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RESUMO

Neste trabaho foi isolado das folhas secas da Plumeria rubra L. forma acutifolia
(Ait) Woodson o Acido Ursolico. O extrato das folhas dessa espécie apresenta uma
guantidade significativa deste &cido (19%). Este triterpendide é de grande importancia, pois
pode atuar tanto como agente emulsificante na industria alimenticia, cosmético, medicamento
e como agente antineoplasico. A fim de extrair de maneira eficiente este metabdlito foram
realizados testes de solubilidade com diferentes solventes. Verificou-se que o melhor solvente
para extracdo deste metabdlito foi o diclorometano. Foram realizados estudos sazonais €, estes
revelaram que o més de setembro foi 0 que apresentou maior rendimento para o terpendide
(19%). Todos os extratos obtidos foram derivatizados com diazometano e injetados em
CG/EM (Cromatografia com fase Gasosa acoplado a Espectrometria de Massas). Os
resultados obtidos permitiram desenvolver um protocolo de extragdo e identificagdo a partir
das andlises das principais rotas de fragmentacdo deste metabdlito através do uso da técnica
de CG/EM.

Palavras Chave: Acido Ursolico. Plumeriarubra L. CG/EM.
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ABSTRACT

Thiswork was isolated from the dried |eaves of Plumeriarubra L. form acutifolia (Ait)
Woodson the ursolic acids. The extract of leaves of this species has a significant amount of
this acid (%). This triterpenoid is of great importance because it can act both as an emulsifier
in food industry, cosmetic, medicine and as an antineoplastic agent. In order to efficiently
extract this metabolite, tests were made with different solubility solvents. It was found that the
best solvent for extraction of this metabolite was dichloromethane. Seasonal studies were
conducted and these revealed that the month of September showed the highest yield for
terpenoid (19%). All extracts obtained were derivatized with diazomethane and injected into
GC / MS (gas chromatography coupled to mass spectrometry). The results alowed to develop
a protocol for extraction and identification through analysis of the main routes of

fragmentation of this metabolite through the use of the technique of GC/ MS.

Keywords: Ursolic acid. PlumeriarubralL. GC/MS.
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Tudo tem seu tempo e até certas manifestactes
mais vigorosas e originais entram em voga ou
ssem de moda. Mas a sabedoria tem uma

vantagem: é eterna.

Baltasar Gracian (1601- 1658
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1INTRODUCAO

1.1 HISTORICO

A histéria relata 0 uso das plantas medicinais desde a antiguidade, como o uso da
beladona, 6pio, ginseng, acbnito, quina, aho, sene, canfora, entre outras. Vérias descricbes
sobre as plantas medicinais feitas pelo homem remontam as sagradas escrituras e ao papiro de
Ebers. Este documento, encontrado perto da pirdamide de Ramseés |1, descreve 700 receitas
utilizando-se materia de natureza vegetal e animal (ALONSO, 1999).

O isolamento das primeiras substancias puras do reino vegetal comecga a ocorrer no
seculo XVIIl. Nos séculos XVIII e XIX, aumentaram os trabahos de extracéo,
principalmente, de acidos orgéanicos e de alcaldides, sendo esta época o isolamento de
Morfina (1806), Quinina (1818) e Estriquinina (1820) (PINTO et al., 2002).

Figural: Morfina (1), Estriquinina (2) e Quinina (3) (KATZUNG, 2007)

O grande desafio do uUltimo século tem sido desvendar e validar cientificamente
espécies vegetais com potencial clinico. Nesta escalada ascendente, a Organizacdo Mundial
de Salde (OMS) considera, por ora, 252 medicamentos essenciais e bésicos a salide humana,
sendo que 11% (28 medicamentos) sdo viabilizados a partir de espécies vegetais, ditas
medicinais. Entre 529 medicamentos aprovados pelo Food and Drug Administration (FDA),
39% (206 medicamentos) sdo obtidos a partir de produtos naturais (RATES, 2001; RASKIN,
2002; DAVID, 2004). Estima-se ainda, que 80% da populacdo mundial (dados da OMYS)
facam uso de plantas medicinais para o tratamento de doencas (CRAGG, NEWMAN,
SNADER, 1997). Atuamente, as maiores industrias farmacéuticas mundiais possuem
programas de pesquisa na area de produtos naturais (CALIXTO, 2003). No entanto, ha
poucos estudos que possibilitam uma visdo ampla de grande diversidade das espécies de

plantas utilizadas com fins terapéuticos. Muitos desses conhecimentos tradicionais sobre as
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plantas, especiamente medicinais, estédo se perdendo com o passar do tempo, por causa da
falta de estudos ou pelo uso inadequado dos recursos vegetais (SILVA, ALBUQUERQUE,
2005). Apesar de ser uma tarefa complexa, desenvolver, a partir de plantas medicinais,
farmacos com constancia de composicdo e propriedades terapéuticas reprodutivels, o
potencia de tais extratos esta longe de ser esgotado. Solugdes para novas necessidades, como
novos conhecimentos poderdo ser encontrados no reino vegetal, através de descobertas de
novas molécul as com atividades terapéuticas e/ou novos fitotergpicos com maior eficiénciade
acdo (CRAGG, NEWMAN, SNADER, 1997; GUERRA, 2004).

Ainda que a biologia molecular ofereca alternativas viavels a producdo de novos
medicamentos obtidos por modelos computacionais, as espécies vegetais constituem uma
estratégia para inovacdo farmacéutica e competitividade do setor, tendo em vista a
singularidade estrutural dessas substancias, efetividade terapéutica e expectativas de
patenteabilidade, devido a parcerias cientificas entre a industria farmacéutica e instituicoes de
ensino e pesquisa (OLIVEIRA, BRAGA, 2003). Estudos exaustivos ao longo dos anos, em
areas multidisciplinares, viabilizaram o isolamento de vérias moléculas bioativas, hoje
utilizadas em efetividade na clinica convencional. Na Tabela 1 destacamos a presenca de

algumas das principais moléculas de interesse antineoplasico.

Tabelal: Substancias extraidas de certas plantas, com atividade clinica

Substancia Atividade

vegetal dinica Planta Familia Parte vegetal
Acido betulinico
(,Obt' do apos Antineoplasico Betula alba Betulaceae Folhase
sintese com a casca
betulina)
Camptotecina  Antineoplésico Camptptheca Nyssaceae Casca
acuminata
Cholchicina Antitumoral Colchicum Colchicaceae Flores, bulbo
autumnale e sementes
Etoposideo Antitumoral Podophyllum Berberidaceae R Zomas &
peltatum resina
L apachol Antitumoral Tabebuia sp. Bignoniaceae Casca
Podofilotoxina  Antineopléasico Podophyllum Berberidaceae R Zomas &
peltatum resina
Taxol Antineoplasico  Taxus brevifolia Taxaceae Casca
Teniposideo Antitumoral Podophyllum Berberidaceae Rizomase
peltatum resina
Vinblastina Antitumoral Catharanthusroseus Apocynaceae Folhas
Vincristina Antitumoral  Catharanthusroseus  Apocynaceae Folhas

(adaptada KONG, 2003)



1.2 DOENCAS CANCERIGENAS

O céancer é uma doenca caracterizada por um desvio dos mecanismos de controle
gue dirigem a proliferacdo e diferenciacdo celular. As ateracOes que geram as neoplasias
podem ocorrer em genes especiais denominados protooncogenes que se transformam em
oncogenes, responsaveis pela malignidade de células normais, que ao se diferenciarem nos
tecidos onde se encontram originam células patol 6gicas, chamadas cancerigenas (ALMEIDA
et al., 2005).

Existem mais de cem tipos de cancer, como por exemplo, podemos citar o de pele,
pulm&o, mama, figado, rim, ovério, cérebro, préostata, pancreas e 0ssos, sendo responsaveis
anualmente pela morte de mais de 4 milhdes de ébitos em todo o planeta (ALMEIDA et al.,
2005).

