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RESUMO

As macrdéfitas aquaticas, estdo divididas por mais de 450 géneros com
aproximadamente 2600 espécies. No entanto, sdo poucos o0s relatos sobre a
composicdo quimica e atividade biol6gica dos extratos e/ou substéncias isoladas,
apesar da grande diversidade de espécies. O género Hydrocotyle pertence a familia
Araliaceae que compreende 40 géneros e cerca de 1500 espécies com ocorréncia
desde os Estados Unidos até a Argentina e Chile. A medicina popular faz grande uso
das espécies do género Hydrocotyle no tratamento de ulceras de pele, dermatites,
reumatismo, tuberculose e eczema. Devido ao grande numero de espécies de
macrofitas aquéticas e o baixa quantidade de relatos acerca da potencialidade de tais
espécies como fonte de substancias bioativas, este estudo buscou avaliar o potencial
do extrato da espécie Hydrocotyle leucocephala como fonte de substancias
antirradicalares.

Para isto, o extrato em metanol foi preparado a partir das partes aéreas (folhas
e caules) da espécie vegetal e por partigdo liquido-liquido a partir deste extrato, as fases
em hexano, acetato de etila e butanol foram obtidas. As solu¢fes estoques de cada fase
organica foram preparadas na concentracdo inicial de 100,0 mg/mL. Entdo, a partir
destas, outras solugbes de menores concentracdes de cada fase organica foram
preparadas por diluicdo nas concentragbes de 75,0; 50,0; 25,0; 10,0 e 5,0 mg/mL. A
avaliacdo da atividadel antirradicalar foi realizada pela reacdo entre as solucdes
preparadas e o radical livre 2,2-difenil-1-picrilidrazila (DPPH) em placa cromatografica
de camada delgada.

A fase butandlica foi a mais ativa levando em consideragéo a substancia controle
quercetina. Assim, esta fase foi submetida a um fracionamento cromatogréafico em
sephadex®, onde a fracdo 9 quando analisada por Ressonancia Magnética Nuclear de
1H, apresentou sinais caracteristicos de substancias fendlicas que sé&o conhecidas por

sua atividade antirradicalar.

Palavras-chave: Atividade antioxidante; Macrofita aquética; DPPH.
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ABSTRACT

The aquatic macrophytes are divided by more than 450 genera with
approximately 2600 species. However, there are few reports on the chemical
composition and biological activity of extracts and / or isolated substances, despite the
great diversity of species. The genus Hydrocotyle belongs to the family Araliaceae that
comprises 40 genera and about 1500 species occurring from the United States to
Argentina and Chile. Folk medicine makes great use of species of the genus Hydrocotyle
in the treatment of skin ulcers, dermatitis, rheumatism, tuberculosis and eczema. Due to
the large number of species of aquatic macrophytes and the low amount of reports about
the potential of these species as a source of bioactive substances, this study sought to
evaluate the potential of the extract of the species Hydrocotyle leucocephala as a source
of antiradical substances. For this, the extract in methanol was prepared from the aerial
parts (leaves and stems) of the plant species and by liquid-liquid partition from this
extract, the phases in hexane, ethyl acetate and butanol were obtained. Stock solutions
of each organic phase were prepared at the initial concentration of 100.0 mg / mL. Then,
from these, other solutions of lower concentrations of each organic phase were prepared
by diluting at concentrations of 75.0; 50.0; 25.0; 10.0 and 5.0 mg / ml. The antiradicalar
activity was evaluated by the reaction between the solutions prepared and the free
radical 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) in thin layer chromatographic plates. The
butanolic phase was the most active taking into consideration the quercetin as control
substance. Thus, this phase was subjected to a chromatographic fractionation in
sephadex®, where fraction 9 when analyzed by 'H Nuclear Magnetic Resonance
showed characteristic signals of phenolic substances that are known for their

antiradicalar activity.

