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RESUMO

E conhecida a relevéncia da fitoterapia na medicina popular, a comunidade utiliza-se de diversas

espécies vegetais em preparacGes caseiras como infusdes e decocgBes para atender suas
necessidades terapéuticas. No estado de Sergipe, sabe-se da importancia da espécie Eplingiella
fruticosa, conhecida popularmente como “alecrim-do-campo” ou ‘“alecrim-de-tabuleiro” no
combate a dor. Tendo em vista 0 uso popular, ha relatos na literatura comprovando atividades
farmacoldgicas utilizando-se diferentes tipos de extratos do caule, folhas ou raizes dessa espécie,
e do isolamento de duas novas substancias utilizando-se técnicas espectroscopicas. A partir disso,
0 objetivo do estudo foi isolar e identificar os constituintes quimicos das folhas de E. fruticosa
presentes no extrato etandlico. Para isso, a partir da coleta e identificacdo do material vegetal,
obteve-se o extrato etanolico bruto das folhas de Eplingiella fruticosa, para em seguida realizar o
fracionamento obtendo-se as fases hexanica, cloroformica e acetato de etila. A fase cloroformica
foi submetida ao fracionamento cromatografico em coluna cromatografica de Silica-Gel e as
fracbes obtidas foram analisadas através de Ressonancia Magnética Nuclear. No espectro das
fracbes 34-35 da fase cloroformica foi possivel observar sinais caracteristicos de esqueleto
triterpénico que se confirma com um envelope de sinais na regido de expansdo em 0,5 a 1,45 ppm.
Ao analisar os espectros de Ressonancia Magnetica Nuclear de Hidrogénio da fracdo selecionada,
detectou-se a presenca de moléculas do grupo dos triterpenos.

Palavras-chave: Eplingiella fruticosa; fracionamento; isolamento.



ABSTRACT

The relevance of phytotherapy in the folk medecine is well known, the community uses many
vegetal species at their home preparations as infusions and decoctions in order to assist their
therapeutical needs. In the state of Sergipe, it’s known the importance of the species Eplingiella
fruticosa, popularly known as “alecrim-do-campo” or “alecrim-de-tabuleiro”, at the pain treatment.
Owing to the popular use of this species, there are reports in the literature that testifies
farmacologial activities related to diferent types of stem, leaf and roots extracts, and also that
demonstrates the isolation of two new molecules using spectroscopic techniques. Owing to that,
the objective of this work was to isolate and to identify the chemical constituents of the leafs of E.
fruticosa present in it’s ethanol extract. To achieve that, from the collection and identification of
the plant material, the ethanol extract of E. fruticosa was obtained, then, the chemical fractionation
was performed and the hexane, chloroform and ethyl acetate fases were obtained. The chloroform
fase was submitted to the chromatographic fractionation at silica gel chromatographic column and
the fractions obtained were analyzed using Nuclear Magnetic Resonance. In the fractions 34-35 of
the chloroform fase’s spectrum was observed caracteristics signs belonging to the triterpenes class,
which were confirmed at the extension in the region of 0,5 to 1,45 ppm. Analyzing the nuclear
magnetic resonance spectrums of the selected fractions it was detected the presence of triterpenes.

Key-words: Eplingiella fruticosa; fractionation; isolation.



1. INTRODUCAO

A utilizacdo de produtos naturais pelo ser humano para o tratamento de doencgas remete ao
periodo pré-historico. O homem pré-histérico foi capaz de perceber o valor curativo, assim como
0 téxico, das plantas através da observacdo do comportamento dos animais (Alves & Silva, 2003).
Desde entdo, a utilizacdo das plantas medicinais acompanha o desenvolvimento das civilizacGes
Oriental e Ocidental. O desenvolvimento da Medicina Tradicional Chinesa contribuiu amplamente
na compreensdo das propriedades terapéuticas das plantas, assim como, nos mecanismos de seus
principios ativos (Viegas et al., 2006). Ao redor do mundo, a medicina tradicional continua sendo
de grande importancia. Segundo a OMS, em paises em desenvolvimento, esta consiste em uma
forma de tratamento acessivel para a maior parte da populacdo (Agra et al., 2008).

