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RESUMO

Uma investigacao fitoquimica da particao acetato de etila do extrato metandlico
das folhas Eschweilera tenuifolia foi realizada por fracionamento em coluna
aberta de silica gel. Analises de cromatografia delgada da fracao 51 e da fase
hexanica, sugeriram a presenca de terpenoides. Coletou-se a fragdo 51 da
coluna da fase acetato de etila e também uma amostra da fase hexanica e
analisou-se por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas
(CG-EM). Por essa técnica, foram identificados na fase hexanica, acidos
graxos saturados, um diterpeno e um composto cetbnico. Na fracdo 51 foi
identificado um terpeno e 3 series de Alcanos. Esses resultados contribuem
para o conhecimento quimiotaxonémico das espécies de Eschweilera, e sugere
algumas atividades farmacoldgicas para a espécie, que ainda precisam ser
investigadas.
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1. Introducao

A floresta Amazobnica se destaca por possuir a maior diversidade
floristica do mundo. Sendo assim, apresenta varias espécies vegetais que
podem ser produtoras de principios ativos, com potencial terapéutico contra
varias doengas (CUNICO et al., 2006; TANAKA et al., 2005).

Um dos fatores de extrema importancia na descoberta de principios
ativos naturais consiste, principalmente, na interacdo entre a quimica e a
farmacologia (SIMOES et al., 2004). Outro aspecto de grande importancia para
a selecéo de plantas para estudo quimico € o conhecimento da flora da regiao
a ser pesquisada, isto €, o levantamento preliminar da vegetagcdo e sua
composicao floristica. Assim, é possivel descobrir quais espécies sao
predominantes e sobre elas concentrar os estudos quimicos. Os resultados dos
estudos, neste caso, podem conduzir a trabalhos complementares, com o
objetivo de se explorar economicamente estas plantas de larga ocorréncia, com
maior probabilidade de sucesso (MATOS, 1988).

Produtos naturais tém uma longa e bem sucedida histéria nos processos
de descoberta e desenvolvimento de farmacos. Plantas, insetos,
microorganismos e organismos marinhos exibem complexa interagdo com o
meio ambiente e produzem metabdlitos utilizados para sua sobrevivéncia.
Como consequéncia do papel biolégico para os organismos produtores, esses
metabdlitos podem exibir amplo espectro de aplicacao bioldgica (PUPO et al.,
2006).

3. Objetivos

3.1. Objetivo Geral

Estudo quimico das folhas Eschweilera tenuifolia (O. BERG.) MIERS,
Lecythidaceae.

3.2. Objetivos Especificos
» Coletar e identificar o material vegetal;
» Realizar a prospeccao fotoquimica das folhas.

» Obter os extratos (hexanico, metandlico e aquoso) das folhas de E.
tenuifolia.



» Identificar e/ou isolar por meio de técnicas cromatograficas os
metabdlitos secundarios presentes nas folhas de Eschweilera tenuifolia.

» Determinar a estrutura quimica das substancias isoladas utilizando
métodos fisicos de andlise UV, IV, RMN H1 e C13 e espectrometria de
massas.

2. Levantamento Bibliografico
2.1. Descricao da familia Lecythidaceae

As espécies de Lecythidaceae sao representantes ecologicamente
importantes de muitas florestas dos Neotropicos. Estdo presentes em regides
tdo diferentes como areas baixas inundadas periodicamente, regides
montanhosas com elevagdes superiores a 1.000 metros acima do nivel do mar,
savanas (cerrados) e vegetacdes secundarias (capoeiras) que se formam apos
disturbios em ambientes naturais. A diversidade e a dominancia de
Lecythidaceae, entretanto, alcangam sua maxima expressao nas terras baixas,
em florestas ndo inundaveis denominadas terra firme, o ambiente
predominante na Amazédnia (Andrade, et al., 2000).

Lecythidaceae, familia a qual pertence a castanha-do-Brasil é
classificada como primeira ou segunda mais importante em termos de espécies
e em numero de individuos nos arredores de Belém, Brasil. Estudos quimicos
prévios tém revelado a presenca de constituintes com possivel atividade
farmacologica, tais como o isolamento de triterpenos pentaciclicos, saponinas,
esterdis, tocoferdis, identificacdo de monoterpenos, entre outros (andrade, et
al., 2000; Costa & Carvalho, 2003).