Keywords: Antioxidant activity; aquatic macrophyte, DPPH.
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1. INTRODUCAO

Ha& vérios relatos de antigas civiliza¢des sobre a utilizagéo de plantas para tratar

uma grande diversidade de doencgas. Manuscritos deixados por povos na Mesopotamia

por volta de 2600 a.C. relatam o uso de Oleos de espécies de Cedrus, Cuppressus

sempervirens, Clycyrrhiza glabra, espécies de Commiphora e Papaver somniferum com

fins medicinais e apds tantos anos estes ainda sao usados para o tratamento de tosses,

resfriados, inflamacdes e infec¢des parasitarias. (CRAGG e NEWMAN, 2013)

Reconhecidamente os compostos obtidos a partir de fontes naturais sdo um dos

principais métodos para a aquisicdo de moléculas biologicamente ativas. Entre os

muitos compostos utilizados com éxito no que diz respeito as suas propriedades

terapéuticas podem ser citados a quinina, obtida a partir da arvore Cinchona pubescens

utilizada no tratamento da malaria (CUNICO et. al., 2008) e a lovastatina, isolada de
cultura de fungos Aspergillus terreus (Figura 1). (TOBERT, 2003)

Figura 1: Estruturas moleculares da Quinina e da Lovastatina.
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Além da utilizac&o para fins terapéuticos, os compostos de origem natural

também podem atuar como protétipos para a sintese de novas moléculas

biologicamente ativas. Um importante exemplo é a Penicilina G, que foi o primeiro

antibiético da classe das B-lactamas e a partir da observagédo de que a atividade do

composto estava na presenca do anel B-lactdmico uma série de outros compostos

com atividade antibittica foram sintetizados mantendo-se a estrutura responsavel

pela atividade bioldgica (Figura 2).

Figura 2: Estruturas moleculares dos antibioticos B-lactamicos Penicilina G, V e Amoxilina.
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2. REFERENCIAL TEORICO

As plantas sdo uma importante fonte de moléculas com as mais diversas fungées
organicas e diversidade estrutural. Além, deste aspecto muitas destas tém um papel
central no tratamento ou prevencdo de varias doengas tais como diabetes, cancer e
desordens inflamatorias cronicas (CRAGG e NEWMAN, 2013). Ao longo da histéria,
muitas espécies de plantas foram reconhecidas por ter propriedades medicinais, que
fornecem um impacto benéfico na saude humana. Hoje em dia, muitos relatérios
confirmam uma relacdo positiva entre 0 consumo de frutas e legumes ricos em
compostos fendlicos e a prevencado de doencas relacionadas com o envelhecimento

causadas pelo estresse oxidativo.

2.1. Macrdéfitas aquaticas

As macrdfitas aquaticas sdo conhecidas popularmente como plantas aquaticas.
Ao longo de seu processo evolutivo adaptaram-se ao ambiente aquatico de forma muito
eficiente. Apresentam aproximadamente 2600 espécies espalhadas por mais de 450
géneros e estdo representadas por sete grandes grupos: cianobactérias, clordfitas,
roddfitas, xantofitas, briodfitas, pteridéfitas e espematdéfitas (CHAMBERS et al., 2008).

As macrofitas aquéticas apresentam uma grande versatilidade com relacao ao
seu habitat, assim sete classificacfes sao atribuidas de acordo com suas caracteristicas
adaptativas ao ambiente aquatico (ESTEVES, 2011).

a. Anfibia: capaz de viver tanto na forma emersa quando imersa;

b. Emergente: apresenta as raizes no fundo do ambiente aquatico, e parte dos
caules e folhas estéo parcialmente emersos;

c. Flutuante fixa: as raizes estdo no fundo do ambiente aquético, mas os caules
e folhas estao flutuando;

d. Flutuante livre: ndo apresentam raizes fixas e podem ser levadas pela
correnteza,;

e. Submersas fixas: as raizes estdo fixas no fundo do ambiente aquéatico assim
como todas as outras partes da planta;

f. Submersas livres: As raizes néo estédo fixas no fundo dos lagos ou rios e todas
as outras partes da planta também estdo submersas;

g. Epifitas: estdo instaladas sobre outras plantas aquéticas.
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2.2. Aspectos quimicos e biolégicos

Apesar do grande numero de espécies de macrofitas aquéticas, muitos géneros
ndo apresentam qualquer descricdo da composicao quimica ou propriedades bioldgicas
de seus compostos. Assim segue uma breve descrigdo a respeito do género abordado
neste projeto.

