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Resumo

A familia Onagraceae compreende cerca de 20 géneros e aproximadamente 660
espécies. Entre eles destaca-se no Brasil o género Ludwigia, o0 mais rico em variedade de
espécies. De suas 82 espécies, 45 delas estdo presentes no Brasil. HA poucos relatos a
respeito da composicado quimica das espécies do género Ludwigia. Com isto, a espécie
Ludwigia repens foi selecionada com a finalidade de avaliar o seu potencial antirradicalar. O
extrato metandlico gerado a partir das partes aéreas foi fracionado em ordem crescente de
polaridade utilizando hexano, acetato de etila e n-butanol, respectivamente. A partir da analise
do espectro de RMN de 'H, atividade preliminar antirradicalar e massa gerada do extrato
butandlico esta fragdo foi submetida a coluna de filtragdo em gel Sephadex LH-20. Pela
avaliacdo do potencial antirradicalar, sua massa gerada e o grau de pureza, as fracbes
selecionadas foram submetidas a cromatografia de camada delgada preparativa levando ao
isolamento de 11 substancias. As substancias purificadas foram submetidas ao ensaio com
DPPH em que 5 delas apresentaram atividade antirradicalar. A partir da observacdo do
espectro de RMN de 'H do extrato butandlico e do espectro na regido do UV-VIS das
substancias isoladas, ha grande possibilidade de serem substancias fendlicas, tal como

flavonodides.

Palavras Chave: Ludwigia repens; DPPH; Antirradicalar

Abstract

The Onagraceae family comprises about 20 genera and about 660 species. Among
them stands out, in Brazil, the genus Ludwigia, the richest in variety of species. From the 82
species, 45 of them are present in Brazil. There are few reports about the chemical composition
of the species of the genus Ludwigia. With this, Ludwigia repens was selected in order to
evaluate the antioxidant capacity. The methanol extract generated from the aerial parts of
Ludwigia repens was partitioned in order of increasing polarity using hexane, ethyl acetate and
n-butanol, respectively. From the *H NMR spectrum analysis, antioxidant preliminary capacity
and mass generated of extract, the butanolic extract was selected and subjected to a gel
filtration column Sephadex LH-20. Based on the analysis of antioxidant capacity, obteined
mass and purity, selected fractions were seleted to apply on preparative thin layer

chromatography leading to 11 substances. The purified substances were selected to the DPPH
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test in which 5 of them showed antioxidant activity. From the observation of tH NMR spectrum
of butanolic extract and the spectrum in the UV-VIS region of the isolated compounds, there is
great possibility of phenolic compounds, such as flavonoids.

Keywords: Ludwigia repens; DPPH; antioxidant
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1. INTRODUCAO

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 destacados a Morfina obtida a partir da Papoula (Papaver somniferum) que ainda é
considerada um dos mais potentes analgésicos que se tem conhecimento (Luch, 2009;
Beaudoin e Facchini, 2014); o Taxol extraido das cascas da arvore Taxus brevifolia, € um dos
medicamentos mais utilizados no tratamento de cancer de mama (Wani et al., 1971; Demain
e Vaishnav, 2011); Lovastatina, obtida a partir da colénia de fungos Aspergillus terreus (Endo,
1979; Alberts et al., 1980), é um dos principais medicamentos no tratamento a elevada taxa
de colesterol, uma vez que atua na inibicdo da enzima HMG-redutase, responsavel por uma
das etapas da biossintese do colesterol (Tobert, 2003) e a Penicilina extraida da coldnia de
fungos Penicillium chrysogenum é um potente antibiético (Fleming, 1929; Chain et al., 1940)
(Figura 1). Devido a importancia da descoberta da Penicilina, em 1945, o Prémio Nobel de

medicina e fisiologia foi concedido a Fleming, Florey e Chain.

Figura 1. Estruturas dos compostos utilizados com fins terapéuticos obtidos a partir de fontes
naturais.

Além da utilizagdo 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 observacdo de que a atividade do composto estava na presenca do anel f-
lactdmico uma série de outros compostos, com atividade antibiética, foram sintetizados

mantendo-se a estrutura responséavel pela atividade biolégica (Figura 2).
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Figura 2: Estruturas moleculares de antibitticos B-lactamicos derivados da penicilina.
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Com isto, a busca por novas moléculas biologicamente ativas é um processo
incessante, tanto pela necessidade de encontrar novos compostos que apresentem maior
atividade biologica, como pela busca da reducédo dos efeitos colaterais aos medicamentos ja

existentes.

