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Resumo

O género Pterocaulon (Asteraceae) apresenta uma série de atividades bioldgicas que
sdo atribuidas aos seus metabolitos secundarios majoritarios, as cumarinas.
Considerando relatos da medicina popular, nos quais plantas deste género séo utilizadas
na forma de infusdo ou decocto, procurou-se verificar se estes compostos majoritarios
seriam extraidos com a &gua. Sendo assim, o objetivo do trabalho foi verificar a
possibilidade de extragdo de cumarinas de Pterocaulon balansae em meio aquoso,
avaliar a influéncia da temperatura neste processo de extracdo e ainda analisar o perfil
quimico e quantificar as cumarinas totais de P. balansae nos extratos n-hexano e
diclorometano. Para a realizacdo da extracdo aquosa, 0 material vegetal seco e triturado
foi submetido a extragdo em banho de recirculacdo de dgua em diferentes temperaturas
(15 °C, 25 °C, 40 °C, 60 °C, 80 °C e 100 °C). A proporcao de planta:solvente foi de
1:30 e o tempo de extragéo foi de 1 hora. J& para as extracdes com solventes organicos,
0 material vegetal seco e triturado foi submetido a maceracéo, sendo que a propor¢éo
planta:solvente foi de 1:30 e realizou-se a extracdo até o esgotamento. A caracterizagdo
dos extratos foi realizada por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), em
aparelho equipado com detector de arranjo de diodos que registra espectros de UV no
intervalo de 230 - 400 nm. Dessa maneira, foi possivel concluir que a agua, sendo
utilizada como solvente nas preparacdes de uso medicinal, mostrou-se capaz de extrair
as cumarinas presentes nas partes aéreas de Pterocaulon balansae e observou-se que em
temperaturas mais elevadas ocorre um aumento no teor de extrato seco e uma maior
extracdo destes compostos. Em relacdo ao perfil quimico dos extratos n-hexano e
diclorometano, observou-se que ambos sdo semelhantes, com o predominio de
cumarinas mais apolares e o liquido extrator n-hexano foi o que extraiu maior

quantidade de cumarinas.

Palavras-chave: Asteraceae, Pterocaulon balansae, cumarinas, extracdo aquosa,

quantificacdo.
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1 Introducéao




Os beneficios advindos do uso de plantas medicinais tém levado a incessante
busca por estruturas moleculares inéditas e consequentemente, novos farmacos. Muitos
destes, com efeitos terapéuticos relevantes sdo provenientes da natureza ou S&o
sintetizados a partir dos nucleos basicos de produtos naturais (PHILLIPSON, 2001).
Entre as inUmeras espécies de plantas existentes, estima-se que apenas uma pequena
parcela tém sido investigada quimicamente ou biologicamente. Sendo assim, essa area
de pesquisa é extremamente relevante, pois relevante nimero de medicamentos contém
substancias ativas de origem natural e somente na area de quimioterapicos, consideravel
parte dos medicamentos aprovados séo provenientes de compostos naturais (VALLEJO,
2010).

Entre os compostos derivados de plantas, utilizados, atualmente, como
medicamentos, destacam-se: vinblastina, vincristina, morfina, codeina, digoxina,
atropina, escopolamina, paclitaxel, artemisinina, entre outros (PHILLIPSON, 2001;
VALLEJO, 2010).

Estes compostos fazem parte de um extenso grupo de substancias oriundas do
metabolismo secundério vegetal, desempenhando a funcdo de defesa frente as agressoes
externas. Essas substancias, denominadas metabdlitos secundérios, estdo divididas em
diversas classes na natureza, de acordo com sua rota de sintese na planta e semelhancas
estruturais. Uma das classes de metabolitos secundarios vegetais sdo as cumarinas,
lactonas do acido o-hidroxicindmico que apresentam espectro ultravioleta caracteristico,
o qual é influenciado notavelmente pela natureza e posicdo dos grupos substituintes. O

nicleo basico das cumarinas esta representado na Figura 1 (SIMOES et al., 2003).
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Figura 1. Nucleo béasico das cumarinas



Para as cumarinas tém sido descritas diversas atividades bioldgicas, tais como:
antioxidante, anti-inflamatdria, anticancer, antimicrobiana, anticoagulante, anti-
hipertensiva, antituberculostatica, anticonvulsivante, hipoglicemiante e neuroprotetora.
Esses dados sdo citados nos trabalhos de revisdo de VENUGOPALA et al. (2013) e de
SANDHU et al. (2014).