O tratamento para cancer varia de acordo com o tipo e a gravidade da doenca. Estes
tumores podem ser tratados com cirurgia, quimioterapia, radioterapia (geralmente raios gama,
radiois6topos como cobalto-60, raios X e até prétons e mésons pi hegativos) ou ainda uma
combinacdo de técnicas (SALMONN, 1998). A quimioterapia € utilizada em tratamento
sistémico, ou sgja, que atua em todo corpo, a base de farmacos que impedem a reproducéo
celular e, conseqlientemente, levam as células malignas a morte (SALMONN, 1998). Estes
fa&rmacos podem ser ministrados isoladamente (monoquimioterapia) ou combinados
(poliquimioterapia), sendo que a Ultima apresenta resultados mais eficazes, pois consegue
maior resposta a cada aplicacdo, diminuindo o risco de resisténcia aos farmacos e
conseguindo atingir as cdlulas em diferentes fases do seu ciclo (SALMONN, 1998). Mais
recentemente tém-se usado fotorradiacdo, que permite a destruicdo com maior seletividade
pelo uso de radiacéo especifica com fluorescéncia (620 - 640nm) que, no entanto, € restritaa
tumores superficiais (CHABNER, LONGO, 1996). Um outro tratamento antineopléasico
utilizado atualmente é estimulo das préprias defesas do organismo, através da imunoterapia
com o interferon a, interleucina-2, cuja acdo, no entanto, se limita somente as células
cancerosas residuai s resultantes de cirurgias ou outros tratamentos (ANTONINI et al., 2000).

As causas relacionadas ao cancer sdo multifatoriais, envolvem desde aspectos
genéticos até culturais, passando pela exposicao a fatores de risco no ambiente de trabalho,
contaminacgdo por Vvirus, entre tantas outras. O calculo mais recente da Estimativa do Cancer
no Brasil, vélido para 2008 e 2009, prevé a ocorréncia de 460 mil novos casos de doenca no

pais em cada ano. Em 2005, de um total de 58 milhdes de mortes ocorridas no mundo, o
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cancer foi responsavel por 7,6 milhdes, o que representou 13% de todas as mortes. Estima-se

gue em 2020 o nimero de casos hovos anuais seja da ordem de 15 milhdes (INCA, 2008).

1.3 A PESQUISA DE PRODUTOS NATURAIS NO BRASIL

O Brasil, com a grandeza de seu litoral, de sua flora e, sendo o detentor da maior
floresta equatorial e tropical Umida do planeta, ndo pode abdicar de sua vocagdo para os
produtos naturais (PINTO et al., 2002). A Quimica de Produtos Naturais (QPN) &, dentro da
Quimica brasileira, a area mais antiga e a que, talvez ainda hoje, congregue o0 maior nUmero
de pesquisadores (PINTO et al., 2002). Em contra partida, no Brasil, a utilizagdo de plantas
Ccomo meio curativo € uma atividade altamente difundida e popular, as vezes, empregada de
maneira equivocada e até mesmo malévola, afina muitas plantas possuem principios ativos
toxicos e 0 seu uso indiscriminado pode causar sérios problemas (PINTO et al., 2002).
Diversas espécies vegetais ja tém seus principios ativos determinados. Porém, para que
possam ser utilizadas como medicamentos, é necess&rio que uma dosagem padronizada possa
ser administrada para o paciente. Dessa forma, as concentracfes destes principios ativos, nas
partes vegetais, devem ser conhecidos (PINTO et. al., 2002).

Poucas sdo as empresas brasileiras que investem em pesquisa e desenvolvimento de
insumos oriundos da flora, as que utilizam, preferem comprar 0s insumMos provenientes da
flora internacional, gerando outra forma de dependéncia (PINTO et al., 2002). O Brasil
comegou, em 2002, a trilhar o caminho da producdo de substancias quimicas de referéncia
(SQR) certificadas no Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Salde (INCQS), da
Fundagdo Oswaldo Cruz (Fiocruz) e o Laboratério de Producdo de Padrbes Secundarios da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, em parceria com a Comissdo Permanente de
Revisdo da Farmacopéa Brasileira, financiada pela ANVISA (PINTO et al., 2002). A
definicdio de SQR é complexa. Tratase de material de referéncia certificado por um
procedimento que estabelece sua rastreabilidade a obtencdo exata da unidade na qual os
valores da propriedade sdo expressos. Em linguagem mais simples € a substancia quimica
utilizada como pardmetro para o teste de outras substancias. V arios procedimentos analiticos
de produtos farmacéuticos exigem o uso das SQRs para caracterizagdo e/ou atribuicdo de
valores de propriedades (PINTO et al., 2002). E é essa andlise um dos fatores mais
importantes para assegurar a qualidade do medicamento e/ou cosmético. Contudo, em relacdo

a producdo de padrdes derivados de plantas, oriundas ou ndo da biodiversidade brasileira, os
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resultados s&o irrisorios (PINTO et al., 2002). O tnico modo do Brasil vencer estas barreiras
econbmicas € investir na pesquisa e desenvolvimento na area de produtos naturais que
impliquem, inicialmente, na obteng&o de novas fontes de insumos farmacéuticos de interesse
industrial (PINTO et al., 2002).

1.4 FATORES QUE INTERFEREM NA QUALIDADE DO MATERIAL VEGETAL

Qualidade € o conjunto de critérios que caracterizam uma matéria-prima para 0 uso
a0 qual se destina. A partir do estabelecimento dos pardmetros de qualidade para matéria —
prima, e considerando-se um planegjamento raciona com controle do processo de producéo, a
gualidade do produto final estard em grande parte assegurada (IHRIG, BLUM, ZUR
BEURTEIN IUNG, 1992). A Qualidade deve passar por diversas etapas do processo como:
coleta, preparacdo da amostra, preparacdo do material, eficacia de métodos quantitativos,
validacdo dos resultados, interpretacdo e registros, para que possa servir de parametros para
estudos posteriores (DATI, BRAND et a., 2002). A qualidade aimejada sO se concretiza
guando os suportes sdo aicercados em bases cientificas e técnicas ja comprovadas
experimentalmente. Estabelecidos esses critérios 0 emprego dos protocolos de andlise, que
permitem o acompanhamento de todos os procedimentos assim como a sua documentagéo, é
fundamental para seguranca e gerenciamento da qualidade (DATI, BRAND, 2000).

Os fatores criticos para 0 emprego de espécies medicinais envolvem especia mente o
controle de qualidade, seguranca e eficacia destes produtos, bem como o0 monitoramento de
sua pureza, identidade e estabilidade (MITSCHER, PILLAI, SHANKEL, 2000). Apesar do
desenvolvimento de varios métodos confiaveis de isolamento, elucidagdo e quantificacdo para
a andlise de fitoconstituintes, os referenciais de padronizacdo em plantas medicinais deixam
ainda a desgjar (MITSCHER, PILLAI, SHANKEL, 2000). Esta insuficiéncia informativa se
deve ao fato da grande variabilidade de composi¢ao quimica em determinada espécie, maneo
agricola, fatores intrinsecos e extrinsecos, durante as diversas faces de seu processamento
(MITSCHER, PILLAI, SHANKEL, 2000). Durante os processos produtivos, a variabilidade
de constituintes quimicos detectados numa planta, seja quantitativo ou qualitativo, depende de
muitos fatores (fatores genéticos, ambiente fisico, condi¢cBes de secagem, estocagem entre
outros) e estes promovem 0 acréscimo, diminuicdo ou até auséncia de determinados
metabdlitos secundarios bioativos (RASKIN et al., 2002; CAPASSO et al., 2000). Cada
variedade botanica possui uma faixa propria de temperatura mais favorével a germinacéo, ao

crescimento e a producéo de seus compostos. Elas também véao responder de forma especifica
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as modificacdes na proporcdo de luz e escuriddo dentro de um ciclo de 24 horas. O
fotoperiodo é responsavel pelo crescimento vegetativo, floracdo e producdo de metabdlitos
(FILGUEIRA, 1981; SILVA, 1997). O grau de umidade do ar influencia na transpiracéo e
teor de umidade do solo, determina a absorcdo de agua e nutrientes, afetando o
desenvolvimento (FILGUEIRA, 1981; SILVA, 1997). Outro fatores, como pH do solo,
condicdes de crescimento, nutrientes do solo, méodo de coleta (data, hora, etc), a parte da
planta utilizada, fase de desenvolvimento no momento da coleta, secagem e transporte,
interacbes entre plantas, presenca de microrganismos, podem afetar diretamente a
concentracdo dos componentes quimicos de cada espécie (FILGUEIRA,1981; SILVA,1997,;
CAPASSO, 2000). A variacdo sazonal, ou sgja, a coleta de plantas em diversas épocas ou
estacOes do ano, € um fator muito significativo, no percentua e producdo de metabdlitos
secundarios (MITSCHER, PILLAI, SHANKEL, 2000; NAVARRO et al., 2002). Dai a
necessidade de um estudo de sazonalidade, quando se trabalha com plantas medicinais
((MITSCHER, PILLAI, SHANKEL, 2000; NAVARRO et al., 2002).

