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RESUMO

A espécie Hydrocotyle leucocephala, uma macrofita aquatica nativa do Brasil,
conhecida popularmente como Acaricoba-miuda ou erva-capitdo € amplamente encontrada
em territério brasileiro e utilizada na medicina popular. As folhas da espécie foram
submetidas a um processo de extracdo com metanol para gerar o extrato que teve o
solvente removido, para entdo obter o extrato seco. Sequencialmente, o extrato seco foi
ressuspendido com uma solugdo de MeOH:H,O (1:9) e submetido a um processo de
extracdo liquido-liquido que  forneceu duas fases, acetato de etila e n-butanol,
respectivamente. A fase em acetato de etila foi submetida a procedimentos cromatograficos
em coluna cromatografica de silica gel acompanhados por monitoramento por cromatografia
em camada delgada analitica (CCDA), além da utilizagédo da cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) semi-preparativa visando a purificagdo de compostos. Estes
procedimentos cromatograficos resultaram na purificagdo de uma substancia, Hinokinina,
uma lignana dibenzilbutirolactonica ja identificada em grande variedade de espécies
vegetais e com relatos de variadas propriedades biolégicas. A determinacdo estrutural da
Hinokinida teve como base os dados obtidos das analises de ressonéncia magnética nuclear
de hidrogénio e carbono (RMN de 'H e 3C), espectro de massas por ionizagéo por elétrons,
além da comparacdo com os resultados ja descritos literatura para total comprovacao da

identidade estrutural do composto obtido.

Palavras-chave: Lignana, Hinokinina, macrofita aquatica.
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ABSTRACT

The species Hydrocotyle leucocephala is an aquatic macrophyte native from Brazil,
popularly known as Acarigoba-miuda or herb-captain, widely found in Brazilian territory and
used in folk medicine. The leaves of the species H. leucocephala were subjected to an
extraction process by maceration with methanol to generate the extract that had the solvent
removed, to then generate the dry crude extract. Sequentially, the dry extract was then
resuspended in a solution of methanol: water (1: 9) and subjected to a liquid-liquid extraction
process to provide two phases, one phase in ethyl acetate and another phase in butanol.
The ethyl acetate phase was subjected to chromatographic procedures on a silica gel
chromatographic column accompanied by monitoring by analytical thin layer chromatography
(TLC) and semi-preparative high performance liquid chromatography (HPLC) aiming at the
purification of compounds. These chromatographic procedures resulted in the purification of
Hinokinin, a dibenzylbutyrolactone lignan already identified in a wide variety of plant species.
The structural elucidation of Hinokinin was based on the data obtained from the analysis of
nuclear magnetic resonance of hydrogen and carbon ("H and "*C NMR), mass spectroscopy
by electron ionization, in addition to the comparison with the results already described in the

literature for full confirmation the structural identity of the compound obtained.

Keywords: Lignan, Hinokinin, aquatic macrophyte.
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1. INTRODUCAO

A flora brasileira é constituida por uma grande diversidade de espécies vegetais que
compdem uma rica fonte de compostos organicos. Entre estas espécies vegetais, tem-se o
grupo das macrofitas aquaticas, popularmente chamadas de plantas aquaticas. Estudos
envolvendo este vasto grupo de vegetais sdo limitados quando comparado com o numero
de espécies existentes na flora brasileira, assim reduzindo o potencial de obtengdo novas
moléculas a partir de tais espécies que poderiam ser utilizadas para fins variados. O acervo
de substancias descritos na literatura a partir de macrdfitas aquaticas sao limitados e carece
de maior atencdo levando em consideracdo que as plantas constituem uma imensuravel
fonte de moléculas com potencial em diversos segmentos. Dentre os géneros de espécies
aquaticas, o género Hydrocotyle apresenta espécies distribuidas por grande parte do

territério brasileiro.

De forma a contribuir com o conhecimento dos constituintes quimicos presentes no
género Hydrocotyle, torna-se importante o estudo fitoquimico de suas espécies. Assim, a
espécie H. leucocephala, de ampla ocorréncia no Brasil foi submetida ao estudo fitoquimico

na busca de substancias para o referido género e espécie.

