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CHROMATOGRAPHIC PROFILE OF TWO PLUMBAGINACEAE SPECIES: Plumbago scandens L. AND Plumbago auriculata
LAM. The genus Plumbago belongs to the family Plumbaginaceae, order Plumbaginales. Comparative chemical profile of P.
scandens (native) and P. auriculata (cultivated) was obtained by normal and reversed-phase high performance liquid
chromatography with photodiode array detector. Comparison of the ultraviolet espectra and the retention times for the compounds
allowed to find similar metabolic patterns in roots, stems and leaves. Four flavonoids, one phenolic acid or derivative and the
naphtoquinone plumbagin were comparatively identified to standards.

Keywords: Plumbago auriculata; Plumbago scandens; HPLC/PDA.

INTRODUCAO

Plumbago scandens L. e Plumbago auriculata LAM. (sin.
Plumbago capensis Thunb.) pertencem a familia Plumbaginaceae,
ordem Plumbaginales, superordem Malviflorae!. Essa familia com-
preende cerca de 20 géneros e aproximadamente 500 espécies, apre-
sentando uma ampla distribuicdo geogréfica?.

Plumbago scandens L. é um sub-arbusto escandente, encontrado
em vegetacdo tipica de restinga, caracterizada por ataintensidade lu-
minosa, solo arenoso e vegetacdo herbécea e arbustiva. P. auriculata
LAM. é uma espécie arbustiva origindria da Africa que se apresenta
cultivada em locai's com elevada exposi¢éo a luz e em solo adubado.

Plantas do género Plumbago tém sido usadas na medi cina popu-
lar como anti-reumético, purgativo, contra sifilis e dores de dente®“.
Em trabalho anterior® de quimiossistematica, naftoquinonas e
flavondides foram considerados marcadores quimiotaxonémicos da
ordem Plumbaginales, devido a representatividade e diversidade es-
trutural desses metabolitos. Algumas das atividades bioldgicas atri-
buidas as espécies de Plumbago estéo relacionadas com a presenca
da naftoquinona plumbagina, isolada principamente das raizes®.

A padronizag8o quimica de plantas medicinais pode envolver
técnicas cromatograficas como a cromatografia liquida de alta efi-
ciéncia (CLAE) que permite andlises quali e quantitativas de mistu-
ras complexas com alta resolugdo e sensibilidade.

Gupta e colaboradores’ utilizaram CLAE em silica para a deter-
minagdo danaftoquinonaplumbagina e de um cromeno em Plumbago
zeylanica L., que € uma planta considerada medicinal na india

N&o se encontra na literatura a aplicacdo de CLAE para andlise
de flavondides nas plantas em questdo. No entanto, CLAE em fase
reversa com grupos octil e octadecilsilanos é largamente aplicada
para a andlise de flavondides em material vegetal. Recentemente

*e-mail: s_paiva@far.fiocruz.br

Canela e colaboradores® caracterizaram os flavon6ides em espécies
de Phyllanthus por CLAE com silica modificada com grupo
octadecilsilano sob modo gradiente de composicdo do eluente. A
utilizagdo da cromatografia liquida de alta eficiéncia conjugada a
técnica de deteccdo por varredura de espectro ao ultravioleta € uma
ferramentamuito Gtil na caracterizagao do perfil quimico de plantas,
permitindo caracterizar simultaneamente as substancias constituin-
tes ou seus principais grupos estruturais.

No presente trabalho foram realizadas andlises de naftoquinonas
por CLAE em fase normal pelo sistema similar ao de Gupta e cola-
boradores’ e de &cidos fendlicos e flavondides por CLAE em fase
reversa pelo sistema similar ao trabalho de Canela e colaboradores®
em amostrasde caules, folhaseraizesdeP. scandensL. eP. auriculata
LAM., demodo acaracterizar o perfil cromatografico dessas espécies.

PARTE EXPERIMENTAL
Material Botanico

Para este estudo foram coletadas, no estado do Rio de Janeiro,
duas espécies em época de floragdo da familia Plumbaginaceae,
Plumbago scandens L., nativa, coletada na regido de Buzios, e
Plumbago auriculata LAM., cultivada no campus da Fundag&o
Oswaldo Cruz, na cidade do Rio de Janeiro. A identificag&o do ma-
terial botanico foi realizada por R. J. Paix&0 e as exsicatas encon-
tram-se depositadas no herbério do Museu Nacional, sob os regis-
tros de nimero 194907 e 193592, respectivamente.

