IX SEMINARIO DE EXTENSAO E INOVAGAO

UTrer

UNIVERSIDADE TECNOLOGICA FEDERAL DO PARANA

11 a 13 de Novembro | Pato Branco - PR

CAMPUS PATO BRANCO

q EI XXV SEMINARIO DE |N|C|ACAO CIENTIFICA E TECNOLOGICA
LT

Carolina Pinheiro Machado
Sanches

carolinasaanches@gmail.com

Universidade Tecnolégica Federal

do Parand, Ponta Grossa, Parana,

Brasil

Rosilene Aparecida Prestes
raprestes@yahoo.com.br
Universidade Tecnolégica Federal
do Parand, Ponta Grossa, Parana,
Brasil

Rafael Felipe Tasaka de Melo
rafaeltasaka@gmail.com
Universidade Tecnolégica Federal
do Parand, Ponta Grossa, Parana,
Brasil

https://eventos.utfpr.edu.br//sicite/sicite2019

Anadlise do perfil metabolomico da espécie Acalypha
herzogiana pelo método de ressonancia magnética nuclear
(RMN) na caracteriza¢ao da constituicao quimica da
planta.

Analysis of the metabolic profile of the species Acalypha
herzogiana by the nuclear magnetic resonance (NMR)
method in the characterization of the chemical
constitution of the plant.

RESUMO

A espécie Acalypha herzogiana, conhecida popularmente por “rabo-de-gato”, pertence ao
género Acalypha e a familia Euphorbiaceae. Pesquisas sobre esse género mostram espécies
utilizadas pela medicina tradicional e algumas aparecem na farmacopeia homeopatica.
Visto assim que haja um potencial para a espécie de estudo e considerando que atualmente
os estudos existentes sobre a espécie sdo voltados para a taxonomia, este trabalho possui
como objetivo analisar as diferentes estruturas da planta (folha, caule e flor) pela
investigacdo quimica afim de levantar a presenca de substancias de interesse cientifico.
Assim, utilizou-se a ressonancia magnética nuclear (RMN) com frequéncias de 600 MHz para
os espectros de 1H, pois é uma técnica instrumental que possibilita a identificacdo direta
dos componentes, € um método ndo destrutivo e que possui alta seletividade. Os resultados
obtidos forneceram resultados preliminares frente a presenca de acido mdlico, frutose,
flavonoide e alcoois na flor, galato de metila no galho e com a analise dos sinais dos
espectros da folha da espécie precede adipato de dimetila. Conclui-se que os resultados sdo
condizentes com a composicdo quimica de outras plantas ja estudadas e de modo a obter
uma melhor visualizagdo do metaboloma propGem-se analises de cromatografia gasosa no
futuro.

PALAVRAS-CHAVE: Rabo-de-gato. Metaboloma. Plantas- Composicao.

ABSTRACT

The species Acalypha herzogiana, known as “rabo-de-gato”, belongs to the genus Acalypha
and the family Euphorbiaceae. This species is believed to have research potencial as its
genus shows importants applications. This work has the objetive to analyze the diferent
plant structures (leaf, stem and flower) by the nuclear magnetic ressonance (NMR) with
frequences of 600 MHz for the spectra of ;H to promote the presence of components
scientific interest. The method was choosen because besides be a non-destructive, it allows
a direct identification of the componentes and has high selectivity. The results provided
preliminary presence of malic acid, fructose, flavonoid and alcohols in the flower, methyl
gallate in the stalk and dimethyl adipate in the leaf. For a better visualization of the
metabolome, future gas chromatographic analysis is proposed.

KEYWORDS: Rabo-de-gato. Metabolome. Plants- Composition.

Pagina | 1


https://eventos.utfpr.edu.br/sicite/sicite2019
mailto:raprestes@yahoo.com.br

CITE 11 a 13 de Novembro | Pato Branco - PR WURVER EOS TN A RN RO SR
CAMPUS PATO BRANCO

. = IX SEMINARIO DE EXTENSAO E INOVACAO
—— 13 XXIV SEMINARIO DE INICIAGAO CIENTIFICA E TECNOLOGICA r PR
s |

Recebido: 19 ago. 2019. INTRODUCAO
Aprovado: 01 out. 2019.