Devido a auséncia de estudos sobre a atividade biolégica de substéancias obtidas a
partir de Ludwigia repens, o objetivo sera isolar e avaliar a atividade antirradicalar de

substancias a partir desta espécie.

2. REFERENCIAL TEORICO

As plantas constituem-se uma das mais ricas fontes de novas moléculas, sendo que
muitas destas tém um papel central no tratamento ou prevencao de varias doencas tais como
diabetes, cancer e desordens inflamatérias cronicas (Rao et al., 2013; Mabou et al., 2014).
Muitas espécies de plantas tém sido reconhecidas por ter propriedades medicinais, que
fornecem um impacto benéfico na satde humana. Hoje em dia, muitos relatorios confirmam
uma relagéo positiva entre o consumo de frutas e legumes ricos em compostos fendlicos e a

prevencédo de doencas relacionadas com o envelhecimento causadas pelo estresse oxidativo.

2.1. Macrdfitas Aquaticas

As macrofitas aquaticas sdo conhecidas popularmente como plantas aquaticas. As
macrofitas aquaticas ao longo de seu processo evolutivo adaptaram-se ao ambiente aquatico

de forma muito eficiente. Apresentam aproximadamente 2600 espécies espalhadas por mais
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de 450 géneros e estdo representadas por sete grandes grupos: cianobactérias, clordfitas,
roddfitas, xantofitas, briofitas, pteridéfitas e espematdfitas (Chambers et al., 2008).

As macrdfitas aquaticas apresentam uma grande versatilidade com relagdo ao seu habitat,
assim sete classificagcdes sdo atribuidas de acordo com suas caracteristicas adaptativas ao

ambiente aquético:

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 estédo no fundo do ambiente aquatico, 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 estao fixas no fundo do ambiente aquatico assim como
todas as outras partes da planta;

f) Submersas livres: As raizes ndo estado fixas no fundo dos lagos ou rios e todas as
outras partes da planta também estao submersas;

g) Epifitas: estdo instaladas sobre outras plantas aquaticas.

2.2. Género Ludwigia

A familia Onagraceae € representada por 22 géneros e aproximadamente 657
espécies, sendo mais amplamente representada nas regifes tropicais e subtropicais do
mundo. No Brasil ocorrem quatro géneros sendo um deles o género Ludwigia que representa
a maior quantidade de espécies, cerca de 80. Porém, o mesmo apresenta problemas

referentes a diferenciacdo entre as espécies (Pesamosca, 2015).

Dentre os poucos estudos voltados a elucidacdo da composi¢cdo quimica das espécies do
género Ludwigia, estes apontam a presenca de triterpenos, esteréides e cumarinas em suas
composicoes (Rao et al., 2013; Mabou et al., 2014).

Ludwigia octovalvis, uma planta aquética vastamente encontrada em Taiwan, ganhou
destaque por apresentar compostos com atividade citotoxica além de possuir outras
aplicacbes como tratamentos populares de edemas, hipertensdes (Figura 3) Estudos
apontam que em seu extrato bruto possui atividade antidiabética e imunossupressora (Chang,
2003; Kuo, 2003).
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Figura 3: Triterpenos isolados da Ludwigia octovalvis.
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O género Ludwigia tem sido tratada como um género distinto na flora indiana. Espécies
como Ludwigia hyssopifolia, vastamente utilizada na medicina indiana, possui em sua
composicao grande variedade de triterpenos (Figura 4) (Rao, 2013; Merugu, 2013; Atthapu,
2013).

Figura 4: Triterpeno pentaciclico isolado da Ludwigia hyssopifolia

InvestigacOes fitoquimicas da composi¢cédo da L. adscendens indicam a presenca de

diversos alcanos e flavanodides como a quercetina, quercitrin entre outras (Figura 5).

Figura 5: estrutura molecular da quercetina (direita) e quercetrin (esquerda).
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O uso popular na india da planta envolve tratamentos antissépticos, anti-inflamatorios
e principalmente doencas de pele (Shilpi, 2009; Gray, 2009; Seidel, 2009).

