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RESUMO

No ambito da quimica de produtos naturais, a busca por compostos com atividades
biologicas ¢ de suma importancia, uma vez que podem apresentar propriedades que propiciam
o combate a patologias. Desta forma, este trabalho teve como objetivos realizar o estudo
fitoquimico para a identificacdo e isolamento de metabolitos secundarios presentes nos extratos
hexanico e metanolico das folhas (EH-F e EM-F, respectivamente) de Endlicheria paniculata
(Lauraceae), com vista na sele¢ao de moléculas bioativas. A prospeccao fitoquimica apresentou
resultados positivos para os reveladores NP/PEG, AICls, Liebermann Burchard e sulfato cérico,
apontando a presenca de terpenos, flavonoides, fenilpropanoides e esterdis nos extratos
hexanicos (EHF) e metandlicos (EMF). Com base nos cromatogramas obtidos por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) foi possivel verificar através dos perfis
cromatograficos, que o EHF era o mais promissor para o procedimento subsequente e desta
forma foi submetido a uma separagdo cromatografica em coluna empacotada com silica gel e
eluido com uma mistura de solventes em gradiente de polaridade crescente (hexano/acetato de
etila (AcOEt)/metanol (MeOH)). Foram agrupadas trés fragcdes que apresentavam o mesmo
perfil cromatografico e a partir destas fragdes foram isolados trés compostos. Com base nas
analises de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN de 'H) e carbono (RMN de '*C)
e pela andlise por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM) destes
compostos, foram identificadas duas neolignanas (O-metildesidrodieugenol B (1) e o

desidrodieugenol B (2)) e o B-sitosterol (3).

PALAVRAS-CHAVE: Endlicheria paniculata, neolignanas, espectrometria de massas,

fitoquimica.



ABSTRACT

In the context of natural products chemistry, the searching for compounds with
biological activities is of utmost importance, since they may present properties that help fighting
pathologies. Thus, this work aimed to carry out a phytochemical study to identify and isolate
of secondary metabolites present in hexanic and methanolic extracts of the leaves (EH-F and
EM-F, respectively) of Endlicheria paniculata (Lauraceae), aiming at the selection of bioactive
molecules. The phytochemical prospection showed positive results for NP/PEG, AICl;,
Liebermann Burchard and ceric sulfate reagents, pointing out the presence of terpenes,
flavonoids, phenylpropanoids, and sterols in the hexanic (EHF) and methanolic (EMF) extracts.
Based on the chromatograms obtained by high-performance liquid chromatography (HPLC) it
was possible to verify through the chromatographic profiles, that the EHF was the most
promising for the subsequent procedure and thus was submitted to chromatographic separation
on a packed column with silica gel and eluted with a mixture of solvents in a gradient of
increasing polarity (hexane/ethyl acetate (AcOEt)/methanol (MeOH)). Three fractions with the
same chromatographic profile were pooled, and three compounds were isolated from these
fractions. Based on hydrogen ('"H NMR) and carbon ('*C NMR) nuclear magnetic resonance
analyses and gas chromatography coupled to mass spectrometry (GC-MS) analysis of these
compounds, two neolignans (O-methyldehydrodieugenol B (1) and dehydrodieugenol B (2))

and B-sitosterol (3) were identified.

KEYWORDS: Endlicheria paniculata, neolignans, mass spectrometry, phytochemistry.
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1 INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

O emprego de plantas para fins medicinais ¢ uma pratica consideravelmente antiga,
sendo encontradas evidéncias sobre tal pratica nos primordios da civilizagdo. Na China, por
exemplo, existem registros de cultivo de plantas medicinais no periodo de 3000 a.C. Ainda se
encontraram evidéncias de cultivos realizados pelos egipcios, assirios e hebreus em 2.300 a.C.,
onde esses cultivos eram utilizados para producao de vermifugos, purgantes, cosméticos,
diuréticos, produtos liquidos e gomas. Essas plantas foram detalhadamente descritas, assim
como suas finalidades em livros encontrados em templos egipcios (COAN e MATIAS, 2013).

No periodo da colonizagdo do Brasil, o tratamento das patologias por meio de plantas
medicinais era restrito aos indios e seus pajés. A populacdo em geral, no entanto, utilizava
medicamentos provindos de importagdes, principalmente da Europa. Foi necessario muito
tempo para que as plantas nativas do territdrio brasileiro utilizadas por sua populacdo no
tratamento de diversas patologias, fossem de conhecimento mundial. Inimeros extratos eram
utilizados em territorio nacional, desde os primeiros séculos da colonizagdo, como forma de
tratar doengas locais, sendo em sua maioria, medicamentos fitoterapicos (BRUNING,
MONSEGUI e VIANNA, 2012). De acordo com GRAMS (1999), ao longo dos anos a crenga
popular de que uma simples planta funcionava para tratar doengas aos poucos foi substituida
pelo forte apelo dos remédios, que por sua vez, causavam certa atragao nos pacientes devido a
promessa de cura rapida e total.

A evolucao dos medicamentos vem ocorrendo desde o século XIX, no entanto, em
populagdes carentes, condi¢des adversas impediam o acesso a hospitais, € consequentemente a
tratamentos. Assim, o tratamento por meio da utilizagao de plantas medicinais era mais viavel,
conforme dados da Organizacdo Mundial da Saude (OMS) no inicio da década de 1990, cerca
de 65-80 % da populacao dependia das plantas medicinais (VEIGA et al., 2005). O termo planta
medicinal ¢ definido pela OMS como todo e qualquer vegetal que possui, em um ou mais
orgaos, substancias que podem ser utilizadas com fins terapéuticos ou que sejam precursores
de farmacos semissintéticos (ZHANG, 1998).

As evidéncias sobre as propriedades medicinais de determinadas espécies de plantas
contribuem de forma significativa para a realizagdo de estudos cientificos com o proposito de
avaliar as propriedades terapéuticas (MACIEL, 2002). As plantas s3o comumente utilizadas em

pesquisas por possuirem principios ativos (metabolitos secundérios) com aplicagdes
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farmacoldgicas significativas, tais como antitumoral, anti-inflamatoria, antibidtica e
antiparasitaria (YUNES e CECHINEL FILHO, 2001; AHMAD, AQIL, OWALIS, 2006).

Atualmente, existem diversas classes de medicamentos disponiveis que sao derivados
de produtos naturais, como por exemplo, a morfina e codeina de Papaver somnifera
(Papaveraceae), taxol de Taxus brevifolia (Taxaeae), teofilina de Camellia sinensis (Theaceae),
atropina de Atropa beladona (Solanaceae) e quinino de Cinchona officinallis (Rubiaceae) (QI
e KELLEY, 2014).

Um estudo realizado sobre os novos medicamentos langados entre 1981 € 2019, mostra
que cerca de 65% deles sdo inspirados em produtos naturais (Figura 1), sendo que o
medicamento final ndo € necessariamente o composto quimico isolado a partir de uma planta,
mas pode ser um derivado semissintético ou totalmente sintético, baseado em um produto
natural ou no estudo do comportamento de algum composto de origem natural (NEWMAN e

CRAGG, 2020).

Figura 1 - Farmacos langados em 38 anos (1981-2019).

S*/NM, 207,11 Y, 142,75 B,346, 18,4

S/NM, 217, 11.5 “§
ND, 356, 18.9

S, 463, 24.6
=B =N =NB =ND =S S/NM =8* =8*NM =V
Nota: B-produto bioldgico; V- vacina; S-totalmente sintético; S*-totalmente sintético, mas seu farmacéforo é
baseado em produto natural; N- produto natural; ND-produto natural semi-sintético; NM- compostos concebidos
a partir do conhecimento adquirido do estudo de determinado produto natural; NB — produto botanico natural.

Fonte: NEWMAN e CRAGG, 2020.

A partir da analise do grafico apresentado na Figura 2, tem-se as fontes utilizadas na

confec¢do de medicamentos langcados no periodo de 1981 a 2019, onde pode ser visto
15
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claramente que em 1981 o uso de fontes biologicas era nulo, enquanto que no cenario mais

atual, em 2019, a maior fonte utilizada ¢, justamente, a bioldgica.

Figura 2 - Fontes de farmacos langados no periodo de 1981-2019.

90
80

70 |
a0 p

b
1
1
|
|
L}
il
| ]
|
1
| B |
==
(N |
[ |
L B ]
I'm.
1 .

- - B
1981 m
1982 mm
1983 m
1984 ®
1985
1986 mmm
1987 ==
1088 =
1989 mm
1990 mm
1991 m=m
1992 mmm
1993 =
1994 mmm
1995 m
1996 ==
1997 =
1998 ===
1999 mm
2000 m
2001 —
2002 =
2003 - I
2004 = u
2005
2006 =
2007 n—
2008 ==
2009 ==
2010
2011 ==
2012 -
2013 = |
2014 —
2015 NE—
2016 —
2017 —
2018 TE—
201909 —

EB BN mNB END =S ' S/NM mS* mS*/NM mV
Nota: B-produto bioldgico; V- vacina; S-totalmente sintético; S*-totalmente sintético, mas seu farmacéforo ¢
baseado em produto natural; N- produto natural; ND-produto natural semi-sintético; NM- compostos concebidos
a partir do conhecimento adquirido do estudo de determinado produto natural; NB — produto botanico natural.

