVARISTO; LEITAO, 2001; MONTANARI JUNIOR, 2002; BRANDAO, 2007;
RODRIGUES, 2013).

Esses metabdlitos apresentam grande diversidade, além de possuirem
interessantes propriedades bioldgicas. Substancias de estruturas complexas como
alcaloides, terpenoides e compostos fendlicos, bem como seus derivados tem sido
alvo de investigacdo a respeito de suas propriedades medicinais, aromaticas e
curativas, sendo importante para os setores alimenticio, agronémico, de perfumaria
e principalmente farmacéutico. A diversidade, em termos de estruturas e
propriedades quimicas, na qual essas substancias ocorrem na natureza, podem
servir para o desenvolvimento de grande nimero de produtos naturais de interesse
comercial, principalmente fitofarmacos (ALVES, 2001; SANTOS, 2001).
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2.4.1.1. FENOLICOS

As substancias fendlicas sdo metabodlitos secundarios amplamente
encontrados no reino vegetal, abrangendo cerca de 8.000 substancias com
diferentes estruturas quimicas. S&o substancias que se caracterizam por possuirem
anel aromético em sua estrutura, com uma ou mais hidroxilas, sendo denominados
por fendlicos quando possuem apenas um anel aromatico e por polifendlicos quando
possuem mais do que um anel aromatico (FERNANDEZ-PANCHON et al, 2011;
RODRIGUES, 2011).

Estas substancias apresentam-se nas plantas de forma livre ou ligadas a
acucares (glicosidios) e proteinas e englobam desde moléculas simples até outras
com alto grau de polimerizacdo sendo classificados em: poucos distribuidos na
natureza, polimeros e largamente distribuidos na natureza (BRAVO, 1998;
SOARES, 2002).

No primeiro grupo encontram-se os fendis simples, o pirocatecol, a
hidroguinona e o resorcinol, incluindo-se também os aldeidos derivados dos acidos
benzdicos, que sdo constituintes dos 6leos essenciais como a vanilina. Os fendlicos
que se apresentam sob a forma de polimeros estédo os taninos e as ligninas. E por
fim, no grupo das substancias largamente distribuidas na natureza estdo os
fendlicos encontrados geralmente em todo o reino vegetal, os quais estdo divididos
em flavonoides (antocianinas, flavondis e seus derivados), os acidos fendlicos
(acidos benzdico, cindmico e seus derivados) e cumarinas (SOARES, 2002;
ANGELO; JORGE, 2007).

Os fendlicos tém recebido muita atencéo recentemente, devido a gama de
efeitos bioldgicos, incluindo agbes antioxidantes, antimicrobiana, anti-inflamatoria e
vasodilatadora, trazendo implicagcbes benéficas na saude humana, como na
prevencdo e tratamento do céncer, doencas cardiovasculares e outras patologias
(EVARISTO; LEITAO, 2001; RODRIGUES, 2013).

Entre as atividades bioldgicas apresentadas pelos metabdlitos fendlicos,
destaca-se a antioxidante, que por sua vez, dependera das estruturas quimicas
desses compostos, podendo ser determinada pela acdo da molécula como agente
redutor devido a habilidade em doar hidrogénio ou elétrons; pela velocidade de

inativacdo do radical livre e reatividade com outros antioxidantes, em virtude da
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formacao de radicais intermediarios; e pelo potencial de quelagdo de metais (SILVA
et al, 2010; OLDONI, 2010 apud RODRIGUES, 2013).

2.4.1.2. FLAVONOIDES

Os flavonoides sao metabdlitos secundarios de baixo peso molecular com
ampla distribuicdo na natureza e constituem uma importante classe de fendlicos.
S&o biossintetizados a partir da via dos fenilpropanoides e do acetato, precursores
de varios grupos de substancias como aminoacidos alifaticos, terpenoides, acidos
graxos entre outros (ZUANAZZI; MONTANHA, 2004; SHARMA et al, 2008; SILVA,
2013).

Estruturalmente, os flavonoides sdo constituidos por 15 atomos de carbono
(Ce-C3-Cs) no seu esqueleto basico, arranjados em um anel aromatico ligado a um
anel pirano, que por sua vez, esta conectado por uma ligacao carbono-carbono a um
terceiro anel aromatico (Figura 8) (SALA et al, 2003; SIMOES et al, 2010).

Figura 8: Estrutura basica dos flavonoides. Fonte: SIMOES et
al, 2010.

Os flavonoides podem ser agrupados em subclasses com base em suas
caracteristicas estruturais como flavonas, flavonois, flavanois, chalconas, auronas,
flavanonas, flavanas, antocianidinas, leucoantocianidinas, proantocanidinas,
isoflavonas e neoflavonoides (SALA et al, 2003).

Estes metabdlitos participam de importantes fungbes no crescimento,
desenvolvimento e na defesa de plantas contra raios ultravioleta e ataque de
patégenos, além de atrairem animais responsaveis pela polinizagcdo (BONFILI et al,
2008). Além disso, diversas atividades bioldgicas sé&o atribuidas aos flavonoides
como antioxidante, anti-inflamatoria, antibacteriana, antiviral, anticarcinogénica,
cardioprotetora entre outras (ZUANASSI; MONTANHA, 2004; COUTINHO et al,
2009; MENG et al, 2009).
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A quantificagdo de flavonoides em extratos vegetais pode ser realizada em
laboratorios, a partir de varios métodos. O método espectrofotométrico utilizando o
cloreto de aluminio é um dos mais empregados. Neste teste, o cation aluminio forma
um complexo estavel com o flavonoide (flavonoide-Al) ocorrendo intensificacdo da
absorcdo e desvio para comprimentos de onda maiores. Desta forma, é possivel
quantificar o teor de flavonoides evitando-se a interferéncia de outras substancias
como os acidos fendlicos, uma vez que estes formam complexos com o aluminio e
absorvem em comprimentos de onda bem inferiores (WOISKY; SALATINO, 1998;
CHOMNAWANG et al 2009).

2.4.1.3. TERPENOIDES E FITOESTEROIDES

Os terpenoides compreendem uma variedade de substancias vegetais e sao
biossintetizados pela via do acetato-mevalonato e da desoxixilulose fosfato a partir
de uma unidade de isopreno (5 cabonos), o qual constitui 0 monémero basico no
esqueleto isopentano dos terpenoides (Figura 9) (BUCHANAN et al, 2002; DEWICK,

2002; ALVES, 2012).
>\ /

Figura 9: Unidade de isopreno. Fonte: ALVES, 2012.

Os terpenoides constituem a classe mais variada estruturalmente entre os
produtos naturais, sendo classificados de acordo com o numero de unidades
isoprénicas como, monoterpenos (C10), sesquiterpenos (C15), diterpenos (C20),
sesteterpenos (C25), triterpenos (C30) e tetraterpenos (C40) sendo os triterpenos 0s
mais comumente encontrados em plantas (SIMOES et al, 2010).

Varias fungdes sao atribuidas aos terpenoides nas plantas como, regulagcéo
do crescimento, protecdo contra agentes patogénicos e herbivoros e participantes
do processo fotossintético. Estes metabolitos fazem parte da composicéo de alguns
Oleos essenciais (monoterpenos) e muitos jA sdo conhecidos e utilizados pelo
homem pelas suas propriedades inseticidas e aromaticas (VIEGAS JUNIOR, 2003;
BEZERRA, 2008; OLIVEIRA, 2011).
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Os fitoesteroides sdo substancias esteroidais ou terpenoides tetraciclicas
extraidas de vegetais, as quais sdo formadas por um esqueleto de 17-29 carbonos,
com estrutura similar ao do colesterol, mas com algumas modificacbes. O nucleo
fundamental dos fitoesteroides é o anel ciclopentanoperidrofenantrénico, o qual esta
ligado a uma cadeia lateral na posi¢do C-17, além de apresentar dupla ligacao entre
C-5 e C-6 e um grupamento hidroxila na posicdo C-3 (Figura 10) (CANTRILL;
KAWAMURA, 2008; SIMOES et al, 2010).

Figura 10: Estrutura basica dos fitoesteroides. Fonte: SIMOES
et al, 2010.

Dentre as atividades biolégicas apresentadas pelos terpenoides destacam-
se acdes sobre o SNC como ansiolitica, antinociceptiva e sedativa, acao antitumoral,
antimicrobiana, anti-inflamatoéria, antiviral, antidiurética entre outras (PATOCKA,
2003; VIEGAS JUNIOR, 2003; PADUCH et al, 2007; CONNOLLY; HILL, 2008). Com
relacdo aos fitoesteroides, a principal funcdo atribuida a estes compostos é a
reducdo de colesterol sanguineo humano, os quais tém sido comercializados como
aditivos alimentares anticolesterol em varios paises (FERNANDES; CABRAL, 2007).

2.4.2. SEPARACAO E IDENTIFICACAO DE METABOLITOS ATIVOS

Dentre as varias técnicas analiticas de separacdo e identificacdo de
metabalitos secundarios no estudo com plantas, sera dada énfase nas que sao mais
empregadas e que também foram utilizadas no presente trabalho, que séo a
Cromatografia a Liquidos de Alta Eficiéncia (CLAE) e a Espectroscopia de

Ressonancia Magnética Nuclear (RMN), respectivamente.
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2.4.2.1. CROMATOGRAFIA A LIQUIDOS DE ALTA EFICENCIA — CLAE

A CLAE é uma técnica cromatografica que emprega pequenas colunas
recheadas de materiais especialmente preparados e uma fase movel que é eluida
sob altas pressfes. Ela permite realizar separacdes e andlises quantitativas de
grande quantidade de compostos presentes em varios tipos de amostras, em escala
de tempo de poucos minutos, com alta resolucao, eficiéncia e sensibilidade (ASSIS,
2014; CEFET-QUIMICA, 2013).

Segundo Assis (2014), a CLAE é um dos métodos mais empregados em
diversas industrias como a alimenticia, farmacéutica, petroquimica, laboratério de
analises clinicas, entre outras, onde é necessario purificar, isolar ou quantificar
substancias de misturas muito complexas.

Os cinco componentes principais desta técnica sdo eluicdo, injecdo da
amostra, as fases estacionaria e movel, o tipo de detector utilizado e a analise dos
dados adquiridos (KAZAKEVICH; LOBRUTTO, 2007; MCMASTER, 2007).