Outra espécie de destaque do género € a L. leptocarpa. Encontrada em territorio norte
americano e africano tem-se conhecimento que é aplicado na medicina popular da Nigéria no
tratamento de reumatismo e disenteria. Estudos anteriores apontam a presenca de
flavanoides. (Harakat, 2013; Mabou, 2013; Nazabadioko, 2013; Ngnokam,2013; Tebou,
2013).

3. METODOLOGIA
3.1. Generalidades metodolégicas

Os solventes utilizados nas extracdes e nas eluicdes das colunas cromatogréficas

foram de grau PA da marca Synth.

Para CCDP foram utilizadas tanto placas de silica gel comerciais como placas
confeccionadas no laboratério. As placas de silica gel comerciais utilizadas apresentavam
espessura de 25 mm e tamanho das particulas de 17 um, sobre suporte de vidro (20x20 cm)
da Sigma-Aldrich. Ja para a confec¢do das placas no laboratério, utilizou-se silica 60 PF254
com particulas de 5-40 um da Merck e espessura de 0,5 mm sobre suporte de vidro (20x20

cm).

Para CCDA, foram utilizadas placas comerciais de silica gel 60 PF254 para

cromatografia de camada fina, sobre suporte de aluminio da Merck.

As placas de CCDA e CCDP foram reveladas sob lampada ultravioleta (254 e 365 nm).
ApoOs este procedimento, as placas de CCDA foram reveladas com aspersédo de uma solucao

a 2% de sulfato cérico em acido sulfurico (2 mol.L!) seguido de aquecimento.

A solucéo de sulfato cérico foi preparada utilizando 2,1 gramas de Ce(S04).5H20, 1,5

mililitros de &cido sulftrico e 800 mililitros de agua deionizada.

A solucdo de DPPH foi preparada em baldo volumétrico de 50 mililitros utilizando

19,970 miligramas de DPPH (solucéo 0,5% em massa) e metanol.

Os espectros eletronicos foram obtidos num espectrofotbmetro UV-Visivel da Agilent
modelo 8453, na regido de 190 a 1100 nm. As medidas foram efetuadas usando cubetas de

quartzo de 1 cm de caminho éptico.

Os espectros de RMN de *H (300 MHz) e foram obtidos em um espectrometro Bruker
DRX 300.
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As amostras submetidas aos experimentos de RMN foram solubilizadas em DMSO da
Sigma-Aldrich.

3.2. Coleta do material vegetal e obtencdo do extrato

A espécie Ludwigia repens foi obtida junto a um produtor de plantas para aquario
situado na cidade de Suzano, estado de S&o Paulo. As plantas foram secas ao ar livre e
depois em estufa sob ventilagdo a uma temperatura de 50° C visando a eliminacao total da

agua. O material foi entdo moido em liquidificador comercial.

A massa de planta moida seca utilizada para obtencdo do extrato bruto metandlico foi
de 335 g. Estas entdo foram extraidas exaustivamente com metanol, para obtenc¢éo do extrato

metandlico. Foram realizadas 22 extrac¢des totalizando 12,3 Litros de metanol.

O extrato metanolico foi ressuspendido em uma solu¢do de metanol e agua (1:9) e
submetido a particdo, sendo extraido sucessivamente com hexano (3,7 Litros), em acetato de
etila (1,4 Litros) e n-butanol (5,3 Litros). ApGs evaporacao dos solventes sob presséo reduzida,
foram obtidos os extratos das fases hexano (10,5962 gramas), acetato de etila (9,9621

gramas) e n-butanol (26,1985 gramas).

3.3. Fracionamento cromatografico

Uma massa de 0,76 gramas do extrato butandlico foi solubilizado em metanol e
submetido a uma coluna (72,0 cm x 2,5 cm) de filtracdo em gel Sephadex LH-20 e eluido com
metanol gerando um total de 130 fragcbes com 10 mililitros cada uma. Estas foram entéo
agrupadas de acordo com a polaridade através da analise de CCDA utilizando como fase
movel uma mistura de acetato de etila, &gua deionizada e &cido férmico na propor¢éo 9:1:1,

resultando em 15 fracdes.