Fonte: NEWMAN e CRAGG, 2020.

Analisando os dados referentes ao ano de 2014, apresentado na Figura 2, pode-se
verificar que a maior fonte para a elaboragdo de medicamentos foi de origem biologico, como
foi citado anteriormente, sendo estes compostos constituidos por peptideos ou proteinas
bioldgicas, macromoléculas, que pode ter sido isolado de um organismo ou produzida
sinteticamente. Seguido entdo por produtos naturais, produtos estes nomeados como “droga
botanica”, que podem ser derivados de fontes naturais, produtos sintéticos, produtos sintéticos
que tiveram seu grupo farmacoforico baseados em um de origem natural, e por ultimo, tem-se
as vacinas (NEWMAN e CRAGG, 2020).

Desta maneira, o Brasil possui grande importancia na pesquisa de novos produtos
naturais devido a sua ampla regido litoranea e de sua flora. O territorio brasileiro possui uma
parcela em torno de 15 % a 20 % da biodiversidade do planeta e ¢ dividido em seis biomas:
Mata Atlantica, Amazonia, Caatinga, Pampa, Pantanal e Cerrado (BRASIL, 2014; PINTO,
2002).

Como exemplo de uma espécie presente no Brasil e com pouco estudo, temos a

Endlicheria paniculata, pertencente a familia Lauraceae (Angiospermas). Estudos anteriores
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realizados com o extrato etandlico dos galhos desta espécie apresentou atividade antifingica

contra Cladosporium sphaerospermum (CARDOSO-LOPES et al., 2008).

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 METABOLISMO VEGETAL

Como decorréncia da imobilidade das plantas, uma série de adaptagdes tiveram que ser
realizadas para que elas pudessem se desenvolver sem que suas células e processos fisiologicos
primarios sofressem alteragdes, uma vez que sdo afetadas por processos bidticos e abiodticos
com o passar do tempo (PERES, 2004).

O metabolismo primario (central) ¢ a conjuncdo de reagdes quimicas relacionadas na
transformagdo de moléculas de nutrientes nas unidades que constituem essencialmente as
células, tendo importancia na manutengdo fundamental da sobrevivéncia e desenvolvimento
celular (WATSON, 1965; DIXON, 2001). Tem-se dentre eles, aglicares, aminoacidos, acidos
graxos, lipidios e nucleotideos, além de moléculas maiores, que sao sintetizados a partir destes,
como polissacarideos, proteinas e membranas do acido ribonucleico (RNA) e acido
desoxirribonucleico (DNA). Tais compostos encontrados nas plantas apresentam constituintes
quimicos diversos, os quais variam conforme a familia, género e espécie, onde geralmente,
apresenta-se uma determinada caracteristica quimica ou uma mistura dela (BELL e
CHARLWOOD, 1980; BORGES ¢ AMORIM., 2020).

Em contrapartida, os metabdlitos secundarios (especializado) agregam vantagens para
sua sobrevivéncia. Por ndo apresentarem aplicacdes essenciais na manutencao das células, eles
sdo encontrados em pequenas quantidades, sendo seu metabolismo e bioquimica especificos,
apresentando desta forma caracteristicas Unicas, atuando como elementos de diferenciacdo e
especializacio (SIMOES et al., 2010). Compostos estes que apresentam fungdo contra a
herbivora, ataque de patdogenos, competi¢cdo entre plantas, e atracdo de organismos benéficos,
como polinizadores, dispersores de sementes e microrganismos simbiontes. Esses metabolitos
secundarios também possuem agdo preventiva em relacao a estresses abioticos, como mudanga
de temperatura, composi¢ao da agua, exposi¢ao a luz e raios ultravioleta (UV) e faltas de
nutrientes (PERES, 2004).

Desta forma, os metabolitos secundarios despertam grande interesse devido a sua vasta

possibilidade de apresentarem atividades farmacoldgicas, sendo importante nao s6 para a area
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farmacéutica, mas também para as areas alimenticia, agronomica, perfumaria, dentre outras

(PEREIRA e CARDOSO, 2012). A Tabela 1 expressa algumas das caracteristicas pertencentes

a cada tipo de metabolismo.

Tabela 1 - Caracteristicas dos metabolitos primario e secundario.

Caracteristicas Metabolismo primario Metabolismo secunddrio
Envolvem etapas de fixagdo de Envolvem as etapas de
Etapas carbono e nitrogénio, catabolismo e anabolismo metabolico a partir
metabdlicas anabolismo de metabolitos primarios de precursores oriundos do
(macromoléculas) metabolismo priméario
Processos ndo necessariamente
o ‘ essenciais a vida, mas que
Papeéis Processos essenciais a vida e a
. garantem vantagens para a
metabdlicos manutengao dos seres vivos . .
sobrevivéncia, perpetuagdo e
diferenciagdo das espécies
Defesa contra herbivoros e
microrganismos, prote¢ao
Degradagao de macromoléculas, _
) o contra raios UV, atracdo de
fornecimento de energia livre, o o .
Fungoes ) animais polinizadores, acdo
o fornecimento de precursores o o
fisiologicas S . alelopatica (inibe a respiragdo e
biossintéticos e anabolismo de '
_ o germinagdo de outras plantas) e
metabolitos primarios )
resposta ao estresse devido ao
ataque microbiano
o ) ) Distribuicao restrita entre as
Distribuicdo Distribuigdo difusa entre as espécies .
espécies
Flavonoides, taninos,
Exemplos Carboidratos, lipideos, proteinas cumarinas, alcaloides, 6leos

essenciais

Fonte: adaptado de LEITE, 2009.
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Geralmente encontra-se trés vias biossintéticas para a formacdo de metabolitos
secundarios, sendo pertencentes a grupos como de compostos fenolicos, alcaloides e terpenos,
que possuem aplicagdo na defesa de estresses bidticos e abiodticos (TAIZ e ZEIGER, 2009;
PERES, 2004). Como destaque, podemos citar as neolignanas e os esterdis, que foram os

metabolitos secundarios isolados nos extratos da espécie estudada.

2.1.1 Neolignanas

As lignanas pertencem a classe dos compostos fenodlicos e sdo dimeros de
fenilpropanoides. Sao estruturas diméricas que ocorrem por meio de uma ligacdo fe B’ (8 e
8), entre duas unidades de fenilpropanoides (Figura 3). As unidades de fenilpropanoides podem
diferir na substituicao do anel aromatico (C1-C6) e no grau de oxidagdo de suas cadeias laterais
(C7-C9). A nomenclatura destes mondmeros ocorrem partindo da numeragcdo do anel
aromatico, C1-C6, seguido pela cadeia do grupo propil, C7-C9, sendo que a ligagdo entre estes

grupos ocorre por meio dos atomos C1 ¢ C7 (TEPONNO at al., 2016, ZALESAK et al., 2019).

Figura 3 - Formagao das lignanas.

9
)
=3

:
L Dimerizagio

2X 5 6 6

Unidade fenilpropanoide Ligacdo - 8,8'
Fonte: Adaptado de ZALESAK et al., 2019.

Ja as neolignanas sdo compostos que possuem dois monomeros fenilpropanoides
conectados por posigdes diferentes dos carbonos C8-C8’, podendo ser até mesmo uma ligagao

tipo éster (ZALESAK et al., 2019) (Figura 4).
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Figura 4 - Exemplos de neolignanas.

9
X
=t

Dimerizacio

Unidade fenilpropanoide

8,3' - neolignana

Fonte: Adaptado de ZALESAK et al., 2019.

As neolignanas sao utilizadas desde os primérdios da humanidade, seja presente nos
extratos vegetais ou como remédios. Devido aos avancos na determinagao estrutural e atividade
bioldgica, a esta classe de compostos ¢ atribuida diversas atividades biologicas, onde dentre as
atividades podemos destacar a bactericida, antiviral, anticancerigena, anti-inflamatoria,
antialérgica e no tratamento de diversas doencas como osteoporose, obesidade, diabetes,
cardiovascular, Parkinson e Alzheimer (ZALESAK et al., 2019).

Trés neolignanas, a acuminatina (Figura 5a), denudatina B (Figura 5b) e puberulina D
(Figura 5c¢), originadas da Piper betle, mostraram inibicao da bomba de efluxo de antibioticos
multidrogas Nora. Ao se estudar os mecanismos de acdo utilizando a Escherichia coli,
verificou-se que estas moléculas agem causando danos 8 membrana microbiana (ZALESAK et

al., 2019).
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Figura 5 — Neolignanas com atividade antibiotica.
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Fonte: Adaptado de ZALESAK et al., 2019.
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No caso da melaleuca A, B e C (Figura 6), constatou-se atividade contra a

Staphylococcus aureus e Staphylococcus aureus resistente a meticilina (SARM),

sém

apresentar diferencas na atividade entre as cepas resistentes a meticilina € ndo resistentes

(ZALESAK et al.,, 2019). A meticilina ¢ usada no tratamento de infec¢des causadas por

bactérias Gram-positivas susceptiveis, como os organismos produtores de beta-lactamase,

como o Staphylococcus aureus. E essas moléculas surgem como alternativa para o tratamento

dessas cepas de Staphylococcus aureus resistentes a meticilina.