Procedimento de extrag&o

Folhas e caules de ambas espécies foram secos, moidos e sub-
metidos a extragdo por maceracdo dindmica com metanol em mesa
giratériamodel o Shaker Bigger Bill com rotagéo de 50 rpm, em tem-
peratura ambiente. Os extratos brutos cloroférmicos das raizes fo-
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ram obtidos através de extracdo das raizes secas e moidas em Soxhl et
por 30 h. O solvente foi eliminado em evaporador rotatorio Biichi
R114, com temperatura de 40 °C, equipado com controlador de vé
cuo e banho refrigerante.

Para as andlises cromatogréficas em silica, aliquotas de extrato
seco foram dissolvidas, sob ultrasom, & concentracdo de 30 mg/mL
com fase mével como solvente e posteriormente filtradas em filtros
de 0,45 um. Para as andlises em fase reversa as amostras foram dis-
solvidas em metanol.

Os solventes foram de grau PA. da Merck para extracdo e para
as andlises cromatograficas de grau HPLC/UV da Merck.

Aparelhagem

Para as andlises cromatogréficas foi utilizado cromatografo li-
quido Shimadzu Class-L C10, equipado com duas bombas L C10AT,
detector por varredura de espectro ao ultravioleta por arranjo de
fotodiodos SPD-M10A e injetor Rheodyne 7725 com volume de

injecdo de 20 pl.
Condicdes da cromatogr afia liquida de alta eficiéncia

As naftoquinonas foram avaliadas por CLAE em fase normal
utilizando coluna Shim-pack CLC-SIL 250x4,6 mm e pré-coluna
Shim-pack CLC-G-SIL 10x4,0 mm, ambos com particulas de silica
de 5 um, e cicloexano-cloroférmio-isopropanol (50:50:1 v/v) como
fase movel avazéo de 1 ml/min. Deteccdo por varredura de espectro
de 250 nm a 600 nm com acompanhamento em dois comprimentos
de onda, 267 nm e 415 nm.

Para andlise de flavondides e substéncias fendlicas utilizou-se
CLAE emfasereversaem colunae pré-colunacom as mesmas dimen-
sbes das anteriores, Shim-pack CLC-ODS e CLC-G-ODS, respecti-
vamente, ambas com fase C18. A composicdo da fase mével variou
em gradientelinear de acetonitrila-dguanas propor¢des de 10:90 v/iv a
70:30 v/v em 60 min. Ambas fases continham 0,05% de é&cido
trifluoroacético. A vazéo da fase movel permaneceu a 1 mL/min.
Deteccdo por varredura de espectro de 200 nm a400 nm com acompa-
nhamento em 3 comprimentos de onda, 220 nm, 260 nm e 340 nm.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A andlise de flavondides por CLAE em fase reversafoi executa
da com gradiente de composi¢ao de fase mével em vistadaricapro-
ducdo de flavondides em ambas espécies, evidenciada pelo nimero
de substancias nos resultados cromatogréaficos aliado a informagao
dos espectros de ultravioleta. Esta metodologia de gradiente com
fase movel acidatambém caracteriza a presenca de acidos fendlicos
e seus derivados nos extratos®. Um cromatogramatipico paraextrato
metandlico de folhas é apresentado na Figura 1.

A similaridade entre os perfis cromatogréaficos obtidos para os
diferentes 6rgaos das duas espéciesfoi avaliada através da compara-
¢80 dos tempos de retencdo dos sinais cromatogréficos observados e
de seus espectros de absor¢do obtidos de 220 a 400 nm, conforme
apresentado na Tabela 1. A identificacdo das substanciasflavonoidicas
e derivados de &cidos fendlicos foi realizada por comparacdo com
banco de dados de padrdes, contendo tempo de retencéo e espectro
no UV obtidos nas mesmas condicgdes®.

Como detalhado na Tabela 1, o flavondide orientinafoi caracte-
rizado nos extratos de caules das duas plantas e de folhas de P.
auriculata, do mesmo modo que quercitrina foi caracterizada nos
extratos de folhas de ambas espécies e de caule de P. auriculata.