Direito autoral: Este trabalho esta

licenciado sob os termos da Licenca O género Acalypha, de acordo com Souza et al. (2017, p. 337), conhecida
Creative Commons-Atribuicdo 4.0 “ ” . . £ s

Internacional. popularmente por “rabo-de-gato” possui aproximadamente 450 espécies e
distribuicdo pantropical, é o terceiro maior género de Euphorbiaceae, a qual é uma

das maiores familias de Angiospermas. Segundo os autores ainda, a espécie
manifesta hdbito herbaceo ou subarbustivo similar a A. multicaulis, entretanto, A.
herzogiana possui poucas ramificagdes, com longa e delicada inflorescéncia
estaminada terminal e a bractea pistilada é orbicular e diminuta. Pesquisas sobre o
género Acalypha apresentaram espécies conhecidas na medicina tradicional e
algumas as quais aparecem na farmacopeia homeopatica. Os autores Govindarajan
et al. (2008, v.12, p. 299-302) relataram usos da espécie Acalypha indica L. com
tratamento de pneumonia, asma, reumatismo e atividade contraceptiva. Enquanto
as folhas secas dessa espécie sdo transformadas em cataplasma e o suco da mesma
adicionado com cal ou déleo usados como tratamento de pele.

Os autores Krishnaraj et al. (2010, v.76, p.50-56) indicaram estudos da
aplicacdo dos extratos de folha da espécie A. indica para a elaboragcdo de
nanoparticulas de prata biossintetizadas que possuem comprovada atividade
antimicrobiana de células bacterianas analisadas com nanoparticulas de prata. Ja
os autores Adesina et al. (2000, p.371 apud Oliver, 1959) indicaram que o suco
expresso nas folhas da espécie A. wilkesiana é utilizado no tratamento da pitiriase
versicolor e outras infecgdes de pele semelhantes. Os autores Adesina et al. (2000,
p. 371 apud Schindler, 1939) relataram também aplica¢do das folhas da espécie A.
hispida no tratamento de feridas, Ulcera, abcessos, compressas em lepra. Visto o
potencial do género dessa espécie e considerando que atualmente os estudos
sobre a espécie A. herzogiana sdo voltados para a taxonomia da mesma, o presente
estudo tem como fim realizar a analise dos metabdlitos da planta pela investigacdo
guimica da espécie.

A andlise metaboldomica ndo hd uma metodologia padrdo para ser realizada.
Entre as técnicas relatadas para a funcdo encontram-se: métodos baseados na
espectroscopia de infravermelho (FTIR), ressondancia magnética nuclear (RMN),
cromatografia em camada delgada, cromatografia gasosa (GC) e espectrometria de
massas. De acordo com Caprini (2007, p.35) a selecdo das técnicas envolve um
compromisso entre velocidade, seletividade e sensibilidade. Para o projeto, a
técnica de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) foi escolhida em razdo da
possibilidade de identificacdo direta dos componentes pelos sinais verificados, por
ser um método nao destrutivo, ndo invasivo e quase que totalmente automatizado.
Para o projeto a técnica de RMN, que apesar de apresentar baixa sensibilidade, foi
escolhida requerer amostras mais concentradas para anadlise, suas vantagens
prevalecem sobre as demais técnicas.

MATERIAL E METODOS

Para o desenvolvimento do projeto foram coletadas amostras da espécie A.
herzogiana na regido dos Campos Gerais, as quais passaram por uma classificacdo
visual com o objetivo de selecionar amostras isentas de contaminagbes que
pudessem ser constatadas. Em seguida, foram lavadas com agua corrente e
reunidas em grupos de folhas (F), galhos (G) e flores (F). Estes grupos foram pesados
e separados em aglomerados de maneira com que o experimento pudesse ser
realizado em duplicata.
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Apds nomeadas, as amostras foram reduzidas em pequenas particulas e
pesadas, mantidas a 30°C na estufa do laboratdrio de Lacteos da Universidade
Tecnoldgica Federal do Parand pelo periodo de 12 dias. Esta temperatura foi
definida e mantida constante a fim de ndo degradar possiveis grupos funcionais dos
Oleos da espécie de estudo que segundo Brito (2014, p. 39) apesar da produgdo de
6leos essenciais ser mais efetiva em ambientes com altas temperaturas, caso o
aumento seja excessivo o teor poderd ser diminuido. Apds serem retiradas da
estufa as amostras foram sujeitas a extra¢do hexanica, permaneceram por 1 dia na
estufa a 30°C e iniciou o preparo para a extragao hidroalcodlica. Para tanto, as
amostras foram pesadas, embaladas com papel de filtro em formato de cone e
submetidas a extracao via Soxhlet, utilizando solvente hidroalcodlico a 80%.