Com o intuito de adquirir mais massa para obtencdo das substancias, uma nova
filtracdo em gel Sephadex LH-20 foi realizada com uma massa de extrato butandlico de 1,01
grama. Esta massa foi novamente solubilizada em metanol e submetida a uma coluna (72,0
cm x 2,5 cm) e eluido com metanol gerando um total de 119 fracdes de 10 mililitros cada uma.
Estas foram entdo agrupadas de acordo com a polaridade através da analise de CCDA
utilizando como fase movel uma mistura de acetato de etila, 4gua deionizada e acido férmico

na proporcgéo 9:1:1, resultando em 12 fragoes.
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Tabela 1. Distribuicdo das massas ap6s filtracdo por gel Sephadex LH-20 e

respectivas substancias obtidas por CCDP.

Primeira Coluna Segunda Coluna
Fracdo  Massa SLIJbsténcias Fracdo  Massa Substéncias
soladas Isoladas
F1 85,2 mg F1 143,8 mg
F2 22 mg F2 44,7 mg
F3 22,1 mg F3 53,6 mg F’3
F4 38,8 mg F4l e F4ll F4 54,4 mg
F5 14,2 mg F’'5 62,5 mg F51
F6 24,9 mg F'6 55,7 mg F’6l, F6ll, F'6lll e F'6IV
F7 31,4mg F71, F7ll e F7lII F7 228,8 mg F71
F8 38,2 mg F'8 66,5 mg
F9 14,3 mg F9 16,8 mg
F10 15,7 mg F'10 7,7 mg
F11  112,5mg F11l F11 5,6 mg
F12 59,5 mg F12 0,1 mg

F13 9,1 mg
F14 5,4 mg
F15 17,6 mg

A partir comparacao das massas obtidas e de acordo que o fator de retengéo entre as
substancias constituintes das mesmas fragdes, as fragdes F4, F7 e F11 da primeira coluna e
as fragoes F’3, F'5, F'6 e F’7 da segunda coluna foram submetidas a cromatografia de camada
delgada preparativa utilizando placas comerciais de silica gel 60 F254 0,5mm utilizando como
fase movel uma mistura de acetato de etila, agua deionizada e acido féormico na proporcao

9:1:1, gerando 13 substancias.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

As partes aéreas da espécie L. repens foram extraidas com metanol gerando uma
massa de 97,82 gramas. Destas, 96,13 gramas foram submetidas a uma particdo em ordem
crescente de polaridade com hexano, acetato de etila e n-butanol respectivamente. Apos
andlise dos espectros de RMN de !H, a fragdo butandlica mostrou-se atrativa do ponto de

vista estrutural, pela elevada massa e principalmente pela atividade antirradicalar.

O espectro de RMN de *H do extrato butandlico apresentou sinais caracteristicos de
anel aromatico 6 5,93-6,76 ppm, sinais de ligacdo dupla & 5,61-5,64 ppm caracteristicos de

flanovéides (Figura 6).
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Figura 6: Espectro de RMN de 1H ( 300 MHz, DMSO) do extrato butandlico.
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Diante disto optou-se por trabalhar com o extrato butandlico.

O fracionamento do extrato butandlico resultou em 12 substancias que tiveram sua

atividade antirradicalar avaliada frente ao ensaio com DPPH.

Duas colunas de filtracdo a gel foram realizadas a fim de se obter massa suficiente

para a realizacdo dos ensaios e determinagéo estrutural.

Como resultado da primeira coluna cromatogréafica, foram obtidas 15 frac6es que
foram submetidas a cromatografia de camada delgada comparativa (Figura 7). Apés a eluicao
a placa cromatogréfica foi aspergida com uma solucdo de DPPH, onde das 15 fracfes, 14
apresentavam potencial atividade antirradicalar. Com base na massa da fracdo, atividade
antirradicalar e grau de pureza as fracdes F4, F7 e F11 foram submetidas a cromatografia de

camada delgada preparativa gerando 6 substancias.
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Figura 7: CCDA das fracbes agrupadas referentes a primeira coluna de cromatografia.

A fracdo F11 (112,5 miligramas) foi submetida & CCDP utilizando como fase movel
uma mistura de acetato de etila, &gua deionizada e acido formico na proporcao 9:1:1 levando
ao isolamento de uma substancia, mas no entanto esta degradou-se mesmo sob baixa

temperatura e protegido de radiagéo luminosa.