2. REFERENCIAL TEORICO

Os compostos obtidos a partir de fontes naturais sdo um dos principais métodos para
a aquisigcdo de moléculas biologicamente ativas. Pode ser citado inumeras moléculas de
origem natural que tiveram éxito no combate ou controle de diversas enfermidades. Como
exemplos de grande sucesso pode ser citado a Morfina obtida a partir da Papoula (Papaver
somniferum), que € um dos mais potentes analgésicos que se tem conhecimento (Luch,
2009; Beaudoin e Facchini, 2014); o Placlitaxel, extraido das cascas da arvore Taxus
brevifolia, € um dos medicamentos mais utilizados no tratamento de cancer de mama (Wani
et al., 1971; Demain e Vaishnav, 2011); a Lovastatina, obtida a partir da colénia de fungos
Aspergillus terreus (Endo, 1979; Alberts et al., 1980), medicamentos amplamente utilizado
no tratamento para redugao da taxa de colesterol (Tobert, 2003) e a Penicilina obtida a partir
da coldnia de fungos Penicillium chrysogenum, € um potente antibidtico (Fleming, 1929;
Chain et al., 1940).

Além da utilizagao para fins terapéuticos, os compostos de origem natural, também
podem ser considerados prototipos para a sintese de novas moléculas biologicamente
ativas. Como exemplo a penicilina G, primeiro antibidtico da classe das B-lactamas que a
partir de estudos sobre a relagcdo estrutura-atividade, foi observado que a atividade do

composto esta presente no anel B-lactdmico. A partir desta observagéo, uma série de outros
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compostos com atividade antibidtica foram sintetizados mantendo-se a estrutura

responsavel pela atividade biolégica fazendo modificagdes somente nas cadeias laterais.

Com isto, a busca por novas moléculas biologicamente ativas € um processo
continuo, tanto pela necessidade de encontrar novos compostos que apresentem maior
atividade bioldgica, como pela busca da redugao dos efeitos colaterais aos medicamentos ja

existentes.

2.1 Macroéfitas aquaticas

As macrofitas aquaticas contam com aproximadamente 2600 espécies. Estado
distribuidas por mais de 450 géneros e sdo representadas por sete grandes grupos:
cianobactérias, clordfitas, roddfitas, xantéfitas, bridfitas, pteridofitas e espematofitas
(CHAMBERS et. al., 2008).

Uma caracteristica marcante das macrdfitas aquaticas € a grande versatilidade em
relacdo ao meio que vivem, devido a um processo de evolugdo adaptivo muito eficiente.
Assim, sido estabelecidas sete classificagbes de acordo com as caracteristicas de como
estdo presentes no meio aquatico (Figura1) (IRGANG et. al, 1994; ESTEVES, 2011).

Figura 1: Classificagdo das macrdfitas aquaticas

Fonte: IRGANG et. al, 1994

a. Anfibia: capaz de viver tanto na forma emersa quando imersa;

b. Emergente: apresenta as raizes no fundo do ambiente aquatico, e parte dos

caules e folhas estido parcialmente emersos;

c. Flutuante fixa: as raizes estdo no fundo do ambiente aquatico, mas os caules e

folhas estao flutuando;

d. Flutuante livre: ndo apresentam raizes fixas e podem ser levadas pela correnteza;
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e. Submersas fixas: as raizes estdo fixas no fundo do ambiente aquatico assim como

todas as outras partes da planta;

f. Submersas livres: As raizes nao estao fixas no fundo dos lagos ou rios e todas as

outras partes da planta também estdo submersas;

g. Epifitas: estao instaladas sobre outras plantas aquaticas.

2.2 Aspectos quimicos e biologicos

Apesar do grande numero de espécies de macrofitas aquaticas, para muitos géneros
nao ha nenhuma descricdo da composigdo quimica de suas especies. Assim, segue uma
breve descricdo do conhecimento acerca do género Hydrocotyle e da espécie Hydrocotyle

leucocephala.
2.2.1 Género Hydrocotyle

O género Hydrocotyle pertence a familia Araliaceae que compreende 40 géneros e
cerca de 1500 espécies que tem ocorréncia desde os Estados Unidos até a Argentina e
Chile (SILVA et al., 2010). A medicina popular faz grande uso das espécies do género
Hydrocotyle como para o tratamento de ulceras de pele, dermatites, reumatismo,
tuberculose e eczema (FLORENTINO et al., 2013).