A eluicdo dos analitos se da pela fase moével a qual é bombeada sob
determinados fluxo e pressdo passando de maneira consistente e reprodutivel
através da coluna cromatografica (MARK, 2003; KAZAKEVICH; LOBRUTTO, 2007,
MCMASTER, 2007).

A amostra € introduzida na valvula de injecdo, mediante micro seringa para
dentro de uma pequena camara, a algca de amostragem, de onde é eluida pela fase
mével. O volume de injecdo deve ser o menor possivel, sendo condicionado por
fatores externos como as dimensdes da coluna e a sensibilidade do detector
utilizado. Normalmente, as valvulas de injecdo apresentam alcas de amostragem
gque mantém fixos os volumes de 1 a 100 yL (RODRIGUES, 2011; CEFET-
QUIMICA, 2013).

Na CLAE, as fases estacionarias mais comuns sao constituidas por
particulas microporosas de silica com diametro de 1,5 a 5ym que sdo empacotadas
em colunas de a¢o inox muito mais estreitas que as convencionais, por onde passa
a fase movel e ocorre o processo de separacdo. Quanto menor for o tamanho da
particula, mais eficiente sera a coluna cromatografica, porém maior sera a
resisténcia a vazao (HARRIS, 2008; ASSIS, 2014).

A fase movel € composta por solventes ou eluentes com alta pureza que

atravessam a coluna permitindo a eluicdo dos compostos através da mesma. A
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eluicdo pode ser do tipo isocratico ou de gradiente. No primeiro caso, o solvente tera
a composicao fixa durante todo tempo de eluicdo enquanto que no segundo caso, a
composicao dos eluentes é variavel no decurso da corrida cromatografica (MARK,
2003; KAZAKEVICH; LOBRUTTO, 2007; MCMASTER, 2007; HARRIS, 2008).

De acordo com o tipo do recheio da coluna, a CLAE pode ser dividida em
dois grupos: em fase normal e em fase reversa. Na cromatografia em fase normal
tem-se uma fase estacionaria polar e uma fase moével menos polar. Ja em fase
reversa utiliza-se uma fase estacionaria com caracteristicas apolares e uma fase
moével polar. Desta forma, a seletividade, capacidade e eficiéncia das colunas
dependem do material que as constitui (GOMES, 2010).

ApoOs sairem da coluna, os compostos separados sdo detectados por um
determinado tipo de sensor que produz um sinal elétrico com intensidade
proporcional a concentragdo dos analitos. Os detectores utilizados podem ser
universais, ou seja, detectam qualquer composto eluido da coluna, ou podem ser
seletivos, que detectam apenas compostos com caracteristicas estruturais e fisico-
quimicas especificas. Os detectores empregados mais comuns sdo: de fotodiodos,
fluorescéncia, indice de refracdo, eletroquimico e massas (KAZAKEVICH;
LOBRUTTO, 2007; RODRIGUES, 2011).

O detector de fotodiodos (DAD — Diode-Array Detector) permite a absorgéo
de luz no espectro ultravioleta/visivel (UV/VIS) (190 — 700 nm), tendo como
vantagem a possibilidade de monitorizar qualquer comprimento de onda (dentro dos
limites UV-VIS) em um s6 cromatograma (MARK, 2003).

O cromatograma € a resposta do detector na forma de grafico, em que
aparecem diferentes picos com um tempo de retencdo particular e um espectro de
absorcdo proprio, correspondentes a cada um dos analitos eluidos. O tempo de
retencdo consiste no tempo decorrido entre a injecdo da amostra na coluna e a
deteccdo do analito eluido por parte do detector. Desta forma, o cromatograma
representa a concentracao do analito no efluente em funcéo do tempo ou do volume
de eluicdo (GOMES, 2010; RODRIGUES, 2011).

2.4.2.1.1. QUANTIFICACAO DE FENOLICOS POR CLAE

A CLAE tem sido nos dultimos anos, a técnica mais empregada na

quantificacdo e identificacdo de compostos fendlicos, devido a sua eficiéncia ao
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realizar separagdes e analises quantitativas de substancias em poucos minutos, com
alta resolucdao, eficiéncia e sensibilidade (ASSIS, 2014).

Nas andlises de fendlicos sédo utilizadas frequentemente colunas de fase
reversa (FR) como as de octadecilsilano C18, que variam de 100 a 300 mm de
comprimento com 4,6 mm de didmetro interno. Esse tipo de coluna consiste num
empacotamento de esferas de silica em que se encontram ligadas a superficie,
cadeias poliméricas de hidrocarboneto as quais vao adsorver, com maior ou menor
afinidade, os compostos presentes na amostra (MERKEN; BEECHER, 2000;
KAZAKEVICH; MARK, 2003; LOBRUTTO, 2007).

As diferencas nas caracteristicas dos métodos de identificacdo e
quantificacdo de fendlicos estdo associadas com o sistema de deteccéo e eluicao.
Os sistemas de eluicdo sdo normalmente binario, formados por uma solucdo aquosa
polar 4cida (Fase A), a qual € acidificada geralmente com acido acético, acido
perclérico, acido fosforico ou acido férmico; e por um solvente organico menos polar
(Fase B) como metanol ou acetonitrila, podendo ser acidificada ou ndo (MERKEN;
BEECHER, 2000; GOMES, 2010).

A faixa de pH utilizada para a analise de substancias fenolicas em fase
reversa é frequentemente baixa, entre 2 e 4, sendo que os tempos totais de analise
sdo geralmente de no maximo 1 hora, com equilibrio entre as execucdes (MERKEN;
BEECHER, 2000).

Os detectores mais utilizados em CLAE com colunas de fase reversa sao
UV/VIS, uma vez que as substancias fendlicas apresentam regiées cromoforas que
absorvem na regido do ultravioleta (UV). A maioria delas possui valores de absorcéo
entre 246 — 262 nm podendo ter um ombro entre 290 — 315 nm (LEE, 2000).

2.4.2.1.2. VALIDACAO DE METODOS ANALITICOS

A validagdo de métodos analiticos é um processo usado para confirmar que
a sua aplicacdo em uma analise especifica é adequada para a finalidade pretendida.
Com isso, a validacdo de um meétodo assegura a qualidade, confiabilidade e
consisténcia dos resultados analiticos (BURGESS et al, 2000; BRASIL, 2003).

No Brasil, os procedimentos para validagdo de métodos analiticos estdo
descritos em resolugdes e guias disponibilizados por agéncias credenciadoras como

a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) e o Instituto Nacional de
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Metrologia, Normalizacdo e Qualidade Industrial (INMETRO). A ANVISA
regulamenta a validagdo de métodos analiticos e bioanaliticos através da Resolucéo
n° 899, de 25 de maio de 2003 e o INMETRO disponibiliza 0 documento DOQ-
CGCRE-008, de marco de 2003 (BRASIL, 2003; INMETRO, 2003; RIBANI et al,
2004).

Além desses, outros 6rgdos como Food and Drug Administration (FDA), a
International Conference on Harmonization (ICH), a International Standard
Organization (ISO), a Farmacopéia Brasileira, a Farmacopéia dos Estados Unidos,
entre outros, também estabelecem parametros para validacdo de métodos analiticos
e podem ser consultados em um processo de validacdo (BEZERRA, 2012).

Os parametros de validacdo de métodos analiticos envolvem Seletividade,
Linearidade, Exatiddo, Precisdo, Limite de Deteccdo (LD) e Limite de Quantificacédo
(LQ) (BRASIL, 2003).

Segundo a RE n° 899/2003, a seletividade é a capacidade que o método
possui de medir exatamente um composto em presenca de outros componentes tais
como impurezas, produtos de degradacao e componentes da matriz. Este parametro
avalia o grau de interferéncia de espécies, como outro ingrediente ativo, excipientes,
impurezas, produtos de degradacédo e substancias de propriedades similares que
possam estar, também presentes (BRASIL, 2003; RIBANI et al, 2004).

A linearidade corresponde a capacidade do método analitico em fornecer
resultados diretamente proporcionais a concentracdo do analito na amostra, dentro
de um determinado intervalo. E recomendado que a linearidade seja determinada
pela andlise de, no minimo, 5 concentracfes diferentes (BRASIL, 2003).

A relacdo matematica entre o sinal medido seja area ou altura do pico, e a
concentracdo ou massa da substancia de interesse, pode ser expressa como uma
equacdao de reta chamada de curva analitica. Os coeficientes de uma curva analitica,
a partir de um conjunto de medigbes experimentais, podem ser estimados pelo
método matematico de regressdo linear. Um coeficiente de correlacdo maior que
0,999 é considerado como evidéncia de um ajuste ideal dos dados para a linha de
regressdo. A ANVISA recomenda um coeficiente de correlacdo igual a 0,99 e o
INMETRO um valor acima de 0,90 (BARROS NETO et al, 2002; BRASIL, 2003;
INMETRO, 2003; RIBANI et al, 2004).

A precisdo € a avaliacdo da proximidade dos resultados obtidos em uma

série de medidas de uma amostragem multipla de uma mesma amostra. Esta é
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considerada em trés niveis repetitividade; precisdo intermediaria; reprodutibilidade
(BRASIL, 2003).

A repetitividade representa a concordancia entre os resultados de medicfes
sucessivas de um mesmo método, realizadas dentro de um curto periodo de tempo
com o0 mesmo analista, mesma instrumentacdo usada sob as mesmas condic¢des. Ja
a precisao intermediaria é a concordancia entre os resultados do mesmo laboratorio,
mas obtidos em dias diferentes, com analistas diferentes e/ou equipamentos
diferentes. A reprodutibilidade representa a concordancia entre os resultados obtidos
em laboratérios diferentes como em estudos colaborativos, geralmente aplicados a
padronizacao de metodologia analitica (BRASIL, 2003).

A exatiddo de um método analitico € a proximidade dos resultados obtidos
pelo método em estudo em relacdo ao valor verdadeiro. A exatiddo é calculada
como porcentagem de recuperacao da quantidade conhecida do analito adicionado
a amostra, ou como a diferenga porcentual entre as médias e o valor verdadeiro
aceito, acrescida dos intervalos de confianca. A ANVISA e ICH estabelecem um
minimo de trés concentracdes baixa, média e alta, com trés réplicas cada,
perfazendo um total de noves determinacdes (ICH, 1995; BRASIL, 2003).

A recuperacao ou fator de recuperacao, R, é o principal método aplicado no
estudo de exatiddo, sendo definida como a proporcdo da quantidade da substancia
de interesse, presente ou adicionada na porcdo analitica do material teste, que é
extraida e passivel de ser quantificada (THOMPSON et al, 2002; RINABI et al,
2004).