2.2. Descricao de alguns estudos quimicos de espécies da familia
Lecythidaceae.

Ha diversos trabalhos com espécies de Lecythidaceae, nos quais, sao
descritos diversos metabdlitos secundarios de atividades bioldgicas.

O estudo das folhas de Couroupita guianensis (Lecythidaceae), revelou
a presenca de ésteres triterpenoidicos de acidos graxos como o palmitato de 8-
amirina. O estudo quimico realizado com a particio em acetato de etila
associado a métodos fisicos de elucidagao estrutural evidenciou a presenca de

um alcaloide indélico aromatico, a triptantrina, e a particdo em diclorometano



evidenciou a presenca de uma lactona terpénica, a loliolida (Menezes et al.,
2004).

O uso tradicional da Planchonia careya sugeriu que as folhas continham
compostos antibacterianos que podem ser benéficos como antibidticos agentes
antibacterianos topicos, ou como a esterilizacdo de agentes para a industria
pelo fato de que as folhas desta espécie ter documentado propriedades
medicinais, uma vez que com as folhas esmagadas sendo aplicado
diretamente a feridas e Ulceras para prevenir ou tratar infecgdes (Cribb & Cribb,
1983), estudos preliminares da flora australiana revelaram a presenca de
alguns metabolitos secundarios tais como triterpenos que estavam presentes
nos extratos de folha de Planchonia careya (Simes et al., 1959), Com a
incidéncia crescente da resisténcia o antibiético entre as bactérias, como a
cepas de meticilina, o continua estudo dessa espécie é de suma importancia
para a prospeccao de novos farmacos (IDSA, 2004).

Estudos de Planchonia careya revelaram que 0s principais constituintes
ativos do extrato aquoso dois proantocianidinas (Figura 1). Os deslocamentos
quimicos de 1 e 2 foram consistentes com os de monomeros e dimeros de
proantocianidinas, e foram identificados como (+)-galocatequina e
galocatequina- (4a — 8)-galocatequina, respectivamente (Sun et al.,, 1987,Cai
etal.,1991).
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Figura 1: Substancias com atividade antibacteriana isoladas do extrato aquosode Planchonia
careya.



Contudo, a Eschweilera tenuifolia ainda possui poucos estudos quimicos
e de atividade biolégica. Os trabalhos publicados em sua maioria descrevem
aspectos boténicos, ecoldgicos (Mori et al., 2007) e de valor nutricional e

energético na alimentacao do tambaqui (Silva et al., 2003).

2.3. Descricao do género Eschweilera e Eschweilera tenuifolia.

Eschweilera é encontrado no Norte e Nordeste brasileiro, no entanto a
espécie em estudo tem dominio apenas nos estados do Amazonas, Para e
Roraima, poucos sdo os estudos envolvendo tal género. Estudos quimicos
identificaram triterpenos pentaciclicos neste género (Carvalho et al, 1998,
Costa e Carvalho 2003) além de estudos do 6leo volatil de E. coriaceae
(Andrade et al., 2000).

Eschweilera tenuifolia é uma espécie de Eschweilera Mart. ex DC.,a qual
pertence a Lecythidaceae A. Rich., uma familia de arvores encontradas nos
trépicos das Américas do Sul e Central'. (SMITH, N.P. et. al. 2012).

Figura 3: Eschweilera Tenuifolia — aspecto geral
2.4. Descricao de alguns estudos quimicos do género
Eschweilera

A quimica do género Eschweilera e da familia Lecythidaceae é pouco
conhecida, ja que também é quase completamente inexplorada. Alguns
constituintes com atividade farmacoldgica tém sido isolados de espécies desta



familia. Os trabalhos relacionados com estudo quimico de espécies desta
familia conduziram a identificagdo de constituintes como saponinas e
triterpenos pentaciclicos (CARVALHO,1998).

O estudo de espectros de RMN de 1H envolvendo a comparagédo com
dados revelaram que extratos da casca e folhas de E. longipes, apresentam
triterpenos pentaciclicos, esteroides e dois tipos de cromandis (CARVALHO et
al., 1998).
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Figura 4: Estruturas de substancias isoladas de extratos da casca de Eschweilera longipes,
triterpenos pentaciclicos (13,14), esterdides(9,10), e dois tipos de cromanois (11,12).