Uma grande diversidade de compostos quimicos foi isolada a partir de espécies de
Hydrocotyle, no entanto a grande maioria pertencente a classe de triterpenos e saponinas. A
partir do extrato metandlico de H.ranunculoides foram isolados triterpenos polioxigenados e
glicosilados (GRECA et al.,, 1993). Estudos realizados com H. sibthorpioides e H.
bonariensis revelaram a presenga de saponinas glicosiladas (MATSUSHITA et al., 2004;
HUANG et al., 2008; TABOPDA et al., 2012). (Figura 3)

Figura 3: Exemplos de substancias isoladas de espécies do género Hydrocotyle.

OH

Fonte: autora

2.2.2 Hydrocotyle leucocephala

A Hydrocotyle leucocephala Cham. & Schitdl., popularmente conhecida como
Acarigoba-miuda ou erva-capitdo é originaria do Brasil e pertence a familia Apiaceae. A

espécie tem distribuigdo bastante diversificada com ocorréncia nas regides Norte, Centro-
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oeste, Sudeste e Sul do Brasil nos dominios de Cerrado e Mata Atlantica (Figura 4)
(FIASHI, et. al., 2015).

Figura 4:Hydrocotyleleucocephala

Fonte: Edgard Antonio Ferreira

A espécie € comumente utilizada como planta ornamental para aquarios devido a
sua beleza e facil cultivo, desta forma também apresentando valor econémico. Na Colémbia
€ utilizada na medicina popular por suas propriedades diuréticas, anti-helmitica e no
combate a diarreia. (RAMOS, et. al., 2006)

3. METODOLOGIA

Os solventes utilizados nas extragbes, colunas cromatograficas e particdes liquido-
liquido, hexano, acetato de etila, metanol e butanol, foram de grau PA da marca labsynth
utiizados sem prévio tratamento. Para a concentragdo dos extratos foi utilizado

rotaevaporador BUCCHI, equipado com bomba de vacuo BUCCHI modelo V- 700/710.

As amostras injetadas em CLAE foram previamente filtradas em filtro de seringa PVDF
hidrofilico (0,22 um).

As analises por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) foram realizadas em
Cromatografo Agilent Technologies 1200 Infinity Series com detector por varredura de
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espectro no Ultravioleta por arranjo de fotodiodos (DAD-UV/VIS), modelo 1260 Infinity Series
e modulo de tratamento de dados ChemStationEditon.
Como fase estacionaria foi utilizada coluna Ascentis de fase reversa C18 (250 x 10,00

mm) e 5 ym de didmetro de particula.

Para as analises de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) foram utilizados

solventes de grau cromatografico (Merck).

Para as colunas cromatograficas abertas foram utilizadas silica gel do tipo 60, com
particulas 63-200 um da Merck.

Para cromatografia de camada delgada analitica (CCDA), foram utilizadas placas
comerciais de silica gel 60 PF2s4, sobre suporte de aluminio da Merck. As placas de CCDA

foram reveladas sob lampada ultravioleta (254 e 365 nm).

Os espectros de RMN de 'H (500 MHz) e "*C (125 MHz) foram obtidos em um
espectrometro Varian 300 localizado na Universidade Federal do ABC (UFABC) e
solubilizadas em CDCIs; da Sigma-Aldrich.

As analises de espectrometria de massas com ionizagdo por impacto de elétrons
foram realizadas no equipamento Agilent 5975C MSD, equipados com uma coluna capilar
de silica fundida HP-5 (30m x 0,25 mm, espessura de filme de 0,25 uym), fonte de ionizagéo

de 70 eV e detecgao de massa entre 15 a 550 Da.

3.1 Coleta do material vegetal, identificacdao e preparo dos extratos

O material vegetal foi coletado em um produtor de plantas aquaticas para aquarios e
lagos artificiais no municipio de Suzano/SP, buscando trabalhar de forma sustentavel e

preservar a biodiversidade (Figura 5).