1.5 FAMILIA APOCYNACEAE

A familia Apocynaceae encontra-se distribuida de maneira preponderante em
regides tropicais e semitropicais, sendo poucas de zona temperada. Compreende
aproximadamente 200 géneros, com mais de 2000 espécies. A familia Apocynaceae é
representada por é&rvores, arbustos, ervas, cipds e trepadeiras. (CRONQUIST, 1981,
SCHULTZ, 1984; MALHEIROS, 1995; LORENZI, MOREIRA, 2001).

A corola é representada por uma sO pega, dividida em partes iguais, porém torcidas
ou cortadas de maneira que, ndo possui nenhum plano de simetria (JOLY,1975;
BARROSO,1978; SCHULTZ,1984; JUDD,1999).

As flores podem ser pequenas, e também grandes e vistosas, tipicamente
pentameras, hermafroditas e diclamideas (possuem corola e caice). Possuem folhas em gerad
opostas e fruto seco capsular ou indeiscente (que ndo se abrem espontaneamente) ou entéo
fruticulos secos deiscentes (que se abrem espontaneamente) e sementes aladas (apresentam
estruturas que possibilitam o “pouso” ou “v60” da semente), pilosas, ou ndo. (JOLY,1975;
BARROSO,1978; SCHULTZ,1984; JUDD,1999).

Algumas espécies da familia Apocynaceae, ja foram estudadas quimicamente e seus
compostos quimicos majoritarios estéo representados por diversos glicosideos e alcadides
toxicos localizados em todos os 6rgéos da planta (LORENZI, MOREIRA, 2001; SCHULTZ,
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1984; JOLY, 1975). Muitas espécies produzem também principios ativos amargos e
substancias resinosas que sdo encontradas no seu latex leitoso. (LORENZI, MOREIRA, 2001;
SCHULTZ, 1984; JOLY, 1975). Caracterizam-se ainda por produzir diversos tipos de
iridoides, glicosideos cardioténicos e grupos esteroidais (CRONQUIST, 1981). Muitos
géneros desta familia sdo relatados na literatura devido a importantes atividades terapéuticas,
como por exemplo, o género Catharanthus, cujos alcaldides vincristina e vimblastina sdo
utilizados no tratamento de sarcoma de Kaposi, leucemia linfoblastica aguda infantil, cancer
de ovéario e testiculo (BARROSO, 1978). Entre os glicosideos de relevancia farmacol 6gica
foram isolados ovabaina, acocantering, thevetina, oleandrina, neriina nos géneros Thevetia e
Nerium, bem como os célebres acalGides da Rawolfia serpentina, espécie originria da india
e reconhecida pela sua acéo hipotensora (CRONQUIST, 1981). Desta familia, ainda foi
isolado do género Strophantus, um glicosideo cardiotdnico, o estrofanto, consagrado pelo seu
uso em tratamentos de disturbios cardiacos e também Uteis, como precursor da cortisona
(CRONQUIST, 1981). Ainda nesta familia, o género Allamanda, apesar de possuir poucas
espécies, tem contribuido expressivamente para a clinica terapéutica através de moléculas
bioativas importantes para o tratamento de diversas enfermidades como imunodeficiénciatipo
| (HIV — 1) einibi¢&o de processos tumorais (KARDONO, 1990; DOBHAL, 2004).

1.5.1 A espécie Plumeriarubra L. forma acutifolia (Ait) Woodson

Plumeria rubra L. forma acutifolia (Ait) Woodson (figura 2) pertence a familia
Apocynaceae, subfamilia Plumeroideae (JOLY, 1975; LORENZI, 2001; BARRETO, 2007).
Esta espécie € uma arvoreta da América Tropical, introduzida no Brasil como planta
ornamental. Atinge porte de 4 a8m de altura e, € muito apreciada pel os paisagistas pel 0s seus
caules grossos de casca lisa, cinzenta ou bronzeada, de formato escultérico (JOLY, 1975;
LORENZI, 2001; BARRETO, 2007). Os galhos de aspecto suculento secretam um latex
guando seccionados. Suas folhas verde-escuras, medindo cerca de 30cm de comprimento,
nascem na ponta dos ramos e caem no inverno e na primavera (JOLY, 1975; LORENZI,
2001; BARRETO, 2007).

Segundo R. E. Woodson Jr., 0 género Plumeria possui um unico representante no
Brasil: Plumeria rubra L., uma vez que P. loranthifolia Muell. - Arg., Plumeria acutifolia

Poir e outras sdo consideradas variantes da primeira como o resultado do cultivo e hibridactes
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naturais (WOODSON JR, 1938). Séo aceitas quatro variedades (WOODSON JR, 1938;
AZAMBUJA, 1947) de Plumeria, séo elas: P. rubra L., forma typica, P. rubra L., forma
lutea (R & P) Woodson, P rubra L., forma acutifolia e P rubra L., forma tricolor (R & P)
Woodson (figura 2). A identificagdo dessas diferentes formas de P. rubra L. é baseada, ainda
hoje, na cor da corola. V&ios estudos foram feitos pelos boténicos na tentativa de
descobrirem diferencas morfolégicas mais caracteristicas entre as variedades. Mas, 0s
resultados obtidos foram dubios. A Ultima tentativa em separ&las foi baseada na forma,
tamanho e aparéncia das folhas. A dificuldade de se encontrar caracteristicas confidveis e
repetitivas era devido principamente, a folhagem decidua que tornava as exsicatas
extremamente frageis. Além disso, como as corolas das flores utilizadas na comparacéo e
identificacdo descoravam, durante os processos de dessecacdo, a chance de se encontrar
modificacfes significativas entre as plantas ja descritas tornaram-se extremamente dificels
(WOODSON JR, 1938, AZAMBUJA, 1947). Logo, O impasse permanece quanto a
identificacdo das variedades de P. rubra L.

PlumeriarubralL., forma Plumeriarubra L. forma Plumeriarubra L., forma

tricolor (R & P) Woodson acutifolia (Ait) Woodson typica
Figura 2: Variedades da espécie Plumeria rubra L (WOODSON, 1938)

Baseados em dados morfolégicos, sabe-se que o género Plumeria é usado na
medicina popular brasileira. Infusdes e decoccdes feitas com cascas de Plumeria rubra séo
usadas como emenagogo, purgativo, bactericida, antitumoral e no tratamento de doencas
venéreas (JOLY, 1975; LORENZI, 2001; BARRETO, 2007).

A escolha das folhas de Plumeria rubra L. forma acutifolia (Ait) Woodson para este
trabalho foram baseados no conhecimento prévio dos membros do nosso grupo da ata
concentracdo deste triterpendide &cido em suas folhas e da facilidade de obtencéo (campus da



9

Fundacdo Oswaldo Cruz) e coleta do material (JOLY, 1975; LORENZI, 2001; BARRETO,
2007).

1.5.1.1 Acido Ursdlico

O Acido Ursolico (AU; figura 3) é um triterpendide pentaciclico pertencente ao
grupo dos Ursanos, e normalmente surge associado ao seu isdmero Acido Oleandlico. AU é
conhecido também pel os nomes correntes de urson, prunol, micromerol e malol, sendo “acido
(3B)-3-hidroxiurs-12-en-28-0ico” o seu nome denominado pela IUPAC. Este &cido apresenta
uma baixa ou nenhuma toxicidade, sendo, inclusive, utilizados como aditivos em bebidas,
alimentos e em cosméticos (LEUNG, FOSTER, 1996).