Do mesmo modo, caracterizou-se a presenca de outros
flavonoides O-glicosilados ou O-metilados, particulares a cada es-
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Figura 1. Cromatogramastipicosa 220nmdos extr atos metanélicos defolhas
de Plumbago scandens (a) e de P. auriculata (b) em CLAE com coluna Shim-
Pack CLC-ODS 5pm. Fase movel a 1mi/min, ACN-H,O com 0,05% TFA,
10:90 — 70:30 em 60 min. Sinais identificados como na Tabela 1

pécie e parte da planta (Tabela 1), pela similaridade dos espectros
com padrdes de substancias contendo a aglicona correspondente. Na
Figura 2 encontram-se representados os espectros ao ultravioletados
padrdes em comparagdo com os das substéncias identificadas nos
extratos.

Aforaestas classes de metabolitos, a andlise comparativa do per-
fil cromatogréfico dos extratos metandlicos de folhas e caules de P.
scandens e P. auriculata, bem como dos extratos cloroférmicos de
raizes das duas espécies, demonstrou que as plantas apresentam per-
fis cromatogréficos peculiares para cada 6rgdo. A andlise dos tem-
pos de retencdo relacionados na Tabela 1, comparada com os espec-
tros de ultravioleta das substancias, demonstrou algumas diferencas
em relagdo a producdo de metabolitos pelas espécies em questdo. Na
CLAE em fase reversa observa-se 5 substancias que estdo presentes
nos caules das duas espécies, 0 mesmo acontecendo nos resultados
obtidosem andise por CLAE em fasenormal (Tabela2). P. auriculata
apresenta maior nimero de substancias, dentre as detectadas, tanto
nas folhas, como também no caule e nas raizes, o que foi evidencia-
do através do nimero de sinais nos cromatogramas. Esses resultados
confrontam as observacOes apresentadas por Larsson e colaborado-
res®, nas quais a quantidade de substancias fendlicas aumentam em
plantas sujeitas a altas taxas de luminosidade e baixa disponibilida-
dede nutrientes. Assim sendo, umavez estando P. scandens sujeitaa
maiores pressdes ambientai s sendo originaria de ambiente pobre em
nutrientes, sujeito aaltastaxas deluminosidade e temperatura, deve-
ria portanto exibir maior diversidade metabdlica, destacando os pro-
dutos que pudessem atuar como defesa a radiagdo solar.

A partir dos dados apresentados na tabel a € possivel observar, na
comparagdo entre as duas espécies, que ocorre maior equivaléncia
quimica nas folhas pela similaridade dos sinais cromatograficos e
Seus respectivos espectros, além da presenga de substancias
flavonoidicas. Este resultado referenda a peculiar proximidade
taxonémica das plantas através do seu metabolismo secundério.

A andlise de naftoquinonas por CLAE em fase normal foi execu-
tada no modo isocrético porque a utilizagdo do modo gradiente im-
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Tabela 1. Sinais cromatograficos em andlises de extratos metandlicos de Plumbago scandens e P. auriculata por CLAE com coluna Shim-
Pack CLC-ODS 5um. Fase movel, a Iml/min, ACN-H,O com 0,05% TFA, 10:90 — 70:30 em 60 min. Substancias nas diferentes partes da