A fracéo F4 (38,8 miligramas) foi submetida a CCDP utilizando como fase mével uma
mistura de acetato de etila, &gua deionizada e acido formico na proporgdo 9:1:1 levando ao
isolamento de duas substancias, a F4l e a F4ll, com 10,1 miligramas e 9,2 miligramas

respectivamente.

A fracdo F7 (31,4 miligramas) foi submetida a CCDP utilizando como fase mével uma
mistura de acetato de etila, &gua deionizada e acido férmico na proporgdo 9:1:1 levando ao
isolamento de trés substancias, a F71, F7Il e F7IIl, com 3,8 miligramas, 16 miligramas e 10,1

miligramas respectivamente.

Apés esgotar as fragcdes de interesse que apresentavam alta atividade antirradicalar,
outra coluna de filtracdo em gel Sephadex LH-20 foi realizada obtendo-se 13 fracdes,
posteriormente reduzidas a 12 devido a unido das fragdes F'1 e F’'2. (Figura 8).
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Figura 8: CCDA das fra¢gBes agrupadas referentes & segunda coluna de cromatografia antes do
agrupamento das fragdes F'1 e F’2.

A andlise das duas placas cromatogréficas apontou similaridades entre as substancias
presentes nas fragdes da primeira e da segunda coluna cromatografica. A fragao F’7 foi entao
selecionada ser aplicada, tendo em vista que essa apresentava o0 mesmo perfil que a F11,

além do elevado potencial antirradicalar (Figura 9).

Figura 9: CCDA comparativo das fracbes F11 (esquerda) obtida da primeira coluna e a fragdo F'7
(direita) obtida da segunda coluna.

A fracao F’'7 (228,8 mg) foi submetida a CCDP utilizando como fase mével uma mistura
de acetato de etila, agua deionizada e acido féormico na proporc¢édo 9:1:1 levando ao isolamento

de uma substancia, a F’7] com 35 miligramas. Sequencialmente, essas 35 miligramas foram



Universidade Presbiteriana Mackenzie

aplicadas em CCDP para segunda purificacdo, porém o mesmo se degradou durante o

Processo.

As subsequentes fracbes submetidas a cromatografica de camada delgada
preparativa tiveram também sua escolha com base na atividade frente ao ensaio com DPPH
e a suscetibilidade de isolar as substancias por CCDP.

A fragéo F’5 (53,2 miligramas) foi submetida a CCDP utilizando como fase mével uma
mistura de acetato de etila, agua deionizada e acido formico na proporgdo 9:1:1 levando ao

isolamento de uma substancia, a F’5] com 39,92 miligramas.

A fragao F’6 (55,7 miligramas) foi submetida a CCDP utilizando como fase mével uma
mistura de acetato de etila, agua deionizada e acido férmico na proporgéo 9:1:1 levando ao
isolamento de quatro fragbes, a F’6l, F’6ll, F’6lll e F’61V com 21,7 miligramas, 7 miligramas,

8,6 miligramas e 11,5 miligramas respectivamente.

As substancias isoladas foram aplicadas em CCDA para avaliar a atividade
antirradicalar frente DPPH e (Figura 10).

As substancias F’5l, F4l, F4ll, F7I1l e F7Ill apresentaram atividade, enquanto as fragées
F’3, F’6l1, F’6ll, F’6lll, F'6IV e F7I ndo apresentaram atividade.

Figura 10: CCDA comparativo das fracbes obtidas através de CCDC frente DPPH

F’3 F's F's F'6l F’'all  F’6IIl F’6IV F4l F4ll F71 F711  F71

A andlise dos espectros na regido do UV-VIS das substéncias F'51 e F'7III
demonstraram maximos de absorbancia caracteristicos para substancias fenélicas em 276
nm e 417 nm (Figuras 11 e 12).
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Figura 11: Espectrograma da amostra F’5] com os picos de absorbancia em 276nm e 417nm.
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Figura 12: Espectrograma da amostra F’71ll com os picos de absorbancia em 276nm e 417nm.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

O extrato butandlico apresentou elevado potencial antirradicar tendo em vista que as
substancias isoladas foram ativas frente ao ensaio com DPPH. As substancias isoladas ainda
encontram-se em fase de determinacdo estrutural, mas ao que tudo indica, ha uma forte

tendéncia em serem substancias fendlicas tais como flavonéides.
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