Figura 5: Local de coleta da espécie Hydrocotyle leucocephala

Fonte: Edgard Antonio Ferreira

A identidade da espécie vegetal foi confirmada pela Profa. Dra. Oriana Aparecida

Favero, da Universidade Presbiteriana Mackenzie e pela Profa. Dra. Fatima Otaviana de
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Souza Buturi da Universidade Sao Judas a partir da excicata da espécie contendo galho,
folhas e flores e a exsicata foi depositada no herbario SPF do Instituto de Biociéncias da

Universidade de Sao Paulo.

O material vegetal recém obtido (folhas) foi submetido a secagem em estufa sob

ventilagao a 40°C por 24 horas visando eliminagédo de agua.

Ap6s esse periodo, o material vegetal foi moido e extraido com metanol. O solvente
entdo foi removido em um evaporador rotatério sob pressio reduzida obtendo-se o extrato

bruto seco.

O extrato em metanol seco foi entdo ressuspendido em uma mistura metanol : agua
(1:9/ viv) e submetido a uma extracdo liquido-liquido utilizando solventes em ordem
crescente de polaridade (acetato de etila e butanol, respectivamente), conforme ilustrado na

figura 6.

Figura 6: Fluxograma de obtengao das fases orgéanicas a partir do extrato bruto.

H. leucocephala
(Folhas)

Maceracéao
com metanol

Extrato Torta residual
metandlico

Particao
liquido-liauido

Fase em Fase em
Acetato de etila butanol
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3.2 Fracionamento cromatografico, purificagcdo e identificagdo dos constituintes

quimicos

3.2.1 Fracionamento cromatografico da fase em acetato de etila.

O método utilizado para a purificagdo das substancias foi a cromatografia de
adsor¢do em silica gel com monitoramento da separagdo por cromatografia em camada

delgada analitica (CCDA) e cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).

Desta forma 4,1 g da fase em acetato de etila foi submetida a um fracionamento em
coluna cromatografica aberta com 515,0 g de silica gel 60 e dimensdes 6,0 cm x 38 cm. A
eluicdo foi realizada no modo gradiente de polaridade com o aumento gradativo da mistura
dos solventes hexano : acetato de etila nas proporgdes, 4.6, 2,5:7,5, 0:10, e acetato de etila
: metanol nas proporgoes 7,5:2,5, 5:5 2,5:7,5, 0:10.

Este processo gerou 178 fragdes de aproximadamente 20 mL cada. As fragdes foram
analisadas por cromatografia em camada delgada analitica (CCDA) e de acordo com a
similaridade em que as substancias se dispuseram pela placa apés revelagao sob luz UV
(A= 254 nm e 365 nm). Desta forma a partir da fase em acetato de etila foram obtidos 7

grupos (1-7) conforme tabela 1.

Tabela 1: Grupos gerados a partir do fracionamento do extrato seco em acetato de etila

GRUPO FRACOES MASSA (mg)
F1 1-35 1,2416
F2 36-61 0,3953
F3 62-72 0,1544
F4 73-87 0,3957
F5 88-96 0,4104
F6 97-142 1,151
F7 143-178 0,1052

Em seguida, todos os grupos foram submetidos a analise de RMN de 'H, onde foi

possivel observar sinais caracteristicos de Lignanas na fragao F1.

As demais fragbes mostraram-se compostas por material graxo ou em misturas

complexas em pequena quantidade, nao justificando o fracionamento cromatografico.
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3.2.2 Fracionamento cromatografico da fragao F1

Dando continuidade ao processo de purificagdo, a fragdo F1 (1,2350 g) foi
submetida a um fracionamento em coluna cromatografica aberta com 145,0 g de silica
gel 60 e dimensdes 4,0 cm x 88 cm. A eluigéo foi realizada no modo gradiente de
polaridade com o aumento gradativo da mistura dos solventes hexano : acetato de etila

nas proporgdes 7:3, 5:5, 3:7, 0:10 e metanol 100%.