As cumarinas estdo amplamente distribuidas na natureza, sendo encontradas em
muitas espécies da familia Asteraceae. Dentro desta familia, encontra-se o género
Pterocaulon, onde sdo os metabdlitos secundarios majoritarios (BREMER, 1994;
HEEMANN, 2002).

1.1 Género Pterocaulon

O género Pterocaulon pertence a familia Asteraceae, considerada uma das mais
numerosas e evoluidas do reino vegetal (OLIVEIRA, 1993). Segundo CABRERA
(1963), a familia Asteraceae € cosmopolita, com grande concentracdo de espécies em
regides subtropicais, temperado-frias e temperadas. Também sdo muito abundantes nas
regibes montanhosas (HEEMAN, 2004).

Ha trés subfamilias que pertencem a familia Asteraceae: Barnadesioideae,
Chichorioideae e Asteroidae. Esta ultima abrangendo o género Pterocaulon e também
sendo a subfamilia com o maior nimero de espécies (BARROSO, 1991; JOLLY, 1991).

O género Pterocaulon apresenta uma area de distribuicdo geogréfica bicéntrica,
sendo que das dezoito espécies existentes, doze sdo americanas (Pterocaulon
alopecuroides (Lam.) DC.; Pterocaulon angustifolium DC.; Pterocaulon balansae
Chodat; Pterocaulon cordobense Kuntze; Pterocaulon lanatum Kuntze; Pterocaulon
lorentzii Malme; Pterocaulon polypterum (DC.) Cabrera; Pterocaulon polystachyum
DC.; Pterocaulon purpurascens Malme; Pterocaulon pycnostachyum (Michx.) Elliott;
Pterocaulon rugosum (Vahl) Malme; Pterocaulon virgatum (L.) DC.) e o restante, ndo
americanas (Pterocaulon niveum Cabrera & Ragonese; Pterocaulon redolens (Willd.)
Fern.-Vill.; Pterocaulon serrulatum (Montrouz.) Guillaumin; Pterocaulon sphacelatum

(Labill) F.Muell.; Pterocaulon spherantoides De Candolle e Pterocaulon
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verbascifolium (F.Muell. ex Benth.), Benth. & Hook. ex F.Muell.) (CABRERA &
RAGONESE, 1978).

1.1.1 Pterocaulon balansae

Pterocaulon balansae Chodat é uma das espécies americanas e estéa distribuida
de sul a sudeste do Brasil, Paraguai, Uruguai e norte, centro e nordeste da Argentina
(LIMA, 2006; VALLEJO, 2010).

No Rio Grande do Sul, esta amplamente distribuida, estando presente em todas
as regides fisiograficas do estado, como pode ser observado na Figura 2. A espécie P.
balansae floresce no periodo de fevereiro a abril e frutifica de mar¢o a maio (LIMA,
2006).

Figura 2. Distribuicdo geogréafica de P. balansae Chodat no estado do Rio
Grande do Sul. Figura apresentada com autorizacdo do autor, Luis Fernando Paiva Lima
(Apresentada em LIMA, 2006).

1.1.1.1 Aspectos Botanicos

Esta espécie se evidencia por ser uma erva perene de 1 — 1,5 m de altura, com

caule ereto, ramoso, alado, densamente tomentoso, folhoso até a inflorescéncia.



Apresenta folhas sésseis e decurrentes, eliptico-lanceoladas, agudas, de 80 — 120 mm de
comprimento x 15 — 40 mm de largura. Capitulos numerosos, dispostos em forma de
espiga. Invélucro comprimido de 5 mm de altura por 3 — 4 mm de didmetro; brécteas
involucrais exteriores lanceoladas, lanosas; as interiores glabras. Flores femininas
numerosas, hermafroditas. Aquénios glandulosos-pubescentes e papus branco
(CABRERA & RAGONESE, 1978). Esta caracterizacdo morfoldgica pode ser
observada na Figura 3.