Figura 6 — Neolignanas com atividade contra antibiotica contra Staphylococcus aureus.

(a) Malaleuca A (b) Malaleuca B (c) Malaleuca C

Fonte: Adaptado de ZALESAK et al., 2019.

Algumas neolignanas como o mirislignano (Figura 7 — a), mirislignanometina E,

maceneolignano H, licarina A, licarina B (Figura 7—b) e 5’-metoxicarina B se mostraram ativas
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contra Streptococcus paneumoniae, um importante causador da meningite € pneumonia

(ZALESAK et al., 2019).

Figura 7 - Estrutura do mirislignano E e licarina B.

(7]
e Oide
. O

{(a) Mirislignano E {(b) Licarina B
Fonte: Adaptado de ZALESAK et al., 2019.
As difenneolignana A e B (Figura 8 — a e b, respectivamente) que foram isoladas da
lllicium difengpi mostraram atividades anti-HIV-1 promissoras em um ensaio de efeitos

citopaticos. Enquanto que a neolignana Pahangine A (Figura 8 — c) apresentou atividade

antiviral contra o virus da dengue (SULAIMAN et al., 2018).

Figura 8 - Neolignanas com atividades antivirais.

(c) Pahangine A

Fonte: Adaptado de ZALESAK et al., 2019.
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Quando se aborda o tratamento de canceres, duas neolignanas podem ser citadas, como
o egonol e homoegonol (Figura 9), que foram isolados a partir do extrato de Styrax
camporumforam, ¢ foram testadas frente a diversos tipos de cancer, como melanoma, cancer de

mama (MCF-7), cancer de figado (Hep-G2), HeLa e MO59 J (DE OLIVEIRA et al., 2016).

Figura 9 - Estruturas do (a) Egonol e (b) Homoegonol.

HO G | HO
o °>
OCH; o

{(a) Egonol (b) Homoegonol

OCH,

Fonte: Adaptado de DE OLIVEIRA et al., 2016.

2.2 FITOESTEROIS

Os esterodis sdo lipidios que possuem um nucleo esteroide composto por quatro anéis
chamados cicloperidrofenantreno, sendo diferenciados pela mudanca da cadeia lateral. Os
esterois de origem vegetal sdo conhecidos como fitosterdis, e desta forma podem ser ingeridos
por meio de alimentos naturais. A Autoridade Europeia para a Seguranca dos Alimentos
(EFSA) recomenda o consumo cerca de 1,5 — 2,4 gramas por dia para promover a reducao de
colesterol do sangue. Sdo fontes ricas em lipidios os alimentos tais como nozes, sementes de
gergelim, amendoins, incluindo também legumes, frutas e graos em geral. No entanto a maior
fonte atualmente s3o os componentes insaponificaveis de 6leos vegetais, como o de soja, canola
e girassol, onde obtém-se 100-500 mg de fitoester6is/100 g de 6leo, encontrados em sua forma
livre ou esterificada. Os principais fitoesterdis encontrados comumente na dieta da populagao
sdo o B-sitosterol, campesterol e estigmasterol (Figura 10) em quantidades de 65%, 30% e 3%,
respectivamente. Os fitosterdis foram ao longo da evolu¢do humana sendo utilizados como
alimentos ou produtos com finalidades farmacéuticas e sao tidos como seguros (SAEIDNIA, et

al. 2014).
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Figura 10 - Estruturas do (a) B-sitosterol, (b) campesterol e (c) estigmasterol.

(a) p-sitosterol (b) campesterol () estigmasterol

Fonte: Adaptado de ITO, HAKAMATA E KUSU, 2010.

Os fitoesterois sdo esterdis compostos basicamente por 27 a 29 atomos de carbono, e
possuem uma estrutura muito semelhante ao colesterol, e as diferengas encontradas podem

ocorrer no nucleo ou na cadeia lateral, podendo ser também referentes aos seus grupos polares

(YANKAH ET AL., 2006). A Figura 11 mostra a estrutura geral dos fitoesterdis.

Figura 11 — Estrutura geral de um fitoesterol.

Fonte: O Autor.

Esses fitosterois vem demonstrando versatilidade quanto as suas propriedades
farmacoldgicas, tais como a atividade anti-inflamatoria, onde foi relatado o efeito do B-
sitosterol em um modelo de hipersensibilidade tardia (DTH) in vivo. Constatou-se, no entanto,
que apesar deste composto modular um edema mediado por células, ele ndo foi eficaz ao reduzir
ou bloquear a acdo do araquidonato 5-lipoxigenase, responsavel pela superproducdo de
leucotrienos, que sdo causadores das inflamacdes em pacientes com asma ou rinite alérgica
(SAEIDNIA et al., 2014).
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Existem estudos que propde que os fitoesterdis podem ser relacionados com a
diminui¢do de casos de canceres comuns como o cancer de mama, pulmao, colon, estomago e
prostata. Estima-se que a dieta enriquecida com fitoesterdis podem reduzir a chance de
desenvolver cancer em 20% (RUDKOWSKA et al., 2010).

No entanto, o mecanismo de agdo dos fitoesterois ainda € incerto, ¢ foram levantadas
propostas que levam a acreditar que tais compostos atuam no sistema hospedeiro, assim
afetando a sobrevida do tumor, ou ainda, no ciclo biolégico, podendo ser de forma direta ou
indireta (RUDKOWSKA et al., 2010).

Um exemplo de acdo direta foi proposto por RUDKOWSKA (2010), onde adotou-se
que tais metabolitos interfeririam diretamente por meio da desaceleragdo da progressao do ciclo
celular, da indugdo da apoptose e da inibi¢ao da metastase do tumor.

Estudos realizados utilizando culturas de células MDA-MB-231, responsaveis pelo
carcinoma de mama humano, constataram que a utilizagdo do B-sitosterol influencia na cinética
do ciclo celular pelo fato de interromper a transcri¢do da fase G2 para a fase M (AWAD et al.,
2001).

Estudos evidenciam a ocorréncia de terpenos presentes na familia Lauraceae, além de
outros grupos de compostos como, alcaloides, fenilpropandides, nitroderivados, dentre outros
(GOTTLIEB, 1972; BATISTA et al., 2015). Tornando essa familia promissora para estudos

para possiveis fitoterapicos.

2.3 FAMILIA LAURACEAE

A familia das Lauraceae ¢ amplamente distribuida em regides temperadas e tropicais,
sendo composta por cerca de 2.500 a 3.500 espécies, onde sdo conhecidos aproximadamente
50 géneros, sendo possivel encontrar 20 destes presentes em territorios brasileiros, podendo 13
serem encontrados no estado de Sdo Paulo (WANDERLEY et al., 2003).

Estudos realizados com as plantas da familia Lauraceae destacam a ocorréncia de
alcaloides, fenilpropanoides, nitroderivados, ésteres benzoicos, 2-pironas, flavonoides e
benzofenonas, acidos graxos e pares terminais alceno-alcino, além de mono e sesquiterpenos
(GOTTLIEB, 1972; BATISTA et al., 2015).

SUAREZ et al. (1983) ¢ YAMAGUCHI et al. (2013) relatam em seus estudos a
ocorréncia de diterpenos, esteroides, lignanas, neolignanas e alcaloides, além de diversos

derivados fenolicos em plantas do género Endlicheria. RODRIGUEZ et al. (2008) verificou
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que extratos de plantas do género Endlicheria apresentaram atividades antidiabética e
antioxidante.

Estudos envolvendo o género Beilschmiedia Nees da familia Lauraceae mostrou que
este género produz alcaloides, derivados do acido endiandrico, 0leos essenciais, acidos graxos,
lignanas, epoxifuranoides, flavonoides e terpenoides, onde muitos destes compostos
apresentam atividades antioxidantes, antibacterianas, antimalaricas e antituberculose (CHEN et
al., 2007; CHOUNA et al., 2010). Comumente, algumas espécies deste género sao utilizadas
em medicamentos tradicionais para o tratamento de doencas, como por exemplo a
Beilschmiedia anacardioides, que ¢ usada no continente africano, mais especificamente em
Camardes, no tratamento de tumores uterinos, rubéola, reumatismos e infeccdes de origem
bacteriana e fungica (TCHOUALA, 2001).

No caso da Beilschmiedia madang, encontrada na Malasia e Indonésia, foi isolado um
alcaloide o qual apresentou atividade antimalarica (KITAGAWA et al., 1993). Estudos recentes
mostraram as composi¢des quimicas e atividades bioldgicas provindas dos 6leos de folhas ¢
cascas da B. madang. O 6leo obtido das cascas apresentou atividades antioxidante usando os
sistemas acido B-caroteno/acido linoleico e o radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH) e
forte propriedade antifungica contra Aspergillus niger € A. fumigatus. O 6leo obtido a partir das
folhas também apresentou inibi¢do significativa das atividades de acetilcolinesterase,

butirilcolinesterase e antitirosinase (SALLEH et al., 2015).