planta caracterizadas pela similaridade dos espectros ao ultravioleta

Sinal Tempo de Provéveis Comprimento de onda (nm) Partes da planta®
retencéo (min) Substéncias deteccéo maximos no espectro P. scandens P. auriculata
1 2,80 220 204 f,c f,c
2 3,02 260 210, 264 f f,c
3 3,75 220, 260 201, 265 - f,c
4 4,55 220, 260 225, 273 f,c f,c
5 5,31 220, 260 214, 255 - f,c
6 10,14 220, 260, 340 229, 250, 255, 295 - c
7 10,43 220 207, 273 c -
8 10,50 &cido fendlico 220, 340 217, 330 f,c -
9 11,09 220, 260, 340 231, 252, 258, 295 - c
10 11,43 220, 260, 340 229, 250, 256, 295 - f
11 12,16 220, 260 215, 264 - c
12 12,49 220, 260, 340 230, 252, 258, 295 - f
13 12,97 220, 260, 340 218, 289, 310 f -
14 13,10 220, 260 207, 220, 262, 293 - c
15 13,15 220, 260, 340 212, 270 c -
16 13, 47 220, 340 215, 315 f -
17 13,83 220, 340 213, 276, 300 c -
18 13,90 220 220, 264, 290 - f,c
19 14,19 220 220, 301, 312 - f
20 14,30 340 210, 232, 315 - f
21 14, 67 220, 260, 340 217, 262, 335 f,c -
22 15,34 220, 260, 340 215, 266, 347 f,c -
23 15,93 220, 260, 340 216, 262, 348 - f
24 16,41 220, 260, 340 228, 271, 342 f -
25 16,87 orientina 220, 260, 340 256, 268, 351 c f,c
26 17,47 220, 340 214, 260, 270, 344 -
27 17,84 vitexina-O- protegido? 220, 260, 340 216, 271, 336 f f
28 18,51 220, 260, 340 252, 265, 339 - f,c
29 19,19 220, 260, 340 216, 271, 339 f,c f,c
30 20,36 220, 340 206, 254, 268, 349 - f
31 22,16 quercitrina 220, 260, 340 205, 258, 349 f,c f,c
32 23,10 220, 260, 340 217, 267, 346 f -
33 23,35 220, 260, 340 216, 266, 346 f,c -
34 23,21 apigenina-O- protegido? 220, 260, 340 206, 268, 336 - f
35 25,93 340 207, 269 340 - f,c
36 30,20 340 212, 313 - f
37 33,51 340 269, 333 - f,c
1. f: folhas, c: caules; 2. Possivelmente O-glicosilado ou O-metilado.
a) '_7' X b) 7\,
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Figura 2. Espectrosao ultravioleta das substanciasidentificadas em comparagdo com padres (--). (a) Orientina; (b) Vitexina-2-O-rhamnosideo; (c) Quercitrina;
(d) Apigenina 7-O-glucosideo; (€) Vitexina; (f) Acido clorogénico



720 Paiva et al.

Quim. Nova

Tabela 2. Sinais cromatogréficos em andlises de extratos metandlicos de folhas, caules e extratos cloroférmicos de raizes de Plumbago
scandens e P. auriculata por CLAE com coluna Shim-Pack CLC-SIL 5pm. Fase mével, a 1ml/min, cicloexano:clorof drmio:isopropanol em
eluicdo isocratica 50:50:1 v/v. Substancias nas diferentes partes da planta caracterizadas pela similaridade dos espectros ao ultravioleta

Sinal Tempo de Provaveis Comprimento de onda (nm) Partes da planta®
retencdo (min) Substancias deteccéo maximos no espectro P. scandens P. auriculata

1 311 267, 415 458 f -
2 3,35 267, 415 407 f,c f
3 3,36 267, 415 281 r r
4 3,56 267 269 - c
5 3,62 267 409 c -
6 3,85 quinona 267, 415 281, 425 r r
7 3,86 quinona 267 2717, 407 f -
8 3,90 quinona 267 280, 403 - f,c
9 4,15 plumbagina 415 263, 409 Cr Cr
10 4,28 267 413 f -
11 4,43 quinona 267, 415 296, 405 f -
12 4,96 quinona 267 277, 415 - c
13 5,22 267 275 c c
14 5,59 267, 415 269, 360, 409 - f,c
15 6,25 267, 415 411 f,c f
16 6,58 267, 415 411 f,c f,c
17 7,07 quinona 267 273, 415 - c
18 7,20 267, 415 439 f f,c
19 7,70 267, 415 405 c -
20 7,72 267, 415 439 - f
21 7,82 415 421, 437 f -
22 8,17 267, 415 335, 407 - c
23 8,54 415 415 f -
24 9,12 quinona 267 267, 413 - c
25 9,49 267 267 - r
26 9,58 415 411 c
27 9,82 267 269 - r
28 9,82 267, 415 370, 437 - c
29 10,43 quinona 267 265, 411 f f
30 10,94 267, 415 411 f f
31 11,20 415 417, 439 - c
32 11,26 267 273 - r
33 11,93 267, 415 437 f f
34 12,54 267, 415 410 f f,c
35 12,98 267 273, 302 - r
36 13,37 267 259, 339 c -
37 13,40 267 439 f f
38 14,22 267, 415 413 - f,c
39 15,07 267 284 - r
40 15,60 267, 415 417, 454, 482 f -
41 15,64 267, 415 409 - f,c
42 16,92 267, 415 437 r -
43 18,49 267, 415 288, 376 - r
44 18,92 267, 415 439 - f
45 19,72 415 403 f
46 23,21 267 269, 333 r r