Figura 3. Pterocaulon balansae Chodat (L.F. Lima 125, ICN). A. Habito. B.
Capitulo. C. Bréctea involucral externa. D. Bractea involucral interna. E. Flor pistilada.
F. Flor estaminada. G. Cipsela. Ilustracdo apresentada com autorizacdo do autor, Luis
Fernando Paiva Lima (Apresentada em LIMA, 2006).

1.1.1.2 Dados Quimicos

Apesar de as cumarinas serem 0s metabolitos secundarios majoritarios nas
espécies do género Pterocaulon, outros grupos de compostos também estdo presentes

em Pterocaulon balansae, como, por exemplo, é&cidos fendlicos, poliacetilenos,



flavonoides, dentre outros (MARTINO et al., 1979; MAGALHAES et al., 1981;
DEBENEDETTI et al., 1987; SEMPLE et al., 1999; HEEMMAN et al., 2004).

As cumarinas podem ocorrer como cumarinas-simples, furanocumarinas,
piranocumarinas, lignocumarinas e cumarinas diméricas. Na Tabela 1, estdo mostrados
os tipos de cumarinas, 0s quais apresentam diversos padrfes de oxigenacdo no nucleo
basico, sendo que o mais comum entre as cumarinas naturais € a oxigenagdo no
carbono-7 (SIMOES et al., 2003; VALLEJO, 2010).

Tabela 1. Tipos de cumarinas

Cumarinas-simples Furanocumarinas
/@1 fD )
HO 0~ ~o o o~ o
Piranocumarinas Lignocumarinas
- _.-"f?“
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Cumarinas Diméricas
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BARROS (1981) foi responsavel pelo isolamento de cinco cumarinas de P.
balansae: 5-(3'-metil-2',3'-buteniloxi)-6,7-metilenodioxicumarina, 5-(3-metil- 2',3'-
epoxibutiloxi)-6,7-metilenodioxicumarina, 5-(2',3'-di-hidroxi-3'-metilbutiloxi)-6,7-
metilenodioxicumarina, 6-metoxi-7-(2',3'-epoxi-3'-metilbutiloxi)cumarina e 6-metoxi-7-
(3'-metil-2',3'-di-hidroxibutiloxi)cumarina. Apds alguns anos, HEEMANN et al. (2004)
isolaram mais uma cumarina, até entdo, inédita: 5-metoxi-6,7-metilenodioxicumarina e
mais recentemente, VALLEJO (2010) relatou outras duas: 5-(3-metil-2-oxobutiloxi)-

6,7-metilenodioxicumarina e 6,7,8-trimetoxicumarina.

1.1.1.3 Atividades Bioldgicas

Espécies do género Pterocaulon, conhecidas como “quitoco”, sdo usadas na
medicina tradicional para tratamento de problemas de pele como, por exemplo, na
cicatrizacdo de feridas e tratamento de algumas infecgdes. Esse uso popular para o
tratamento de micoses esta relacionado com a atividade antimicrobiana destas plantas
(AVANCINI, 2002).

Estudos desenvolvidos por STEIN et al. (2005) avaliaram in vitro a atividade
antifngica de diversos extratos de Pterocaulon frente a cepas de fungos patogénicos,
demonstrando elevada atividade. Na mesma linha de estudo, em 2011, VIANNA et al.
testaram in vitro diferentes extratos frente a cepas do fungo Sporothrix schenckii, onde
observaram que todos os extratos avaliados demonstraram inibicdo do crescimento do

fungo testado. Nestes estudos, os extratos utilizados foram hexano e diclorometano.

Recentemente, VIANNA et al. (2012) mostraram que cumarinas isoladas de
plantas do género Pterocaulon, dentre elas P. balansae, apresentam citotoxicidade

significativa contra linhagens de células de glioma.

