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MEDRADO, Hector Hugo Silva. Desenvolvimento de método analitico para
determinacdo da correlagdo entre os teores de acido rosmarinico e acidos
hidroxicinamicos em Plectranthus ornatus cultivado in vitro. 144 f. il. 2015. Dissertacao

(Mestrado) — Instituto de Quimica, Universidade Federal da Bahia, Salvador, 2015.
RESUMO

Espécies de Lamiaceae, em especial do género Plectranthus, tem se mostrado como
fontes consideraveis de compostos antioxidantes, dentre eles os acidos
hidroxicindmicos, como por exemplo o acido rosmarinico. A producdo desses
metabolitos pode ser aumentada através de cultura de tecidos vegetais, que em
alguns casos chega a producao de biomoléculas em escala industrial. Neste trabalho,
foi realizado o cultivo de tecidos de Plectranthus ornatus, em meio MS, com a adigéo
dos reguladores de crescimento acido naftalenoacético (1, 2 e 4 mg L) e 6-
benzoaminopurina (2 e 4 mg L") objetivando-se a sobreproducdo de &cido
rosmarinico. A metodologia de analise foi desenvolvida e validada. A partir dos
extratos obtidos, foram realizadas analises por CLAE-DAD (gradiente com metanol e
acido acético 0,1%,) e ensaios de sequestro do radical livre DPPH para avaliagédo da
atividade antioxidante. A condigdo de cultivo que levou a maior produgédo de acido
rosmarinico fez uso de acido naftalenoacético e 6-benzoaminopurina na concentragao
de 1 mg L™, atingindo o valor de 6,2 g kg”' material vegetal seco, um aumento
equivalente a 96 vezes em relacdo a planta cultivada in natura. O uso apenas de
acido naftalenoacético 1 mg L proporcionou a maior produgédo de acido cafeico,
alcangado 401 mg kg™ material vegetal seco. Todos os extratos foram ativos frente a
inibicio do radical livre DPPH, sendo aqueles proveniente dos cultivos com 2 mg L™
de acido naftalenoacético e 1 mg L™ de acido naftalenoacético e 6-benzoaminopurina
os de menor CEsp (26,0 e 29,8 ug mL™", respectivamente). O teor de acido rosmarinico
apresentou uma correlagéo forte (R*> 0,95) do tipo logaritmica com o CEsp, indicando

que o acido rosmarinico € o componente principal frente a inibicao do DPPH.

Palavras-chave: Acido rosmarinico. Plectranthus ornatus. Cultivo in vitro.



MEDRADO, Hector Hugo Silva. Development of analytical method for determining the
correlation between the rosmarinic acid and hydroxycinnamic acids contents in
Plectranthus ornatus cultivated in vitro. 144 pp. ill. 2015. Master Dissertation — Instituto

de Quimica, Universidade Federal da Bahia, Salvador, 2015

ABSTRACT

Lamiaceae species, genus Plectranthus in particular, has proven to be significant
sources of antioxidants, including the hydroxycinnamic acids, such as rosmarinic acid.
The production of these metabolites can be increased by culturing plant tissue, which
in some cases reaches the production of biomolecules on an industrial scale. This
work was conducted growing Plectranthus ornatus tissue, on MS medium with the
addition of the growth regulator naphthaleneacetic acid (1, 2 and 4 mg L -1) and 6-
benzoaminopurine (2 and 4 mg L-1), aiming overproduction of rosmarinic acid. The
analysis methodology was developed and validated. From the obtained extracts,
analyzes were performed by HPLC-DAD (gradient with methanol and acetic acid
0.1%) and free radical DPPH scavenging tests to evaluate the antioxidant activity. The
cultivation condition that led to the increased production of rosmarinic acid made use
of naphthaleneacetic acid and 6-benzoaminopurine at concentration of 1 mg L™,
reaching the value of 6.2 g kg™ (dry material), an increase equivalent to 96 times
regarding plant grown in nature. The use of only naphthaleneacetic acid 1 mg L™
provided the highest yield of caffeic acid, reaching 401 mg kg”' (dry material). All
extracts were active for inhibition of DPPH free radical, conditions being those derived
from the culture medium with 2 mg L-1 naphthaleneacetic acid and 1 mg L-1 of
naphthaleneacetic acid and 6-benzoaminopurine the lowest ECsy (26.0 and 29.8 ug
ml-1, respectively). The rosmarinic acid content showed a strong correlation (R#> 0.95)
from the logarithmic type with the ECsp, indicating that rosmarinic acid is the main

component facing the inhibition of DPPH.