O estudo quimico de Eschweilera longipes Miers conduziu a
identificacdo de um novo triterpeno 3B, 24-diidroxifriedelano, do acido 1B, 28,
3B, 19B-tetraidroxiursa-12-en-28-6ico conhecido como acido 1B-hidroxieucafico
além da saponina 3p-O-B-D-glucopiranosilsitosterol. As estruturas foram
estabelecidas com andlise de dados espectrais de IV, massas e RMN incluindo
experimentos 2D das substancias naturais e do derivado acetilado do triterpeno
novo (COSTA, 2002).

Figura 5: Substancias isoladas de Eschweilera longipes. A: 38,24~ diidroxifriedelano; B: acido
18,2B,3B,19B-tetraidroxiurs-12-en-28-oico; C: 3-B-O-B-D-glicopiranosilsitosterol.

Portanto, tendo em vista a grande diversidade da familia e do género, é
de suma importancia ampliar as pesquisas com o género Eschweilera. E,
considerando-se a crescente busca por novas substancias, para serem
utilizadas na terapéutica, os produtos vegetais sdo uma fonte promissora.
Assim, o objetivo deste trabalho é realizar o estudo quimico do extrato foliar de

Eschweilera Tenuifolia, coletada no Municipio de Maués-AM.

2.5. Estudo quimico

O estudo fitoquimico consiste na investigacao dos constituintes quimicos
(metabdlitos secundarios) das plantas, por meio do emprego de técnicas de
separacao e identificacao de substancias do metabolismo secundario. O estudo
destes constituintes pode auxiliar a quimiotaxonomia, que consiste em utilizar a
composicao quimica de determinado grupo de organismos para auxiliar na sua

classificagdo (Santos, 1999).



2.6. Metabolitos secundarios

E caracteristica dos vegetais a elevada capacidade biosintética desses
metabdlitos, tanto em relacdo ao numero como a diversidade em uma mesma
espécie. Assim, por serem fatores de interagcdo entre organismos, 0s
metabdlitos secundarios, frequentemente apresentam atividade biolégica
interessante. Muitos sdo de importancia comercial tanto na area farmacéutica
quanto na area alimentar, agronémica, da perfumaria, entre outras. Pelo
elevado numero e grande diversidade destes metabdlitos vegetais, eles tém
despertado interesse de pesquisadores de varios campos da ciéncia, que véem
neles uma promissora fonte de novas moléculas potencialmente Uteis ao
homem (Santos, 1999).

4. Metodologia
4.1. Material vegetal

O material vegetal foi coletado em 25 de fevereiro de 2012, no municipio
de Maués-AM de um individuo previamente marcado pelo Prof. Dr. Vanderlei
Antonio Stefanuto do IFAM-Maués, cuja exsicata estd depositada no herbario
do Instituto Federal do Amazonas, campus Zona Leste.

4.2. Preparo do material vegetal

O material coletado foi submetido a inspeg¢ao visual, excluindo-se
material organico estranho e partes ndo sadias, comprometidas por insetos,
fungos ou oxidadas. Em seguida foram secadas em estufa de ar circulante a 45
°C, por 3 dias. Em seguida, o material foi fragmentado e pulverizado em
moinho de facas. O pd obtido foi armazenado em recipientes apropriados e
protegidos de luz e umidade.

4.3. Prospeccao fitoquimica

Este ensaio analisa todas as caracteristicas qualitativas dos principais
grupos quimicos que constituem os principios ativos das drogas vegetais,
utilizando em cada caso reacdes de coloracdo e ou precipitacdo. O ensaio

sistematico de andlise em fitoquimica foi realizado de acordo com MOREIRA



(1979) pelo método de maceracao, extrato aquoso a 20% (vinte por cento) e
extrato hidroalcodlico a 20% (vinte por cento) do vegetal em estudo. A partir
desses extratos foi determinado a presencga dos principais grupos quimicos.

4.4. Obtencao dos extratos

O po6 obtido na etapa 4.2. foi submetido a extragdo utilizando-se
solventes organicos, grau comercial, purificados por destilagdo fracionada no
Laboratério de Bioprospeccgao (INPA) ou agua destilada.