2.3. Género Hydrocotyle

O género Hydrocotyle pertence a familia Araliaceae que compreende 40 géneros
e cerca de 1500 espécies com ocorréncia desde os Estados Unidos até a Argentina e
Chile (SILVA et al., 2010). A medicina popular faz grande uso das espécies do género
Hydrocotyle no tratamento de ulceras de pele, dermatites, reumatismo, tuberculose e
eczema (FLORENTINO et al., 2013).

Uma grande diversidade de compostos quimicos foi isolada a partir de espécies
de Hydrocotyle; também a partir do extrato metandlico de H. ranunculoides foram
isolados triterpenos polioxigenados e glicosilados (GRECA et al., 1993). Estudos
realizados com H. sibthorpioides e H. bonariensis revelaram a presenca de saponinas
glicosiladas (Figura 3) (MATSUSHITA et al., 2004; HUANG et al., 2008; TABOPDA et
al., 2012)

Figura 3: Substancias isoladas de espécies do género Hydrocotyle.
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No entanto, que diz respeito a atividade biol6gica dos compostos isolados, estes
ainda carecem de avaliacé@o bioldgica.

A espécie Hydrocotyle leucocephala € nativa do Brasil e utilizada mundialmente
como planta ornamental para aquarios (Figura 4). Na colombia é utilizada pela medicina
popular por suas propriedades diuréticas e no combate de diarréia. (RAMOS et. al.,
2006)

Figura 4: Espécie Hydrocotyle leucocephala.

Estodos fitoquimicos envolvendo a espécie Hydrocotyle leucocephala revelaram
a presenca de diacetilenos, ceramidas e cerebrosideos a partir do extrato em metanol
(Figura 5). (RAMOS et al., 2006)

Figura 5: Substancias isoladas de espécies do género Hydrocotyle leucocephala.
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Figura 5: Substancias isoladas de espécies do género Hydrocotyle leucocephala

(Continuagéo).

3. METODOLOGIA

3.1. Equipamentos

A moagem das folhas da espécie vegetal foi realizada em liquidificador comercial
da marca Walita, modelo RI2094/01/A, 110-220V ~ 60Hz, 600-750W.

A concentragdo do extrato e fases organicas foram realizadas em evaporador
rotatorio da marca Bichi, modelo R-215, acoplado de controlador de vacuo modelo V-
850 e bomba de diafragma modelo V-710.

Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear de H foram registrados no
espectrémetro Ultrashield 300 Bruker Avance Ill, operando a 300 MHz ICAQF —
UNIFESP, utilizando metanol deuterado (MeOD) como solvente.

3.2. Solventes e reagentes

Para os processos de extracles, eluicbes cromatograficas foram utilizados
solventes de grau PA da marca Labynth® (metanol, hexano, acetato de etila e butanol).

As analises espectroscépicas de RMN foram preparadas utilizando metanol
deuterado (MeOD) da Cambridge Isotops Laboratories®.

O radical livre utilizado para o ensaio da atividade antirradicalar, 2,2-difenil-1-
picrilidrazila (DPPH) da Sigma-Aldrich. Uma solugéo do radical livre foi preparada em
baldo volumétrico de 50 mililitros utilizando 19,970 miligramas de DPPH (solug&o 0,5%

em massa) em metanol grau P.A.
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3.3. Materiais Cromatograficos

Para as colunas cromatogréficas gravitacionais foi utilizado a fase estacionéaria
Sephadex LH-20 (particulas de 25-100 um — Amersham Pharmacia Biotech).

Para as cromatografias em camada delgada (CCD), foram utilizados como fase
estacionaria cromatofolhas de silica gel 60, com indicador de fluoresceina F2s4 sob

suporte de aluminio, nas dimensées de 20x20 cm, 0,10 mm de espessura da Merck®.

3.4. Métodos
3.5.1. Material vegetal

O material vegetal foi obtido junto a um produtor de plantas aquaticas para
aquarios e lagos artificiais localizado na cidade Suzano/SP. Uma exsicata foi depositada
no herbario SPF do Instituto de Biociéncias da Universidade de Sao Paulo sob o registro
E.A. Ferreira — 003. A selecdo da espécie teve como base o porte da planta para que
fosse gerada a maior quantidade biomassa seca necesséaria ao estudo utilizando a
menor quantidade possivel de plantas.

