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RESUMO

Ligndides constituem uma importante classe de substancias fendlicas das
plantas, que sdo estruturalmente caracterizados por acoplamento de unidades de
fenilpropandides. E um grupo com uma grande variagio estrutural resultando na grande
diversidade de classes encontradas na natureza como as lignanas e neolignanas. Poucos
estudos foram realizados em relacdo aos ligndides na familia Burseraceae, sendo
reportados em apenas cinco géneros, Bursera, Commiphora, Crepisdospermum,
Tetragastris e Protium. Com interesse de realizar o perfil quimico de vérias espécies de
uma mesma familia utilizando técnicas cromatograficas, espectrométricas e
espectroscopicas, a partir do extrato bruto, sem a necessidade do exaustivo trabalho de
isolamento, este projeto teve como objetivo direcionar o estudo fitoquimico através das
técnicas espectroscopicas de Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (*H RMN)
e Espectrometria de massas com ionizacao por eletrospray (EM-ESI) e das técnicas de
cromatografia em fase gasosa acoplada a detectores de ionizagdo de chama (CG-DIC) e
espectrometria de massas (CG-EM) dos extratos de baixa e média polaridade de
espécies da familia Burseraceae da Amazénia. O perfil metabdlito realizado por RMN
de 'H, apresentou grande similaridade entre os extratos, em relacdo a regido dos
hidrogénios metilicos, sendo justificada pela possivel presenca de triterpenos. Dentre
esses espectros, apenas quatro apresentaram maiores diferencas: ECIN52, ECIN42,
ECJIN5S5 e ECONbG5. Foram observados também, deslocamentos quimicos de prétons
aromaticos, entre 6 6,5 ¢ 7,5 ppm e de grupos metilenodioxi, entre 6 5,9 € 6,04 ppm. Os
resultados obtidos por EM-ISE demonstraram também grande semelhanca entre as
espécies. Em uma faixa de m/z pré-determinada, entre 300 e 600, foram observados que
apenas 0s extratos EFAM52, ECON52, ECIN42, ECIN5S5 e ECIN5S2, apresentaram ions
de possiveis ligndides. Assim como ocorreu nas analises por RMN de *H e EM- ESI,
nas analises por CG-EM foram observados perfis cromatograficos semelhantes entre os
extratos. Comparando as fragmentacGes da literatura com os resultados obtidos nos
espectros de massas por CG-EM, verificou-se uma grande semelhanca com os padrdes
de fragmentacdo de lignanas dibenzilbutirolacténicas. Podendo sugerir que as
substancias com m/z 352 e 354, possam ser das lignanas gadaina e hinoquinina,
respectivamente. Os resultados de CCD para os extratos obtidos em éter etilico e em
acetato de etila também demonstraram perfis semelhantes, assim como nas analises
espectroscopicas. Os resultados obtidos por CCD foram analisados estatisticamente por
agrupamento hierarquico pelo método “hclust-ward” demonstrando a presenca de 2
grupos quimicos para os extratos obtido em éter etilico e ACOEt. Os extratos obtidos em
éter etilico e AcOEt foram analisados por EM-ISE, sendo observadas substancias com
massas moleculares caracteristicas de triterpenos e esterdis acetilados e glicosilados,
biflavanoides e ligndides.

Palavras chave: lignanas, hinoquinina, gadaina, analise hierarquica por agrupamento,
analise de componentes principais, Burseraceae.
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ABSTRACT