Os extratos foram obtidos a partir da extragdo exaustiva com hexano
(HEX), metanol (MeOH) e agua, sucessivamente, por maceragdo em banho de
ultrassom, por 15 min. Em seguida, as solug¢des extrativas, obtidas com os
solventes organicos, foram concentradas em evaporador rotativo para
obtencéo dos extratos brutos. A solucdo aquosa foi liofilizada para obtencéao do
extrato bruto aquoso seco.

O extrato metandlico obtido (200g) foi dissolvido em MeOH e adicionada
agua até MeOH:H,O (7:3), extraido com hexano (HEX), acetato de etila
(AcOEt) e butanol (BuOH). Os solventes organicos foram eliminados em

rotaevaporador e a fase hidrometandlica secada em liofilizador.

4.5. Fracionamentos da fase de acetato de etila obtida da particao do
extrato metandlico.

A fase de acetato de etila foi analisada por cromatografia em camada
delgada comparativa (CCDC) e fracionada em coluna aberta, utilizando silica
gel 60. A coluna foi eluida com éter de petrdleo, AcCOEt e MeOH em polaridade
crescente. As fragGes obtidas foram analisadas por cromatografia em camada
delgada (CCDC) (MENACHERY-NAGEL) recobertas com silica gel 60,
visualizadas sob luz UV254, reveladas utilizando-se revelador quimico
(anisaldeido) e reunidas. As fragcdes reunidas foram submetidas a sucessivas
cromatografias e escolheu-se a fracao 51 por apresentar em CCDC manchas
sugestivas de terpenoides.

4.5. Analise por CG da fase hexanica e fracao 51.



Sendo assim, cerca de 1,0 mg de cada extrato foi submetido a andlise por

Cromatografo a gas (Shimadzu), modelo QP-2010, equipado com coluna capilar DB-

5MS (80 mm x 0,25 mm x 0,25 um) acoplado a Espectrometrometro de Massas (CG-

EM) que atua pelo método de ionizagao por impacto eletrénico (70 eV), e separador

por quadrupolo, nas seguintes condigdes: A temperatura da coluna variou de 100 a

290 °C, a 6,3 °C-min™". As temperaturas do injetor e do detector foram mantidas a 250

°C e 280 °C, respectivamente, fluxo de hélio 1,2 mL/min. Utilizou-se o 5-a-colestano

como padréo interno.
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5. Resultados e discussao

Os extratos foram obtidos a partir da maceracao de 1 kg de material, a
frio, em banho de ultrassom a fim de se potencializar o processo de extragéo,

as massas e os valores de rendimentos se encontram na tabela 1.

Tabela 1: Rendimento dos extratos.
Tipos de Extratos  Massas obtidas a partirde 1 Rendimento

kg de folhas secadas (%)
Hexanico 2425¢ 2,45
Metandlico 247,35 ¢ 24,75
Aquoso 10,429 1,04
Fase hexanica 1,49 1,12
Fase acetato de 430¢g 3,44
etila
Fase butanolica 759 6,0
Fase 309 2,4
hidrometanélica
Precipitado 109 8,0
obtido*
Emulsao* 14,33 g 11,47

* Fases obtidas da particao de 125,0 g do extrato MeOH das folhas.

Os resultados da prospeccao fotoquimica sao descritos na tabela 2.

Tabela 2: Resultado da prospeccao fotoquimica.

CLASSE DE METABOLITOS RESULTADO
Alcaloides Positivo
Acidos organicos Positivo
Fendis Positivo
Heterosideos flavénicos Positivo
Cumarinas Negativo
Antraquinonas Negativo
Esterois e triterpenos Positivo
Heterosideos antocianicos Positivo
Heterosideos saponinicos Negativo
Heterosideos cianogenéticos Negativo
Gomas, taninos e mucilagens Positivo

Pesquisa de taninos Positivo




Pesquisa de aminogrupos Positivo
Pesquisa de acidos volateis Positivo
Pesquisa de acidos fixos Positivo

Nas folhas foram detectados alcaloides, &cidos organicos, fendis,
heterosideos flavbnicos, esterbis e ftriterpenos, heterosideos antocianicos,
saponinicos, gomas, taninos e mucilagens, aminogrupos, acidos volateis e
acidos fixos. A detecgdo de alcaloides na prospeccao indica possivel atividade
moduladora do sistema nervoso central (OLIVEIRA et al., 2009). Por sua vez, o
achado de flavonoides, indica propriedades antibacteriana, antiviral e
antioxidante (LUSTOSA, 2008) para a espécie.