1.2 Métodos Extrativos

Existem varios métodos que podem ser utilizados para extrair os constituintes

quimicos de um material vegetal, sendo que estes podem ser: a frio (maceracéo,
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percolacdo, turbolizacdo ou turboextracdo e por imersdo do material intacto em
solventes organicos) ou a quente (infusdo, decoccéo, arraste por vapor d"agua e extracao
em aparelho de Soxhlet) (SIMOES et al., 2003).

Ao se utilizar a extracdo a quente ocorre uma dissolucdo facilitada dos
compostos extraiveis devido ao aumento da temperatura. Porém, para 0s compostos
termolabeis deve ser utilizada a extracdo a frio, por estes serem instaveis e sofrerem

alteracdes com a elevacao da temperatura (SHARAPIN, 2000).

Entre os principais métodos de extracdo a frio, tem-se a maceracdo que € uma
das técnicas extrativas mais utilizadas devido a sua simplicidade e custo reduzido. Neste
processo extrativo, o material vegetal fica em recipiente fechado, em temperatura
ambiente por um longo periodo (horas ou dias), sob agitacdo ocasional e sem renovacéo
do solvente extrator, sendo, assim, um processo estatico. Como ocorre a saturacéo do
liquido extrator e o estabelecimento de um equilibrio na difusdo entre 0 meio extrator e
o0 interior das células, este método ndo gera esgotamento do material vegetal. Para que
ocorra 0 aumento da eficiéncia da extracdo, ha variacbes que podem ser utilizadas,
como: digestdo (maceracao realizada em sistema aquecido a 40 — 60 °C), maceracgéo
dindmica (maceracdo realizada sob agitacdo mecanica constante) e remaceracao
(quando o solvente extrator é renovado, podendo levar ao esgotamento do material
vegetal). Este processo apresenta limitacdes quando 0s compostos a serem extraidos séo
pouco soluveis (SHARAPIN, 2000; NAVARRO, 2005).

Ja na percolacéo, o processo é dinamico e leva ao esgotamento da planta devido
a passagem continua de solvente extrator através do material vegetal. Esta técnica
extrativa permite obter maiores rendimentos de extrato e esta é indicada para compostos
que estdo presentes em pequena quantidade ou ainda, pouco soliveis (NAVARRO,
2005).

Na turbolizacdo ou turboextracdo, a extracdo acontece ao mesmo tempo com a
reducdo do tamanho de particula do material vegetal, devido a aplicacdo de elevadas
forcas de cisalhamento. Esta técnica favorece a rapida dissolucdo dos compostos e o
quase esgotamento do material vegetal (SIMOES et al., 2003; NAVARRO, 2005).
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Na técnica extrativa de imersdo do material intacto em solventes organicos,
partes da planta sdo imersas, durante segundos, em solvente organico com o objetivo de
obter compostos presentes na superficie foliar, com a interferéncia minima de outros
compostos indesejaveis (STEIN, 2005; RODIO, 2008).

Entre as técnicas de extracdo a quente, tem-se a infusdo que é uma técnica
extrativa na qual a extracdo ocorre devido a permanéncia, ao longo de determinado
tempo, do material vegetal em agua fervente em um recipiente fechado. E utilizada para
0 preparo de partes vegetais moles, que podem ser cortadas ou pulverizadas, para que
sejam facilmente penetradas e extraidas pela agua.

Na decocgdo, 0 material vegetal permanece em contato, durante certo tempo,
com um solvente (geralmente 4gua) em ebulicdo. E uma técnica pouco usada em nivel
laboratorial, pois muitos compostos podem sofrer alteragdes quimicas na sua estrutura,
devido ao aquecimento prolongado, mas € muito utilizada na medicina popular. Esta
pode ser empregada principalmente para materiais vegetais duros e de natureza lenhosa
(SIMOES et al., 2003).

A técnica de arraste por vapor d’agua é usada para extracdo de dleos volateis,
sendo que estes possuem tensdo de vapor mais elevada que a da &gua, sendo assim,
arrastados pelo vapor d’agua. E usado, preferencialmente, para plantas frescas e em
pequena escala ¢ utilizado o aparelho de Clevenger (SIMOES et al., 2003; NAVARRO,
2005).