2.4 O GENERO Endlicheria

O género Endlicheria, o qual a espécie em estudo pertence, ¢ denominado como um
género neotropical que se encontra centrado na América do Sul, estendendo-se a Costa Rica na
América Central, Guadalupe nas ilhas do Caribe e ao extremo sul nas florestas costeiras do
Atlantico sudeste do Brasil. Sendo comumente encontrada em regides que possuem florestas
com alta umidade com elevagdes proximas ao nivel do mar até 2500 m nas terras altas dos
Andes e das Guianas (CHANDERBALLI, 2004).

A Endlicheria ¢ um género de planta composto por aproximadamente 60 espécies. A
maioria das espécies sdo arvores de tamanho médio, podendo atingir até¢ 40 metros de altura,

sendo que algumas espécies sao arbustos (CHANDERBALI, 2004).
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Na literatura encontra-se relatos atribuindo ao género Endlicheria atividades como anti-
inflamatorias, antioxidante, antimelanogénicas. Como exemplo tem-se a E. anomala, onde o
extrato metanolico apresentou as trés primeiras atividades citadas anteriormente (JIN et al.,
2013; RODRIGUEZ et al., 2008).

Em um outro estudo, foi isolado e identificado quatro neolignanas (Figura 12), partindo
do extrato etanolico da E. dysodantha. Todas as quatro moléculas isoladas apresentaram
atividades no teste de letalidade de artémia, sendo que trés destas também foram capazes de
inibir o crescimento de tumores de galha em discos de batatas e apresentaram citotoxicidade

frente a células tumorais humanas em cultura (MA, KOZLOWSKI e MCLAUGHLIN, 1991).

Figura 12 - Estruturas das quatro neolignanas isoladas.

MeO

Dysodanthin B (2R, 38, 3aS)-3a-Allyl-5-Methoxy-2-(3-Methoxy-
4-5-Methylenedioxyphenyl)-3-Methyl-2,3,3a,6-
Tetrahydro-6-Oxobenzofuran

Fonte: Adaptado de MA, KOZLOWSKI e MCLAUGHLIN, 1991.

Quando se aborda o aspecto fitoquimico do género Endlicheria, encontra-se trabalhos
que relatam a ocorréncia de diterpenos, esteroides, lignanas, neolignanas, alcaloides e derivados
fenolicos (SUAREZ et al., 1983; MA, KOZLOWSKI e MCLAUGHLIN, 1991; YAMAGUCHI
etal., 2013).
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2.5 A espécie Endlicheria paniculata

A espécie E. paniculata (Figura 13) pertence a familia Lauraceae, sendo conhecida
popularmente como canela garuva e/ou canela frade. No Brasil, pode ser facilmente encontrada
em diversas regioes, como por exemplo, no Rio Grande do Sul e Santa Catarina, onde o clima
predominante ¢ o tropical umido, com invernos intensos, com possibilidade de geadas
(BAITELLO. et al., 2003).

Quanto as suas caracteristicas, trata-se de uma arvore com um tronco robusto e altura
aproximada de 5-7 metros. As folhas s3o laminares com 5-22 x 1,5-8,5 cm, estreitas e
largamente ovadas, sendo raramente elipticas ou obovadas. O fruto tem dimensdes de 1,8-
2,5x1-1,5 cm, eliptico, cupula 10-17 x 12-16 mm, subemisférica, rasa, com ou sem rudimentos
das pétalas, possuindo coloracdo roxa (CHANDERBALI, 2004; ELTINK e TORRES e
RAMOS, 2008; BROTTO, SANTOS e BAITELLO, 2009; GIEHL, 2020).

A E. paniculata é uma das espécies mais polimorfas dentre as pertencentes a familia
Lauraceae, quando se analisa parametros como tamanho, espessura ¢ pubescéncia das folhas e
dos ramos. Como exemplo tem-se que em geral as laminas das arvores encontradas no Parque
Estadual da Serra do Mar, sao maiores em relagdo as coletadas no Cerraddo. No Brasil, pode
ser encontrada nas regides Norte, Nordeste, Centro-oeste, Sudeste ¢ Sul. Sendo comum em
regides como a restinga, manguezal, mata ciliar, cerraddo, floresta ombrofila densa e em
floresta estacional semidecidua. Pode ser coletada com flores no periodo de junho a novembro

e de janeiro a fevereiro, e com frutos de abril a novembro (BAITELLO et al., 2003).
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Figura 13 - Folhas e frutos da E. paniculata.

Fonte: VERDI, 2010; MOLZ, 2009; SANTOS, 2010; GRINGS, 2017.

Lopes (2008) realizou um dos poucos trabalhos a cerca dessa espécie, onde foi
desenvolvido um estudo a fim de averiguar a atividade antifungica frente aos fungos
Cladosporium sphaerospermum e C. cladosporioides, assim como a inibi¢do da atividade da
acetilcolisnesterase e ensaio de danos ao DNA do extrato etandlico das folhas e galhos. Os
resultados encontrados para os testes realizados a fim de avaliar a atividade antifungica foram
todos negativos ou considerada fracas. Quanto aos resultados da E. paniculata foi evidenciado
apenas uma fraca atividade contra C. sphaerospermum, encontrada apenas no extrato dos
galhos. Enquanto para a atividade da acetilcolisnesterase foi constatado um efeito inibitorio de
37% para o extrato produzido das folhas e 41% do extrato produzido dos galhos. Devido aos
poucos estudos encontrados na literatura para E. paniculata, mais pesquisas com a finalidade
de averiguar as possiveis aplicagdes se fazem necessario, com énfase na quimiossitematica da

espécie.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Este trabalho teve como objetivo principal realizar o estudo fitoquimico dos extratos
hexanico (EHF) e metanolico (EMF) das folhas da espécie E. paniculata (Lauraceae) visando

a identificacao e isolamento dos principais metabolicos secundarios.

3.2  OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Realizar o estudo fitoquimico dos extratos hexanicos e matanolicos;

e Realizar a anélise do perfil cromatografico por CLAE-DAD dos extratos da E.
paniculata;

e Realizar o fracionamento cromatografico;

e Analisar os compostos isolados por cromatografia gasosa acoplada
espectrometria de massas (CG-EM);

e Determinar a estrutura dos compostos isolados por RMN de 'H e de *C.

4 PARTE EXPERIMENTAL

4.1 INSTRUMENTACAO

e Balanga analitica SHIMADZU modelo AUW220D;

e Banho de ultra-som da marca Unique (modelo USC 750);

e Cromatografo a gas Shimadzu 210 plus acoplado a espectrometro de massas (GC-
EM) Shimadzu QP 210 SE;

e Cromatégrafo Liquido de Alta Eficiéncia Shimadzu®, modelo LC-6AD, composto
por: bombas LC-6AD, degaseificador DGU-20A5R, forno CTO-20A, coletor de
fragdes FRC—-10A, autoinjetor SIL-10AF e detectores de arranjo de diodo (DAD)
SPD-M20A e evaporativo por espalhamento de luz (ELSD- evaporative light
scattering detector) LT 1I;

e Espectrometro de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) Bruker modelo Ascend

400 Avance III HD (9,4 Tesla);
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e Rotaevaporador IKA modelo RV 10.

4.2 SOLVENTES E REAGENTES

Os solventes quimicos utilizados foram de grau analitico (PA). Solventes utilizados para
a extragdo, prospecc¢ao fitoquimica e cromatografia: hexano, acetato de etila, diclorometano,
metanol, acidos acético e formico foram de marcas diversas: Synth, Vetec, Merck, Neon. O
hexano e acetato de etila foram destilados para maior grau de pureza. O reagente CDCl3
deuterado foi adquirido da Sigma Aldrich Chemical Co. Silica gel 60 e silica gel 60 flash foram
adquiridos da Fluka Analytica.

4.3 PROCEDIMENTO

4.3.1 Obtengdo do material vegetal e extratos

A primeira parte do trabalho consistiu em coletar as folhas de E. paniculata. A coleta
foi realizada no parque ecologico do Pereque na cidade de Cubatdo em SP. As exsicatas, EM
335 e EM 355, foram depositadas no herbario do Instituto de Biociéncias da Universidade de
Sao Paulo. Esta planta foi registrada no Sistema Nacional de Gestdo de Recursos Genéticos e
Conhecimentos Tradicionais Associados para Pesquisa (SisGen) do Brasil sob o cddigo
AD99BAO.

As folhas foram secas em estufa e reduzidas a pd através de moinho de facas, sendo
obtidos 226 g de material vegetal. Em seguida, os extratos brutos foram preparados,
submetendo o p6 previamente obtido a extragdo por maceragdo em hexano. O material vegetal
foi deixado em macerag@o durante a noite com 800 mL de hexano. Apds este periodo, a solugao
com os extrativos foi filtrada e o solvente removido em um evaporador rotativo sob pressao
reduzida a 40° C. O processo de maceragdo com o material vegetal filtrado foi repetido 8 vezes.
Em seguida, o solvente foi rotaevaporado e o s6lido restante foi submetido a extragdo exaustiva
por maceragdo durante a noite em MeOH (800 mL) e o procedimento foi realizado 8 vezes, e
ao final deste procedimento o solvente do extrato foi evaporado seguindo a metodologia para o
processo com hexano. Os extratos obtidos foram congelados e liofilizados para a remocao de

agua. Sendo, finalmente, armazenados em frascos de vidro a -18 = 5 °C. Ao final do
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procedimento descrito acima, foi obtido 4,7 g de extrato hexanico (EH-F) e 26,4 g de extrato

metanolico (EM-F).