1. f: folhas, c: caules, r: raiz.

plicaria em alteracdo significativa da linha-base devido a alta absor-
¢80 ao ultravioleta dos solventes. O método foi desenvolvido partin-
do da composicéo da fase mével conforme o método de Gupta e
colaboradores’ e modulando amesma, de modo a obter melhor reso-
lugdo entre as substancias. Os dados cromatogréficos e espectro-
métricos obtidos foram analisados como descrito para substancias
fendlicas. A produgdo de quinonas pelas espécies em questéo (Tabe-
la 2) foi comprovada através da comparacdo dos espectros obtidos
com o da naftoquinona plumbagina padrdo. Um cromatograma tipi-
co para extrato metandlico de folhas em CLAE em fase normal é
apresentado na Figura 3.

Como detal hado naTabela 2, foram caracterizadas nove quinonas,
incluindo a naftoquinona plumbagina que foi encontrada nos caules
e raizes de ambas espécies. A andlise por CLAE em fase normal
novamente demonstra a maior producédo de metabolitos em P.

auriculata, confirmando o que ja havia sido verificado na andlise
por CLAE em fase reversa

A presenca de quinonas foi observada em todos os 6rgéos das
plantas em estudo, entretanto foram verificadas diferengas significa-
tivas relativas aos 0rgaos de maior ocorréncia dessas substancias.
Em P. auriculata hé& predominéancia de quinonas nos caul es, enquan-
to em P. scandens o maior nimero de substancias dessa classe meta-
bolicafoi caracterizado nas folhas.

Em trabalho anterior’?, a substancia plumbagina havia sido iso-
lada através de metodol ogia fitoquimica classica e caracterizada por
métodos espectrométricos. Essanaftoquinonafoi caracterizadacomo
produto majoritario produzido nas raizes de P. auriculata e P.
scandens, representando cerca de 12% a 20% do extrato bruto.

A plumbaginafoi caracterizadaem CLAE em fase normal apre-
sentando tempo de retencdo de aproximadamente 4min (Tabela 2).
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Figura 3. Cromatogramas tipicos a 267nm dos extratos cloroférmicos de
raizes de Plumbago scandens (a) e de P. auriculata (b) em CLAE com coluna
Shim-Pack CLC-SL 5 um. Fase mbvel a 1ml/min, cicloexano: cloroférmio:
isopropanol em elui¢do isocratica 50:50:1 v/v. Snais identificados como
na Tabela 2

Sua identificagdo foi realizada através da injecdo de seu padréo e
posterior comparagdo espectrométrica (Figura 4).

CONCLUSAO

Perfis cromatogréficos de folhas, caules e raizes de Plumbago
auriculata e P. scandens foram caracterizados por CLAE em fase
normal e em fase reversa para estudos de padronizag&o quimica des-
tas plantas, visando principalmente flavondides e naftoquinonas.
Plumbago auriculata demonstrou maior representatividade para as
classes quimicas analisadas, além de umamaior produgdo metabdli-
ca. Com aidentificacdo da presenca de quatro flavondides, um écido
fendlico ou derivado e da naftoquinona plumbagina, além da carac-
terizac8o de outras oito quinonas, o presente trabalho veio reafirmar
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Figura 4. Espectro de absor¢&o ao ultravioleta da naftoquinona plumbagina

os dados j& obtidos em estudos anteriores de quimiossistemética da
ordem Plumbaginales. A naftoquinonaplumbagina, presente em gran-
de quantidade nas raizes de ambas espécies pode indicar um desvio
metabdlico para sua producdo, que deve apresentar uma funcdo bas-
tante significativa nessas espécies.
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