Dentre as técnicas extrativas a quente, quando se deseja extrair compostos
usando solventes volateis, utiliza-se o aparelno de Soxhlet. Esta técnica extrativa
possibilita uma extracdo muito eficiente, usando uma quantidade reduzida de solvente,
pois a cada ciclo de operacdo o solvente é destilado para entrar em contato com o
material vegetal (SIMOES et al., 2003).
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2 Objetivos




Considerando o anteriormente exposto, o objetivo geral do presente trabalho foi

investigar a extragdo de cumarinas.

2.1 Objetivos Especificos

» Investigar a possibilidade de extracdo de cumarinas de P. balansae utilizando

agua como liquido extrator.

» Auvaliar a influéncia da temperatura na obtencdo de cumarinas de P. balansae

nos extratos aquosos.

» Analisar o perfil quimico e quantificar as cumarinas totais de P. balansae nos

extratos n-hexano e diclorometano, obtidos por maceragéo.
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3 Materiais e Métodos




3.1 Material Vegetal

Partes aéreas de P. balansae Chodat foram coletadas no municipio de Canoas,
no estado do Rio Grande do Sul, Brasil, em fevereiro de 2013. Posteriormente, a espécie
foi identificada pelo boténico Prof. Dr. Sérgio A. L. Bordignon (Centro Universitério La
Salle - Canoas, UNILASALLE, Brasil).

A exsicata esta depositada no herbério da Universidade Federal do Rio Grande
do Sul (ICN 157762). A coleta foi autorizada pelo Ministério do Meio Ambiente —
MMA, Instituto Chico Mendes de Conservacdo da Biodiversidade — ICMBIo. Sistema
de Autorizacdo e Informagdo em Biodiversidade — SISBIO (nimero 38017-1).

3.2 Solventes

Os solventes utilizados nos experimentos do estudo foram das seguintes
procedéncias: n-hexano (Synth, Brasil), diclorometano (Synth, Brasil), acido acético
glacial (Nuclear, Brasil), acetonitrila (Tedia, grau HPLC, EUA) e agua ultrapura obtida
de um equipamento Milli-Q® Plus (Millipore, Billerica, USA).
3.3 Extracoes
3.3.1 Extragdo Aquosa

O material vegetal seco e triturado foi submetido a extracdo aquosa em banho de
recirculacdo de dgua em diferentes temperaturas (15 °C, 25 °C, 40 °C, 60 °C, 80 °C,

100 °C). A proporcao de planta:solvente foi de 1:30 , sendo que o tempo de extracdo foi

de 1 hora. Para avaliar o rendimento, os extratos obtidos nas diversas temperaturas
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foram filtrados com papel filtro, ajustado os volumes e retirado aliquotas de 10 mL, em
triplicata, para liofilizagéo.

3.3.2 Extragéo via Solvente Organico

O material vegetal seco e triturado foi submetido a técnica extrativa de
maceracdo com n-hexano (em temperatura ambiente). A proporcao de planta:solvente
foi de 1:30 e ocorreu a extracdo até o esgotamento. O mesmo procedimento foi

realizado com diclorometano.

Os extratos obtidos foram evaporados em evaporador rotatério até a secura e
posteriormente, armazenados ao abrigo da luz e sob refrigeracdo. O rendimento do
extrato foi determinado em relacdo a massa inicial de material vegetal seco e triturado

utilizado na maceracao.

3.4 Caracterizacdo dos Extratos

A caracterizacdo dos extratos (aquoso, n-hexano e diclorometano) foi realizada
por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), em aparelho equipado com
detector de arranjo de diodos que registra espectros de UV no intervalo de 230 - 400
nm, utilizando-se uma coluna Phenomenex-Cig Synergi (150 mm x 4.6 mm, 4 um)
acoplada a uma pré-coluna com silica Cis. Como fase movel foi utilizado um sistema
gradiente de 2% de acido acético (A) e acetonitrila (B), filtrada e desgaseificada. O
gradiente de eluicdo foi de 17% de B em 0,01 min, 17 - 20% de B em 10 min, 20% de B
em 15 min, 20 - 25% de B em 20 min, 25 - 27% de B em 22 min, 27 - 30% de B em 25
min, 30 - 35% de B em 30 min, 35% de B em 35 min, 35 - 17% de B em 40 min. O
fluxo utilizado foi de 1 mL/min durante 45 minutos, a 30 °C, com volume de injecéo de
20 pL. A gquantificacdo das cumarinas presentes nos extratos foi determinada por meio
da equacdo da reta, gerada pela validacdo da metodologia em trabalho desenvolvido no
grupo de pesquisa (MEDEIROS, 2014).
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4 Resultados e Discussao