:1
b i

Figura 3: Estrutura quimica do Acido Ursdlico (LEUG e FOSTER, 1996)

('l

2

i -'a
1

O AU é encontrado na camada externa de magds, péras, entre outros frutos
(MEZZETTI, ORZALESI, BELLAVITA, 1971; TOKUDA et al., 1986; ZALETOVA, 1987;
ISHIDA et al., 1990; NAJID, 1992; KIKUKO, 1993; HUANG et al., 1994; LIU, 1995).
Durante muito tempo, foi considerado como farmacologicamente inativo, sendo utilizado
exclusivamente como agente emulsificante em preparacbes farmacéuticas, cosméticas e
aimenticias (MEZZETTI, ORZALESI, BELLAVITA, 1971; TOKUDA e al., 1986;
ZALETOVA, 1987; ISHIDA et al., 1990; NAJID, 1992; KIKUKO, 1993; HUANG et al.,
1994; LIU, 1995). Entretanto, apds estudos, descobriram-se suas propriedades regeneradoras,
rejuvenescedora (“anti-ageing”) e antiinflamatérias, que o torna eficiente em aplicacdes
cosméticas (MEZZETTI, ORZALESI, BELLAVITA, 1971; TOKUDA et al., 1986;
ZALETOVA, 1987; ISHIDA et al., 1990; NAJID, 1992; KIKUKO, 1993; HUANG et al.,
1994; LIU, 1995). Ele promove a salide da pele e dos cabelos através da formagdo de uma
barreira oleosa que os protege contra as agressoes externas da mesma forma como ocorre nas
frutas onde é encontrado (MEZZETTI, ORZALESI, BELLAVITA, 1971; TOKUDA et al.,
1986; ZALETOVA, 1987; ISHIDA et al., 1990; NAJID, 1992; KIKUKO, 1993; HUANG et
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al., 1994; LIU, 1995). Esta substancia tem sido utilizada em produtos para tratar peles

envelhecidas pela acéo do Sol, pois previne o aparecimento de rugas e manchas senis através
da regeneracdo das fibras de colageno e sua easticidade; inibe a acdo da enzima elastase
prevenindo seu atague as proteinas estruturais, além de estimular a circulacdo periférica do
couro cabeludo (MEZZETTI, ORZALESI, BELLAVITA, 1971; TOKUDA et al., 1986;
ZALETOVA, 1987; ISHIDA et al., 1990; NAJID, 1992; KIKUKO, 1993; HUANG et al.,
1994; LIU, 1995). O Acido Ursolico é um potente agente antiinflamatério, pois inibe as
atividades da 5-lipoxigenase e da ciclooxigenase;, portanto, tem sido recomendado em
produtos para tratamento de queimadura. (MEZZETTI, ORZALESI, BELLAVITA, 1971;
TOKUDA et al., 1986; ZALETOVA, 1987; ISHIDA et al., 1990; NAJID, 1992; KIKUKO,
1993; HUANG et al., 1994; L1U, 1995).

O AU possui uma funcéo recentemente comprovada por varios pesguisadores que
muito provavelmente ira mudar o tratamento de varios tipos de cancer: alta capacidade de
produzir apoptose sem lesar as mitocondrias. Ele provoca apoptose em grande variedade de
neoplasias humanas, como nas células HL-60 da leucemia humana. (BACK, 1997,
LAUTHIER, 2000; HOLLOSY, 2001; HARMAND, 2003; ANDERSSON, 2003; LI, 1999).
Ele também regula a expressdo de genes especificos envolvidos na diferenciagdo celular
formando um complexo com o receptor do glicocorticéide ou seu andogo nuclear e desta
forma induz a diferenciacdo das células malignas em benignas em varios tipos de canceres
(LEE, 1999). Age como um potente inibidor da proliferacéo das células B-16 do melanoma
humano, parando o ciclo celular na fase G1 (ES-SAADY, 1996a). Este acido também € um
potente inibidor da proliferacdo das células MCF-7 do cancer de mama humano parando o
ciclo cdlular nafase G1 e levando as células malignas a morte (ES-SAADY, 1996b).

Além disso, reduz a expressdo da matrix metaloproteinases, que sdo enzimas
proteoliticas que degradam o colageno e outros componentes da matrix do meio intersticial,
estimulando a formacdo do colageno em preparagdes dermatoldgicas e em culturas de
fibroblastos e aumenta a producdo de ceramidas na pele humana por estimulos dos
gueratindcitos, portanto apresentam uma atividade anti-invasiva e anti-metastética. (CHA,
1996; CHA, 1998; YAROSH, 2000; BOTH, 2002). O Acido Ursdlico inibe a inducdo da
COX-2 e a sintese de prostaglandinas E2 no epitélio mamario humano, lembrando que a
COX, € uma enzima responsavel pela formagdo de importantes mediadores bioldgicos
chamados prostandides (incluindo prostaglandinas, prostaciclina e tromboxano). A inibicéo

farmacol6gica da COX pode causar alivio aos sintomas da inflamagéo e da dor. Ele ndo &
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antioxidante, entretanto ele funciona como moderado indutor da quinona redutase, enzima
ativa no metabolismo dos xenoguimicos (substancias quimicas estranhas e toxicas ao
organismo) (LEE, 1999). O é&cido apresenta acéo frente ao Plasmodium falciparium no caso
da resisténcia dele a cloroquina (STEELE, 1999) e também apresenta atividade inibitoria
contra HIV-1 protease (XU et al., 1996). Estudos demonstraram que o Acido Ursdlico é
altamente ativo contra Micrococcus luteus, atividade moderada frente as outras bactérias
gram-negativas como Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis e fraca atividade frente a
Escherichia coli (KATO, 2006).

Ele também inibe de forma eficaz a atividade da aromatase in vitro. (GNOATTO et.
al., 2007). A poténcia inibitéria foi comparavel ao da apigenina, um dos mais potentes
inibidores da aromatase. A comparacdo da estrutura/atividade em relacdo a outros compostos,
revela que a estrutura do AU parece ser mais favorével para reconhecer o sitio ativo da
aromatase e bloquear a aromatizacdo (GNOATTO et. al., 2007). Ele apresenta capacidade de
inibir Elastase leucocitaria humana que € uma protease de serina que catalisa a hidrdlise de
vérias proteinas enddgenas incluindo a elastina, o principal componente que confere
elasticidade aos pulmdes, vasos sanguineos e cartilagens, agindo como inibidor competitivo
ou ndo competitivo (YING et al., 1991).

Nas industrias farmacéuticas, cosméticas e de aimentos, o AU é usado como
emulsificante (LORENZI, MATOS, 2002). Além disso, ele € um marcador quimico de
algumas espécies. Os marcadores quimicos sdo especialmente validos para autenticar o
material vegetal utilizado na producéo dos extratos, ponto crucia para garantir a qualidade do
produto (BRAGA, 2003). Apesar do AU estar presente em vérias espécies tropicais (HAY EK
et al., 1989), a fonte tradiciona de extracdes sdo européias (HAYEK et al., 1989; LEUNG,
FOSTER, 1996).

1.6. OBJETIVOS

O nosso trabalho tem como objetivo o0 uso das folhas da espécie Plumeria rubra L.
forma acutifolia (Ait) Woodson, para extracdo do Acido Ursolico e a proposicdo de um

protocolo eficiente de extragdo e identificagdo deste metabdlito presente nas folhas desta

espécie.
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1.6.1 Objetivos especificos

Determinar através do teste de solubilidade o melhor solvente para obtenco do Acido
Ursdlico;

determinar através do teste de sazonalidade anual o melhor més de coleta para este
triterpendide e,

desenvolver métodos de andlise em CG/EM (Cromatografia com fase Gasosa acoplada
a Espectrometria de Massas) para determinar a composi¢ao percentual qualitativa dos
extratos das folhas da espécie Plumeria rubra L. forma acutifolia (Ait) Woodson.
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2 PARTE EXPERIMENTAL

Os experimentos foram realizados em Farmanguinhos na Fundagéo Oswaldo Cruz
(FIOCRUZ), no laboratério da Plataforma de métodos analiticos, no setor de Produtos
Naturais (PN).

2.1 MATERIAIS E METODOS

No fracionamento cromatografico utilizaram-se colunas de gel de silica (0,05-
0,2um). Nas andlises das fragbes utilizaram-se placas em camada fina de gel de silica 60 F254
(MERCK). O revelador quimico especifico empregado no procedimento de deteccdo do
triterpendide em cromatografia de camada fina (CCF) foi o p-anisaldeido sulfarico (utilizado
na deteccao de terpenos e esterdides).