O Ilimite de deteccdo (LD) representa a menor quantidade do analito
presente em uma amostra que pode ser detectado, porém n&o necessariamente
quantificado, sob as condi¢cdes experimentais estabelecidas. O LD é estabelecido
por meio da analise de solucdes de concentracdes conhecidas e decrescentes do
analito, até o menor nivel detectavel (BRASIL, 2003).

O limite de quantificacdo (LQ) € a menor quantidade do analito em uma
amostra que pode ser determinada com precisdo e exatiddo aceitaveis sob as
condicdes experimentais estabelecidas. O LQ é estabelecido por meio da analise de
solugdes contendo concentracfes decrescentes do farmaco até o menor nivel
determinavel com precisdo e exatidao aceitaveis (BRASIL, 2003; INMETRO, 2003).
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2.4.2.2. ESPECTROSCOPIA DE RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR
(RMN)

A espectroscopia de RMN consiste em uma técnica rapida, ndo destrutiva e
ndo invasiva que permite a analise de substancias organicas e algumas inorganicas,
auxiliando na identificacdo destas a partir da elucidacao de suas estruturas quimicas
(CORREIA, 2002).

O fendbmeno da RMN baseia-se no fato de os nucleos de determinados
atomos possuirem propriedades magnéticas que podem ser utilizadas para fornecer
informacdes quimicas. Com isso, sob condi¢cdes apropriadas em um campo
magnético, uma amostra pode absorver radiacdo eletromagnética na regido de
radiofrequéncias (rf) em uma frequéncia regida pelas caracteristicas estruturais da
amostra (SILVERSTEIN et al, 2007; CARNEIRO, 2013).

Os elétrons sdo particulas carregadas que giram com dois estados de spin
permitidos [nimero quantico de spin (S)]: +1/2 ou -1/2, os quais descrevem o
momento angular da rotacdo do elétron em torno do seu eixo. Assim como 0S
elétrons, os nucleos de certos 4&tomos também possuem spin diferente de zero,
gerando momento magnético, como por exemplo *H, 3C, 3P, **N, *°F, #Na, entre
outros. Dentre esses, 0s mais amplamente utilizados na espectroscopia de RMN séo
'H e 3C (SILVERSTEIN et al, 2007).

Desta forma, esses nlcleos giratérios carregados geram um campo
magnético e se comportam como pequenos imas, sendo que na auséncia de um
campo magnético externo os spins nucleares sao orientados ao acaso. No entanto,
guando uma amostra é colocada em um campo magnético aplicado, o nucleo gira e
os protons tendem a alinhar-se a favor (paralelamente) ou contra (antiparalelamente)
0 campo de maior magnetismo. Protons que se alinham a favor do campo estdo no
estado de spin a de menor energia, enquanto que os prétons que se alinham contra
0 campo estao no estado de spin 3 de maior energia. Sem campo magnético ndo ha
diferenca de energia entre os protons, e esta diferenca de energia gerada pelo
campo externo aplicado depende da intensidade desse campo. E ent&o, necessaria
mais energia para fazer o préton passar do estado de energia mais baixa para o
estado de maior energia (SILVERSTEIN et al, 2007; CARNEIRO, 2013).

O processo de ressonancia magnética ocorre quando o ndcleo passa de um

estado de menor energia para o estado de maior energia ao absorver a energia



41

transferida da radiacdo eletromagnética (radiofrequéncia). Assim, h4 uma mudanca
na orientacdo dos spins, tornando-os excitados para niveis altos de energia. Quando
0S nucleos retornam a seus estados de origem (relaxacdo), emitem sinais
eletromagnéticos que séo detectados pelo espectrometro de RMN que os apresenta
como registro da frequéncia do sinal versus sua intensidade (espectro de RMN)
(ESCHER, 2004).

Em uma substancia organica, alguns ndcleos estdo em regides de
densidade eletrdbnica maior do que outros e absorvem energia em campos
magnéticos de intensidades ligeiramente diferentes (efeitos de blindagem), ou seja,
os protons estdo em diferentes ambientes eletrénicos fornecendo sinais em
frequéncias diferentes em resposta a um campo magnético aplicado. Como
resultado, os sinais no espectro de RMN aparecem em diferentes posicoes,
apresentando assim, deslocamentos quimicos diferentes, os quais sdo definidos de
acordo com suas distancias em relacdo ao sinal de uma substancia de referéncia
(posicao 0). A substancia de referéncia normalmente utilizada € tretrametilsilano
(TMS). Com isso, o deslocamento quimico [ (ppm)] é a medida da distancia entre o
sinal observado e o sinal do TMS de referéncia (em hertz) (CORREIA, 2002).

Os efeitos de blindagem associados ao efeito dos outros nucleos magnéticos
em uma molécula causam um desdobramento do sinal ou pico (acoplamento spin-
spin). Desta forma, os prétons ndo sdo somente afetados pelo campo magnético
externo, mas também pelos campos magnéticos de todos os protons dos carbonos
adjacentes. Protons acoplados desdobram o sinal um do outro, de forma que o
acoplamento de um préton com outro forma-se um pico duplo (dupleto), entre trés
prétons forma-se um pico triplo (tripleto) e assim por diante, sendo que sinais com
multiplos picos, formam-se multipletos. A separacdo entre estes picos é referida
como sendo a constante de acoplamento, J, que € medida em Hz (CORREIA, 2002;
SILVERSTEIN et al, 2007).

O acoplamento spin-spin é observado entre os atomos de 'H, pois como
apresentam uma abundancia natural de 99,9% a probabilidade de esses protons
estarem ligados a carbonos diferentes é grande, ocorrendo assim, acoplamento e
desdobramento dos sinais. J4 &tomos de **C apresentam abundancia de 1,1% o que
diminui significativamente a probabilidade de ocorrer acoplamento spin-spin entre
eles. No entanto, pode ocorrer acoplamento entre *C e *H, o que faz com que os

espectros de *C apresentem sobreposi¢cdes complexas de varios picos (multipletos),
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dificultando a interpretacdo dos mesmos. Desta forma, os espectros de *3C sdo
geralmente obtidos desacoplados dos *H, fazendo com que os picos apresentem-se
na forma de singletos (ESCHER, 2004).

Os espectrometros de RMN em geral utilizam imas supercondutores com
campos magnéticos muito intensos e pulsos curtos de radiagdo de radiofrequencia,
que provocam a absorcdo de energia pelos nucleos da amostra. A excitacdo dos
nacleos provoca um fluxo de pequena corrente elétrica numa bobina receptora que
envolve a amostra. O instrumento entdo amplifica a corrente exibindo o sinal no
computador, que por sua vez efetua a premeditacdo dos sinais e depois de um
calculo matematico (transformada de Fourier), exibe um espectro legivel. A amostra
€ normalmente dissolvida em solventes deuterados e introduzida no aparelho
contida em um tubo de vidro de 5mm de diametro (CORREIA, 2002; ESCHER, 2004;
SILVERSTEIN et al, 2007).

2.4.3. CONSIDERACOES SOBRE ATIVIDADE ANTICOLINESTERASICA

Com o aumento na expectativa de vida tem-se observado também um
aumento de casos das patologias que acometem a populacdo mais idosa, como as
doencas neurodegenerativas, as quais sao decorrentes da disfuncdo do sistema
nervoso, como deficiéncias relativas a memoéria, a capacidade intelectual, a
coordenacdo motora, ao equilibrio, a postura, entre outras, destacando-se
principalmente a Doencga de Alzheimer (DA) (TREVISAN; MACEDO, 2003; AMORIM
et al, 2013).

A deméncia, embora possa ocorrer nas idades jovens por enfermidades
cerebrais variadas, esta ligada ao fendmeno de envelhecimento cerebral, sendo que
a doenca de Alzheimer é a principal causa de deméncia entre os idosos. Estima-se
que atinge cerca de 10% da populacdo com idade acima de 65 anos. Essa doenca
esta associada com “déficits” dos diversos neurotransmissores cerebrais, como a
acetilcolina, a noradrenalina e a serotonina (TREVISAN; MACEDO, 2003; SILVA et
al, 2011).

A acetilcolina (ACh) é um dos neurotransmissores mais estudados no
sistema nervoso central (SNC) e sistema nervoso periférico (SNP). E sintetizada a
partir da acetil coenzima A, resultante do processo de respiracéo celular, e da colina,
formada através do metabolismo de lipidios (TAYLOR; BROWN, 1999).



43

Esse neurotransmissor encontra-se alojado em vesiculas nas terminacgdes
nervosas, as quais sao liberadas quando ocorre despolarizagdo do neurdnio
colinérgico, fazendo com que a acetilcolina seja liberada e entre na sinapse para a
transmissao do impulso nervoso. Ao ligar-se aos receptores, a acetilcolina apresenta
efeitos principalmente excitatérios associados com as fungBes cognitivas,
desempenhando papel fundamental no processo de memoaria e aprendizado (RANG
et al, 2004; NIEWIADOMSKA et al, 2009).

A ACh possui meia-vida muito curta apos sua liberacdo, uma vez que a
mesma é degradada pela enzima acetilcolinesterase (AChE) em acido acético e
colina na sinapse colinérgica, levando consequentemente a perda da sua acéo. A
AChE é uma (glicoproteina globular (serina hidrolase) que é encontrada
principalmente nas sinapses do SNC, SNP parassimpatico e juncdo neuromuscular,
sendo portanto, uma enzima regulatéria que controla a transmissao de impulsos
nervosos através da hidrolise do neurotransmissor ACh (MARCEL et al, 1998;
MULLER et al, 2002; NIEWIADOMSKA et al, 2009).

Desta forma, o tratamento farmacoldgico para doencas neurodegenerativas
que possuem a neurotransmissao colinérgica diminuida, como na Doenca de
Alzheimer, envolve primariamente a restauracdo da funcdo colinérgica usando
inibidores da AChE. Os inibidores da atividade desta enzima promovem um aumento
na concentracdo e duracdo da acdo da acetilcolina sinaptica, minimizando as
perturbacées na fungdo cognitiva (TREVISAN; MACEDO, 2003; BERTE, 2009;
SILVA et al, 2011).