4.1 Extragdo Aquosa

Um dos objetivos elencados neste trabalho foi investigar a extracdo aquosa de
cumarinas, sendo que a analise dos resultados confirmou esta possibilidade. A obtencédo
destes compostos por meio de solventes polares como a &gua, contradiz em parte o
comportamento esperado para esses tipos de moléculas, que se caracterizam pelo carater
lipofilico. Uma das possiveis explicacdes para este fato pode ser a possibilidade de
formacdo de micelas nas moléculas destes compostos lipofilicos, sendo assim a porcéo
apolar da molécula ficaria orientada para o interior hidrofobico e a porcéo polar estaria
orientada para o exterior hidrofilico, possibilitando a extracdo aquosa (MANIASSO,
2001).

Outro fator que pode influenciar neste acontecimento é a alteracdo na constante
dielétrica da agua, sendo que a medida que a temperatura de um liquido se eleva ocorre
a diminuicdo de sua densidade devido a expansdo térmica e consequentemente ocorre
uma diminuicdo da constante dielétrica da agua permitindo assim uma maior
possibilidade de extracdo de compostos com menor polaridade (SHAW et al., 1991;
SHARAPIN, 2000).

Além de verificar a possibilidade de extracdo dos compostos, também foi
avaliada a influéncia da temperatura neste processo. Observou-se que 0 aumento da
temperatura de extra¢do proporcionou um aumento nas quantidades de cumarinas totais

extraidas da planta, conforme apresentado na Tabela 2.

Nas temperaturas mais baixas, de 15 °C, 20 °C e 40 °C, a concentracdo de
cumarinas foi menor, representada pelas menores areas dos picos, indicando condi¢coes
pouco eficazes na obtencdo de um extrato rico em cumarinas. Enquanto que em
temperaturas mais elevadas, ocorreu uma maior extracdo dos compostos, sendo que nas
condicBes de 80 °C e 100 °C ha maiores areas dos picos quando comparado a
temperatura de 60 °C. No entanto, observa-se a tendéncia na reducdo das areas dos

altimos picos com o aumento da temperatura e alteracdo nos picos iniciais do
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cromatograma dos extratos obtidos. Além disso, a temperatura de 60 °C indica uma
condicdo para extracdo mais reprodutivel quando se trata de experimentos em escala

laboratorial.

Tabela 2. Valores obtidos de cumarinas totais (ug/mL) em relagdo aos extratos

aquosos obtidos em diferentes temperaturas.

Temperatura da extracdo (°C) Cumarinas totais (pg/mL)
15 100,64
25 117,56
40 191,50
60 426,41
80 1214,79
100 1218,03

Pode-se observar que a partir da temperatura de 80 °C, os picos do
cromatograma ndo ficaram bem resolvidos, fato este que prejudica, consideravelmente,
a quantificacdo “confiavel” destes compostos, mas algumas alteragdes nas condigdes
cromatograficas podem ajudar a solucionar o problema, como: diminuicdo do fluxo,
alteracdo no gradiente de eluicdo, entre outros. 1sso tudo pode ser observado na Figura

4, na qual estdo presentes os cromatogramas dos extratos aquosos.
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Figura 4. Cromatogramas dos extratos aquosos de P. balansae obtidos em

diferentes temperaturas.

