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Introducéo

VariacBes temporais e espaciais no conteldo total,
bem como as proporcdes relativas, de metabdlitos
secundarios em plantas ocorrem em diferentes niveis.
No entanto, estudos sobre estas variacbes e o0s
fatores que as determinam tém sido realizados quase
que exclusivamente com espécies de clima
temperado e que ja foram submetidas a pressfes
seletivas antropicas.

A caréncia de estudos nesta area com espécies
endémicas brasileiras nos levou a desenvolver uma
metodologia de extracdo e analise por CLAE para o
estudo de possiveis variagdes sazonal, circadiana e
interpopulacional na produgcdo dos metabdlitos
secundarios majoritarios das folhas de L. ericoides,
uma espécie endémica do cerrado de GO e MG e
amplamente utilizada na medicina popular destas
regides como antiinflamatério e analgésico topico.

Resultados e Discussao

As metodologias de extracdo e analise foram
desenvolvidas e otimizadas utilizando-se 3 diferentes
amostras de L. ericoides, provenientes de populacdes
distintas.

Preparo e extracdo: o aterial a ser analisado € seco
em estufa a 40°C por 48h e entdo as folhas séo
retiradas e processadas em moinho analitico. 20mg
das folhas moidas s@o extraidos com 3mL de
MeOH/H20 9:1 contendo o padrdo interno cumarina
(15ng/mL), em banho de ultra-som por 10 minutos.
500 do extrato sdo entdo particionados com igual
volume de Hex e entdo centrifugado a 12009 por 10
minutos, para uma rapida e eficiente separacdo das
fases. Uma aliquota da fase hidro-alcodlica é entédo
filtrada através de membrana de acetato de celulose
(0,45mm) diretamente para um frasco do auto-injetor
do sistema de CLAE. O método de extracdo é capaz
de extrair todos o0s metabdlitos majoritarios
aproximadamente na mesma proporcao: 90%.

Analise por CLAE: 20ni do extrato séo injetados em
uma coluna Hypersii ODS, com pré-coluna
equivalente. Utiliza-se fluxo de 1,6 mL/min e como
fase-mével ACN/MeOH/HAc 88:10:2 (bomba B) e
H20O/HAc 98:2 (bomba A), no seguinte gradiente de
eluicdo: 0,01min — 8%B; 35min — 20%B; 65min —
28%B; 95min — 37%B; 135min — 55%B; 145min —
100%B. Utiliza-se um detector com arranjo de diodos
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(DAD) e os cromatogramas séo registrados a 270 e
325nm.

Até o momento, através de injecdes, co-injecbes e
comparacéo de espectros UV de padrées auténticos,
foram identificados 12 dos 29 picos ocorrentes nos
perfis cromatograficos obtidos para as 3 diferentes
amostras de L. ericoides utilizadas.

Foram construidas curvas de calibracdo para 7 das
substancias majoritarias, as quais representam todas
as classes de metabdlitos secundéarios ocorrentes na
espécie. Sao elas: vicenina-2 (1), 6,8-di-C-3-
glicopiranosil-crisina ), acido 4,5-di-O-E-
cafeoilquinico (3), 4,5-diidro-15a-lychnopholideo (4),
4,5-diidro-15R3-desoxigoyazensolideo  (5), 16a-(1-
metilprop-1Z-enil)-eremantolideo (6) e pinostrobina (7).
A metodologia foi validada® e os resultados obtidos
constam na Tabela 1.

Tabela 1. Resultados obtidos para os parametros
avaliados na validagdo do método analitico.

substancia 1 2 3 4 5 6 7
parametro

LDmin 020202 02]02]|02]02
(ug/mL)

LQmin 202020 10| 10]|10]|20
(ug/mL)

LQmax 1010|120 10| 20|10 |10
(mg/mL)

CVo%intra- | g | 25 | 23 | 1.8 | 20 | 22 | 27
ensalo

Cvobinter- | 53| 59 | 43 [ 31|34 |35 |38
ensalo

exatidao % 52 | 48 [ 64 | 55| 32|41 | 73

Conclusdes

A metodologia de extracdo e analise desenvolvida
apresentou, em todos os parametros analisados para
a validagdo, resultados considerados satisfatorios
para cs propositos deste estudo. Até o momento, 12
dos 29 picos cromatograficos ocorrentes nos
individuos analisados foram identificados e curvas de
calibragcao foram construidas para 7 deles.
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