Atualmente, os farmacos inibidores da acetilcolinesterase tém demonstrado
eficiéncia no tratamento clinico na doenca de Alzheimer. Entretanto, a maioria
apresenta limitacBes clinicas quanto ao seu uso, devido tanto a meia-vida curta
guanto aos seus efeitos colaterais indesejaveis. Com isso, as pesquisas tém sido
direcionadas para a busca de substancias com atividade anticolinesterasica de
origem natural, que por sua vez, tenham mais efetividade e menos efeitos colaterais
do que os existentes (SUNG et al, 2002; TREVISAN; MACEDO, 2003; BERTE,
2009).

Dentre o0s bioensaios rapidos e sensiveis, 0 uso da enzima
acetilcolinesterase utilizando acetiltiocolina ou moléculas afins como substrato tem
sido uma alternativa para a deteccdo e selecdo de amostras com acéo

anticolinesterasica. O meétodo de Ellman avalia a atividade enzimatica pelo teste
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colorimétrico utilizando o reagente DTNB (acido 5,5-ditiobis-[2-nitrobenzdico]) ou
reagente de Ellman. O principio deste método baseia-se na medida da velocidade
de producéo da tiocolina através da hidrélise do analogo do substrato da AChE, a
acetiltiocolina. A tiocolina reage com o DTNB formando uma mistura de dissulfetos e
um anion amarelo (5-tio-2-nitrobenzoato) com intensa absor¢cdo em 405 nm (Figura
11) (ELLMAN et al, 1961; TREVISAN; MACEDO, 2003; LIMA, 2011).

O
H3C—{ AChE o )
+ —> H3C—/< + HSCH,CH,N (CH3)4
OSHCH,CH,N (CH3)3 )
0 L
Acetiltiocolina Tiocolina
HSCH,,CH,N"(CH2)5
Tiocolina
+
COOH COOH ﬁ COOH ‘o) COOH
02N No2 _/N+ ,ll|+
f— @) <> O
Reagente de Ellman Anion amarelo
COOH

+
S/SCH 2CH,N (CH3),

Figura 11: Reacdes envolvidas no método de Ellman. Fonte: LIMA, 2011.
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3. METODOLOGIA

Os experimentos relacionados, como preparo do extrato bruto e dos extratos
semi-purificados, fracionamento cromatografico em coluna e quantificacdo do teor de
flavonoides totais foram realizados no Laboratério de Extracdo de Produtos Naturais
da Unidade Experimental Horto Florestal pertencente & Universidade Estadual de
Feira de Santana- UEFS; a atividade anticolinesterasica foi avaliada no Laborat6rio
de Produtos Naturais da Universidade Federal da Bahia - UFBA; a identificacdo e
qguantificacdo de compostos fendlicos por CLAE-DAD e validacdo do meétodo
analitico foram feitas no Laboratério de Bioprospec¢do de Vegetais da UEFS e as
anélises das substancias isoladas para a detencéo dos espectros por RMN *H e *C
foram realizadas no Laboratério Baiano de Ressonancia Magnética Nuclear da
UFBA.

3.1. COLETA E IDENTIFICACAO DA ESPECIE Mimosa tenuiflora (Willd)

Poiret

As partes aéreas e as raizes da espécie Mimosa tenuiflora (Willd.) Poir.
foram coletadas no periodo da manha, no municipio de Rodelas, Bahia, em janeiro
de 2013, no Sub-Médio S&o Francisco, onde a mesma é facilmente encontrada. A
identificacdo botanica da espécie foi realizada pelo professor Dr. Luciano Paganucci
Queiroz, e em seguida foi depositada a exsicata (NEVES, M. S. 211045 - HUEFS)
no Herbario da Universidade Estadual de Feira de Santana — UEFS.

3.2. PREPARO DO EXTRATO BRUTO

As cascas das raizes (3,6kg) da espécie Mimosa tenuiflora foram retiradas e
colocadas para secagem em estufa com ar circulante a uma temperatura média de
40°C durante 5 dias, sendo em seguida, trituradas em macro-moinho de facas. O pé
resultante foi pesado e transferido para erlenmeyers e posteriormente, submetido a
técnica de extracao a frio, em que foram realizadas 6 maceracdes, utilizando como

solvente o metanol (MeOH).
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O extrato metandlico obtido foi filtrado e posto para concentrar em
rotaevaporador a 60°C e, em seguida, foi transferido para um frasco previamente
pesado e identificado. O material concentrado foi colocado na capela para secagem

a temperatura ambiente, dando origem ao extrato bruto seco (Figura 12).

Secagem do material Pulverizacdo do material Extracdo afrio:
em estufa seco em macro-moinho Maceracdo com MeOH

Obtencéo do extrato Concentracéo do filtrado Filtracdo do extrato
bruto em rotaevaporador metandlico

Figura 12: Preparo do extrato bruto seco a partir das cascas das raizes da Mimosa
tenuiflora.

3.3. PREPARO DOS EXTRATOS SEMI-PURIFICADOS

A particdo liquido-liquido do EBCR da M. tenuiflora foi realizada com
solventes organicos em ordem crescente de polaridade como hexano, cloroférmio e
acetato de etila, utilizando-se como fase aquosa, mistura de agua e metanol nas
proporcdes 9:1 e 6:4 para hexano e cloroférmio, respectivamente, e 100% de agua
para acetato de etila.

Desta forma, o extrato bruto seco foi dissolvido em agua/metanol (fase
aguosa) e posteriormente, transferido para funil de separacdo, adicionando-se o
solvente orgéanico, de acordo com o aumento da polaridade: hexano, cloroférmio e
acetato de etila. ApGs agitacdo do funil de separacdo, formaram-se duas fases, as
quais foram coletadas separadamente em frascos diferentes (Figura 13).
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Acima: Fase hexéanica Acima: Fase aquosa Acima: Fase acetato etila
Abaixo: Fase aquosa Abaixo: Fase cloroférmica Abaixo: Fase aquosa

Figura 13: Particdo liquido-liquido do extrato bruto seco da Mimosa tenuiflora.

As fracBes particionadas resultantes, correspondentes as fases organicas,
foram filtradas e concentradas em rotaevaporador e, por Ultimo, postas na capela
para secar a temperatura ambiente, originando-se os extratos hexanico, cloroférmico

e acetato de etila, os quais foram pesados e rotulados em frascos (Tabela 1) (Figura
14).

Tabela 1: Massas dos extratos obtidos da Mimosa tenuiflora.

Extratos Massas (Q)
Bruto 674,8
Hexanico 7,5
Cloroférmico 22,9

Acetato de etila 56,0




48

Cascas das raizes

Maceracao em MeOH

Extrato

Metanodlico

Concentragao em rotaevaporador

Extrato

Bruto Seco

Particao liquido-liquido

Extrato

Hexanico
(MeOH/H,0 9:1)

Extrato Extrato
Cloroférmico Acetato de etila
(MeOH/H,0 6:4) (H,0 100%)

Fracionamento

Cromatografico

Figura 14: Procedimento geral para a obtencdo dos extratos da Mimosa tenuiflora.
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3.4. ISOLAMENTO E IDENTIFICACAO DE CONSTITUINTES QUIMICOS DO
EXTRATO CLOROFORMICO

3.4.1. FRACIONAMENTO DO EXTRATO CLOROFORMICO

Uma quantidade do extrato cloroférmico da Mimosa tenuiflora (8,35g) foi
fracionada em coluna cromatografica utilizando-se silica gel 60 (70-230 mesh) de
particulas com dimensdes entre 0,063-0,200mm (Merck) como fase estacionaria.
Utilizou-se como solucdo eluente uma mistura de cloroférmio e metanol em
diferentes proporgbes de forma que se obtivesse uma ordem crescente de
polaridade. A partir dessa coluna foram coletadas 18 frac6es codificadas como MTC;
a MTCyg (Figura 15).

Figura 15: Fracionamento cromatografico do extrato cloroférmico.

As fracdes recolhidas foram analisadas por cromatografia em camada
delgada (CCD) utilizando placas de silica gel 60 PF,s4 de alta resolucdo (Merck), as
quais foram reveladas com luz ultravioleta (A 254 e 365 nm) e vapores de iodo. Em
seguida, as fracbes foram reunidas de acordo com a semelhan¢ca no seu perfil
cromatografico, resultando em 7 frac6es (Tabela 2).
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Tabela 2: Fra¢des obtidas da CC do extrato cloroférmico.

Caodigo Fracdes reunidas Massa (Q)
MTC 1 1 0,1050
MTC 2 2 0,1042
MTC 3 3 0,0903
MTC 4 4 0,0641
MTC 5 5 0,0948
MTC 9 6-9 6,6156
MTC 18 10-18 1,2122

Na fragdo MTC, observou-se a formagéo de cristais incolores na forma de
rafides, os quais foram raspados com auxilio de espéatula e lavados com gotas dos
solventes hexano e cloroférmio para retirada de impurezas. Em seguida, a amostra
resultante (7,8mg) foi submetida & analise espectrométrica de RMN *H e *3C para

identificacdo estrutural.
3.4.1.1. PURIFICACAO DA FRACAO MTCq

A fragdo MTC,, por ter maior massa (6,6156g), foi selecionada para novo
fracionamento em CC empregando-se como fase estacionaria silica gel 60 e como
solucéo eluente uma mistura de hexano e acetato de etila em gradiente crescente de
polaridade. Foram obtidas 17 fracdes codificadas como MTC9; a MTC9,7, as quais
foram reunidas em 11 fracdes apds serem analisadas em CCD e reveladas em UV e
iodo (Figura 16) (Tabela 3).
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Figura 16: Fracionamento cromatografico da fracdo MTC,.

Tabela 3: Fracfes obtidas da CC de MTC,.

Cddigo Fracdes reunidas Massa (g)
MTC9 1 1 0,1723
MTC9 2 2 0,0264
MTC9 3 3 0,1345
MTC9 4 4 0,0548
MTC9 5 5 0,0570
MTC9 6 6 0,3397
MTC9 7 7 0,3745
MTC9 8 8 0,3318
MTC9 9 9 0,4293
MTC9 11 10-11 0,3755
MTC9 17 12-17 2,2746

Nas fracbes MTC9 1 e 2, formaram-se precipitados amorfos de coloragédo
amarelada e résea, respectivamente (Figura 17). Os mesmos foram raspados com
auxilio de espatula e em seguida lavados com gotas de hexano e metanol para
retirada de impurezas. As amostras resultantes MTC9; (31,7mg) e MTC9, (14,1mg)
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foram submetidas & andlise de RMN 'H e **C para identificacdo estrutural das

mesmas.

Figura 17: Precipitados formados nas fragbes MTC9; e
MTCO..