Para a identificacdo de substancias por CG-EM, a porcentagem de
similaridade aceita como confiavel é variavel, sendo aceitos valores a partir de
90%, de acordo com Paiva et al. (2011) e por Jham et al. (2007). Neste
trabalho, optou-se por considerar os valores acima de 90 %. A partir da
comparagao dos espectros obtidos e aqueles presentes na biblioteca do
aparelho foi possivel identificar identificados na fase hexanica, acidos graxos
saturados, um diterpeno e um composto ceténico todos descritos na tabela 3.
Na fragao 51 foi identificado um terpeno e 3 series de Alcanos todas descritas

na tabela 4.

Tabela 3: substancias identificadas nas folhas de por CG-EM.

FASE HEXANICA Tempo de indice de
retencdo similaridade
(min) %
acido palmitico 19.3 95
Acidos graxos acido estearico
saturados identificados ) Al e
Acido n-tridecilico
19.3 94
Composto cetbnico 6,10,14-trimetil-2- 18.5 95

pentadecanona

Diterpeno identificado Neofitadieno 18.4 92




Tabela 4: substancias identificadas em folhas de por CG-EM.

Tempo de Indice de
~ retencao similaridade
FRACAO 51 %
(min)
Mono Terpeno Loliolide 4.3 92
identificado
Eicosane 17.6 91
Alcanos Tetracosano 21.1 97
identificados
2-nonadeceno 19.6 92

Figura 6: Estrutura quimica dos compostos identificados na fragdo hexanica das folhas de
Eschweilera tenuifolia por CG-EM. (a) neofitadieno; (b) acido palmitico cc; (c) Acido n-
tridecilico; (d) 6,10,14-trimetil-2-pentadecanona; (e) acido estearico.
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Figura 7: Estrutura quimica dos compostos identificados na fragdo 51 da fase acetato de etila
das folhas de Eschweilera tenuifolia por CG-EM. (a) Loliolideo; (b) Eicosano; (c) Tetracosano;
(d) 2-nonadeceno.
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O neofitadieno € um diterpeno de grande importancia devido ao
envolvimento na biossintese do fitol e clorofila (DE FELICIO et al., 2009). Ha
relatos de sua atividade antimicrobiana frente ao fungo Aspergillus niger, as
bactérias Escherichia coli e Staphylococcus aureus (PLAZA et al., 2008) e
frente aos fungos Cladosporium cladosporioides € C. sphaerospermum (DE
FELICIO et al., 2009).

A identificacdo de acidos graxos saturados nas folhas de Eschweilera
tenuifolia principalmente, do acido estearico, que aliado a hidrogenagédo pode
aumentar a estabilidade oxidativa do produto, além de alterar o perfil de fusao,
oferece varias possibilidades de utilizacdo destas gorduras identificadas em
produtos especificos, como na industria de cosméticos, no preparo de gorduras
especiais para confeitaria, sorvetes, margarinas e substitutos de cacau
(MACHADO et al., 2006).

Foi identificado a presenca do composto com atividade anti-oxidante
como o mono terpeno Liloide pode justificar a atividade descrita no extrato
metandlico Souza et al., 2013.

Além disso, a presenca de compostos minoritarios como 6,10,14-trimetil-
2-pentadecanona, eicosano , tetracosano e 2-nonadeceno.



Conclusoes

A triagem fitoquimica dos extratos das folhas indicou a presenca de um
diterpeno, uma série de 3 alcanos, um &cido graxo e um composto cetdnico
Este resultado estd de acordo com estudos anteriores de outras espécies de
Eschweilera, além de se mostrar como mais uma fonte dessas substancias,
contribui para o conhecimento quimiotaxonémico do género estudado. Em
posteriores estudo abrace precedente par ao estudo biolégico da espécie uma
vez que algumas das substancias identificadas possuem conhecida atividade
bioldgica.
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