Nas cromatografias em coluna foram utilizadas como fase estacionaria gel de silica 60
(Merck) de granulometria 70-230 mesh (¢ = 0,063-0,20mm). O diémetro e altura das colunas
foram escol hidos de acordo com a quantidade do material a ser cromatografado. O sistema de
eluicdo foi realizado com os solventes hexano e diclorometano e acetato de etila.

A andlise por CG-EM (Cromatografia com fase Gasosa acoplada a Espectrometria de
massas) foi redlizada em um equipamento HP, Modelo 6890, acoplado a um detector de
massas HP, Modelo 5971, dotado de biblioteca de espectros Wiley (software 59943B). Foi

utilizada uma coluna capilar MS-HP-1 (30m x 0,25 mm x 0,25um de filme), gas carreador He

(fluxo 11,3 mL/min), temperatura do injetor 300 °C, e taxa de split 5:1. As condic¢des de
operacdo foram: temperatura inicial (ti) 290 °C, temperatura fina (tf) 350°C, taxa de

aguecimento 5°min, fluxo de He: 1,5ml/min; injecdo de 1uL de uma solucéo de 1,4mg de

Acido Ursdlico em 1mL de CH.Cl,.

A secagem das folhas foi realizada em estufa MARCONI, Modelo MA-035/5 e
trituradas a méo no interior de sacos plésticos hermeticamente fechados. Todas as extractes e
eluicbes foram realizadas com solvente PA da Vetec®. Os extratos foram evaporados em
rotavapor BUCH RE-120 acoplado a banho-maria com controle de temperatura. Os extratos,
fracbes e compostos foram pesados em balanca anaitica SHIMADZU LIBROR-AEG-220 e
SHIMADZU LIBROR EB-330D.
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2.2 MATERIAL VEGETAL

Folhas adultas e sadias (200g a 1300g) de Plumeria rubra L, foram coletadas
sempre na 22 ou 32 semana de cada més (totalizando no término da coleta 12 meses). As
coletas ndo eram realizadas em dias chuvosos para evitar uma possivel descaracterizacdo do
perfil cromatografico do extrato. Logo, optou-se por coletar em dias ensolarados ou nublados
com dois dias ou mais (anteriores a coleta) sem chuva. As coletas eram realizadas no horario
entre 14:00 horas e 15:00 horas, estipulado aleatoriamente, no ano de 2008 (tabela 2, pg. 17).
A espécie coletada foi identificada pela professora Alaide de Sa Barreto.

Apés a selecdo das folhas, estas foram colocadas em estufa a 50°C (o peso constante
foi o critério estabelecido para o tempo de secagem). Em seguida, as folhas secas foram
trituradas e armazenadas sob refrigeracéo (8°C), até o momento do preparo do extrato, como é

visto nafigura4.

Folhas frescas e em bom
estado foram
acondicionadas a 50°C.

Coleta Mensal
Horario: 14 as 15:30 hs.

% goo

e

Até peso
constante.

As folhas secas foram
trituradas e armazenadas sob

refrigeracéo

Figura4: Coleta, secagem (em estufas) e preparo do material vegetal
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2.3 EXTRACAO E TESTE DE SOLUBILIDADE

A extracdo consiste em um processo dinamico, onde se faz o arrastamento do
principio ativo pela passagem continua do liquido extrator, levando ao esgotamento do
material vegetal. Esta técnica permite obter as solugdes extrativas mais concentradas, com
gradiente de polaridade, economia do liquido extrator e tempo relativamente curto.

Foram pesadas 5g de folhas secas e moidas. Em seguida, €las foram submetidas a
extracdo em soxhlet, utilizando 150mL de solventes de diferentes polaridades (metanol,
etanol, cloroférmio, diclorometano, acetato de etila e hexano) para determinacdo do maior
efeito extrator em relacdo ao terpendide. A amostrafoi extraida por um periodo de 12h com
refluxo constante. Os extratos obtidos foram concentrados em evaporador rotatorio,
conforme apresentado na figura 5. Os extratos brutos de cada solvente (metanol, etanol,
doclorometano, hexano, acetato de etila e cloroférmio) foram pesados (cerca de 1mg).
derivatizados com 1mL de diazometano. As amostras derivatizadas foram diluidas a uma
concentracdo de 500ppm com diclorometano e injetados no CG/EM. Apo6s analises dos
cromatogramas dos ions totais dos extratos brutos dos solventes utilizados no teste de
solubilidade, observou-se que o extrato diclorometano foi solvente que permitiu a
extracdo de maior quantidade do triterpenGide com menor numero das demais
substancias presentes no extrato. Posteriormente, foram realizadas as coletas mensais
(totalizando doze meses) e, as extragbes foram realizadas com o solvente

diclorometanico..

Pesou-se S5g de folhas

C'oleta do secas [/ cada extracfo)
material _—
vegetal .

* Usou-sc solventes com
diferenles polaridades

As amostras sdo concentradas

1o evaporador rolaldrio Oxtracio

Figura 5: Extracéo e teste de solubilidade
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2.4 METILACAO COM DIAZOMETANO

2.4.1 Preparacéo do diazometano

Em um baldo de fundo redondo de 125mL , dissolveu-se 1,25g de KOH em 20mL
de &gua destilada e, posteriormente, adicionou-se 6,25mL de etanol. Doravante nos
referiremos a esta solugdo como asolucdo A.

Em ampola de decantagdo de 100mL dissolveu-se 5,35g de N-metil-N-nitroso-p-
tolueno-sulfonamida (Diazald) em 50mL de éer anidro. Doravante nos referiremos a esta
solugdo como a solucéo B.

A solucdo A foi colocada em baldo de fundo redondo em banho de 6leo sob agitacéo.
A este baldo foram conectados; uma ampola de adicdo com a solucdo B e um condensador
reto contendo a saida direcionada a um bal&o coletor. Verteu-se, através de gotegjamento da
solucdo B sobre a solucdo A. O diazometano produzido foi recolhido no baldo coletor e,
analisado por CG/EM para verificagdo de sua pureza.

2.4.2 Metilacdo da amostra

Um miligrama dos extratos foram solubilizados com éter sulfurico seco e adicionado
ImL de solucdo de diazometano recém preparada. A solucdo resultante foi deixada em

repouso por 12 horas e o éter removido por passagem de um fluxo de N.

2.51SOLAMENTO DO ACIDO URSOLICO

2.5.1 Cromatogr afia em coluna - Coluna A

Apbs a determinacdo do melhor solvente para extracdo do Acido Ursdlico (solvente
diclorometénico), 10g de folhas secas foram submetidas a extragdo em soxhlet com 700mL de
hexano. A extracdo inicia das folhas secas com hexano foi utilizada para diminuir a
concentracdo de pigmentos fotossintetizantes e demais substancias apolares presentes no
extrato obtido subseqlentemente (extrato diclorometanico). Posteriormente, submeteu-se
amostra a extragdo com 300mL de diclorometano. O extrato diclorometanico obtido (400mg)
foi submetido a cromatografia em coluna de gel de silica (4g) empacotada com hexano e,

eluida com misturas de hexano e diclorometano em ordem crescente de polaridade. Foram
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coletadas 106 fragdes em aiguotas de 10mL cada. Em seguida, evaporadas em evaporador
rotatorio sob pressdo reduzida. As fraghes assim obtidas da coluna A foram submetidas a
andlise em CCF com 9:1 (volume:volume) de Cloroférmio e Metanol e reveladas em
solucéo de paranisaldeido em temperatura 150°C, conforme é mostrado nafigura 6.

As fragdes (85 a 92) da coluna A foram reunidas, pois apresentaram como
constituinte majoritario o Acido Ursdlico, identificado por andiise em CG/EM. Contudo, o
cromatograma de ions totais obtido no CG/EM revelaram também uma grande quantidade de
substéncias apolares. Estas fragbes (200mg) foram re-submetidas a uma nova coluna

cromatogréfica (Coluna B).