Este processo forneceu 70 fragbes de aproximadamente 15 ml cada. As fragbes
foram analisadas por cromatografia em camada delgada analitica (CCDA) e de acordo com
a similaridade em que as substancias se dispuseram pela placa apés revelagéo sob luz UV
(A=254nm e 365 nm). Desta forma a partir da fase em acetato de etila foi possivel obter 4

novos grupos (F1A — F1D) conforme tabela 2.

Tabela 2: Fracionamento cromatografico do grupo F1

GRUPOS FRACOES MASSA (mg)
F1A 1-15 7719
F1B 16-20 128,3
F1C 21-36 2274
F1D 37-70 158,8

As subfragbes obtidas pelo fracionamento da fragédo F1 foram submetidas a analise
de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) com o intuito de verificar possiveis classes

de compostos pelos espectros UV-VIS de cada composto.
3.2.3 Anadlise cromatografica das subfragoes originadas a partir de F1

Para a analise cromatografica das quatro subfragdes (F1A — F1D), foram preparadas
solugbes em acetonitrila com concentragédo de 1 mg mL™" e filtradas com filtro de teflon (3
mm, 20 um). Em seguida, 20 uL das amostras foram analisadas por cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE) utilizando coluna analitica de fase reversa C18. Como fase movel foi
utilizada acetonitrila e agua ultrapura com um fluxo de 1mL min™ com eluigdo no modo

gradiente conforme apresentado na tabela 3.
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Tabela 3: Gradiente de eluicao

Tempo (min.) H20 (%) ACN (%)
0 60 40
8 60 40
45 0 100
55 60 40
60 60 40

3.2.4 Isolamento dos compostos por CLAE semipreparativa

De acordo com o cromatograma e espectros UV-VIS, a subfracao F1B foi
selecionada para purificacdo de compostos. Para tal, foi utiizado CLAE semi-preparativa
utilizando coluna C18. A fase movel utilizada foi acetonitrila e agua ultrapura com um fluxo

de 2,0 mL min™" e eluidos com gradiente de polaridade conforme tabela 3.

A fragao injetada foi solubilizada em acetonitrila e preparada em concentragédo de 11
mg mL" seguidas de filtragdo com filtro teflon (3 mm, 20 ym) e repetidas injecdes com
volume de 75 pL até o esgotamento da solugao preparada. Como resultado foi isolado o

composto 1 com cor amarela na forma de uma goma com massa de 10 mg.

4. RESULTADO E DISCUSSAO

4.1 Fracionamento cromatografico

O Fracionamento cromatografico realizado com a fase em acetato de etila das folhas de
Hydrocotyle leucocephala resultou no isolamento de uma substancia

A etapa determinante para o isolamento da substancia foi a purificagcdo por CLAE

semi-preparativa. A analise cromatografica representada pelo cromatograma apresentado
na figura 7 revela a presenga de dois constituintes majoritarios. O composto 1 tem seu
espectro UV-VIS (Figura 8) caracteristico de lignana destes dois compostos apontam
caracteristicas de substancias de interesse com base na comparagdo com dados da
literatura (RAMQOS, et. al., 2006)
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Figura 7: Cromatograma do grupo F1B
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Figura 8: Espectro de absorgéo UV-VIS para dois compostos presentes no grupo F1B
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4.2 Determinacéo estrutural composto 1

Nos espectros de RMN de 'H do composto 1 (Figura 9) foram observados sinais de
hidrogénios aromaticos com deslocamento quimico na faixa de 6 6,72 — 6,46. Os simpletos
que contam com valor de integral de 4 hidrogénios observados na regido ded 5,93 (4H) séo
caracteristicos de grupo metilenodioxifenilicos. Assim, pode-se abribuir duas unidades de

metilenodioxifenilicas ao composto analisado.

Os sinais presentes em 6 4,12 (dd, 1H) e & 3,86 (dd, 1H) foram assinalados

respectivamente aos hidrogénios alifaticos H-9' da lactona.

Os hidrogénios H-7', H-8 e H-8' sado identificados pelos multipletos na regido de &
2,50-2,61(m), 52,42 -2,48 (m)e 52,50 — 2,61 (m).