No Brasil, a utilizagdo de ervas medicinais € um costume amplamente utilizado
principalmente pelas comunidades rurais. Tal costume € uma heranca tracada pela histéria do pais,
onde o conhecimento tradicional indigena de utilizac&o de plantas para fins medicinais, estéticos e
religiosos foi mesclado as tradigdes trazidas pelos colonizadores europeus e populacéo africana.
Esse conhecimento é de valiosa importancia para as mais diversas pesquisas na area de produtos
naturais, sendo o ponto de partida para a descoberta das atividades biologicas dos compostos
presentes nas plantas, assim como, para o isolamento e elucidacdo estrutural de tais compostos
(Pio, et al., 2019) (Viegas et al., 2006).

A subéarea da quimica organica que se dedica ao estudo de substancias provenientes de
plantas, microrganismos e animais marinhos é chamada de quimica de produtos naturais.
Historicamente, um marco importante na busca pela utilizacdo de produtos naturais na sua forma
pura foi o isolamento da morfina, constituinte majoritario do épio, em 1804, por Armand Séquin,
na Franga. Sendo seguido em 1820, por Pelletier e Caventou, que isolaram a quinina, composto
antimalarico, a partir de espécies de Cinchona. A partir de entdo diversos compostos de
importancia farmacologica foram isolados a partir das plantas. Entretanto, as substancias naturais
também podem ser utilizadas no processo de desenvolvimento de farmacos sintéticos. O principal
marco foi a sintese do acido acetilsalicilico a partir do &cido salicilico extraido da espécie Salix
alba (Viegas et al., 2006).

E conhecido que as comunidades pertencentes ao nordeste brasileiro, possuem uma vasta
utilizacdo de produtos naturais. Em estudo realizado por Agra et al., na regido Nordeste, foram
encontradas 650 espécies, 407 géneros e 111 familias conhecidas pelos seus usos medicinais.
Entretanto, a maior parte dessas espécies nunca foram estudadas, demonstrando uma vasta fonte
de novas moléculas bioativas a serem descobertas (Agra et al., 2008).

Uma das espécies catalogadas no estudo supracitado é a Eplingiella fruticosa (Harley &
Pastore), pertencente a familia Lamiaceae. Sendo conhecida no estado de Sergipe como alecrim do
campo ou alecrim de vaqueiro, possui um uso popular bastante vasto, sendo a infuséo de suas folhas



utilizadas pelas atividades analgésica, anti-inflamatdria e anticonvulsivante (Franco et al., 2011).
Entretanto, estudos relacionados a composi¢do quimica desta espécie sdo escassos.

Diante do exposto, o estudo tem como o objetivo a elucidagdo da composicdo quimica das
folhas de Eplingiella fruticosa pertencente a flora sergipana, de forma a contribuir na classificacéo
quimiotaxondmica da mesma e na descoberta de novas moléculas bioativas.

2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. CONSIDERACOES SOBRE A FAMILIA LAMIACEAE

Lamiaceae é a maior das familias pertencentes a ordem Lamiales, possuindo cerca de 236
géneros e 7.200 espécies, de distribuicdo quase cosmopolita. Possui ocorréncia principalmente em
savanas abertas e regides montanhosas de clima temperado ao tropical (Harley et al. 2004)
(SOUZA; LORENZI, 2012). Esta dividida em 12 subfamilias: Ajugoideae Kostel, Lamioideae
Harley, Nepetoideae (Dumort.) Luerss., Prostantheroideae Luerss., Scutellaroideae (Dumort.)
Caruel, Symphorematoideae Brig., Viticoideae Brig., Callicarpoidae Bo Li & R.G. Olmstead e
Tectonoideae Bo Li & R.G. Olmstead, Premnoideae Bo Li, Olmstead & Cantino, Peronematoideae
Bo Li, Olmstead & Cantino e Cymaroideae Bo Li, Olmstead & Cantino (Li et al., 2016) (Li e
Olmstead, 2017). A maior delas é a Nepetoideae (Dumort.) Luerss, a qual contém quase 50% dos
géneros e espécies da familia Lamiaceae (Li et al., 2016) (Li e Olmstead, 2017). No Brasil, estéo
presentes 46 géneros e 597 espécies, dos quais 6 géneros e 343 espécies sdo endémicos (BFG,
2018).