As 6 amostras preparadas foram extraidas por aproximadamente 8 horas até
a exaustdao completa do material vegetal. O dlcool foi logo em seguida evaporado
em evaporador rotativo e a dgua em um liofilizador apds as amostras
permanecerem por 48 horas em um ultrafreezer mantido a -23,8°C. Em seguida,
foram efetuadas as anadlises dos extratos hidroalcodlicos com a técnica
espectroscopica de RMN de ;H operando a 600 MHz na Empresa Brasileira de
Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA) em S3o Carlos, utilizando como solvente agua
deuterada e o preparo ocorreu utilizando 50 mg de amostra de extrato para 300 mL
da solugdao TMS preparada com 300 mL D20, homogeneizados e centrifugados. Os
espectros de RMN em alta resolucdo foram adquiridos em espectrémetro Ascend
modelo Bruker 600, com campo de 9,4 Tesla, com modo de operagao de pulso com
transformada de Fourier e freqiiéncias de 600 MHz. A analise dos espectros ocorreu
pelo programa TopSpin versao 3.6.1

RESULTADOS E DISCUSSOES

Conforme descrito na metodologia, no quadro 1 encontra-se a rela¢do de
massa obtida das amostras ao longo do procedimento com a massa inicial apds
terem sido moidas e secas na estufa, massa obtida apds a extracdo hexanica e a
massa obtida apds a extracdo hidroalcodlica.

Quadro 1 - Relagdo de massa obtida antes e apds a extragdo a quente por solvente.

Massa apos Massa ext.
Massa Massa apos Extrato Extrato Hex. - Massa
Amostras . . . e . A
inicial [g] Hexanico [g] Hidroalcodlico ext.
[g] Hidroalcodlico
FOLHA
Am;)'stra 6,1145 6,0625 4,9710 1,0915
Am;stra 6,2124 6,1480 5,2110 0,9370
GALHO
Ami.stra 6,7864 6,6443 5,9390 0,7053
Am;stra 6,8828 6,7103 6,1180 0,5923
FLOR
Amistra 81977 81317 5,3900 2,7417

Pagina | 3



IX SEMINARIO DE EXTENSAO E INOVAGAO
XXIV SEMINARIO DE INICIAGAO CIENT(FICA E TECNOLOGICA r PR

11 a 13 de Novembro | Pato Branco - PR

UNIVERSIDADE TECNOLOGICA FEDERAL DO PARANA

CAMPUS PATO BRANCO

Am;).stra 81620 81306 5,3200 2,8106

Fonte: Autoria prépria (2019).

A média da massa obtida da subtracdo do extrato hexanico com o extrato
hidroalcodlico das amostras de folhas é de 1,0143 £ 0,0773 g e rendimento de 82%.
Nas amostras de galho a média da massa é de 0,6488 + 0,0565 g e rendimento de
89,4%. Ja nas flores, a média é de 2,7762 + 0,0345 g e rendimento de 66,3%.

Os estudos dos espectros de 1H nas flores (Figura 1) e para as outras partes
estudadas (Figura 2a e 2b, referentes a folha e galho, respectivamente) forneceram
espectros bastante semelhantes entre as duplicadas. No caso das flores, em ambas
amostras o deslocamento quimico maximo encontrado do espectro foi em 7 ppm
como pode ser observado na Figura 1. O sinal relativo na regido 4,01 a 3,96
pressupdem ser o sinal da frutose. A presenca de dois duplos dupletos ao redor de
4,35 ppm e 2,8 ppm sugerem a presencga de acido malico. O tripleto encontrado na
regido de 1,3 a 1,2 ppm sugere sinal de etanol e préximo a 1,5 ppm de propanol.
No deslocamento quimico correspondente a 6,8 ppm sugere sinal de flavondide.
Ademais, nota-se a presenca de agua deuterada pelo sinal préximo de 4,7 ppm.
Essas estruturas foram identificadas por comparacdo dos dados espectroscdpicos
de RMN ;H obtidos com os relatados na literatura.