3.4.2. DETERMINACAO ESTRUTURAL DAS SUBSTANCIAS ISOLADAS

Os espectros de RMN 'H e *3C das amostras analisadas foram obtidos em
espectrometro da marca Varian, modelo GEMINI 2000 e INOVA 500 operando a 500
MHz para 'H e 125 MHz para **C. A fracdo MTC, foi dissolvida em cloroférmio
deuterado (CDCl3) e as fracbes MTC9; e MTC9, foram dissolvidas em piridina
deuterada (Pyr-ds) empregando-se tetrametilsilano (TMS) como referéncia interna.
Os deslocamentos quimicos (d) foram registrados em ppm, a constante de
deslocamento (J) em Hz e a multiplicidade dos sinais foi indicada como s = singleto,
d = dupleto, dd = duplo dupleto, ddd= duplo duplo dupleto, t = tripleto, dt = duplo

tripleto e m = multipleto.

3.5. IDENTIFICACAO E QUANTIFICACAO DE SUBSTANCIAS FENOLICAS
POR CLAE-DAD

Para a identificacdo e quantificacdo de compostos fendlicos por CLAE-DAD
nos extratos cloroférmico e acetato de etila da espécie Mimosa tenuiflora os padrées
empregados foram acido galico, (+)-catequina, (-)-epicatequina, procianidina B2,

acido caféico, rutina, acido trans-feralico, acido trans-cindmico, quercetina, canferol,
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formononetina e canferide (Sigma-Aldrich) e o método analitico seguido foi
desenvolvido pelo mesmo grupo de pesquisa que realizou o presente estudo.

As andlises cromatograficas foram feitas em cromatégrafo Varian equipado
com uma bomba binéaria de alta pressao, equipado com detector de arranjo de diodo
Varian ProStar e injetor manual de amostras (Figura 18). A separagao
cromatografica foi realizada por meio de coluna LiChroCART Purospher StaR®
RP18-e (250 mm x 4,6 mm i.d.) (5um) (Merck, Darmastad, Germany) combinado
com pré-coluna apropriada da Merck. As condi¢cdes cromatograficas incluiram:
volume de inje¢do de 20pL e faixa de comprimento de onda de 220-400 nm, com
aquisicao em 280 nm.

Figura 18: Cromatografo Varian.

O gradiente de eluicdo utilizado foi composto pelas solucbes de &acido
acético 0,7% (Fase A) e acetonitrila:acido acético 0,7% (8:2 v/v) (Fase B) de acordo
com o sistema descrito na Tabela 4. As andlises foram realizadas com tempo total

de 41 minutos, a uma temperatura de 25°C e com fluxo de 1mL/min.
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Tabela 4. Composicao do gradiente de eluicéo.

Tempo (min) Solvente A (% v/v) Solvente B (% v/v)
0:00 95 5
1:00 95
5:00 90 10
12:00 83 17
19:32 56,6 43,4
19:55 55,3 44,7
30:00 20 80
30:01 0 100
35:00 0 100
38:00 95 5
41:00 95 5

As amostras a serem analisadas foram preparadas dissolvendo-se com o
solvente organico (Fase B) e em seguida foram filtradas em cartucho de Extracdo de
Fase Solida (Solid-Phase Extraction -SPE) para remover particulas que pudessem
interagir com a coluna cromatografica ou danifica-la e, com isso, alterar os
resultados. Apds as amostras serem injetadas e ter sido feita analise preliminar, as
mesmas foram fortificadas com os padrbes e novamente injetadas. A identificacao
dos compostos foi realizada comparando-se o tempo de retencédo e 0 espectro no
UV das amostras em relacéo aos padroes.

A partir das substancias identificadas, foram quantificados os teores de
catequina e epicatequina no extrato acetato de etila. Para isso, foram construidas
curvas de calibracdo com os padres puros, em que foram preparadas seis
concentracbes do padrdo catequina (2; 1,5; 1; 0,5; 0,25 e 0,Img/mL) e seis
concentracdes do padréo epicatequina (1; 0,8; 0,6; 0,4; 0,2 e 0,05mg/mL) bem como
uma concentracdo da amostra (3mg/mL), as quais foram injetadas em triplicata no
cromatografo. A partir das meédias das areas dos picos de cada concentracédo foram
plotados graficos (area do pico x massa em mg/mL) e através de regressao linear
dos pontos originou-se a equacao da reta (y=ax+b) que permitiu quantificar o teor de

catequina e epicatequina identificadas.
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3.6. VALIDACAO DO METODO ANALITICO DE QUANTIFICACAO DE
CATEQUINA E EPICATEQUINA POR CLAE-DAD

O método de quantificacdo de catequina e epicatequina no extrato acetato
de etila da M. tenuiflora foi validado de acordo com a Resolucdo RE n°® 899/2003 da
ANVISA. Os parametros avaliados foram seletividade, linearidade, preciséo,

exatidao, limite de deteccao e limite de quantificacao.
3.6.1. SELETIVIDADE

A seletividade do método foi determinada pela analise dos cromatogramas,
em que foram comparados os picos do padrédo e da amostra, levando-se em
consideracdo tempo de retencdo e espectro no UV para verificar a presenca do

composto puro.
3.6.2. LINEARIEDADE

A linearidade foi avaliada através da construcdo das curvas de calibracao
com os padrdes catequina e epicatequina, levando-se em consideragao o coeficiente
de correlacdo (R?. Estas curvas foram obtidas a partir de seis diferentes
concentracfes do padrdo catequina numa faixa de 0,1 — 2mg/mL e seis diferentes
concentracfes do padrdo epicatequina numa faixa de 0,05 — 1mg/mL, sendo que as

injecdes das concentragdes foram realizadas em triplicatas.
3.6.3. PRECISAO

A precisdo foi determinada pela injecdo em triplicata das diferentes
concentracbes do padréo catequina e epicatequina, como descrito anteriormente.
Esse parametro foi expresso como o desvio padréo relativo da série de medidas,

segundo a formula,

-_DP_
DPR= =115 %100

Em que, DP é o desvio padrdao e CMD a concentracdo média determinada.
O valor de DPR tem que ser menor ou igual a 5%.
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3.6.4. EXATIDAO

A exatidao foi realizada pelo método de recuperacéo por adicdo do padrao.
Preparou-se a amostra dissolvendo-a com o solvente organico (Fase B) e logo apo6s
foi filtrada em cartucho SPE, e adicionado 1mL da mesma em quatro recipientes
pequenos. Trés dessas amostras foram fortificadas com concentragcdes conhecidas
do padréo catequina (1; 0,5 e 0,2 mg/mL) e uma outra amostra foi utilizada como
branco adicionando-se somente a Fase B. As amostras foram injetadas em triplicata
no cromatégrafo. O mesmo procedimento foi realizado com o padrédo epicatequina. A
exatidao foi determinada pela seguinte férmula:

0= [valor obtido - valor real]

Rec valor real

x100

3.6.5. LIMITE DE DETECCAO (LD)

No limite de deteccdo (LD), a estimativa feita é realizada com base na
relacdo de 3 vezes o ruido da linha de base. A partir dos dados obtidos da equacao
da reta das curvas de calibracdo dos padrdes catequina e epicatequina foi possivel

estabelecer o limite de deteccdo seguindo a formula:

_ DPax3
Lb="—1¢c

Em que, DPa é o desvio padrdo obtido a partir da curva de calibracdo e IC é

a inclinacdo da curva de calibracéo.
3.6.6. LIMITE DE QUANTIFICACAO (LQ)

No limite de quantificacdo (LQ), a estimativa feita € realizada com base na
relacdo de 10 vezes o ruido da linha de base. O limite de quantificacdo (LQ) foi
estimado pela relacdo do desvio padrédo e da inclinacdo da curva de calibracao,

segundo a formula:
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DPax10
LQ="¢

Em que, DPa é o desvio padréo obtido a partir da curva de calibracéo e IC é

a inclinagéo da curva de calibragéo.
3.7. AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTICOLINESTERASICA

A atividade anticolinesterasica dos extratos da M. tenuiflora foi avaliada
guantitativamente através do método de Ellman (1961) com adaptacdes, em que se
avaliou a capacidade de inibicdo da enzima AchE das amostras testadas.

Para a realizacdo do teste foram depositados em todos os pocos de uma
microplaca de ELISA 140 pL de tampao fosfato pH 7,5, 10 yL de acido 5-5'-ditiobis-
[2-nitrobenzdico] (10 mM), 20 pL da enzima acetilcolinesterase (0,5 U/mL) e 20 uL
da amostra a ser testada na concentracdo de 1 mg/mL. A placa foi entdo encubada
em temperatura ambiente por 15 minutos sendo em seguida, adicionado 10 pL de
iodeto de acetiltiocolina (15 mM). A reacdo foi monitorada em espectrofotdmetro
UV/VIS em A= 405nm por 60 minutos, sendo todo teste realizado em triplicata
(Figura 19).

Os percentuais de inibicdo da enzima AchE para cada extrato foram
comparados com o padréo comercial Eserina (fisiostigmina) e calculados a partir da
seguinte formula: %I = (AChE — AChl) X 100/ AChE, onde AChl é a atividade obtida

na presenca do inibidor e AChE na auséncia do inibidor.

”
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Figura 19: Microplaca de Elisa apés reacao de inibicdo
da AchE.
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3.8. QUANTIFICACAO DE FLAVONOIDES TOTAIS

Para determinacdo do conteudo de flavonoides totais contido no extrato
bruto da Mimosa tenuiflora foi empregado método espectrofotométrico, utilizando-se
como reagente cloreto de aluminio (AICI3) e curva padrdo com quercetina segundo
metodologia descrita por Chomnawang et al (2009).

Inicialmente, foram preparadas as solucfes de cloreto de aluminio a 2% e
500ug/mL da amostra a ser testada em metanol. Para a construcdo da curva de
calibragdo foram preparadas solucdes de 15, 12, 9, 6, 3 e 1 ug/mL de quercetina
também em metanol. Em seguida, foi adicionado 5 mL da amostra e das diferentes
concentracfes de quercetina em tubos de ensaios e em cada um deles, adicionou-

se 0 mesmo volume de cloreto de aluminio (Figura 20).