Keywords: Rosmarinic acid. Plectranthus ornatus. In vitro tissue culture.
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1. INTRODUGAO

O reino vegetal pode ser considerado uma das maiores fontes para
fornecimento de futuros medicamentos, devido principalmente a maior diversidade
de produgédo dos metabdlitos especiais. Medicamentos obtidos a partir de produtos
naturais tém se mostrado uma valiosissima fonte de tratamentos para diversas
enfermidades (HARVEY, 2000).

A familia Lamiaceae contém varios géneros do reino vegetal, abrangendo
espécies como a salvia (Salvia sp.), o manjericao (Ocimum sp.) e a hortela (Mentha
sp.). Uma caracteristica marcante dessa familia € sua ampla utilizagéo etnobotanica.
Diversas espécies de Lamiaceae, como Rosmarinus officinalis, Salvia officinalis,
Ocimum basilicum e Perilla frutescens, tem se mostrado como fontes consideraveis
de acidos hidroxicinamicos, principalmente o acido rosmarinico (ZGORKA e
GLOWNIAK, 2001).

Outro género importante desta familia é o Plectranthus, que tem sido utilizado
contra disturbios dérmicos, digestivos, respiratérios, génito-urinarios, muscular-
esqueléticos infecgbes, febre e dores. Os principais metabdlitos encontrados neste
género sao mono, diterpenoides e sesquiterpenoides, fendlicos simples, acidos
cindmicos e flavonoides.

Todos esses compostos tém exibido atividades biolégicas relevantes em
estudos biomonitorados, como atividade antioxidante e anticolinesterasica
(LUKHOBA et al., 2006). Os acidos cinamicos, dentre eles os isébmeros orto, meta
e para-hidroxi-cindmicos e com maior evidéncia, os acidos cafeico e rosmarinico
possuem atividade antioxidante, como mostram Petersen e Simmonds (2003). Outro
estudo aponta o 4&cido rosmarinico como responsavel pela atividade
anticolinesterasica dos chas de Plectranhus barbatus (FALE et al., 2009).

Diversas doencas tém sido associadas ao desequilibrio de radicais livres
presentes no organismo. Quando presente em excesso, essas espécies quimicas
altamente reativas causam efeitos deletérios, tais como danos ao DNA, proteinas e
organelas celulares, como mitocdndrias e membranas, provocando alteragbes na
estrutura e fungdes celulares e, dessa forma, se encontram envolvidos em diversas

patologias. A busca por fontes de antioxidantes de origem natural tem sido



impulsionada no intuito de restabelecer o equilibrio oxidativo em seres humanos,
animais e alimentos (ALVES et al., 2010).

A busca de novos produtos naturais bioativos tem avangado bastante em
fungdo do desenvolvimento de novas técnicas instrumentais de andlise e
cromatograficas. O isolamento dessas substancias naturais fornece matéria-prima
importante para o preparo de diversos produtos industrializados, a exemplo dos
medicamentos (VIAEIRA JUNIOR, 2005).

A técnica de Cromatografia a Liquido de Alta Eficiéncia (CLAE) tem se
mostrado como uma das mais uteis na separacdo de misturas complexas de
metabdlitos especiais, por exemplo, com colunas de fase reversa. Muitas dessas
substancias ativas sédo produzidas pelos vegetais em quantidades muito pequenas,
por isso € importante a combinagdo com técnicas biotecnoldgicas para que esses
organismos produzam em quantidades comercialmente viaveis os compostos de
interesse.