3.5.2. Obtencéo do extrato bruto e fases de particao

Folhas e caules da espécie vegetal H. Leucocephala foram mantidas em estufa
a 45°C, por 24h. Ap6s a secagem, o material foi moido em liquidificador comercial
fornecendo 265,0 g de material seco e moido. A continuidade do trabalho se deu através
da extracdo exaustiva do material com metanol (13 X 500 mL), gerando um extrato bruto
de massa 78,0 g. O extrato metandlico foi ressuspendido em uma solugédo hidroalcéolica
de MeOH:H,O (v/v 1:9) e submetido a particdo liquido-liquido com hexano (11 X 300
mL), seguido com acetato de etila (7 X 300 mL) e finalmente butanol (6 x300 mL). Em
seguida, os solventes foram evaporados sob presséo reduzida em evaporador rotatério,
a 40°C, fornecendo 10,61 g da fase hexanica, 1,85 g da fase em acetato de etila e 7,70

g da fase butandlica (Figura 6).
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Figura 6: Fluxograma de obtencéo das fases organicas a partir do extrato em metanol.
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3.5.3.Preparo das solugdes de trabalho

As solugdes de trabalho foram obtidas pelo preparo de uma solucdo de 100
mg/mL de cada fase orgénica obtida (hexano, acetato de etila e butanol) em seus
respectivos solventes de origem. Solu¢des de menores concentragdes foram obtidas a
partir da diluicdo das solucdes estoque (100 mg/mL) em seus respectivos solventes de
origem, nas concentragfes de 75,0; 50,0; e 10,0 e 5,0 mg/mL.

3.5.4. Ensaio da atividade antirradicalar em placa cromatografica por aspersao de
solugcédo de DPPH

O ensaio da atividade antirradicalar foi realizado a partir das solu¢@es de trabalho
de acordo com metodologia descrita por Soler-Rivas e colaboradores (2000).

As solugdes foram aplicadas em um volume de 2 uL em placa cromatogréfica de
camada delgada (CCD), com auxilio de pipeta automética em forma de spot da maior
para a menor concentracdo na mesma fileira, além da substancia controle quercetina
(5,0 mg/mL), reconhecidamente uma substancia com potente acéo antirradicalar.

Apos volatilizagdo do solvente, a solucdo do radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazila
(DPPH) de concentracao 1,0 mmol/L foi aspergida sobre os spots. A solugdo metandlica
de DPPH apresenta coloragéo purpura e quando entra em contato com uma substancia

com atividade antirradicalar ocorre a transferéncia de um atomo de hidrogénio para o
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radical DPPH, transformando se na forma molecular e agora com coloracdo amarela,
indicativo da reacdo entre substancia antirradicalar e radical livre (Figura 7).

Figura 7: Reacéo entre DPPHe e substancia antirradicalar.
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3.5.5.Fracionamento cromatografico da fase butandlica

A fracdo em butanol (2,0 g) foi submetida a um fracionamento cromatografico
por permeacédo em gel (Sephadex® LH-20) utilizando como eluente metanol, onde os
componentes da mistura sdo separados baseando-se no tamanho da molécula. A
eluicéo foi realizada com metanol e foram coletas 42 fra¢cdes com 10,0 mL cada. Estas
fracOes foram agrupadas em 9 fracdes de acordo com a polaridade baseando-se na
andlise da cromatografia de camada delgada analitica (CCDA) utilizando como fase
mével uma mistura de metanol e diclorometano (7:3).

As fracBes foram submetidas a andlise de Ressonancia Magnética Nuclear de
H com o intuito de obter informagGes estruturais a respeito dos constituintes quimicos

presentes na fase butandlica.

4. RESULTADO E DISCUSSAO

4.1. Obtencao dos extratos e fases organicas

O processo de maceracdo exaustiva de 265,0 g das partes aéreas (folhas e
caules) da espécie Hydrocotyle Leucocephala resultou em uma massa de 78,0 g de
extrato bruto.