4.3.1.1 Estudo fitoquimico

Foram preparadas solu¢des em diclorometano com concentragdo de 1,0 mg mL™! dos
extratos. Em seguida, o material foi submetido a prospecc¢ao fitoquimica utilizando placas de
cromatografia de camada delgada (CCD) contendo indicador de fluorescéncia e reveladores
para detec¢do das classes de compostos presentes nos extratos: NP/PEG (deteccdo de
flavonoides), Liebermann-Burchard (para terpenos e esteroides), anisaldeido (para terpenos,
esteroides, fenol e acticar), sulfato cérico (para compostos em geral) e iodocloroplatinato (ICPt)
e Dragendorff (para alcaloides) (SOUSA, 2015).

Os extratos foram aplicados nas placas de CCD utilizando um tubo capilar e a eluicao
ocorreu em hexano/acetato (9:1). Em seguida as placas foram visualizadas sob radiacdo

ultravioleta (254 e 365 nm) e reveladas com os reveladores.

4.3.1.2 Fracionamento cromatogrdfico

O extrato hexanico das folhas (EH-F; 3,6g) foi submetido a uma separacio
cromatografica em coluna empacotada com silica gel 60 (350g de silica, 45 x 4,5 cm), eluido
com mistura de solventes em gradiente de polaridade crescente de hexano/AcOEt, iniciando na
proporcao 9:1, seguindo para 8:2, 7:3, 6:4, 1:1, 4:6, 3:7, 2:8 e por fim 1:9. Analogamente foi
realizado para a mistura de reagentes AcOEt/MeOH, neste caso chegou a propor¢do 0:1, ou
seja, utilizou-se 0 MeOH puro.

A partir do fracionamento cromatografico da fragdo EH-F foram obtidas 24 fragdes e

em seguida foram submetidas ao monitoramento por CCD e reveladas com sulfato cérico.

4.3.1.3 Analise por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

Os extratos EH-F ¢ EM-F foram submetidos a analises por CLAE para obtencao do
perfil cromatografico e futuras comparacdes com as fragdes obtidas do fracionamento
cromatografico. Os extratos foram dissolvidos em MeOH em uma concentragdo de 2 mg mL™.

Estas soluc¢des foram eluidas em um cartucho Sep-Pak C18 para que compostos muito apolares
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fossem separados e evitar que ficassem retidos na coluna, e em seguida filtradas com filtros
para seringa de teflon (3 mm, 20 m). Foram injetados 50 pL. das amostras.

Para as analises por CLAE foi utilizada uma coluna analitica de fase reversa RP 80
(Phenomenex®, 250 x 4,6 mm, 5 um). A fase movel utilizada foi MeOH e dgua milli-Q com
um fluxo de 1 mL min™'. O gradiente de fase mével utilizado foi: 30-100% MeOH por 0-40
min, 100% MeOH em 40-45 min.

4.3.1.4 Analise por RMN e CG-EM

Os compostos 1, 2 e 3 foram submetidas a anélise por RMN de 'H e *C em um
espectrometro Bruker AscendTM 400 Avance 111 HD (9,4 Tesla), operando a 400 MHz (‘H) e
100 MHz (3C). As amostras foram solubilizadas em cloroférmio deuterado.

As fracdes EH-F-2-P22, EH-F-3-P22 ¢ EH-F-1-P26 foram dissolvidas em
diclorometano, 5 mg mL™!. De cada solugdo foi retirado 1 pL, o qual foi injetado no CG-EM.
As analises foram realizadas em equipamento CG-EM equipado com coluna capilar OV-5
serial 121345, d.i. 0,25 mm THICKNESS: 0,25 pm, 30 m. Foi usado gas hélio como carreador
a fluxo constante de 1,2 mL min!, a temperatura do injetor de 280 °C (modo Split 1:20),
temperatura inicial em 60 °C crescente a cada minuto em 13 °C até 280 °C, mantendo-se nessa

temperatura por 25 minutos. O tempo total de anélise foi de 100 minutos.

5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 RESULTADOS DA EXTRACAO

A Tabela 2 mostra o resultado da extracdo por maceragdo de 226 g das folhas de E.
paniculata utilizando hexano e metanol. Para a extracdo dos compostos com menor polaridade,
como por exemplo os 6leos, graxas, esteroides e terpenos, foi utilizado o hexano. Assim a
investigagdo da atividade em compostos menos polares torna-se possivel. Como o material
vegetal disponivel para extragdo era pouca, optou-se pelo uso de um solvente mais polar, neste
caso, o MeOH. Sendo capaz de extrair a maior quantidade de compostos polares mesmo com a
baixa massa amostral. A escolha do solvente foi feita baseada em trabalhos que foram

realizados previamente (LIBERO et al., 2016).
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Tabela 2 - Rendimento da extragdo por maceragdo das folhas de E. paniculata.

Material
Umidade apés Massa de extrato
Extrato Vegetal apos
secagem (%) (£9)
secagem (g)
Hexanico 4,6197
226 8,3
Metanolico 26,3634

Fonte: o autor

Os dados apresentados na Tabela 2 mostram que o extrato metandlico apresentou

rendimento da extracdo maior que o extrato hexanico.

5.2  PROSPECCAO FITOQUIMICA DA E. paniculata

A prospeccdo fitoquimica apresenta grande importancia durante o processo de estudo
de uma determinada espécie de planta, especialmente quando ainda ndo sao dispostos todos os
estudos quimicos com a espécie de interesse, € por isso tem como objetivo conhecer o perfil do
metabolismo secundario das espécies e avaliar sua presenca nos mesmos, distinguindo grupos
de metabolitos secundarios relevantes (SIMOES et al., 2010).

Na prospecgdo fitoquimica mostrada na Tabela 3 se verifica que os extratos ndo
apresentaram alcaloides em sua composi¢do. Além disso, através da analise foi sugerido que os
extratos hexanico e metandlico demonstraram resultados positivos para flavonoides, terpenos,
esteroides, fenol, agticares e fenilpropanoides em sua composi¢ao. Assim, o revelador escolhido
para monitorar o fracionamento dos extratos em hexano, foi o sulfato cérico por revelarem bem
os extratos e fragcdes. O mesmo foi utilizado para o monitoramento do extrato e fracdes em

metanol.

34



35

Tabela 3 - Prospeccdo fitoquimica do EH-F ¢ EM-F.

Terpenos, esteroides,

Flavonoides Alcaloides fenol, acucares,
Extrato fenilpropanoides
Iodocloro Lieberman- Sulfato
NP/PEG AlCl3 Dragendorff
Platinado buchard cérico
EH-F + + - ] n n
EM-F + + - - + I

Nota: (+) presente, (-) ausente. Fonte: o autor

53 FRACIONAMENTO CROMATOGRAFICO

A partir do fracionamento cromatografico da fragdo EH-F foram obtidas 24 fracdes e
em seguida foram submetidas ao monitoramento por CCD e reveladas com sulfato cérico.

Assim, as fragdes que se mostraram promissoras, ou seja, em que pdde-se verificar a
presenca de compostos e massa suficiente, foram selecionadas para prosseguir com as etapas
subsequentes, sendo essas, EH-F-5-P22, EH-F-7-P22 e EH-F-8-P22, apresentadas por meio de

um fluxograma (Figura 14).
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Figura 14 - Fluxograma do fracionamento cromatografico do extrato hexanico das folhas de
E. paniculata.
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Fonte: o autor

Partindo da fragdo EH-F-5-P22 foi realizada uma nova coluna cromatografica, eluida
com mistura de solventes em gradiente de polaridade crescente (hexano/AcOEt/MeOH),
iniciando na propor¢do de 100% hexano, obtendo-se desta forma a fracio EH-F-2-P23, que
dentre as 8 fragdes obtidas, demonstrou-se mais promissora, de forma que a partir desta foi
realizada uma nova coluna cromatografica, eluida com mistura de solventes em gradiente de
polaridade crescente (hexano/diclorometano/AcOEt/MeOH), iniciando na propor¢do 6:1:0,5
hexano/diclorometano/AcOEt , obtendo-se desta forma 6 fragdes, sendo a fracdo EH-F-3-P30
que apresentou uma unica mancha em CCD, onde identificou-se a presenga da neolignana O-

metildesidrodieugenol B (composto 1, Figura 15).

Figura 15 - Estrutura do composto 1.

MeO /
MeO
(0]
/\/@1
OMe

Fonte: o autor
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A fracdo EH-F-8-P22 foi utilizada como a fragdo de partida, onde foi realizado a
separagdo cromatografica da mesma, eluida com mistura de solventes em gradiente de
polaridade crescente (hexano/AcOEt), iniciando na propor¢ao 10:1 hexano/AcOEt, onde
obteve-se 10 fragdes, mas a inica que apresentou uma mancha tnica foi a EH-F-7-P26, na qual

foi obtido e identificado uma neolignana, a desidrodieugenol B (composto 2, Figura 16).