Figura 20: Reacdo da amostra e concentracdes de
guercetina com AICls.

by

Ap6s 10 minutos de reacdo, os tubos foram submetidos a leitura em
espectrofotbmetro a A=415 nm, utilizando-se como branco cloreto de aluminio e
metanol, sendo que as leituras foram realizadas em triplicata. O teor de flavonoides
foi determinado por interpolacdo da absorbancia da amostra contra a curva padréo
de quercetina, a partir da equacdo da reta obtida. O contetdo de flavonoides foi

expresso em gramas de quercetina equivalentes (QE)/100g do extrato.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. ISOLAMENTO E IDENTIFICACAO DE CONSTITUINTES QUIMICOS DO
EXTRATO CLOROFORMICO

4.1.1. FRACIONAMENTO DO EXTRATO CLOROFORMICO

O fracionamento cromatografico do extrato cloroférmico da jurema preta
resultou no isolamento da substancia codificada como MTC,. A fracdo MTC, obtida
foi submetida a novo fracionamento em CC obtendo-se duas substancias isoladas,

as quais foram codificadas como MTC9; e MTC9, (Figura 21).

Extrato

Cloroférmico

MTCy MTC: MTC3 MTC4 MTCs MTCy MTC1s

MTC9; MTC9;

Figura 21: Fracionamento em CC do extrato cloroférmico e isolamento de substéncias.

4.1.2. DETERMINACAO ESTRUTURAL DAS SUBSTANCIAS ISOLADAS

A substancia MTC, foi isolada como cristais incolores na forma de rafides. A
partir da andlise dos espectros de RMN de 'H e **C e posterior comparagao com
dados da literatura (ALVES, 2012), foi possivel identifica-la como sendo uma mistura
dos esteroides B-sitosterol e estigmasterol (Figura 22).
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MTC,-a (B-sitosterol) MTC,4-b (estigmasterol)

Figura 22: Estruturas das substancias identificadas em mistura de MTC,. Fonte: ALVES,
2012.

A anélise do espectro de RMN de H mostra a presenca de sinais intensos
entre 560,64 e 62,4 referentes a hidrogénios metilicos, metinicos e metilénicos,
caracteristicos de esterdides como [3-sitosterol e estigmasterol. Verifica-se também
um sinal em 65,35 (J = 4,5 Hz, d) atribuido a um hidrogénio olefinico (H-6) e um
multipleto em & 3,52 correspondente a hidrogénio ligado a carbono carbinélico (H-3)
que caracterizam o B-sitosterol. Além destes, observa-se a presenca de dois duplo
dupletos em & 5,15 (J = 5,0 e 10,0 Hz, dd) (H-22) e & 5,02 (J=5,0 e 10,0 Hz dd) (H-
23), 0s quais sdo caracteristicos dos hidrogénios olefinicos do estigmasterol (Figura
23, 24 e 25).
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Figura 23: Espectro de RMN de 'H de MTC, [500 MHz, CDCls, & (ppm)].
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Figura 24: Ampliacdo do espectro de RMN de 'H de MTC, [500 MHz, CDCls, & (ppm)].
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Figura 25: Ampliacéo do espectro de RMN de 'H de MTC, [500 MHz, CDCls, § (ppm)].

Os dados obtidos no espectro de RMN de **C confirmaram as estruturas dos
esteroides, a partir da comparacdo com dados descritos na literatura (Tabela 5)
(ALVES, 2012). Foram observados 29 sinais de carbono, indicando a presenca de
estrutura de natureza esteroidal. Pode ser verificado sinais em & 71,9 relativo a
carbono cabindlico (C-3) e em & 140,9 e 6 121,8 referentes aos carbonos olefinicos

C-5 e C-6 caracteristicos de esteroides, além de sinais em §138,4 e & 129,4
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atribuidos aos carbonos olefinicos C-22 e C-23 que caracterizam o estigmasterol
(Figura 26 e 27).

Observa-se ainda que os sinais relativos aos carbonos da dupla ligacdo C-5
e C-6 apresentam intensidade relativamente maior que 0s sinais para os carbonos
da dupla ligacdo C-22 e C-23 (Figura 27). Esta diferenca ocorre devido ao fato do [3-
sitosterol e o estigmasterol possuirem uma insaturagdo em comum (A°), o que faz
com que 0s sinais no espectro de carbono se sobreponham, aparecendo mais
intensos que os sinais para a insaturagdo em A%,

Estes esteroides sdo isolados em mistura em grande numero de plantas, e
quase sempre o estigmasterol ocorre em maior propor¢cao (RIEGER, 2011).
Esteroides glicosilados como estigmasterol, B-sitosterol e campesterol ja foram
isolados em mistura a partir da casca do caule da Mimosa tenuiflora (ANTON et al,
1993).
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Tabela 5: Comparacéo de dados de RMN de **C de MTC,[125 MHz (**C), CDCls, &
(ppm)] com dados da literatura (ALVES, 2012) para estigmasterol e 3-sitosterol.

Ne° (C) MTC;-a MTC;-b B-sitosterol Estigmasterol
1 37,4 37,4 37,2 37,2
2 29,3 29,3 31,6 31,6
3 71,9 71,9 71,8 71,8
4 40,6 40,6 42,3 42,3
5 140,9 140,9 140,7 140,7
6 121,8 121,8 121,7 121,7
7 31,8 31,8 31,9 31,9
8 31,8 31,8 31,9 31,9
9 50,3 50,3 50,1 50,1
10 36,7 36,7 36,5 36,5
11 21,2 21,2 21,1 21,1
12 39,9 39,9 39,8 39,8
13 42,4 42,4 42,3 42,3
14 56,9 57,0 56,7 56,9
15 24,4 24,4 24,3 24,3
16 28,4 28,4 28,2 28,2
17 56,1 56,1 56,1 55,9
18 12,0 12,1 11,8 12,0
19 19,5 19,9 19,4 19,8
20 36,3 40,6 36,1 40,5
21 19,1 21,2 19,0 21,2
22 34,1 138,4 33,9 138,3
23 29,1 129,4 29,1 129,3
24 46,0 51,3 45,8 51,2
25 26,2 32,0 26,1 31,9
26 18,9 19,2 18,8 19,0
27 19,9 19,1 19,8 19,0
28 23,2 25,5 23,0 25,4
29 12,0 12,3 12,0 12,2
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Figura 26: Espectro de RMN de *C de MTC, [125 MHz, CDCls, & (ppm)].
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Figura 27: Ampliacdo do espectro de RMN de **C de MTC, [125 MHz, CDCl; & (ppm)].
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As substancias MTC9; e MTC9, foram isoladas como precipitados amorfos
de coloracdo amarelada e rosa, respectivamente. Os espectros de RMN de 'H e **C
para as duas substancias apresentaram-se iguais tratando-se, portanto, do mesmo
composto. A analise dos espectros e posterior comparacdo com dados da literatura
(DALMARCO, 2012) permitiram identificAd-lo como sendo o acido betulinico, um
triterpeno pentaciclico pertencente ao grupo dos lupanos (Figura 28).

29

Acido betulinico

Figura 28: Estrutura da substancia identificada em MTC9; e
MTC9,. Fonte: DALMARCO, 2012.

O espectro de RMN de 'H mostra sinais na regido entre § 0,8 a §2,8
caracteristicos de estruturas terpenoidicas, destacando-se um duplo tripleto
centrado em & 2,64 (J= 3,5 e 3,0 Hz dt) (H-13), um duplo duplo dupleto em 6 2,76
(J=7,0, 4,0 e 2,5 Hz ddd) (H-21) e um multipleto em 6 3,48 (H-19). Observam-se
também sinais para os seis grupos de metilas em & 1,25 (H-23 s), 61,03 (H-24 s),
60,85 (H-25s), 6 1,09 (H-26 s), 61,10 (H-27 s) e 6 1,82 (H-30 s). Além destes, pode-
se verificar sinais referentes aos hidrogénios olefinicos geminais ligados ao carbono
C-29 em 64,97 (J= 1,5 Hz d) (H-290a) e 6 4,79 (J= 1,5 Hz d) (H-29pB) caracteristicos
de grupo metileno sp? (=CH,) que juntamente com a metila alilica em & 1,82 sugere
a presenca de um fragmento isopropenil. O duplo dupleto em & 3,56 (J=5,0 e 10,0 Hz
dd) indica a presenca de hidrogénio (H-3) ligado a carbono carbinélico comum nos

terpenos (Figura 29, 30 e 31).
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Figura 29: Espectro de RMN de *H de MTC9, [500 MHz, Piridina-d5, & (ppm)].
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Figura 30: Ampliacdo do espectro de RMN de *H de MTC9, [500 MHz, Piridina-d5, & (ppm)].
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Figura 31: Ampliagéo do espectro de RMN de *H de MTC9, [500 MHz, Piridina-d5, § (ppm)].

No espectro de RMN *C s3o demonstrados sinais importantes que
permitiram confirmar a estrutura triterpénica do &cido betulinico, através da
comparacado com dados da literatura (Tabela 6) (DALMARCO, 2012). Dentre os
sinais observados, destacam-se aqueles em 61104 (C-29) e 6151,8 (C-20)
caracteristicos de carbonos olefinicos de triterpenos com esqueleto lupano, em
8 179,3 (C-28) que corresponde ao carbono carbonilico tipico de grupo acido, bem
como em 4 78,5 indicando a presenca de carbono oximetinico (C-3). Observam-se
ainda, sinais para os carbonos metilicos em 6 14,7 (C-27) e 6 28,7 (C-23) (Figura 32
e 33).

O &acido betulinico € um triterpeno comumente encontrado nas espécies
vegetais. Na Mimosa tenuiflora ja foram isolados saponinas triterpénicas e um
triterpeno da classe dos lupanos, o lupeol, a partir da casca do caule desta planta
(JIANG et al, 1991; ANTON et al, 1993). Muitos trabalhos tém atribuido ao acido
betulinico inimeras atividades bioldgicas, tais como inibicdo da carcinogénese,
efeito antiviral com inibicdo da replicacdo do virus HIV-1, potente agente citotoxico
(melanoma), antiangiogénico e antihelmintico (ENWEREM et al, 2001; MUKHERJEE
et al, 2004; AIKEN; CHEN, 2005; VANDRESEN, 2005).



Tabela 6: Comparacéo de dados de RMN de *C de MTC9, [125 MHz (*3C),
Piridina-d5, 6 (ppm)] com dados da literatura (DALMARCO, 2012) para acido
betulinico.