As cumarinas presentes em P. balansae estdo indicadas na Figura 5 e suas
respectivas numeracGes referentes a cada pico do cromatograma estdo indicadas na

Figura 4.
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Figura 5. Estruturas quimicas de cumarinas encontradas no mesmo lote de P.
balansae. A nomenclatura destes compostos esta de acordo com a numeragédo que cada
molécula apresenta, sendo: 1. 6-metoxi-7-(3’-metil-2’,3’-di-hidroxibutiloxi)cumarina, 2.
5-(2°,3’-di-hidroxi -3’-metilbutiloxi)- 6, 7-metilenodioxicumarina, 3. 5, 6-dimetoxi-7-
(3- metil- 2°, 3°- di-hidroxibutiloxi) cumarina, 4. 5-metoxi-6,7-metilenodioxicumarina,
5. 6-metoxi- 7-(2°, 3’-epoxi-3- metilbutiloxi) cumarina, 6. 5-(2°, 3’-epoxi- 3’ -
metilbutiloxi) - 6, 7-metilenodioxicumarina, 7. 5, 6-dimetoxi- 7- (2’, 3’-epoxi-3-
metilbutiloxi) cumarina (Adaptado de MEDEIROS, 2014).

A liofilizacdo realizada para avaliar o rendimento dos extratos, indicou que uma
maior massa de extrato obtido esta relacionada com uma obtencdo maior de cumarinas.
A excecdo ocorreu com as temperaturas iniciais de 15 °C e 25 °C, sendo que na
temperatura de 15 °C foi obtido uma maior quantidade de residuo seco, mas originou

uma menor quantidade de cumarinas, em comparagdo com a temperatura de 25 °C. Na

23



temperatura de 25 °C foi obtido uma menor quantidade de residuo seco em relacdo a
temperatura anterior, porém originou uma maior quantidade de cumarinas, isto pode ser
observado na Figura 6 e Tabela 2. Como este fato ocorreu apenas nas temperaturas
iniciais, pode-se sugerir que baixas temperaturas possam influenciar na geragdo destes
compostos, sendo que apesar de ocorrer uma maior quantidade de residuo, a quantidade
de cumarinas é menor. Todas essas hipdteses seriam validas caso as diferencas tivessem
sido consideradas significativas através de teste estatistico. Entretanto, a andlise
estatistica ndo foi realizada devido ao fato de ter sido efetuada apenas uma triplicata no
mesmo experimento. Mas de forma geral, temperaturas mais elevadas indicam a relacéo
diretamente proporcional entre maior quantidade de residuo com maior obtencdo de

cumarinas.
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1,50%

Rendimento
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0,50% -

0,00% -
15°C 25°C 40°C 60°C 80°C 100°C
Temperatura

Figura 6. Grafico referente ao rendimento da liofilizacdo dos extratos aquosos

em diferentes temperaturas.

Outro fato interessante é que ndo ha relatos na literatura quanto a extracdo de
cumarinas de P. balansae realizada com agua. As técnicas extrativas ja utilizadas para
este fim, até entdo, foram: maceracdo, extracdo em aparelho de Soxhlet e imersdo do
material intacto em solventes organicos (STEIN, 2005; RODIO, 2008, VIANNA et al.,
2011).
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Além disso, para a escolha de um determinado liquido extrator devem ser
observados aspectos, como: facilidade de manipulacéo, preco, seguranca, seletividade,
riscos quanto a uma possivel contaminagdo ambiental e principalmente toxicidade,
sendo que neste Ultimo aspecto, a &gua é o liquido extrator que melhor se enquadra para
este propésito (SHARAPIN, 2000).

4.2 Extragéo via Solvente Organico

Ao analisar os cromatogramas dos extratos n-hexano e diclorometano, pode-se
perceber que ambos apresentaram um perfil quimico qualitativamente semelhante, com
0 predominio de cumarinas com caracteristicas apolares (conforme pode ser observado
na Figura 7 e Figura 8).
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Figura 7. Cromatograma do extrato n-hexano de P. balansae obtido por técnica

extrativa de maceracéo.
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Figura 8. Cromatograma do extrato diclorometano de P. balansae obtido por

técnica extrativa de maceragéo.