Figura 16 - Estrutura do composto 2.
MeO =
HO
Fonte: o autor

Partindo da fragdo EH-F-7-P22 foi realizada uma nova coluna cromatografica eluida
com mistura de solventes em gradiente de polaridade crescente (hexano/AcOEt), iniciando na
proporcao 10:1 hexano/AcOEt , sendo obtida desta forma a fracdo EH-F-3-P25, que dentre as
7 fracdes obtidas, demonstrou-se mais promissora, de forma que a partir desta foi realizada uma
nova coluna cromatografica, eluida com mistura de solventes em gradiente de polaridade
crescente (hexano/AcOEt), iniciando na proporc¢ao 4:1 hexano/AcOEt , obtendo-se desta forma
a fragdo EH-F-5-P34, juntamente com outras quatro fracdes, no entanto, a fracdo em questao
apresentou um perfil favoravel, essa mesma fragao foi submetida a separa¢do cromatografica,
eluida solventes em gradiente de polaridade crescente (hexano/AcOEt), iniciando na propor¢ao
4:1 hexano/AcOEt, obtendo a fragdo EH-F-7-P34, na qual foi obtido e identificado o -

sitosterol (composto 3, Figura 17).

Figura 17 - Estrutura do composto 3.

HO

Fonte: o autor
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5.4 CARACTERIZACAO DE COMPOSTOS PRESENTES NOS EXTRATOS DE E.

paniculata

5.4.1 Composto 1

A fragdo EH-F-3-P30, que contém o composto 1 isolado, foi submetida a analises de
RMN para determinacao de sua estrutura molecular do composto presente nesta fracdo. A
Figura 20 apresenta o espectro de RMN de 'H e a Figura 21 apresenta o espectro de RMN de
13C do composto 1 (Figura 18), isolado da fracio EH-F-5-P22.

Figura 18 - Estrutura quimica do composto 1.

10MeO 3 4 ! /9
2 8
11Me%1 A 5
8' °] -
_ 4 2 10

9' 7' 3 OMe

Fonte: o autor.

No espectro de RMN de 'H (Figura 19) sido observados sinais em & (deslocamentos
quimicos) 6,45 e 6,29 referentes aos hidrogénios H3 e H5, respectivamente e um multipleto em
6,6 a 6,8 referentes aos hidrogénios ligados aos anéis aromaticos (H3’, H5’ e H6’). Também
foi observado um sinal em & 5,9 referentes aos hidrogénios vinilicos ndo terminal (H8’ e HS),
0 5,06 ¢ referente aos hidrogénios vinilicos terminais (H9” e H9), os simpletos em & 3,84; 3,88
e 3,88 sdo referentes aos hidrogénios de trés metoxilas e 0 6 3,37 e 3,24 sdo referentes a dois
CH2(H7’ e HY).

Assumindo como base as constantes de acoplamento em orto do H5” para com o H6’ (J
tem valor aproximado de 7 a 8), além das obtidas pelas interagdes em meta pelo H3 com o H5
e H3’ com H5’ (J com valor proximo de 2), podemos certificar o acoplamento em orto no

aromatico.
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Figura 19 - Espectro de 'H-RMN (400 MHz, CDCl3) do composto 1.
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Fonte: o autor.

Na analise do espectro de RMN de '3C (Figura 20), sdo observados os sinais em &
153,69, 6 138,22 e & 150,77 de carbonos aromaticos ligados a trés metoxilas (C2’°, C1, C2), os
sinais em 0 150,79 e d 144,27 sdo referentes a carbonos ligados ao oxigénio (C1’ e C6), os
0 137,29 e 6 137,60 de carbonos adjacentes nao terminais (C8’ e C8), em d 136,22 e 6 135,75
de dois carbonos aromaticos (C4’ e C4), enquanto que os sinais em 6 116,08 e 8 116,11 sdo
correspondentes aos carbonos adjacentes terminais (C9’ e C9), temos também sinais em 6 56,17
a 0 61,21 de carbonos de metoxilas (C10, C10’ e C11), por fim, 640,16 e 6 40,29 de dois
agrupamentos CHz (C7’ e C7).
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Figura 20 - Espectro de '>*C-RMN (100 MHz, CDCls) do composto 1.
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Fonte: o autor

Analisando o mapa de contorno COSY (Figura 21), foi possivel verificar que o 6 3,37
(H7) esta correlacionado com o & 5,90 (H8). O o 5,90 (H8) se correlaciona ndo s6 com o o
3,37(H7), mas com o & 5,06 (H9) também, e, neste caso, também pode-se constatar que a
correlagdo inversa foi observada. Assim como o 6 6,83 (H6’) se correlaciona com o ¢ 6,70
(H5), a correlagdo inversa também foi comprovada. E por fim, o 6 3,24 (H7’) esta
correlacionado com o & 5,90 (H8’), que por sua vez, se correlaciona no sentido inverso e com

085,06 (HY).
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Figura 21 - Mapa de contorno COSY do composto 1 (400 MHz, CDCls).
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Fonte: o autor

O mapa de correlacdo HSQC (Figura 22) confirmou que os 9 6,28 (H5), ¢ 6,49 (H3), 6
3,37 (H7), & 5,90(H8), 6 5,06 (H9), 6 3,84 (H10), 6 3,88 (H11), ¢ 6,82 (H3"), 5 6,70 (HS'"),
3,24 (H7'), 65,90 (H8"), 6 5,06 (H9'), 6 3,84 (H10") e 6 3,88 (H11'") estdo correlacionados com
os sinais em & 107,48 (CS5), 8 111,55 (C3), 6 40,16 (C7), 6 137,60 (C8), 6 116,11 (C9), & 56,27
(C10), 8 61,21 (C11), 6 113,24 (C3"), 6 119,62 (C6"), 6 120,93 (C5"), & 40,29 (C7"), 6 137,29
(C8'), 0 116,08 (C9") e 8 56,17 (C10"), respectivamente.
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Figura 22 - Mapa de contorno HSQC do composto 1 (400 MHz, CDCls).
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Fonte: o autor

Os dados obtidos pela anélise de RMN de 'H e *C, COSY e HSQC estio dispostos na
Tabela 4.
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Tabela 4 - Deslocamentos quimicos observados nos espectros de RMN do composto 1.

Composto 1
Posicao
'H 8y 2 (mult? J em Hz) BC §c? COSY HSQC

1 - 138,22 - -
2 - 150,77 - -
3 6,45 (s, 2,0 Hz, 1H) 111,55 - C3
4 - 135,75 - -
5 6,29 (s, 2,0 Hz, 1H) 107,48 - C5
6 - 144,27 - -
7 3,37 (d, 6,4 Hz, 2H) 40,16 HS8 C7
8 5,90 (m, 1H) 137,60 H7, H9 C8
9 5,06 (m, 2H) 116,11 H7, H8 C9
10 3,84 (s, 3H) 56,27 - C10
11 3,88 (s, 3H) 61,21 - Cl1
I - 150,79 - -
2’ - 153,69 - -
3 6,82 (d, 2,1 Hz, 1H) 113,24 - -
4 - 136,22 - -
5 6,70 (dd, 7,8 € 2,0 Hz, 1H) 120,93 - Cs’
6’ 6,83 (d, 7,1 Hz, 1H) 119,62 - Cce6’
7 3,24 (d, 6,1 Hz, 2H) 40,29 HS' Cc7
8’ 5,90 (m, 1H) 137,29 H7', HY' C8'
9 5,06 (m, 2H) 116,08 H7', H¥' c9'
10° 3,88 (s, 3H) 56,17 - C10'

Fonte: o autor.

Embasado nos dados obtidos pelos mapas de contorno COSY e HSQC, foi possivel
verificar por meio das correlagdes indicadas por ambos, a presenca de dois anéis aromaticos
unidos por um heterodtomo (oxigénio), contendo em sua composi¢do grupos propenicos e
metoxilas. Assim, em conjunto com a analise por RMN, identificou-se que o composto isolado
¢ o O-metildesidrodieugenol B (1).

A fragdo EH-F-3-P30 foi analisada por CG-EM, onde foi possivel observar a presenca

de um unico pico intenso, com o tempo de retencdo de 63,2 min. (Figura 23). O EM-IE
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apresentou um sinal com razao m/z 340 (100%), que foi designado como o ion molecular do O-

metildesidrodieugenol B (1) (Figura 24).

Figura 23 - Cromatograma da fragdo EH-F-3-P30 (composto 1) obtido por CG-EM.
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Fonte: o autor

Figura 24 - EM-IE do O-metildesidrodieugenol B (1) obtido por CG-EM.
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Fonte: o autor
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542 Composto 2

A fracdo EH-F-7-P26 foi submetida a andlises de RMN para determinag¢ao de sua
estrutura molecular do composto presente nesta fracdo. A Figura 26 apresenta o espectro de
RMN de 'H e a Figura 28 apresenta o espectro de RMN de *C do composto 2 (Figura 25),
isolado da fracdo EH-F-8-P22 e identificado como o desidrodieugenol B (2).