As espécies dessa familia se apresentam na forma de ervas, arbustos e subarbustos, sendo
grande parte delas ricas em dleos essenciais € componentes aromaticos (SOUZA; LORENZI,
2012). Tais propriedades conferem importancia econdmica a estas espécies, sendo exploradas pelas
industrias de alimentos e cosméticos (Zellner et al., 2009). Sdo encontradas, tambem, na familia,
arvores madeireiras, como as do género Tectona, além de espécies cujo o néctar é responsavel pela
producdo de mel de altissima qualidade (Harley, 2012).

Popularmente, as espécies da familia Lamiaceae possuem um vasto uso tanto na culinaria
como por suas propriedades medicinais. Algumas das espécies e géneros de importancia cultural
no Brasil sdo: Rosmarinus officinalis L., Mentha L. spp., Thymus vulgaris L., Origanum L. spp.,
Satureja hortensis L., Monarda L. spp., Melissa officinalis L., Lavandula L. spp., Aeollanthus
suaveolens Mart. ex Spreng. (Harley, 2012).

Além do vasto uso popular, estudos farmacoldgicos demonstram o grande potencial
terapéutico das espécies dessa familia. Em revisdo publicada por Chinsembu, Lamiaceae
demonstrou ser a familia com maior nimero de espécies com potencial inibidor da replicacdo do
HIV-1 (Chinsembu, 2019). Por serem ricas em compostos fendlicos, tais como flavonas, foi
demonstrado o potencial anti-Alzheimer das espécies Origanum onites, Mentha piperita,



Origanum majorona, Thymus vulgaris, Origanum vulgare, Melissa officinalis, Lavandula
angustifolia através da inibicdo da enzima glicogénio sintase quinase-3p (Gurbulz et al., 2019).

2.2. CONSIDERACOES SOBRE O GENERO Eplingiella e ESPECIE Eplingiella
fruticosa

O género Eplingiella Harley & Pastore € um novo género, o qual possui apenas 3 espécies
descritas. Tais espécies possuem caracteristicas arbustivas, com folhas pequenas e ligeiro
xeromorfismo. E. cuniloides esta restrita a habitats secos, geralmente arenosos e rochosos rasos do
municipio de Morro do Chapéu, Bahia. E. brightoniae, espécie fortemente aromatica, cresce em
habitats secos, montanhosos e remotos dos municipios de Umburanas e Sento Sé, no norte da Bahia
(Harley, 2014) (Harley et al., 2017).

A espécie Eplingiella fruticosa, conhecida popularmente como “alecrim do campo” ou
“alecrim de vaqueiro” no estado de Sergipe ¢ um subarbusto ndo-cultivado, o qual cresce cerca 1,5
m, encontrado principalmente na costa do nordeste brasileiro (Santos et al., 2007). Essa planta é
vastamente comercializada em feiras livres dos municipios de Sergipe, onde a populacédo utiliza a
infuséo de suas folhas como anti-inflamatorio, analgésico e anticonvulsivante (Franco et al., 2011).