A cultura de células vegetais € uma técnica biotecnoldgica que consiste na
inducao e proliferacdo de células a partir de um fragmento do vegetal na presenca
de nutrientes e reguladores vegetais. A cultura de células e tecidos pode produzir
compostos idénticos ou similares aqueles presentes na planta in natura. Em alguns
casos, tem se conseguido a produgdo de biomoléculas via cultura de células em
escala industrial. Entretanto, para muitos dos farmacos de interesse a produgédo é
muito baixa ou quase zero em cultura de células vegetais, por isso muitos estudos
buscam otimizar os meios de crescimento e produ¢do ou ainda selecionando-se
linhagens celulares mais produtoras (LOURENCO, 2003).

No acompanhamento do desenvolvimento das culturas de plantulas e células,
as técnicas cromatograficas tem se mostrado eficientes. Entretanto, a necessidade
de se mostrar a qualidade de medi¢cdes quimicas, através de sua comparabilidade,
rastreabilidade e confiabilidade, esta sendo cada vez mais reconhecida e exigida.
Dados analiticos ndo confiaveis podem conduzir a decisdes desastrosas e a
prejuizos financeiros irreparaveis. Para garantir que um novo método analitico gere
informagdes confidveis e interpretaveis sobre a amostra, ele deve sofrer uma
avaliagdo denominada validagdo. A validacdo de um método &€ um processo
continuo que comecga no planejamento da estratégia analitica e continua ao longo de

todo o seu desenvolvimento e transferéncia (RIBANI et al., 2004).



Aliar as técnicas biotecnoldgicas para a produgdo de metabdlitos especiais
aos ensaios biomonitorados de atividade antioxidante e anticolinesterasico, assim
como a determinagéo dos compostos ativos dos extratos reune as vertentes mais
relevantes da pesquisa de quimica de produtos naturais e proporciona uma nova

fonte confiavel de compostos naturais de interesse farmacéutico.



2. OBJETIVOS

2.1 0Objetivo geral

Desenolver método de cultivo in vitro de Plectranthus ornatus para promover a
sobreproduc¢do de acido rosmarinico e, método analitico para verificar a correlagéo
entre os teores desse acido e dos acidos hidroxicindmicos com a atividade

antioxidante.

2.2 0Objetivos especificos

e Desenvolver e validar metodologia analitica para a determinacdo dos &cidos
mono-hidroxi-cinamicos (acido o-hidroxi-cinamico, acido m-hidroxi-cindmico e
acido p-hidroxi-cinamico) acido cafeico e acido rosmarinico;

¢ Realizar o cultivo in vitro de plantulas de Plectranthus ornatus em diferentes
condigbes de cultivo;

e Determinar os acidos mono-hidroxi-cinamicos, acido cafeico e acido
rosmarinico nos extratos de Plectranthus ornatus cultivado in vitro;

e Determinar a atividade antioxidante dos extratos de Plectranthus ornatus
cultivado in vitro através do método de sequestro do radical livre DPPH;

e Comparar os teores dos acidos mono-hidroxi-cindmicos, acido cafeico e acido
rosmarinico entre os espécimes in natura e cultivados in vitro;

e Comparar as atividades antioxidantes dos espécimes in natura e cultivados in
vitro;

e Comparar os teores dos acidos mono-hidroxi-cindmicos, acido cafeico e acido
rosmarinico nos espécimes in natura e cultivados in vitro;

e Comparar os teores dos acidos mono-hidroxi-cinamicos, acido cafeico e acido
rosmarinico nos especimes cultivados in vitro, variando-se a concentracao de
acido naftalenoacético (ANA);

e Comparar os teores dos acidos mono-hidroxi-cinamicos, acido cafeico e acido
rosmarinico nos espécimes cultivados in vitro, variando-se a concentragcéo de

benzoaminopurina (BAP);



e Comparar a atividade antioxidante nos espécimes variando-se as condigées de
cultivo in vitro;

¢ Correlacionar os teores dos acidos mono-hidroxi-cinamicos, acido cafeico e
acido rosmarinico com a atividade antioxidante dos espécimes cultivados in

vitro.



