Caracterizacio fitoquimica dos extratos de Melaleuca viminalis
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RESUMO

A Melaleuca viminalis ¢ uma espécie vegetal com amplo uso tradicional e reconhecido potencial farmacolégico, atribuidos a sua rica
composicao fitoquimica. Este estudo teve como objetivo caracterizar os principais compostos presentes nos extratos de acetato de etila e acetato
de etila:etanol (1:1) por meio da cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC-UV-DAD). As folhas foram submetidas a extracdo com acetato
de etila e mistura acetato de etila:etanol (1:1), sendo os extratos analisados com padrdes de catequina, fisetina, flavona, hesperetina, quercetina
e rutina, uma vez que ja foram previamente identificados na espécie. As analises indicaram a presenga de compostos fenolicos, flavonoides e
terpenos, destacando catequina e hesperetina, além de possiveis derivados de flavona, quercetina, rutina e fisetina. Os resultados refor¢am o
potencial da espécie como fonte de compostos bioativos com aplicag¢do nas areas farmacéutica e cosmética.
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Introducao
A Melaleuca viminalis ¢ uma espécie amplamente estudada devido
ao seu potencial farmacologico e aplicagdes em fitoterapia. Seus
extratos apresentam flavonoides, fendis e terpenos, que conferem
atividades bioldgicas relevantes,
antimicrobiana e anti-inflamatoria (1,2). Além disso, a espécie tem

como ag¢do antioxidante,
sido utilizada tradicionalmente para o tratamento de doengas
infecciosas ¢ inflamatorias, consolidando sua importancia na
medicina popular e incentivando pesquisas para o desenvolvimento

de novos produtos (3).

A investigac@o quimica dos extratos de Melaleuca viminalis por meio
da cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) tem se mostrado
fundamental para a identificacdo dos principais compostos bioativos
presentes na espécie. A técnica permite a separagdo eficiente dos
metabolitos  secundarios  responsaveis  pelas  atividades
farmacoldgicas da planta (1,4). A escolha da fase movel influencia
diretamente o tempo de retengdo e a resolucdo dos componentes,

facilitando a caracterizagdo quimica detalhada dos extratos (5).

Dessa forma, a aplicagdo da HPLC na analise fitoquimica de
Melaleuca viminalis é essencial para fundamentar cientificamente o
uso tradicional da planta, além de impulsionar o desenvolvimento de
produtos farmacéuticos baseados em seus compostos bioativos.

Metodologia

Preparagdo dos extratos

10,00 g da droga vegetal foram adicionados a 100 mL de solvente
extrator (acetato de etila ou acetato de etila: etanol (1:1)). A solucdo
foi submetida a extracdo por maceracdo auxiliada por agitacdo
eletromagnética, a 50 °C, durante quarenta minutos. Em seguida,
cada extrato foi centrifugado a 1.600 rpm por cinco minutos e filtrado
em funil contendo papel filtro.
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Figura 1. Esquema da preparagdo dos extratos com acetato de etila
e acetato de etila:etanol (1:1)

Esse procedimento foi realizado trés vezes e os extratos obtidos
foram reunidos, evaporados em rotaevaporador (40 °C) e secos em
estufa (40 °C) até a completa elimina¢do do solvente para obtencio
dos extratos brutos secos.

Analise cromatografica por HPLC-UV-DAD

Os padrdes para analise foram preparados a 1 mg/mL e as solugdes-
amostra a 10 mg/mL, em metanol grau HPLC. Foram pesados 10 mg
de cada extrato em tubo de centrifuga e adicionados 1,0 mL de
metanol grau HPLC. A dissolucdo foi feita em banho de ultrassom
até completa solubilizagdo. As solugdes foram filtradas em
membranas 0,45 pm em vials de 2 mL.

As analises por HPLC foram realizadas no sistema cromatografico
HPLC-UV-DAD Shimadzu Prominence Sil-20A HT contendo
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degaseificador a vacuo, bomba quaternaria, injetor automatico e
detector arranjo de fotodiodo. A coluna utilizada foi a Phenomenex

Gemini 5u C18 110A (250 x 4,60 mm).
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A fase movel empregada consistiu de solvente A (acido formico 1%
em agua filtrada em sistema Milli-Q) e solvente B (acetonitrila grau
HPLC), na proporgao inicial 95% de A em B, 0-2 minutos 88% A
em B, 2-15 minutos 86% de A em B, 15-65 minutos de 80% de A em
B e 65-70 minutos 95% de A em B. O fluxo da fase mével foi de 1,0
mL/min e o volume de injegdo foi 10 pL.

Os padroes utilizados foram os disponiveis no laboratério que ja
foram identificados na espécie, sendo eles: acido cafeico, acido
clorogénico, 4acido galico, catequina, flavona, hesperetina,
kaempferol, quercetina e rutina. As amostras e padrdes foram
injetados separados ¢ automaticamente, ¢ os dados foram
processados e analisados no software Shimadzu LabSolutions. As
comparagdes foram realizadas considerando o tempo de retengdo e o
espectro UV do padrio e do pico analisado. A deteccao foi adquirida
em comprimento de onda de 280 nm.

Resultados e Discussao

Estudos mostraram a presenca de taninos, flavonoides, acidos
fenolicos, terpenos e flavanois, como rutina; acido betulinico, galico,
cafeico e clorogénico; loganin; e derivados de quercetina, flavona e
de kaempferol. (6, 7, 8, 9). Investigacdes da composigdo quimica dos
extratos de Melaleuca viminalis por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC) demonstram que os compostos fendlicos e
flavonoides presentes na planta exibem tempos de retencéo variados,
dependendo da polaridade e da natureza quimica das moléculas. Por
exemplo, flavonoides como quercetina e kaempferol, compostos
relativamente polares, geralmente apresentam tempos de retencdo
intermediarios utilizando gradientes de acetonitrila e agua
acidificada como fase modvel (4,1). Ja compostos menos polares,
como alguns taninos e derivados fenolicos, tendem a apresentar
tempos de retencdo maiores, devido a maior interacdo com a fase
estacionaria reversa (2).

Apesar de identificagdes anteriores da presenga dos compostos
padrdes testados na metodologia, a figura 2 mostra uma suposicao da
composi¢do mais evidenciada apenas de dois picos: catequina(A) e
hesperetina(B) ou seus derivados.

Os picos dos extratos (C, D, E e F) na figura 2 tiveram tempos de
retengdo proximos a picos de outros padrdes: rutina, fisetina,
quercetina e flavona, respectivamente. Porém, os espectros UV ndo
foram compativeis, podendo indicar que as amostras contém
compostos derivados ou da mesma classe dos padrdes.

Conclusoes
Embora os dados obtidos por HPLC da literatura tenham limitado a
identificagdo precisa de todos os compostos, os resultados indicam a
ocorréncia de catequina, hesperetina, flavona, fisetina, rutina,
quercetina e/ou seus derivados. Esses achados destacam o potencial
farmacoldgico da espécie e justificam futuras pesquisas com métodos
mais especificos para caracterizagdo completa dos compostos.
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Figura 2. Leitura em HPLC dos extratos de acetato de etila (a) e
acetato de etila:etanol (1:1) (b), destacando possiveis compostos: A)
catequina; B) hesperetina e C, D, E e F) derivados ou da mesma
classe de rutina, fisetina, quercetina e flavona, respectivamente.
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