Figura 25 - Estrutura quimica do desidrodieugenol B (2).
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Fonte: o autor.

No espectro de RMN de 'H (Figura 26) sdo observados simpletos em & (deslocamentos
quimicos) 6,50 e 6,40 referentes aos hidrogénios H3 e H5, respectivamente e um multipleto em
6,6 a 6,9 referentes aos hidrogénios ligados aos anéis aromaticos (H3’, H5’ ¢ H6’). Também
foi observado um sinal em 6 5,98 referentes aos hidrogénios vinilicos ndo terminal (H8’ e HS),
0 5,06 ¢ referente aos hidrogénios vinilicos terminais (H9’ e H9), os simpletos em & 3,86 e 3,87
sdo referentes aos hidrogénios de duas metoxilas e os sinais em 6 3,37 e 3,24 sdo referentes a
dois CH2 (H7’ e H7).

Assumindo como base as constantes de acoplamento em orto do H5’ para com o H6’ (J
tem valor aproximado de 7 a 8), além das obtidas pelas interagdes em meta pelo H3 com o HS
e H3’ com H5’ (J com valor proximo de 2), podemos certificar o acoplamento em orto no

aromatico.
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Figura 26 - Espectro de 'H-RMN (400 MHz, CDCl3) do composto 2.
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Fonte: o autor.

Na analise do espectro de RMN de '*C (Figura 27), s3o observados os sinais em § 150,41
e 0 147,81 de carbonos aromaticos ligados a duas metoxilas (C2’ e C2), os sinais em o 144,23
sdo referentes a carbonos ligados ao oxigénio (C1’ e C6), os 6 137,29 e 6 137,49 de carbonos
adjacentes ndo terminais (C8’ e C8), em o 136,43 e 6 135,40 de dois carbonos aromaticos (C4’
e C4), enquanto que os sinais em 6 115,99¢ 6 115,13 sdo correspondentes aos carbonos
adjacentes terminais (C9’ e C9), temos também sinais em 6 55,9 a 6 56,25 de carbonos de

metoxilas (C10” e C10), por fim, & 39,97 e 6 39,92 de dois agrupamentos CH> (C7’ e C7).
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Figura 27 - Espectro de '*C-RMN (100 MHz, CDCls) do composto 2.
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Fonte: o autor.

Analisando o mapa de contorno COSY (Figura 28), foi possivel verificar que o ¢ 3,24
(H7) esta correlacionado com o ¢ 5,98 (H8). O ¢ 5,98 (H8) se correlaciona nao s6 com o o
3,24(H7), mas com o & 5,06 (H9) também, e, neste caso, também pode-se constatar que a
correlacdo inversa foi observada. Assim como o é 6,89 (H6’) se correlaciona com o 6 6,71
(H5’), a correlagdo inversa também foi comprovada. E por fim, o & 3,36 (H7") esta

correlacionado com o & 5,98 (H8’), que por sua vez, se correlaciona no sentido inverso e com

055,06 (H9).
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Figura 28 - Mapa de contorno COSY do composto 2 (400 MHz, CDCls).
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O mapa de correlagdo HSQC (Figura 29) confirmou que os 6 6,50 (H5), 6 6,40 (H3), &
3,24 (H7), 6 5,98 (H8), & 5,06 (H9), 6 3,87 (H10), 8 6,80 (H3"), 6 6,89 (H6"), & 6,71 (HS"), 8
3,36 (H7"), 6 5,98 (H8"), 6 5,06 (H9') e 6 3,86 (H10'") estdao correlacionados com os 6 107,48
(C2),8 112,07 (C6), 6 40,13 (C7), 56 137,50 (C8), 6 115,94 (C9), 6 56,46 (C10), 6 113,14 (C2"),
6 119,72 (C5"), & 121,06 (C6"), & 40,18 (C7"), 6 137,65 (C8'"), 5 116,20 (C9"), 6 56,21 (C10"),

respectivamente.
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Figura 29 - Mapa de contorno HSQC do composto 2 (400 MHz, CDCls).
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Fonte: o autor

Enquanto o mapa de correlacio HMBC (Figura 30) evidenciou que o & 6,40 (HS) se
correlaciona com os & 144,64 (C6), 6 135,41 (Cl1) e & 112,07 (C7), e 0 & 6,50 (H3) se
correlaciona com 6 107,48 (C5), 6 135,1 (C1), 6 148,06 (C2) e 6 40,13 (C7). O sinal em 3 6,71
(H5’) tem correlagao com 6 113,14 (C3’), 6 144,44 (C1’), 6 121,06 (C5°) e & 40,18 (C7’).
Enquanto que o 6 6,80 (H3’) correlaciona-se com 150,62 (C2’), 6 144,44 (C1°), 8 121,06 (C5’)
e 0 40,18 (C7’), e por fim, 0 & 6,89 (H6’) se correlaciona com 136,64 (C4’), 6 144,44 (C1°), o
121,06 (C5*) e 6 40,18 (CT’).
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Figura 30 - Mapa de contorno HMBC do composto 2 (400 MHz, CDCls).
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Fonte: o autor.

Os dados obtidos pela analise d¢ RMN de 'H e *C, COSY, HSQC e HMBC estio

dispostos na Tabela 5.

50



51

Tabela 5 - Deslocamentos quimicos observados nos espectros de RMN do composto 2.

Composto 2
'H (mult) B¢ COSY  HSQC HMBC

1 - 135,41 - -

2 - 148,06 - -

3 6,50 (s, 1H) 112,07 - C3 Cl1,C2,Cs5,C7
4 - 131,28 - -

5 6,40 (s, 1,9 Hz, 1H) 107,48 - C5 Cl1,C2,C3,C6
6 - 144,64 - -

7 3,24 (d, 6,4 Hz, 2H) 40,13 HS8 C7

8 5,98 (m, 1H) 137,50 H7, H9 C8

9 5,06 (m, 2H) 115,94 HS8 C9

10 3,87 (s, 3H) 56,46 - C10

r - 144,44 - -

2 - 150,62 - -

3 6,80 (d, 1,9 Hz, 1H) 113,14 - c3  Cr,c2,Cs,Cr
4 136,64 - -

5> 6,71 (dd, 8,1 e2,1 Hz, 1H) 121,06 H6’ cee CI1’,C3,C5,CTr
6’ 6,89 (d, 8,0 Hz, 1H) 119,72 HS’ cs Crr,Cc4°,Cs5°,CT
T 3,36 (d, 6,4 Hz, 2H) 40,18 HY’ cr

8’ 5,98 (m, 1H) 137,65 H7’,HY’ c®

9 5,06 (m, 2H) 116,20 HY’ cy’
10° 3,86 (s, 3H 56,21 - Cl10°

Fonte: o autor

Com base nos dados acima, confirma-se a presenca dos dois anéis aromaticos unidos
por um heterodtomo (oxigénio), substituidos com grupos propenos, metoxilas e uma hidroxila,
que foram suportados pelas principais correlagdes nos mapas de contorno COSY, HSQC e
HMBC. E em conjunto com a analise por RMN foi possivel identificar que o composto isolado
na fracdo EH-F-7-P26 ¢ o desidrodieugenol B (2).

A fracdo EH-F-7-P26 foi submetida a analise por CG-EM, onde foi possivel observar a
presenca de apenas um pico majoritario com tempo de retengdo em 63,17 min (Figura 31). O

EM-IE (Figura 32) apresentou um sinal de m/z 326 (100%) que foi atribuido ao ion molecular
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do desidrodieugenol B (2), além de trés ions fragmentos intensos de m/z 148 (75%), 117 (37%)
e 91 (23%).

Figura 31 - Cromatograma da fragao EH-F-7-P26 obtido por CG-EM.
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Fonte: o autor.

Figura 32 - EM-IE do desidrodieugenol B (2) obtido por CG-EM.
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Fonte: o autor.

543 Composto 3

A fracdo EH-F-7-P34 foi submetida a andlises de RMN para determinag¢dao de sua
estrutura molecular do composto presente nesta fragdo. A Figura 34 apresenta o espectro de
RMN de 'H e a Figura 35 apresenta o espectro de RMN de *C do composto 3 (Figura 33),
1solado da fragao EH-F-7-P22.
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Figura 33 - Estrutura quimica do composto 3.

Fonte: o autor.

No espectro de RMN de 'H (Figura 34) sio observados sinais em & 0,67 a & 1,0
referentes a seis metilas, em 6 1,1 e 6 2,3 que se originam dos 30 hidrogénios metilénicos, dois
simpletos de metila em 6 0,71 e 6 1,03, além de dois dupletos e um tripleto de metilas em 6
0,81, 6 0,83 e 6 0,84, respectivamente. Outro dupleto referente a uma metila em 6 0,92, pode-
se verificar um dupleto largo em 6 5,35 (H6) com uma constante de acoplamento de 5,1 Hz.
Em & 3,5 pode ser visto um multipleto que corresponde ao hidrogénio carbindlico (H3) e
hidrogénio olefinico (HS). Por fim, os demais sinais foram atribuidos a outros compostos

presentes na amostra em menor quantidade.
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Figura 34 - Espectro de 'H-RMN (400 MHz, CDCl3) do composto 3.
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Fonte: o autor.