Extracdo com Coluna

diclorometano
(400mg)

fase estacionaria:
silica

Fase mavel:

Hexano e

clor oformio

4

As fracdes 85 a 92 (200mg;
95%% a 90% de diclorometanao)

IR As placas foram
borrifadas com

[ = —‘ revelador
\i p-anisaldeide
A\ —

T: 150°C | Spot |

Figura 6: Cromatografia em Coluna— coluna A

2.5.2 Cromatogr afia em coluna - Coluna B

As fragdes da coluna (85 a 92; 200mg) que apresentavam este triterpendide como
componente majoritario foram re-submetida a uma nova coluna cromatogréfica em coluna de
ge de silica empacotada com hexano. Esta coluna utilizou como fase mével hexano e acetato
de etila 86:14 (volume:volume). Foram recolhidas 35 fragbes de 10mL. Posteriormente, a

fragbes (coluna B) foram evaporadas e submetidas a CCF utilizando a solugdo de
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paranisaldeido, como solucdo reveladora em temperatura 150°C e como fase movel
Cloroférmio e Metanol 9:1 (volume:volume). Apds a andise das cromatoplacas as fragoes
mais puras (fracbes 28-35) foram reunidas obtendo-se um total de 24mg, conforme é

mostrado nafigura abaixo.

Eluente: 9:1 Cloroférmio/Metanol

As fragdes 28 - 35 (24 mg;
14% de hexano e 86%
diclorometano)

,(‘m

Coluna Asg ;
_— foram borrifadas com
Fase estacionaria: . | p-anisaldeido
silica !
Fase movel: hexano v #
e acetato de etila

| T1s0°c |

Figura 7: Cromatografia em Coluna - coluna B

2.5.3 Recristalizacéo

As amostras reunidas foram pesadas (24mg) em balanca analitica SHIMADZU
LIBROR-AEG-220 e diluidas com pequenas quantidades de metanol PA a quente,
temperatura inferior ao seu ponto de ebulicdo. Depois que a amostra foi totalmente diluida
ainda a quente, o frasco foi lacrado e armazenado no congelador durante um dia. A mudanca
de temperatura brusca levou a formacdo de cristais, conforme apresentado na figura 8. O
método de recristalizacdo foi repetido por duas vezes para melhorar a eficiéncia do processo.
O Acido Ursdlico é soltiivel em metanol a quente e insoltvel a frio. Apds a recristalizacdo, a
amostra foi pesada (20mg) e uma pequena amostra (1,4mg) foi submetida a andlise em
CG/EM, conforme apresentado nafigura9.



solvente Uma pequena quantidade
/ de metanol foi adicionada
na amostra para dissolver.

‘&—’Ex

= ° :
O metanol & aquecido em
banho maria a uma
temperatura de =60°C. /
Cristais foram formados &

(20mg)

Figura 8: Recristalizacéo

EXTRACAQ
|
Extracio com hexano Extragio com diclorometano(400mg)
(250mg) — 1
COLUNA A
Fragdo 1 a84 e 93a 106 Fragdio 83 a 92 (200mg)
(160mg) |
COLUNAB
|
FragGes 1 a 27 (100mg) Fracdes 28 2 33 (24mg)
Recristalizagdo
Anilise CG/EM

Figura 9: Fluxograma do isolamento do Acido Ursolico
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2.6 ANALISE POR CG/EM

Uma solucdo de 1,4mg de amostra recristalizada foi pesada e diluida em 1mL de
diclorometano, conforme descrito na figura 10. Posteriormente, esta aliquota foi submetida a
CG-EM, [equipamento HP, Mod. 6890, acoplado a um detector de massas, HP Mod. 5971,
dotado de hiblioteca de espectros Wiley (software 59943B)]. Foi utilizada uma coluna capilar
MS-HP-1 (30m x 0,25mm x 0,25um de filme), gas carreador He (fluxo 11,3 mL/min),
Temperatura do injetor 300°C, e taxa de split 5:1. As condigdes de operacdo foram: ti 290°C,
tf 350°C, taxa de aguecimento 5%min, fluxo de He: 1,5mL/min; injecdo de 1uL de uma
solucdo de 1,4 mg de acido ursolico em 1mL de diclorometano.

DERIVATIZACAO DO DIAZOMETANO
1.4 mg de amostra * R-COOH + CH,N, — R-COOCH, + N,

recristalizada '

Solubilizacio com diclorometano

Figura 10: Andlise em CG/EM
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3RESULTADOSE DISCUSSOES

3.1 EXTRACAO E TESTE DE SOLUBILIDADE

Como foi relatado na pagina 12, o material vegetal da Plumeria rubra L., utilizado
para o isolamento de seu metabdlito secundério, foi procedente da localidade do
Manguinhos — RJ, no Campus da FioCruz, As coletas realizadas nas proximidades do
laboratério, agilizaram o trabaho, uma vez que havia a necessidade de grandes
guantidades da planta todos 0os meses.

Apos a coleta e secagem do material da planta adulta e correta identificacdo boténica
iniciou as técnicas extrativas para isolamento e obtencdo do metabdlito secundario da espécie
em estudo. As coletas foram realizadas mensalmente (tabela 2), para possivel identificacéo da

variagdo do metabdlito secundario.

Tabela 2: Coletas mensais das folhas de Plumeria rubra L.

Coletas mensais das folhas de Plumeria rubra L.

(entreosdias 15 a 31)
Pesodas | Pesodas
Meses Dia Temp Q) folhas folhas
Horério (horas)
frescas (g) | secas(9)
Janeiro 23/1/2008 25°C/ 15:30 1309,47 | 165,485
Fevereiro 27/2/2008 27°C/ 15:20 1306 165,13
Marco 31/3/2008 30°C/ 14:30 803,4 101,83
Abril 16/4/2008 26,7°C/ 15:00 453,5 57,49
Maio 28/5/2008 29°C/ 15:30 428,41 57,45
Junho 30/6/2008 26°C/ 15:00 321,3 43,33
Julho 28/7/2008 28°C/ 15:22 199,52 21,3
Agosto 28/8/2008 27°C/ 14:00 377,59 44,54
Setembro 22/9/2008 20°C/ 15:10 578,68 78,19
Outubro 23/10/2008 26°C/ 14:30 487,43 49,27
Novembro 24/11/2008 26°C/ 14:40 335,8 34,81
Dezembro 23/12/2008 28°C/ 14:00 444,36 44,06
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A extracdo para obtencdo do écido ursdlico foi baseada no resultado do teste de
solubilidade de sais solventes: metanol, etanol, acetato de etila, diclorometano, hexano e
cloroférmio. O extrato bruto foi derivatizado com diazometano e analisado em CG/EM,

obtendo os cromatogramas de ions totai s apresentados nas figuras 11-16 .
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Apéds a andlise dos cromatogramas de ions totais (figuras 11-16), observou-se que o poder

extrator destes foram similares. Contudo, o extrato diclorometano apresentava menor

guantidade de substancias apolares interferentes. Vae a pena ressatar que os trabahos

descritos na literatura ndo realizam teste de solubilidade para determinar o melhor solvente

para extracdo do Acido Ursdlico. O solvente mais utilizado para a obtenco do triterpencide
€0 etanol (KATO, 2006; FRIGHETTO, 2008; RAUTER, 2007). Baseados nos resultados
obtidos neste trabalho as extragdes mensais das folhas de P. rubra forma acutifolia

foram realizadas com diclorometano. Apds a remocdo dos solventes, os extratos foram
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concentrados em evaporador rotatorio sob pressdo reduzida e analisados em CG/EM. Os

cromatogramas de ionstotais dos 12 meses do ano de 2008 sdo apresentados nas figuras 17 -
28.