A partir deste extrato foram obtidas as fases organicas em hexano, acetato de

etila e butanol por particdo liquido-liquido que estdo sumarizadas na tabela 1.
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Tabela 1: Massas das fases obtidas a partir da particdo do extrato bruto metandlico.
Relacéo ao extrato

Fase Massa (g) MeOH
Hexano 10,61 13,59 %
Acetato de etila 1,85 2,37 %
Butanol 7,70 9,87 %

A fase que obteve maior porcentagem em relacdo a massa do extrato bruto foi a fase
em hexano, indicando uma grande quantidade de substancias apolares, enquanto a
menor porcentagem foi referente a fase em acetato de etila com a menor quantidade de
substancias de média polaridade.

A maior parte da massa do extrato bruto metandlico submetido a particdo (57,84 g)
constitui-se de substancias de elevada polaridade, como acgucares, permanecendo na

solugdo metanol/agua.
4.2. Avaliacdo da atividade antirradicalar das fases orgéanicas de H. leucocephala
De posse das fases orgéanicas, foram obtidas as solu¢des estoque e as solugdes
de trabalho, as quais foram aplicadas na placa cromatografica (CCD) e aspergidos com

a solugéo de DPPH (Figura 8).

Figura 8: Avaliacdo da atividade antirradicalar das fases organicas da espécie H.

leucocephala.
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Acetato de Etila
Butanol
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Pela observacdo da placa cromatografica a fase mais polar em butanol,
apresentou a maior atividade antirradicalar, tendo em vista que esta fase apresentou
forte coloracdo amarela para todas as concentracdes testadas quando comparado a

substancia controle quercetina.
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4.3. Fracionamento da fase butandlica de H. Leucocephala

A partir da observacéo de que a fase butandlica, apresentou maior atividade
frente ao ensaio da atividade antirradicalar optou-se por buscar informacdes estruturais
a respeitos dos constituintes quimicos presentes nesta fase. Assim, 2,0 g foram
submetidos a cromatografia de permeacdo em gel (Sephadex® LH-20), onde os
componentes da mistura sdo separados baseando-se no tamanho da molécula. A
eluicdo foi realizada com metanol e foram coletas 42 fracées com 10,0 mL cada. Estas
fracGes foram agrupadas em 9 fracbes de acordo com a polaridade baseando-se na
analise da cromatografia de camada delgada analitica (CCDA) utilizando como fase

movel uma mistura de metanol e diclorometano (7:3) (Tabela 2).

Tabela 2: Fracgdes coletadas e reunidas na coluna de permeacao em gel Sephadex LH-

20 no extrato em butanol.

Fracdes Massa (g) FracGes Reunidas
Fracdo 1-9 0,09221 1
Fracdo 10-11 0,10083 2
Fracdo 12-17 0,25283 3
Fracdo 18-19 0,04553 4
Fracéo 20 0,03519 5
Fracdo 35-36 0,01178 6
Frac&o 37 0,00325 7
Fracdo 38-42 0,00906 8
Fracdo 43-60 0,01000 9

As fragcbes provenientes do fracionamento cromatogréfico foram submetidas a
andlise de Ressonancia Magnética Nuclear de *H e a partir do espectro de RMN de *H
da fracéo 9, foi observado a presenca de sinais entre & 8,00 e 6,50 ppm caracteristicos
de hidrogénios de anel aromatico aliados a presenca de sinais entre $ 11,20 e 10,00

ppm sugerem a presenca de substancias fendlicas na fase butandlica (Figuras 9 e 10).
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Figura 9: Espectro de RMN de 1H (300 MHz, MeOD) da fracao 9.
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Figura 10: Ampliacdo da regido de 5,00 a 9,00 ppm do espectro de RMN de *H (300
MHz, MeOD) da fragéo I.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

As macrofitas aquéticas constituem uma importante parte da flora em termos de
quantidade de espécies vegetais. No entanto, o potencial destas espécies como fonte
de substancias bioativas € muito pouco explorado e carece de estudos. O estudo
realizado com as fases orgéanicas da espécie H. leucocephala demonstrou o potencial
da espécie diante da avaliacdo da atividade antirradicalar frente o radical 2,2-difenil-1-
picrilhidrazila (DPPH). A fase em butanol, foi a mais ativa evidenciado pela comparacao
com a substéncia controle quercetina e pela possivel presenca de substancias fendlicas

gque apresentam reconhecida atividade antirradicalar.
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