Figura 1 — Espectros do RMN de ;H do perfil metabdlito de extrato hidroalcodlico da flor
da espécie Acalypha herzogiana.
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Fonte: Autoria prépria (2019).

Os estudos do espectro de 1H (Figura 2a) das folhas apresentaram em ambas
as aliquotas deslocamento maximo encontrado em 7,6 ppm. Devido a isso, ao
comparar os sinais com a literatura possivelmente ndo ha presenca de aldeidos
visto que as regides caracteristicas desses se encontram entre 9 e 10 ppm. E pouco
provavel a presenca de aromaticos e heteroaromaticos, pois a regido caracteristica
de deslocamento é de 6 a 9 ppm, enquanto que no espectro obtido apenas ha
simpletos nessa regido. Os sinais obtidos préximos aos deslocamentos 3,5 ppm, 2,5
ppm e 1,5 ppm supde a presenca de adipato de dimetila. Nos estudos do espectro
de 1H nos galhos (Figura 2b), nota-se também um deslocamento quimico maximo
préoximo de 7,5 ppm. E ao analisar os sinais e comparar com a literatura presume a
presenca de galato de metila.

Figura 2 — Espectros do RMN de ;H do perfil metabdlito de extrato hidroalcodlico da
espécie Acalypha herzogiana: (a) folha; (b) galho.
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Fonte: Autoria propria (2019).

O perfil metabolémico da planta estudada por meio dos espectros de 1H foram
obtidos a partir da normalizacdo com relacdo a drea do sinal em 0 ppm do
tetrametilsilano (TMS). As substancias foram extraidas em polaridades diferentes
para que todos os constituintes, ou a maior parte deles pudessem ser extraidos.
Primeiramente, com o uso do software TopSpin 3.6.1 da Bruker foi processado os
espectros, os quais foram plotados no software Origin para que se pudesse
contrapor os espectros das amostras que foram realizadas em duplicadas e, assim,
analisar por analogia as conformidades dos componentes com suas respectivas
identificagcoes (Figura 3).

Figura 3 — Sobreposi¢cdo dos espectros de 1H nas aliquotas das flores. A coloragdo preta
representa a flor 1 e a coloragao rosa representa a flor 2.

Fonte: Autoria prépria (2019).

Novamente foi realizado a sobreposicdao dos espectros obtidos (Figuras 4a e
4b) das duplicatas da amostra de folha e galho para que pudesse ser realizado uma
analise visual entre os espectros.

Figura 4 — Sobreposi¢do dos espectros de 1H nas aliquotas: (a) das folhas, a coloragdo preta
representa a folha 1 e a coloragdo vermelha representa a folha 2; (b) no galho, a coloragao
azul representa o galho 1 e a coloracdo vermelha representa o galho 2.

21

(a) (b)
Fonte: Autoria propria (2019).

Esta anadlise tem por objetivo, segundo Lido et al. (2012, p. 1306 — 1311)
conferir se as diferencas espectrais, onde possuem origem da composicdao das
amostras estdo associadas a problemas nas medi¢Ges espectroscopicas, como por
exemplo mau ajuste do campo magnético na regido proxima a amostra, correcdo
de fase e linha de base, entre outros.

CONCLUSAO

As analises dos extratos hidroalcodlicos da espécie Acalypha herzogiana por
meio do RMN possibilitou resultados preliminares frente a presenca de acido
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malico, frutose, flavonoide, alcoois, galato de metila e adipato de dimetila. Essas
identificacGes enriquecem cientificamente a area da botanica, quimica e outras
areas afins. Conclui-se que a técnica utilizada possui alta seletividade e precisdo e
para complementar a visualizacdo do metaboloma propdem-se andlises de
cromatografia gasosa no futuro.
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