Abundance

TIC: EMDZ_% 0114 Didata ms

2l
55
s

2700000
zaooc-ooi
2500000 .
2400000° k

2300000

2200000

1

2100000

2000000
|

1800000

1800000

1F0AD00

1630000

1500006

1400&00:
1300000]
1200000
1100002 5.590

1200300

400000

300000
700€00- |‘ i
600000 i ‘| |

500000

4000007 't

i 4200 !
c:| |I !
300000 3.24% jqﬁo\ li | | i
) i |

apds el ]
200000 | 'ﬁ i Y

e —

) . . ™ T Cr o T 1 " [t s e T T !
lime--* 300 400 500 600 TFO00 200 900 1000 11.00 1200 13.00 1400 1500 416.00 17.00 ".S.IDO 14.00

Figura17: Cromatograma de ions totais do Extrato do més de janeiro




Abundanca

: 5.?3?
.
1800000 ! H
i
1700000 . |

TIC: EMO2_09_0204 Dndata.ms

el
I

O

1600000 |
1500000

1400000 ‘

i cH
1300000 |

1200000

|
|
1100000 !
|
|

1000000
00000

&00000

700000
60000C- ’ ‘

A | | | | |
000G |

|
H I
4onooni ' |
| 3.?%?5?72 o
2.885 l “ w| i L
aurpe 1L

300000

209000}

e e

Yotmr,,
e PPt bk o, I e S b, b T T kgt

) S T e e e L T B B B B B B e L e e B ]
Time-= 00 400 500 GO0 700 800 900 10.00 1100 1200 1300 1400 1500 1500 17.00 18.00 19,00

Figura 18: Cromatograma de ions totais do Extrato do més de fevereiro




Abuncance _ TIC: EM0Z_C9_0293.Didata.ms
| 449 B

aouaoc‘ F

A

550000

a00000
| |

450000

A00C00

350000

- | i
scoocof | | h | | |
250000. ‘ |

20000C

150000

1L 2 g 10 B
1'. x .f.rﬁuI 1 )
A

L]

o
i '”‘"*.?-t-.-ﬁ‘—nw"""'-* st
T Wi "ﬁ“*"“ﬁ"”"“*‘w.w A,

[ S e a —

y ) , e e , — |
Time-- 300 400 500 600 TFO0 8O0 900 1000 1100 1200 13.00 14.|0"J 15.00 15!06 17.00 1800 1900 I

Figura 19: Cromatograma de ions totais do Extrato do més de marco




31

Abundance

ESDDCIDO_
22030505
210-:»0-30-:
2060000
800000
1800000/

1700000

1600000
1500000
1400000,
1300000
1200000
1100000
1000000-
900000

500000

7o0oa0|!
eoaooal
5000001

|

400000 ||

o7

200000° |

|
.Illr\l i

100D00{ ™" "%t Ly .

1 irrme—— s06 abo sa0 ol rad

TIC: EM02_03_0115.0'data.ms

A

e gt s b

1) ”‘\‘ M,

TTaan  ebd daan b

Figura 20: Cromatograma de ions totais do Extrato do més de abril




32

Anundance

| 5.967

1600000

1500000 |

1400000 ‘

1300000 ' a
|

1200000 ‘

1100000

100C000-

ap0a0o
800000

70000

o
o
=

600000 |

500000,
400000 ‘ ‘ |

300000{ ., | ‘
|

200000

[

100000 ” I lI |'l gy N
LN A I
|

G ISL U S
3.00  4.00

Time--=

TIC: EM0Z2_09_0112.Dhdata.ms

A

o

— T
700 800

— ! .- ! T T T !
9.00 1000 1100 1200 13.C0 1400 1500 16?00 17.00 800 12.00

Figura 21: Cromatograma de ions totais do Extrato do més de maio




Abundance
G50000

600000 !
550000
ECICDOD‘:
450000
400000-.
350000 .

300000

250000

200000
150000
100000, ||

50000]

(=]

K

i/
iy

t __
\J T \NM e,

TIC: EMCZ_09_0122 Ddata.ms

el )
I

A

'TO0H

N oA
gl NJ*-!MWM b

Joo it
"

on— #MMWM\WMMWW#WW -

lime—> 3.00

4.00

|
500 ©00 700 800

9.00

— T T v i Il I e
10,00 11.00 1200 13.00 14.00 15.00 15.00 1?!00 18.00 13.00 I

Figura 22: Cromatograma de ions totais do Extrato do més de junho

33



Ahundarce TIC: EMO2_08_0116.Dhdata.ms
*EO000 hARY

1500000

O
1400000- /W

S “\<-
1300000- : ) CH, H O0H

1200000- ‘

A

1100000
1003000 ‘
800000/ N
‘.
200000 1 |
700000 ‘ : |

BOC000| |1

500000/ ‘ ‘
- ||
400000: 4745 |

300000

| .
200000 | _|| K i '. | '

iy e Attt o g ottt b

_ R I o S
Timg—> 3.00 430 500 8500 70D 800

S T =

T b T | T ——T T
9.00 10,00 1100 1200 13.00 1400 1500 1600 17.00 1800 12.00

Figura 23: Cromatograma de ions totais do Extrato do més de Julho




Apundance

2000000,

TIC: EM0Z_0S_0119.Dicata.ms

1800000
*?00000;
1600000

1500300

1400000°

i

1300000!

1200000

1100000
1000000
06000
330005

700000/

600000
500000
400000/ |
300coo

200000 ||

100000

18CCICICO|

Time.-= 3:

|‘ -
|

Md“““w-—.,ww e

At U

7.00

e
800 500 1000

= T (R S e e T T -
11.00 12,00 13.00 14.00 1500 16.00 17.00 18?00 1S.|0C

Figura 24: Cromatograma de ions totais do Extrato do més de agosto

35



Abundance

50978
1700000

1600000

1530000

A

TIC: EMC2_09 0117 Didata.ms

1400000

1300000

1200000

1100000

10000001
800000
800000 ‘

5.594 ‘
T0oo0a

500000 ‘

500000 ]

400000 | |
s L

.1 76
300000 |

il
200000, \ | "| 1
Y ‘l | [I I |I v I\_

100000 '

——

=il
L |

G

9.00

T ——r
10.00 11.00 12.00

) . 1 u AT i AR
13.00 1400 1500 1600 17.00 18.00 1S5.00

Figura 25:; Cromatograma de ions totais do Extrato do més de setembro

36



Aburdancz TIC: EM0D2_09_0120.Chdata.ms
6500000 6.031
500000 | '-_;'
“ CH E
|
i il
2500000 ‘ |
d
o
5000000 ‘ ‘
i
| o
4500000 ‘ ‘
4000000 |
| |
3500000 | |
|
‘ |
3000000 |
5643 |
i
1
ry
2500000- I ‘ |
: I
I
2000000 H l
4782 ‘ | '
|
i | !
1508000 I | |
I
|
I |
-||62 |y 'L
a00! 4 HEPG)
1000000 ae0! ‘ '.

) i L Tt Y | | i T
700 800 8.00 10.00 11.00 1200 1300 1400 1

500 1800 17.00 18.00 13.00

Figura 26: Cromatograma de ions totais do Extrato do més de outubro

37



Abundance TIC: EM02_08_0118.D\data.ms
5800000 “‘-r|32

5600002 r

5400000

5200000 ! s
5000000 |

4800000-

A
o
&
o
b 4
|

=]
¥

20
O

(

4800000 ‘ i
4400000 |

4200000 |

4000000 ‘
3300000 ‘
3600000 |

3400000

3200000 L

3000000 £.645 |

28000001 !|11
2600000 | l |
2400000 ‘

2200000 1758 “' |

2000000 I!
1800000 l.i
1600000; [l |
1400000 | | |
1200000 “'22|1 | ; }
1000000 | i
a00000¢ 382 | 3_? 1I . \ '
e-:ooco-’t?-:r.“w'%e‘ I."' VLY |

aoooo| "t o[ ;
Y

200000 Tt N

Figura 27: Cromatograma de ions totais do Extrato do més de novembro




39

A LdL‘ibdﬁHlUr:; TIC: EMO2_09_0121.D\data.ms

4200000 |
|
|

2000000 |

3800000 |

A

3300000 -
3400007- ]

It H.l’ll’f_
3200000 o T

300C000

Y
f /

{ .I:III--E:'?

f \
i .\'t' 4
F \

A"

28000001

2600000] ‘|
2400000 ‘
|

2200000 ‘

200000C ‘

1800000 [

i h

1600000 | |
]