Por ser uma espécie aromatica sdo descritos estudos quimicos e farmacoldgicos com o 6leo
essencial de E. fruticosa. Farmacologicamente, foram comprovadas as atividades: antinociceptiva
periférica (Menezes et al., 2007) e discreta antinocicepgédo central (Franco et al., 2011) , anti-
hipertensiva, sendo sugerido o provavel mecanismo de inibicdo de canais de Ca*? dependente de
voltagem (Santos et al., 2007), anti-hiperalgésica em modelo animal de dor muscular crénica ndo
inflamatdria, sendo esta atividade aumentada através da complexacédo do 6leo com B-ciclodrextrina
(Melo et al., 2020). Ja foi descrita, também, importante atividade larvicida no controle de larvas
do Aedes aegypti (Silva et al., 2008), assim como, atividade formicida para a espécie Acromyrmex
balzani, a qual é considerada bastante prejudicial para culturas agricolas e de pastagem (Silva et
al., 2019). Em estudo referente a diversidade quimica do 6leo essencial de diferentes amostras de
E. fruticosa dos municipios de Sergipe, foi encontrada diferenca significativa no teor de 06leo
essencial das amostras, sendo esta variabilidade relacionada a diferencas genéticas e ambientais.
Assim como, 0s compostos: ciclogermacreno, espatulenol, B-cariofileno, 1,8-cineol, a-pineno,
canfora e oxido de cariofileno foram detectados como constituintes majoritarios nas plantas
provenientes dos municipios de Sergipe (Silva et al., 2018).

Diversos estudos farmacologicos ja foram feitos utilizando diferentes tipos de extratos de
Eplingiella fruticosa. O efeito antinociceptivo visceral foi comprovado através do teste de
contorcBes abdominais utilizando-se o extrato aquoso da espécie (Silva et al., 2006). Ja a atividade
antinociceptiva sobre a dor orofacial relacionada ao mecanismo da inibicdo da via do glutamato,
associada ao antagonismo de receptores do tipo vanil6ides, assim como a capacidade de inibicao
do processo inflamatorio pela neutralizacdo de espécies reativas de oxigénio foi comprovada em
estudo utilizando o extrato hidroalcoolico de E. fruticosa, onde foi detectada a presenca de
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compostos fendlicos e terpenos (Lima et al., 2013). Em estudo utilizando o extrato etanolico da
espécie, assim como suas fases n-CeHis, AcoEt e MeOH/H>O demonstrou a atividade anti-
inflamatoria dos mesmos através da inibicdo do edema de pata e migracdo celular induzidos por
carragenina (Andrade et al., 2010). Ja o efeito vasorelaxante, pelo provavel mecanismo de inibicao
de canais de Ca*? dependentes de voltagem, foi comprovado em estudo utilizando o extrato de
diclorometano (Moreira et al., 2010). Existem poucos estudos quimicos relacionados a espécie E.
fruticosa, entretanto, foram isolados dois compostos do seu extrato metanodlico: um diterpeno
quinona 14-Metoxitaxodiona (MARLETTI et al., 1976) e novo diterpeno denominado “Hyptol”
(DELLE-MONACHE et al., 1977) através da utilizacdo de técnicas espectroscopicas, tais como
Ressonancia Magnética Nuclear (RMN), Infravermelho (1V), Ultravioleta (UV) e espectrometria
de massas (EM).
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

Isolar e identificar os constituintes quimicos presentes no extrato etandlico das folhas de
Eplingiella fruticosa.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e |solar constituintes quimicos presentes no extrato etandlico das folhas de E. fruticosa;

e |dentificar e elucidar as estruturas quimicas dos compostos isolados, por técnicas
espectroscopicas;

e Disponibilizar extrato, fases e fragcdes para estudos farmacoldgicos;
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4. METODOLOGIA

4.1. ESTUDO FITOQUIMICO

4.1.1. MATERIAL VEGETAL

Folhas de Eplingiella fruticosa foram coletadas em 25/09/2017 no povoado Feijdo, municipio
de S&o Cristovao, Sergipe (lat: -11.014722 long: -37.206389 WGS84 Altitude: 47m). A espécie foi
identificada pela Profa. Dra. Marla Ibrahim Uehbe de Oliveira, botanica do Departamento de
Biologia, Universidade Federal de Sergipe (DBI-UFS). Uma amostra voucher foi depositada no
Herbéario do DBI-UFS sob o nimero de registro ASE 39138. A espécie foi cadastrada no SisGen
(Sistema Nacional de Gestdo do Patrimdnio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado),
sob 0 nimero de cadastro A7EOEEF.