Ne (C) MTC9, Acido betulinico
1 35,3 35,5
2 29,1 28,3
3 78,5 78,1
4 39,7 39,3
5 56,3 55,9
6 19,2 18,8
7 33,4 34,8
8 415 41,4
9 51,4 50,9
10 38,0 37,5
11 21,6 21,2
12 26,5 26,1
13 38,1 38,6
14 43,3 42,8
15 30,4 30,3
16 32,6 32,9
17 57,1 56,6
18 50,2 49,7
19 48,2 47,8
20 151,8 151,3
21 31,6 31,2
22 37,6 37,6
23 28,7 28,7
24 16,8 16,4
25 16,9 16,4
26 15,3 16,3
27 14,7 14,9
28 179,3 178,9
29 110,4 110,0

30 19,9 19,5
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Figura 32: Espectro de RMN de **C de MTC9, [125 MHz, Piridina-d5, & (ppm)].

151.80
110.41
78.59

179.32

R DR | W

T 1 ~ T *~ 1 *~ T * T T~ T T~ T * T * T * T T T * T * T * T T T * T T T * T T T T T T T T T
185 180 175 170 165 160 155 150 145 140 135 13?1( 125) 120 115 110 105 100 95 90 85 80 75
ppm

Figura 33: Ampliacéo do espectro de RMN de **C de MTC9, [125 MHz, Piridina-d5, & (ppm)]

4.2. IDENTIFICACAO E QUANTIFICACAO DE SUBSTANCIAS FENOLICAS
POR CLAE-DAD

A composicdo fendlica dos extratos cloroformico e acetato de etila da
espécie M. tenuiflora foi analisada por CLAE-DAD, por ser uma técnica muito
utilizada na quantificacdo e identificacdo de compostos fendlicos, devido a sua
eficiéncia ao realizar separacdes e analises quantitativas de substancias em poucos

minutos, com alta resolucéo e sensibilidade (ASSIS, 2014).
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Inicialmente foi realizada uma analise preliminar dos cromatogramas dos
extratos testados e dos padrbes, comparando-se 0s tempos de retencéo e espectros
no UV das substancias encontradas com relacdo aos padrbes comerciais puros. A
confirmacdo se deu através da co-injecdo dos extratos adicionados dos padrdes
puros, em que se analisaram novamente seus tempos de retencdo e perfis dos
espectros no UV (Tabela 7; Figura 34 e 37).

A partir disso, foi possivel identificar os compostos fendlicos catequina,
epicatequina e procianidina B2 além do acido galico no extrato acetato de etila e

procianidina B2, no extrato cloroférmico da Mimosa tenuiflora (Figuras 35, 36 e 37).

Tabela 7: Tempos de retencdo dos padrdes relativos as substancias
identificadas em Mimosa tenuiflora.

Padrdes Tempos de retencéao (Tr)
Acido galico 4,97
(+)-Catequina 15,37
Procianidina B2 17,04
(-)-Epicatequina 19,19
AU
1.25| I
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Figura 34: Cromatograma dos padrdes analisados em CLAE-DAD a 280 nm, C-18 (250mm
X 4,6mm i.d.; 5um), volume injecdo: 20pL, fluxo: 1mL/min. (A) Acido galico, (B) Catequina,
(C) Procianidina B2, (D) Acido caféico, (E) Epicatequina, (F) Rutina, (G) Acido trans-ferdlico,
(H) Quercetina, (1) Acido trans-cinamico, (J) Canferol, (K) Formononetina, (L) Canferide.
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Figura 35: Cromatograma do extrato acetato de etila da Mimosa tenuiflora analisado em
CLAE-DAD a 280 nm, C-18 (250mm x 4,6mm i.d.; 5um), volume injecdo: 20uL, fluxo:
1mL/min. (A) Acido gdlico, (B) Catequina, (C) Procianidina B2, (D) Epicatequina.
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Figura 36: Cromatograma do extrato cloroférmico da Mimosa tenuiflora analisado em CLAE-
DAD a 280 nm, C-18 (250mm x 4,6mm i.d.; 5um), volume injecdo: 20pL, fluxo: ImL/min. (A)
Procianidina B2.
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Figura 37: Espectros no UV e estruturas quimicas das substancias identificadas na Mimosa
tenuiflora.

Analisando os perfis dos espectros no UV das substancias identificadas nos
extratos da M. tenuiflora observa-se que as mesmas apresentaram duas bandas de
absorcdo maxima como pode ser visto na Tabela 8.

Segundo Harbone (1994) os fendlicos possuem nucleos aromaticos muitas
vezes conjugados apresentando, espectros no UV caracteristicos, com uma ou mais
bandas de absor¢éo entre 230 a 340 nm. Estes, por sua vez, podem sofrer ionizacao
provocada por alguma substancia basica e, com isso, sofrer desvio batocrémico, ou
seja, desvio para maiores comprimentos de onda, entre 15 e 50 nm, acompanhado
de aumento de absorbancia (HARBONE, 1994; ASSIS, 2014). Desta forma, o

comprimento de onda selecionado para aquisicdo dessas substancias foi de 280 nm.

Tabela 8: Maximos de absorcdo nos espectros no UV das substancias fendlicas
identificadas na Mimosa tenuiflora.

Sustancias fendlicas Maximo | Maximo |
Acido galico 224,79 265,69
Catequina 225,93 270,71
Procianidina B2 225,78 272,65
Epicatequina 230,02 276,84




74

Em estudos anteriores com a espécie Mimosa tenuiflora realizados pelo
mesmo grupo de pesquisa, foi feita triagem fitoquimica através de testes
colorimétricos e ensaios de precipitacdo, em que também foi indicada a presenca de
substancias fendlicas. Realizou-se também quantificacdo de fendlicos totais através
do reagente de Folin-Ciocalteau, em que esta espécie apresentou um alto teor de
compostos fendlicos de 39,89/100g de extrato.

Além disso, avaliou-se o potencial antioxidante da casca da raiz da jurema
preta, em que a mesma demonstrou atividade comparavel ao padrdo. Desta forma, a
presenca de fendlicos demonstrada nos extratos da M. tenuiflora através da analise
por CLAE-DAD mostra correlacdo positiva com a agéo antioxidante apresentada por
esta espécie.

A presenca de fendlicos em plantas tem sido muito estudada por estes
apresentarem atividades farmacolégicas e também por inibirem a peroxidacao
lipidica e a lipoxigenase in vitro e a proliferacdo de fungos (SOARES, 2002; SOUSA
et al, 2007). No entanto, até o0 momento nao foram encontrados dados na literatura
analisando a composicao quimica fendlica da casca da raiz da Mimosa tenuiflora, o
gue mostra a importancia deste trabalho em analisar substancias dessa classe de
metabolitos.

Das substancias identificadas, realizou-se a quantificacdo apenas da
catequina e epicatequina por ndo ter padrdo suficiente para analisar os demais
compostos. A quantificagdo dessas substancias foi realizada construindo-se curvas
de calibracdo a partir dos padrbes puros. Os teores de catequina e epicatequina
encontrados foram de 0,39 mg/mL e 0,014 mg/mL, respectivamente, os quais foram
obtidos por interpolacdo da média das areas dos picos do extrato acetato de etila

testada contra curva de calibracdo da catequina e epicatequina (Figuras 37 e 38).
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Figura 38: Curva de calibracdo do padréo catequina.
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Figura 39: Curva de calibracdo do padréo epicatequina.

Existem trabalhos na literatura que descrevem analises de substancias
fendlicas por CLAE-DAD de espécies da mesma familia (Fabaceae) que a Mimosa
tenuiflora como, a Copaifera langsdorffi (Copaiba) e Hymenaea stigonocarpa
(Jatoba) em que se quantificaram teores de acido galico, catequina e epicatequina,
obtendo-se valores de 0,028 mg/mL de catequina para o Jatoba e de 0,088mg/mL e
0,11mg/mL de epicatequina para Jatoba e Copaiba, respectivamente., sendo estes
ultimos valores maiores com relacdo a jurema preta (MAROSTICA JUNIOR, 2013).
Lage (2009) estudou outras espécies forrageiras da familia Fabaceae como a
Stylosanthes guianensis e Arachis pintoi em que também foram identificadas
substéancias fendlicas como o acido galico, catequina e epicatequina, com condi¢cdes

cromatograficas semelhantes as do presente trabalho, como utilizacédo de detector
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de arranjo de diodos com aquisicdo em 280nm, volume de injecdo de 20 uL e
separagdo em coluna Cig (250 x 4,6 mm; 5uym).

Outro estudo realizado por Silva e colaboradores (2014) com Mimosa
caesalpiniifolia, espécie do mesmo género que a Mimosa tenuiflora, também revela
a presenca de catequina e procianidina B2 através de analise em CLAE-DAD.

O &cido galico é o constituinte basico de taninos hidrolisaveis bem como a
catequina, epicatequina e as procianidinas sdo precursores de taninos condensados
(SIMOES et al, 2004; BEZERRA, 2012). Com isso, a ocorréncia dessas substancias
nos extratos da jurema preta pode indicar a presenca de taninos.

Testes in vitro realizados em espécies ricas em taninos tém identificado
varias atividades biolégicas como acao bactericida e fungicida, antiviral, inibicdo da
peroxidacdo de lipideos e sequestro de radicais livres e acdo antitumoral, sendo
muito empregadas na medicina tradicional no tratamento de varias doencas como
diarreias, hemorragias, feridas e queimaduras e processos inflamatérios em geral
(DUFRESNE; FARNWORTH, 2001; SIMOES et al, 2004; AMAROWICZ et al, 2008;
MUTHUSAMY et al, 2008; SIQUEIRA, 2011; BEZERRA et al, 2012). Desta forma, os
dados obtidos no presente estudo podem auxiliar na comprovacao cientifica da

utilizacao da M. tenuiflora na medicina popular.

4.3. VALIDACAO DO METODO ANALITICO DE QUANTIFICACAO DE
CATEQUINA E EPICATEQUINA POR CLAE-DAD

4.3.1. SELETIVIDADE

O método utilizado para identificacdo e quantificacdo da catequina e
epicatequina por CLAE-DAD mostrou-se capaz de separar as duas substancias
fendlicas. A seletividade do método foi observada pela comparacdo do tempo de
retencd@o e a absorcdo no espectro no UV das substancias com relagdo aos padrbes

puros (Figura 40 e 37).
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Figura 40: Comparacgédo entre os cromatogramas da amostra e dos padrfes catequina e
epicatequina. (A) Catequina, (B) Epicatequina.

4.3.2. LINEARIEDADE

Os resultados obtidos a partir das curvas de calibragdo dos padrdes
catequina e epicatequina demonstram coeficientes de correlagdo linear adequados
de R?=0,991 para a catequina e R?=0,999 para a epicatequina (Figuras 20 e 21).
Estes valores estdo dentro dos limites especificados pela ANVISA que determina R?