1400000

1200000 4.748 | | ‘ |

1000000 | I {

|
800000 I !
3.045 5

5000002370 ! A‘},‘;TW
-1?‘5 sy | LA

400000 | _|t b |

Al 1 il I'. i} |

(! LA

zoo0o0}] 4 \ [ L |
Sl b i I TR

Figura 28: Cromatograma de ions totais do Extrato do més de dezembro

Na andlise por CG/EM, o equipamento oferece érea do pico do Acido Ursolico. Essa
érea representa a percentagem do Acido Ursdlico presente na amostra em comparagio com as
outras substancias. Com base nesta informagdo, € possivel ter uma visdo preliminar do
rendimento do metabdlito durante os meses coletados. Na tabela 3 sdo apresentados o0s
rendimentos dos extratos brutos, em relacdo a planta seca e, a area dos picos fornecidos nos

cromatogramas.
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Tabela 3: Rendimentos dos extratos brutos mensais das folhas de Plumeriarubra L. em

diclorometano

Meses Planta seca (g) | Extrato Bruto (g) | Rendimento (%) Area (%)
Janeiro 10 1,69 16,90% 59.26
Fevereiro 10 1,57 15,70% 54.69
Marco 10 0,75 7,50% 25.86
Abril 10 15 15% 52.46
Maio 10 1,75 17,50% 59.95
Junho 10 0,616 6,16% 21.72
Julho 10 15 15% 51.60
Agosto 10 14 14% 50.62
Setembro 10 19 19% 69.61
Outubro 10 1,7 17% 59.67
Novembro 10 1,6 16% 55.86
Dezembro 10 0,616 6,16% 21.72

Assim como diversos fatores, a sazondidade € responsével pela variacdo dos
metabdlitos secundérios presentes na planta, por isso existem pesguisas que visam andlise
do més ideal, ou sga, 0 més em que o metabdlito secundario se apresenta em maior
guantidade. Portanto, setembro € o més ideal para a extracdo deste tritierpendide, 0 que
condiz com a literatura, jA que é a época de floracdo da espécie. De modo geral, os
triterpendides sdo usados como hormoénios vegetais e restauradores da membrana
plasmatica pela plantal(GUERRA; NODARI, 2004).

3.2 ISOLAMENTO DO ACIDO URSOLICO

3.2.1 Cromatografia em coluna - Coluna A

Antes da obtencéo do extrato diclorometano das folhas de P. rubra L., estas foram
submetidas a extracdo a quente com hexano em soxhlet. Esta etapa teve como principal
objetivo diminuir a quantidade de substancias lipofilicas, clorofila entre outras, no extrato
diclorometano. Apos o esgotamento da extragcdo em hexano submetemos o material a extracéo

com diclorometano. Os extratos brutos hexanicos (250mg) e diclorometano (400mg) foram
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Secos em rotaevaporador e, uma aiquota deste dltimo foi submetido a cromatografia em
coluna (CC; 400mg). Os solventes utilizados na CC foram misturas de hexano e
diclorometano com aumento crescente na polaridade. Foram obtidas 106 fragOes. Essas
fragbes foram acompanhadas com andlise de CCF, utilizando a solucéo de paranisaldeido
como solucdo reveladora. As placas cromatogréficas foram eluidas com cloroférmio e
metanol (9:1). As fracbes 85 a 92 (200mg; 95% a 90% de diclorometano) apresentavam o AU
como componente magjoritario. Essas amostras foram reunidas e 1mg foi submetida a analise
em CG/EM, para andlise da sua pureza, como € vista no cromatograma de ions totais da

coluna A, nafiguraabaixo.
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Figura 29: Cromatograma de ions totais das fracdes (fragdes 85 a 92) da Coluna A
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Analisando o cromatograma de ions totais e espectrometria de massas da Coluna A

(fracbes 85 a 92) pode se observar a presenca de outras substancias na amostra. De acordo
com a biblioteca Wiley do software do cromatégrafo e da andlise da fragmentagdo massas, 0
pico 5.881 é o Acido Ursdlico. Os picos com tempo de retencéo inferior ao Acido Ursdlico
s80 representados por substancias apolares e acima mais polares ¢ ou maior massa. O que
condiz, com as cromatoplacas que mostraram interferentes acima e abaixo do rf do Acido
Ursolico. Estas fragcBes foram submetidas a uma nova CC para éiminagdo destes

contami nantes.

3.2.2 Cromatogr afia em coluna - Coluna B

As fracBes da coluna A (85 a 92; 200mg) foi submetida a uma nova coluna
cromatogréfica (eluida com misturas de hexano e acetato de etila em ordem crescente de
polaridade). Foram obtidas 35.fracbes, com aliquotas de 10mL. Essas fracGes foram
acompanhadas por CCF, com mesmo sistema eluente 9:1 de cloroformio e metanol, reveladas
com p-anisaldeido. As frages 28 - 35 (24 mg; 14% de hexano e 86% acetato de etila)
apresentaram 0 AU como congtituinte majoritario. A fim de eliminar possiveis interferentes,
as fracOes submetidas a recristalizacdo, obtendo-se 20mg de &cido ursdlico. Cerca de 1mg da
amostra foi derivatizada com diazometano e submetida a andise CG/EM, obtendo o

cromatograma de ions totais abaixo.
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Figura 30: Cromatograma de ions totais da amostra recristalizada.

Segundo a biblioteca Wiley do software do cromatografo, o pico 5.955 representa o
Acido Ursolico e, proximo a ele o pico 5.567 é representado pelo seu isdmero Acido
Oleandlico, que de acordo com a literatura esses isOmeros sdo encontrados na maioria das
vezes juntos e apresentam dificuldade de separacdo. (WOJCIAK-KOSIOR, 2007). De acordo
com a literatura, a presenca do Acido Oleandlico na amostra ndo interfere na atividade
farmacologica do constituinte majoritario, pois sua atividade € bastante similar (SPORN;
SUH, 2000). Porém, o Acido Oleandlico apresenta uma atividade inferior ao do Acido
Ursblico (SPORN; SUH, 2000).



3.3IDENTIFICACAO DO ACIDO URSOLICO

A identificacio do Acido ursolico foi possivel, pois uma aliquota (1mg) de AU foi
metilado (AU-1) foi submetida a EM por impacto de elétrons (70eV). A metilacdo com
diazometano promove a remocdo do hidrogénio da carboxila do &cido ursolico e incorporacéo
do um grupo metila proveniente do diazometano, levando a formacéo de um éster, o Ursolato
de metila, de peso molecular 470. O processo de derivatizagdo e a formagdo do éster sdo
ideais para diminuir possiveis interagbes moleculares entre a amostra e a coluna
cromatogréfica e, portanto diminuir o tempo de retencdo. O impacto de elétrons que a
substancia é exposta, provocando uma fragmentacdo, gerando ions que sdo separados de

acordo com araz&o massa/carga (m/z). O espectro do Acido Ursdlico pode ser visto nafigura

abaixo.
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Figura 31: Espectro de Massas do AU

Mesmo ndo aparecendo ion molecular m/z 470 no espectro de massas do Acido
Ursdlico, que confirmaria logo de imediato a sua presenca, a soma dos picos m/z 208 e m/z
262, presentes no espectro, confirmaria o ion molecular m/z 470, portanto, o Acido Ursdlico.
E o fato do pico m/z 203 apresentar-se com abundancia elevada (81,29%), também é
caracteristico da familia do ursano, diferenciando de outros triterpenos.

O ion molecular por apresentar energia suficiente, gerou a quebra da ligagdo dupla
no anel C e pelo rearranjo de retro Diels-Alder, teve a quebra da molecular em dois

fragmentos ion m/z 208 (50%) e o ion m/z 262 (100%), caracteristico da familia do lupano e
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ursano e a confirmacdo da presenca do grupo éster metilado em C-28, pois a sua

perda levou a formagdo do ion m/z 203. . Os dados espectrométricos obtidos do AU-1

metilado (EM) foram similares aos dados da literatura observados para o Acido Ursolico
(JUNGES et al., 1999, 2000).
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Figura 32: Fragmentac&o do AU-1
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4 CONCLUSAO

As folhas da Plumeria rubra L apresentam uma quantidade significativa do
Acido Ursdlico (+14%) em comparacdo com asdemais substancias presentes no extrato.

Através do teste de solubilidade, verificou-se que o solvente diclorometano é o
mais apropriado para se obter o extrato com menos substancias apolares, sem reduzir a
concentracdo deste metabdlito.

A identificagdo do Acido Ursdlico foi possivel gragas as andlises dos resultados
obtidos na fragmentacéo de massas, similar ao encontrado naliteratura.

Através das andlises qualitativas do perfil cromatogréfico dos extratos mensais,
verificou-se que 0 més de setembro foi 0 que apresentou maior rendimento, o que condiz
com aliteratura, ja que é a época de floracéo da espécie. Grande parte dos vegetais utiliza

os triterpendides como hormonios e restauradores da membrana plasmética.
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