Na analise do espectro de RMN de *C (Figura 35), sdo observados sinais em & 12

originado dos carbonos C19 e C29 de metilas, em & 72,1 do carbono carbinélico e sinais em &

141,1 e 6 121,8 referentes a insaturacdo em C5/C6.
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Figura 35 - Espectro de *C-RMN (100 MHz, CDCls) do composto 3.
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Fonte: o autor.

Analisando o mapa de contorno COSY (Figura 36), foi possivel constatar que o H3 esta
correlacionado com hidrogénios com deslocamentos em 6 1,43 a o 2,44, possivelmente os
hidrogénios H2 e H3. Enquanto o H6 se correlaciona aos hidrogénios que correspondem aos
sinais em 0 1,45 a 0 2,31, provavelmente os H7a e H7b. Os hidrogénios na posi¢ao 19 (Hs19),
se correlacionam com os hidrogénios com sinais em 6 1,25 a 6 1,92, provavelmente do H18.
Assim como os Hs24 se correlacionam com 6 1,40, que podem ser os H23a e H23b. Por fim,

os Hs26 e Hs27 estdo correlacionados com & 1,40, sendo possivelmente o H25.
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Figura 36 - Mapa de contorno COSY do composto 3 (400 MHz, CDCls).
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Fonte: o autor.

O mapa de correlacdo HSQC (Figura 37) confirmou que os H3, H6, H19, H23, H26 e
H28 estao ligados aos carbonos C3, C6, C19, C23, C26 e C28, respectivamente. Os dados
obtidos pela analise de RMN de 'H e '3C estio dispostos na Tabela 6.

Figura 37 - Mapa de contorno HSQC do composto 3 (400 MHz, CDCls).
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Fonte: o autor.
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Tabela 6 - Deslocamentos quimicos observados nos espectros de RMN do composto 3.

Composto 3
Posicao
'H 8y 2 (mult? J em Hz) BC §c? COSY  HSQC

1 - 37,49 - -

2 - 31,91 - -

3 3,53 (td, 1H, J=5,1; 4,9, 4,7 Hz) 72,06 H-2, H-3 C-3
4 - 42,54 - -

5 - 141,00 - -

6 5,35 (t, 1H,J=5,1 Hz) 121,98 H-7 C-6
7 - 32,14 - -

8 - 32,16 - -

9 - 50,36 - -
10 - 36,75 - -
11 - 21,33 - -
12 - 40,01 - -
13 - 42,56 - -
14 - 57,01 - -
15 - 24,55 - -
16 - 28,50 - -
17 - 56,29 - -
18 - 36,39 - -
19 0,92 (d, 3H, J= 6,0 Hz) 19,27 H-18 C-19
20 - 34,18 - -
21 - 26,29 - -
22 - 46,07 - -
23 - 23,30 - -
24 0,84 (m, 3H) 12,23 H-23 C-24
25 - 29,37 - -
26 0,83 (d, 3H, J=17,8 Hz) 20,07 H-25 C-26
27 0,81 (m, 3H) 19,65 H-25 C-27
28 0,70 (s, 3H) 19,02 - C-28
29 1,01 (s, 3H) 12,11 - -

Fonte: o autor
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Desta forma, os dados acima confirmam a presenga do esqueleto de esterol com um
grupo hidroxila na posi¢do C-3 com uma liga¢ao dupla em C5/C6, com seis grupos metilas, que
foram suportados pelas principais correlagcdes nos mapas de contorno COSY e HSQC. Assim,
através da analise por RMN foi possivel identificar que o composto isolado na fragdo EH-F-7-
P34 ¢ o B-sitosterol (3).

A fragdo EH-F-7-P34 foi submetida a analise por CG-EM, onde foi possivel observar a
presenca de apenas um pico majoritario com tempo de retengdo em 82,5 min. (Figura 38). O
espectro de massas do B-sitosterol (3) mostrado na Figura 39 apresenta um sinal em m/z 414
(25%) que foi atribuido ao ion molecular, além de trés ions fragmentos intensos de m/z 43

(100%), 81 (82%) e 145 (74%).

Figura 38 - Cromatograma da fra¢cdo EH-F-7-P34 obtido por CG-EM.
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Fonte: o autor.

Figura 39 - EM-IE do B-sitosterol (3) obtido por CG-EM.
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Fonte: o autor.
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5.5 ANALISE DO PERFIL CROMATOGRAFICO POR CLAE-DAD DOS EXTRATOS
DE E. paniculata

A técnica analitica de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE-DAD-ELSD) ¢ a
mais usual para a analise de extratos de plantas e de outras fontes naturais. Sendo uma técnica
automatizada, ou seja, facil de usar, além de ser uma técnica que possui alta resolugao,
seletividade e sensibilidade. As principais vantagens da CLAE ¢ a possibilidade de integra-la a
técnicas de detec¢do, sendo as mais comuns a CLAE combinada como detector de UV, ¢ com
o arranjo de diodos (Diode Array Detector — DAD), para compostos absorventes de UV
(BIJAULIYA, 2017; MASONDO e MAKUNGA, 2019; MAZINA et al., 2015).

A anélise por meio da cromatografia liquida de alta resolu¢ao (CLAE-DAD-ELSD) foi
utilizada para a obtencdo do perfil cromatografico dos EH-F e EM-F. Inicialmente, foi feita
uma varredura do cromatograma CLAE-DAD do espectro UV variando de 190 a 800 nm. Essa
mesma varredura foi realizada por CLAE-ELSD. Pode-se verificar que o comprimento de onda
que fornecia maiores informagdes a respeito do perfil cromatografico foi em 254nm.

Analisando o EH-F por meio da CLAE-DAD (Figura 40) pode-se verificar um pico
intenso em 36,6 min e outros de menor intensidade em 30,0 e 38,5 min. No entanto, no
cromatograma obtido pela utilizagdo do ELSD (Figura 41), identifica-se a presenca dos mesmos
picos mostrados através da DAD, porém, este apresenta um pico de maior intensidade em 3,5

min.

Figura 40 - Cromatograma do extrato EH-F de E. paniculata obtido por CLAE-DAD (UV
254nm).
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Fonte: o autor.
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Figura 41 - Cromatograma do extrato EH-F de E. paniculata obtido por CLAE-ELSD.
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Fonte: o autor.

Baseando-se no cromatograma obtido por meio da CLAE-DAD do EM-F (Figura 42),
pode verificar um padrdo totalmente diferente do obtido no EH-F. Visto que apresenta uma
grande quantidade de picos no intervalo de 3,5-17,5 min, que ndo aparecem no EH-F, assim
como os picos em 30,0, 36,6 e 38,5 que apareciam no cromatograma de EH-F, ndo estdo
presente neste. Quanto a analise da EM-F por meio da ELSD (Figura 43), revelou apenas um
pico em 4,0 min, que pode ser de agucares e compostos com elevada polaridade presentes no

extrato.

Figura 42- Cromatograma do extrato EM-F de E. paniculata obtido por CLAE-DAD (UV
254nm)

Fonte: o autor.
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Figura 43 - Cromatograma do extrato EM-F de E. paniculata obtido por CLAE-ELSD.
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Fonte: o autor.

Este trabalho foi de grande importancia, visto que o desidrodieugenol B (2) foi
submetido ao ensaio da atividade anti-inflamatoria in vivo (inflamacdo cronica induzida por
implantes de esponja em camundongos pretos - C57Bl/6). A neolignana 2 apresentou efeitos

anti-inflamatorios, antifibrogénico e antiangiogénicos em todas as doses avaliadas (SOUZA et

al., 2020).

6 CONCLUSAO

Com base nos estudos realizados na E. paniculata, pode-se constatar que o extrato
metandlico (EM-F) apresentou maior massa que o extrato hexanico (EH-F). Através da
prospeccao fitoquimica verificou-se a presenca de trés compostos distintos, que foram
analisados em diversas fragcdes e conforme seu padrao, foram agrupados.

A fim de contribuir com a quimiossistematica do género Endlicheria, EH-F foi
submetido ao fracionamento por cromatografia em coluna utilizando silica gel 60 como fase
estaciondria, sendo isolado o B-sitosterol (3) e duas neolignanas, a O-metildesidrodieugenol B
(1) e o desidrodieugenol B (2), e, com o emprego da técnica de cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE-DAD) verificou-se que o perfil cromatografico de EH-F apresentava mais
promissoras, quando confrontada com o perfil de EM-F. As estruturas dos compostos isolados
foram confirmadas por espectrometria de massas e RMN de 'H e 13C.

Desta forma, foi alcancado parte do objetivo adotado, uma vez que a partir do estudo

fitoquimico da E. paniculata, foi possivel isolar trés compostos, sendo duas neolignanas e um
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fitoesterol. Além disso, através deste trabalho foi possivel submeter o desidrodieugenol B (2)

ao ensaio da atividade anti-inflamatdria in vivo, apresentando resultados promissores.
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