4.1.2. PREPARACAO DO EXTRATO

As folhas foram secas a temperatura ambiente e trituradas em um moinho mecénico de facas
tipo Willey, obtendo-se o0 po seco (1,8 kg), o qual foi sujeito a extracdo por maceracdo com etanol
99,8% (7 litros) por um periodo de 72h, repetindo-se o ciclo 5 vezes. A solugéo extrativa obtida foi
filtrada e concentrada em rotaevaporador, sob pressdo reduzida, a uma temperatura média de 40
°C, obtendo-se o extrato bruto.

4.1.3. FRACIONAMENTO DO EXTRATO ETANOLICO BRUTO DAS FOLHAS DE
Eplingiella fruticosa

O extrato etanolico bruto foi suspenso em uma solucio de Metanol/Agua (7:3 v/v) e
homogeneizado sob agitacdo mecanica a solubilizacdo. A respectiva solugcdo hidrometandlica foi
submetida a uma particdo liquido/liquido, em um funil de separacdo, sob agitacdo mecanica,
utilizando solventes de polaridades crescentes, hexano, cloroférmio e acetato de etila,
respectivamente, obtendo-se as fases: hexanica, cloroformica e acetato de etila. As solucGes obtidas
nos processos de particdo foram tratadas com sulfato de sddio anidro (Na2SO.) e filtradas. Apds
esse processo, 0s solventes foram concentrados em rotaevaporador sob pressdo reduzida a uma
temperatura média de 40 °C.
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Material vegetal de
Eplingiella fruticosa
(folhas)

Maceragao: Etanol 99,8%
Concentragao em rotaevaporador

Y

Extrato Etandlico
Bruto

Parti¢ao liquido-liquido (MeOH 7:3 H,0)

Fase acetato de

Fase hexanica Fase cloroférmica etila

Figura 1. Fluoxograma referente a obtencéo do extrato etanolico bruto e seu fracionamento

4.1.4. FRACIONAMENTO EM COLUNA CROMATOGRAFICA DE SILICA-GEL

A fase cloroférmica foi submetida & Cromatografia em Coluna. Para isso utilizou-se como
fase estacionaria silica gel (ART 7734 da MERCK de particulas com dimensdes entre 0,063 — 0,200
mm e 70 — 230 mesh). As amostras foram acondicionadas sobre o topo da coluna, procedendo-se
entdo a eluicdo com os solventes comerciais hexano, AcoEt e MeOH puros ou em misturas binarias
obtendo-se 77 fracdes da fase cloroférmica (Tabela 1), elas foram analisadas em cromatografia de
camada delgada analitica (CCDA\) e reunidas de acordo com os seus respectivos fatores de retencéo

(R.f).
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Tabela 1. FracGes da fase cloroférmica obtidas pela mistura binaria Hexano/AcoEt

Hexano / AcoEt Fracdes
100% / 0% 1-2
99% / 1% 3-5
97% | 3% 6-10
95% / 5% 11-15
90% / 10% 16 - 22
85% / 15% 23-29
80% / 20% 30-31
75% / 25% 32-36
70% / 30% 37-41
65% / 35% 42 — 46
60 % / 40% 47 — 49
50% / 50% 50 - 52
40% / 60% 53-56
30% / 70% 57 -60
20% / 80% 61— 65
10% / 90% 66 — 68
0% / 100% 69 - 71

Tabela 2. Fracdes da fase cloroformica obtidas pela mistura binaria AcoEt/MeOH

AcoEt / MeOH Fracdes
100% / 0% 69 - 71
90% / 10% 7274
80% / 20% 7577

4.2. METODOS ESPECTROSCOPICOS

4.2.1. METODOS CROMATOGRAFICOS

A Cromatografia em Camada Delgada Analitica foi empregada para analise das fracdes
obtidas por CC. Para isto, foram usadas placas de vidro (10,0 x 20,0 cm e 20,0 x 20,0 cm)
preparadas com uma suspenséo de silica gel PF2s4 (ART 7749 da MERCK) em agua destilada (1:2
m/v) distribuida sobre a placa de vidro com ajuda de um espalhador mecénico tipo quick fit,
seguindo técnica descrita por Matos (1997). As cromatoplacas obtidas foram secas ao ar livre e
ativadas em estufa a 100,0 °C durante duas horas.
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A revelacdo das substancias em CCDA foi executada pela exposi¢do das cromatoplacas a
lampada de radiacéo ultravioleta (UV) sob dois comprimentos de ondas, 254 e 365 nm, em aparelho
MINERALIGHT (modelo UVGL-58).