> 0,99 para a validacdo de métodos cromatograficos (BRASIL, 2003).
4.3.3. PRECISAO

A precisdo do método foi determinada pelo desvio padréo relativo (DPR) das
médias das diferentes concentracdes dos padrfes catequina e epicatequina, as
quais foram injetadas em triplicata. Os resultados obtidos mostram-se inferiores a
5% conforme preconizado pela ANVISA, o que demonstra a precisdo do método

para as duas substancias quantificadas (Tabelas 9 e 10).



Tabela 9: Desvio padrao relativo para a catequina.
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Média das areas (mAU) Desvio padrao Desvio padréao relativo (%)
17687,33 103,72 0,59
22190 410,67 1,85
10615 186, 97 1,76
4488 89,74 1,99
3337,66 63,37 1,89
1147,0 5,29 0,46

Tabela 10: Desvio padréo relativo para a epicatequina.

Média das areas (mAU) Desvio padrao Desvio padrao relativo (%)
74073654 510793,56 0,69
59239043 298411,25 0,50
44074349,33 749560,19 1,70
29850321 380545,82 1,27
15660899,67 145950,81 0,93
3900764,33 1166,93 0,03

4.3.4. EXATIDAO

A exatiddo do método foi avaliada através de percentuais de recuperacado de

catequina e epicatequina em trés niveis de concentracdes (1; 0,5 e 0,2mg/mL) por

adicao do padrdo a amostra. Observa-se que 0s percentuais de recuperacao obtidos

encontram-se dentro da faixa estabelecida pela ANVISA que determina entre 80 a

120%, o que demonstra a exatiddo do método utilizado (Tabelas 11 e 12).

Tabela 11: Percentuais de recuperacao para a catequina.

Concentracao (mg/mL) Taxas de recuperacao
1 81,7
0,5 108,3
0,2 116,9
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Tabela 12: Percentuais de recuperacao para a epicatequina.

Concentracao (mg/mL) Taxas de recuperacgéao
1 80,7
0,5 83,5
0,2 87,9

4.3.5. LIMITE DE DETECCAO (LD)

Os limites de detecc¢éo da catequina e epicatequina foram calculados a partir
das curvas de calibracdo, sendo estabelecidos em 0,002mg/mL e 0,004mg/mL,
respectivamente. Desta forma, o método mostrou-se bastante sensivel para a

deteccdo dessas substancias.

4.3.6. LIMITE DE QUANTIFICACAO (LQ)

Os limites de quantificacdo calculados para a catequina e epicatequina
foram de 0,007mg/mL e 0,011mg/mL, respectivamente. A partir dos LQ, foi possivel
quantificar concentracdes baixas de catequina e epicatequina, indicando que o

método é suficientemente sensivel.

4.4. AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTICOLINESTERASICA

A atividade anticolinesterasica dos extratos da M. tenuiflora foi avaliada por
método quantitativo fotocolorimétrico segundo metodologia de Ellman (1961) com
modificagdes.

A acao inibitéria das amostras sobre a enzima foi avaliada através da
formacdo da coloragcdo amarela decorrente da hidrolise da acetiltiocolina, utilizada
como substrato da AChE, em acetato e tiocolina. A tiocolina, por sua vez, reage
com o DTNB produzindo um anion amarelo, em que sua formacéo pode ser medida
a 405 nm em espectrofotdmetro.

Entre os extratos testados da jurema preta, o bruto e o de acetato de etila
foram os que demonstraram maior capacidade de inibicdo sobre a enzima AChE
com relacdo aos demais (Tabela 13). Segundo Vinutha e colaboradores (2007), os
extratos cuja inibicdo da atividade acetilcolinesterasica for maior que 50% séao
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considerados potentes inibidores, moderados quando a inibicéo for entre 30 e 50% e
fracos inibidores quando for abaixo de 30% de inibigé&o.

Tabela 13: Percentuais de inibicdo enzimatica de extratos da Mimosa tenuiflora.

Extrato (mg/mL) Taxas de inibicdo enzimatica (%)
Bruto 89 + 0,31
Hexanico 158+1,1
Cloroférmico 3,1+0,35
Acetato de etila 93,8+0,4

Amorim e colaboradores (2013) também avaliaram a atividade
anticolinesterasica da espécie de M. tenuiflora e a consideraram a um potente
inibidor apresentando um percentual de 65,5% para o extrato bruto. J4 Borba (2012)
em estudo com plantas da caatinga, avaliou a atividade inibitéria sobre a enzima
AChE da casca do caule da jurema preta, cujo percentual de inibicao foi de 53,37%.
Outro estudo realizado por Barroso e colaboradores (2009) verificou
gualitativamente em CCD, o potencial de inibicdo enzimatica da AChE de plantas do
nordeste brasileiro, em que o extrato das folhas da espécie M. tenuiflora apresentou
atividade anticolinesterasica proxima ao padrdo utilizado.

Barbosa Filho e colaboradores (2006) relataram cerca de 260 substancias
de origem natural encontradas na literatura, com atividade anticolinesterasica, em
que mais de 50% pertencem a classe de alcaloides, seguido de fendlicos. Desta
forma, o potencial significativo de inibicdo da atividade acetilcolinesterasica
apresentado pela Mimosa tenuiflora pode estar associado a essas duas classes de
metabolitos, uma vez que alcal6ides inddlicos como 5-hidroxitriptamina (5-HT) e N, N
— dimetiltriptamina (DMT) j& foram isolados da casca da raiz desta espécie
(MECKES-LOZOYA et al, 1990; GAUJAC et al, 2013), e substancias fendlicas

também foram identificadas na casca da raiz da jurema preta neste trabalho.
4.5. QUANTIFICACAO DE FLAVONOIDES TOTAIS
O conteudo de flavonoides contido no extrato bruto da M. tenuiflora foi

determinado por método espectrofotométrico utilizando-se como reagente cloreto de
aluminio (AICIl3) e curva padrdo com quercetina (CHOMNAWANG et al, 2009). O
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valor encontrado foi de 1,386g/100g extrato, obtido por interpolacdo da absorbancia
da amostra testada contra curva de calibracdo construida com padrbes de
quercetina (1 a 15 pg/mL), em que os resultados foram expressos em gramas de
guercetina equivalentes (QE)/100g do extrato (Figura 40).

Siqueira (2011) investigou o teor de flavonoides em plantas medicinais da
caatinga e obteve um valor de 0,29/100g extrato para a casca do caule da M.
tenuiflora, teor inferior ao da casca da raiz encontrado no presente trabalho.
Diversos flavonoides ja foram isolados das partes aéreas e folhas da jurema preta,
como 4' 5-dihidroxi-3,3',7-trimetoxiflavona, 4' 5-dihidroxi-7-metoxiflavanona,
Tenuiflorin A, Tenuiflorin B, Tenuiflorin C, 6-metoxikaempferol, entre outros (SOUZA
et al, 2008; NUNES et al, 2009; BAUTISTA et al, 2011) .

Dentre as atividades biolégicas apresentadas pelos flavonoides a que se
destaca é a antioxidante, uma vez que sdo considerados potentes antioxidantes
naturais por apresentarem elementos estruturais que favorecem o sequestro de
radicais livres, como a presenca de hidroxilas, de grupo o-difendlico e duplas
ligacbes conjugadas (COENTRAO, 2005; SIQUEIRA, 2011). Desta forma, a
presenca de flavonoides no extrato bruto da Mimosa tenuiflora indica que estes
metabdlitos também podem contribuir para a acgdo antioxidante avaliada

anteriormente.

Curva Padrao: Quercetina

0,45 -
0,4 -
0,35 - y = 0,029x - 0,026
0,3 - R?2=0,997
0,25 A
0,2 -
0,15 -
0,1 -
0,05 A
0 A T T T )
0 5 10 15 20

Absorbancia

Concentragdo (ug/mL)

Figura 41: Curva de calibracéo do padréo quercetina.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

O presente trabalho contribuiu com informacbes acerca da composicao
quimica e propriedade biol6gica da casca da raiz da Mimosa tenuiflora, podendo
auxiliar na comprovacao cientifica de sua utilizacdo na medicina popular.

O estudo fitoquimico da casca da raiz da jurema preta resultou no
isolamento e identificacdo de substancias como o estigmasterol e B-sitosterol em
mistura, e do acido betulinico no extrato cloroférmico.

A partir da técnica de CLAE-DAD, foi possivel identificar substancias
fendlicas como acido galico, catequina, epicatequina e procianidina B2 nos extratos
cloroférmico e acetato de etila, bem como quantificar catequina e epicatequina no
extrato acetato de etila da casca da raiz desta espécie. Através do processo de
validacdo, o método analitico utilizado mostrou-se confiavel e adequado para a
quantificacdo dessas substancias, de acordo com critérios preconizados pela
ANVISA. Desta forma, os dados obtidos pela analise em CLAE, juntamente com o
alto teor de fendlicos encontrado no extrato da Mimosa tenuilfora em trabalho
anterior, sugere que esta classe de metabdlitos secundarios seja a principal
responsavel pelo potencial antioxidante significativo apresentada por esta espécie.

Além disso, no presente trabalho também foi quantificado o teor de
flavonoides totais da casca da raiz da jurema preta, sugerindo que estes metabdlitos
também podem contribuir para a sua atividade antioxidante apresentada
anteriormente.

Com relacdo a atividade anticolinesterasica, os resultados demonstraram a
partir do extrato bruto e acetato etila que foram os mais ativos, que a espécie
Mimosa tenuiflora € um potente inibidor da enzima AChE, o que a torna como forte
candidata natural para auxiliar no tratamento do mal de Alzheimer.

Assim, este trabalho indica que a espécie Mimosa tenuiflora é uma fonte
promissora de substancias bioativas de interesse quimico-medicinal, valorizando
nao somente o conhecimento tradicional a respeito da utilizacdo medicinal desta
planta, como também pode contribuir para o desenvolvimento de novos farmacos, a
exemplo de diversos medicamentos que foram desenvolvidos a partir da

etnofarmacologia, além de valorizar a biodiversidade da caatinga.
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Por fim, é importante mencionar que este trabalho fornece uma contribuicao
inédita acerca da composi¢cdo quimica fenodlica da casca da raiz da Mimosa
tenuiflora, uma vez que até o momento ndo foram encontrados registros na literatura

sobre constituintes fendlicos desta parte da planta.
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