Na Tabela 3, encontram-se os valores obtidos de rendimento e de cumarinas
totais (ug/mL) dos extratos obtidos por maceragdo com n-hexano e diclorometano.
Observando-se os dados referentes as cumarinas totais obtidas destes extratos, pode-se
perceber que o n-hexano foi o liquido extrator que conseguiu extrair maior quantidade
de cumarinas, provavelmente, devido ao fato destes metabolitos secundarios serem
lipofilicos, ocorrendo assim maior afinidade quimica do liquido extrator apolar com
estes compostos. E quanto aos valores de rendimentos destas extracGes, o maior
rendimento foi do extrato diclorometano, porém este extraiu uma menor quantidade de
cumarinas, provavelmente devido ao fato de o diclorometano ser um liquido extrator

menos seletivo que o n-hexano.

Tabela 3. Valores obtidos de rendimento e de cumarinas totais (ug/mL) obtidos

com extratos n-hexano e diclorometano pela técnica de maceracéo.

Solvente Cumarinas totais (ug/mL) Rendimento dos
Extratos
n-hexano 121,80 7,12%
diclorometano 114,95 8,65%
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Porém, o perfil fitoquimico destes extratos apresentou algumas diferencas quali
e quantitativas em relagdo a um trabalho realizado na Argentina. No trabalho realizado
por VALLEJO (2010), as cumarinas mais polares estdo presentes em maior quantidade.
Este fato pode estar relacionado com as diversas causas que interferem na producéo de
metabdlitos secundarios, tais como: época da coleta do material vegetal, composicao do

solo, entre outros fatores.

Em um trabalho de revisdo de GOBBO-NETO & LOPES (2007), é enfatizado os
fatores de influéncia na producdo do contetdo de metabdlitos secundarios das plantas
medicinais, sendo que a sintese destes compostos é constantemente influenciada por

condicdes ambientais.

Um dos fatores que mais afeta a producgéo destas substancias é a época de coleta
da planta e as variacbes sazonais podem alterar o conteddo de producdo destes
compostos em quase todas as classes de metabdlitos secundarios, inclusive cumarinas
(WILT & MILLER, 1992).

Além da sazonalidade, também ha outros fatores que podem influenciar,
diretamente, o contetido de metabdlitos secundarios das plantas, tais como:
» VariagOes circadianas;
> ldade e desenvolvimento da planta, segundo HARTMANN (1996) quanto mais
jovem for o tecido, maior sera a taxa biossintética de metabdlitos;

» Temperatura,;

» Disponibilidade hidrica, visto que o estresse hidrico pode alterar fatores
fisiologicos, como: fotossintese, expansdo foliar e crescimento (BAAZ et al.,
1987);

» Radiacdo ultravioleta;

> Nutrientes no solo, macro e micronutrientes;

> Altitude;

» Poluicdo atmosférica;

» Inducdo por estimulos mecanicos ou ataque de patdgenos.
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Com mesma, ou até maior, importancia, ainda existem outros fatores que podem
alterar a constituicdo quimica, como: condi¢des de coleta, estabilizagdo e estocagem do

material vegetal, assim como, fatores operacionais (CALIXTO, 2000).

Entre os diversos fatores operacionais, um que possui significativa relevancia é o
referente ao processo de evaporacdo, sendo que uma temperatura muito elevada pode
gerar o rompimento dos anéis epoxido das moléculas de cumarinas e consequentemente,

tornar as moléculas mais polares, alterando, assim, o perfil fitoquimico.
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5 Conclusoes




A 4gua, sendo utilizada como solvente nas preparacbes de uso medicinal,
mostrou-se capaz de extrair as cumarinas presentes nas partes aéreas de P. balansae. A
temperatura na qual ocorre o0 processo extrativo possui grande relevancia, visto que a
sua elevacdo ocasionou um aumento no teor de residuo seco e na quantidade de
cumarinas totais dos extratos aquosos, sendo assim, as temperaturas mais elevadas (60
°C, 80 °C e 100 °C) foram consideradas as mais apropriadas para a extracdo destes

compostos em meio aquoso, proporcionando a obtencdo de extratos ricos em cumarinas.

Ja em relacdo a extragdo com solventes organicos, percebemos que tanto o
extrato n-hexano quanto o extrato diclorometano apresentaram o mesmo perfil quimico,
mas com maior quantidade de cumarinas mais apolares. O liquido extrator n-hexano,

por sua vez, extraiu uma maior quantidade destes compostos.
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