Por CCDA, eram reunidas a partir da observacédo de fatores de retencédo (R.f.) semelhantes.
O grau de pureza foi determinado quando observada apenas uma mancha apds revelacdo da
cromatoplaca.

4.2.2. ESPECTROSCOPIA DE RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR (RMN)

Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) foram registrados em
espectrdmetros VARIAN modelo System operando a 500 MHz para hidrogénio (*H). O solvente
utilizado para dissolver as amostras foi cloroférmio deuterado (CDCls). Os deslocamentos
quimicos (8) foram expressos em partes por milhdo (ppm) e as constantes de acoplamento (J) em
Hz. As multiplicidades dos sinais em RMN *H foram indicadas segundo a convencao: s (simpleto),
sl (simpleto largo), d (dupleto), dd (duplodupleto) e m (multipleto).

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

A partir da extracdo do material vegetal pulferizado com etanol, obteve-se um rendimento
de 16,78% de Extrato Etandlico Bruto (EEB). No espectro de RMN-1H das fracdes 34-35 da fase
cloroférmica (Figura 2, pag. 16) foi possivel observar sinais caracteristicos de esqueleto
triterpénico que se confirma com um envelope de sinais na regido de expansao em 0,5 a 1,45 ppm
(Figura 5, pag. 17).

A classe de compostos encontradas nesse estudo estdo de acordo com o descrito na literatura
para a mesma espécie, onde além de flavondides em geral e triterpenos sdo descritos fendis em
geral, flavonas, flavononais, taninos, saponinas, esterdides e xantonas (Lima et al., 2013).

A deteccdo de triterpeno na fase cloroférmica esta em consonancia com a presenca bem
descrita de terpendides na espécie. Os dois compostos ja isolados a partir do extrato metandlico
das raizes de E. fruticosa sdo, ambos, terpendides: um diterpeno quinona, 14-Metoxitaxodiona
(MARLETTI et al., 1976) e um outro diterpeno denominado “Hyptol” (DELLE-MONACHE et al.,
1977).
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Figura 2. Espectro de RMN — 'H das frac8es 34-35 da fase cloroformica em CDCls



17

o 0 o~O oW @ ~
] = S o8& E8H 8
— — - O 0O o OO oo
| | ol T N N/
CH,
|
CH,
CHj
HO
| CH,
| |
'i | ! |
J \ fl h o fﬂ
sl \, | I A | 1WA |
- ~—_ /‘ “I\ H/\)\‘ AV VY V1
e N 7, Gy ) W i NNV NN = XA
—— A -
T T T T T T T T T T T T T T T T
45 140 135 130 1.25 1,20 1.15 1.10 1.05f (1.00 ) 095 09 085 080 075 070 0.65 060 0.
1 (ppm

Figura 3. Expansdo do espectro de RMN -'H das fragGes 34-35 da fase cloroféormica em CDCls
na regido de 0,5 a 1,45 ppm e estrutura quimica basica dos triterpenos.

6. CONCLUSAO

A partir da analise em Cromatografia em Camada Delgada Analitica das fracGes obtidas
por Cromatografia em Coluna das fases cloroformica e acetato de etila, pode-se observar a partir
dos R.f. obtidos um maior nivel de pureza nas fracGes 34-35 da fase cloroformica. Ao analisar 0s
espectros de RMN — *H da mesma, detectou-se a presenca de moléculas do grupo dos triterpenos.

A presenca dessa classe de compostos na espécie estudada promove um direcionamento
para futuros estudos farmacoldgicos in vivo ou in vitro utilizando o extrato etandlico bruto, fases,
fracdes e compostos isolados. Além disso, fica-se a perspectiva para continuacdo do trabalho de
isolamento e identificacdo dos constituintes quimicos presentes na espécie, de forma a contribuir

para a sua classificacdo quimiotaxondmica.
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