Por sua vez, os hidrogénios em H-7 de 1 sao identificados pelos sinais em 6 2,84-5
2,97 (dd).

No espectro de RMN de *C (Figura 10) os sinais dos carbonos C-7 e C-7' sdo
observados na em & 35,0 e 38,5, respectivamente, indicando que os substituintes benzilicos
na butirolactona estao em configuragéao frans. O sinal em & 101,1(CHa) confirmou a presenga
do anel metilenodioxifenilico. No espectro é observado sinal em § 178,5, caracteristico da
carbonila C-9. Demais sinais caracteristicos do anel butirolactonico sdo observados em &

46,6, 41,4 e71,2 referentes aos carbonos C-8, C-8' eC-9', respectivamente.

Figura 9: Espectro de RMN de 'H da Hinokinina (5/ppm, CDCl3, 500 MHz)
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Figura 10: Espectro de RMN de "*C da Hinokinina (5/ppm, CDCls, 125 MHz)
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O espectro de massas do composto 1 (Figura 11) obtido com ionizagdo por elétrons
apresentou o pico do ion molecular com m/z = 354 Da compativel com a férmula molecular
CxH1g0s. O pico base apresentou m/z = 135 Da compativel com o fragmento

metilenodioxilico.

Figura 11: Espectro de massas da Hinokinina (ionizag&o por elétrons a 70eV).

#173807: 2(3H)-Furanone. 3.4-bis(1.3-benzodioxol-5-yimethyl)ldihydro-, (3R -trans)-
1350

3000
8000
7000 (
6000

5000

4000

3000
77.0

—— 50.0 354.0

1000 105.0 1620

1920 2130

o

40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340

Tanto os dados de RMN de '"H como de RMN de *C foram comparados com resultados
presentes na literatura (Tabela 4) para confirmar a identidade estrutural da substancia
(Takaku et. al, 2001).
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Tabela 4: Dados de RMN de 'H e 3C da Hinokinina (5, CDClIs, 500 e 125 MHz).

o OH OH oc
Posicao oc

(multipl., J/Hz) Lit. Lit.
1 - - 131,7 131,6
2 6,46 (m) 6,39 (dd, 8,0, 2,0) 108,5 108,8
3 - - 148,0 147,9
4 - - 146,6 146,4
5 6,72 (d, 8,0) 6,66 (d, 8,0) 108,9 108,3
6 6,60 (dd, 8,0, 2,0) 6,53 (dd, 8,0, 2,0) 122,3 122,2

2,97 (dd, 14,0 € 5,0) 2,91 (dd, 14,0, 5,0)
7 35,0 34,8
2,84 (dd, 14,2, 7,5) 2,77 (dd, 14,0, 7,5)

8 2,42 — 2,48 (m) 2,46 (ddd, 8,0, 7,5, 5,0) 46,6 46,5
9 - - 178,5 178,3
1’ - - 131,5 131,3
2 6,62 (d, 2,0) 6,56 (d, 2,0) 108,4 109,4
3 - - 148,0 147,9
4 - - 146,5 146,5
5 6,69 (d, 2,0) 6,63 (d, 8,0) 109,6 108,2
6’ 6,46 (m) 6,39 (dd, 8,0, 2,0) 121,6 121,5

2,50 -2,61 (m) 2,52 (m)
7 38,5 38,4
2,50 - 2,61(m) 2,39 (m)
8 2,50 - 2,61(m) 2,39 (m) 41,4 41,3
4,12 (dd, 9,2, 7,5) 4,06 (dd, 9,0, 7,0)
9 71,2 71,1
3,86 (dd, 9,2, 7,5) 3,86 (dd, 9,0, 7,5)

-OCH:0O- 5,93 (s) 5,86 (s) 101,1 101,0

5. CONSIDERAGCOES FINAIS

O estudo realizado resultou no isolamento e caracterizagdo estrutural de uma
substancia, Hinokinina que teve sua identidade estrutural conformada com base nos
resultados de RMN de 'H e "*C, além de espectrometria de massas. Além da Hinokinina, o

composto 2 esta em fase de purificagao e identificagio estrutural.
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