Lignoids are a class important of plants substances phenolic which is structurally
characterized by coupling phenylpropanoids. It is a group with a large structural
variation resulting in the wide variety of classes found in nature such as lignans and
neolignans. Few studies have been conducted in relation to the family Burseraceae
lignoids, being reported in only five genera, Bursera, Commiphora, Crepisdospermum,
Tetragastris and Protium. With interest to perform the chemical profile of several
species of the same family using chromatographic techniques, spectrometric and
spectroscopic, from the crude extract, without the need of thorough insulation work, this
project aimed to direct the phytochemical study by spectroscopic techniques of
Hydrogen Nuclear Magnetic Resonance (*H NMR), and mass spectrometry spray
ionization of electrons (MS-ESI) techniques and gas chromatography coupled to flame
ionization detector (GC-FID) and mass spectrometry (GC-MS) of the extracts of low
and medium polarity species in the family Burseraceae Amazon. The metabolic profile
was performed by 1H NMR, showed great similarity among the extracts in relation to
the region of methyl hydrogens, which can be explained by the presence of triterpenes.
Among these spectra, only four showed major differences: ECIN52, ECIN42, ECIN55
and ECONS55. Were also observed, chemical shifts aromatic protons between & 6.5 and
7.5 ppm and methylenedioxy groups between 6 5.9 and 6.04 ppm. The results obtained
by ISE-MS showed also very similar among species. In a range of m/z predetermined
between 300 and 600, which were seen only extracts EFAM52, ECON52, ECIN42,
ECJIN5S5 ECIN52 and showed ions m/z lignoids possible. As occurred in the analysis by
1H NMR and MS-ESI, the analysis by GC-MS, similar chromatographic profiles were
observed between extracts. Comparing the fragmentation of literature with the results
obtained from mass spectra by GC-MS, there was a great similarity with the fragment
patterns of lignans dibenzylbutyrolactone. Could suggest that substances with m / z 352
and 354, may be of lignans and gadaina hinokinin respectively. The results for the CCD
extracts in ethyl ether and ethyl acetate also a showed similar profile, as well as the
spectroscopic analyzes. The results were statistically analyzed by TLC by hierarchical
clustering method "hclust-ward" demonstrating the presence of two chemical groups for
the extracts obtained in ethyl ether and EtOAc. The extracts obtained in ethyl ether and
AcOEt were analyzed by MS-ESI, being observed substances with molecular
characteristics of triterpenes and sterols acetylated and glycosylated, and biflavandides
lignoids.

Keywords: lignoids, hinokinin, gadain, hierarchical cluster analysis, principal
component analysis, Burseraceae.
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12

1. INTRODUCAO

A utilizacdo de plantas com fins medicinais, para tratamento, cura e prevencao
de doencas, € uma das mais antigas praticas da humanidade (VEIGA JUNIOR et al.,
2005). O conhecimento sobre plantas medicinais muitas vezes é o Unico recurso
terapéutico de comunidades e grupos étnicos. Ainda hoje, nas regides mais pobres do
pais e até mesmo nas grandes cidades brasileiras, plantas medicinais sao
comercializadas em feiras livres, mercados populares e encontradas em quintais

residenciais (MACIEL et al., 2002).

A diversidade bioldgica da floresta Amazonica oferece a oportunidade para
descoberta de moléculas inovadoras e eficientes com potencial de uso em larga escala
(SOUZA FILHO et. al., 2009). Especies de plantas desta regido sdo fontes de agentes

fitoterapicos e nutracéuticos (DUKE, 1994).

Dentre estas espécies encontram-se as da familia Burseraceae, que séo
conhecidas como "breus”, e suas resinas vém sendo utilizadas ao longo dos anos como
repelente de insetos, no calafeto de embarcac6es (CORREIA, 1926) e, com atividades
medicinais evidenciadas ha tempos por comunidades de todas as regifes tropicais e
subtropicais do mundo, onde estdo presentes as arvores e arbustos desta familia

(PERNET, 1972).

Além das resinas, outras partes das arvores e arbustos das espécies de
Burseraceae foram estudadas, como folhas, frutos e madeira, descrevendo uma
composicdo quimica predominantemente terpénica, sendo encontradas grandes
quantidades de mono, sesqui e triperpenos, e compostos aromaticos como

fenilpropanoides, coumarinas, flavanoides e lignoides (RUDIGER et al., 2007).
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Poucos estudos foram realizados em relacdo aos lignoides na familia
Burseraceae, sendo reportados em apenas cinco géneros, Bursera, Commiphora,

Crepisdospermum, Tetragastris e Protium.

No género Bursera foram descritas lignanas pertencentes as classes ariltetralina,
dibenzilbutano, dibenzilbutirolactona e furano, também sendo descrita a presenca de
neolignanas (JUTIVIBOONSUK et. al., 2005; NAKANSHI et. al., 2005; ROJAS-

SEPULVEDA et al., 2009).

Apenas lignanas foram reportadas no género Commiphora, sendo relatadas as
classes ariltetralina e furofurano (DEKEBO et. al., 2002; ABBASI et. al., 2005). Nos
géneros Crepidospermum e Tetragastris foram descritas apenas lignanas da classe

dibenzilbutirolactona (LIMA et al., 2001).

No género Protium foram relatadas as lignanas pertencentes as classes
arilnaftaneleno, dibenzilbutirolactona e furano, e também foram encontradas

neolignanas (SIANI et al., 1998; MAGALHAES et al., 2006).

Lignanas isoladas de espécies de Burseraceae apresentam varias atividades
biolégicas, como antitumoral, anticAncer, antiviral e anti-inflamatoria

(WICKRAMARATNE et al.,1995; NOGUERA et al., 2004; CANEL et al., 2000).

Sabendo que a familia Burseraceae € constituida principalmente pela classe
terpenoidica e que os lignoides possuem caracteristicas singulares, a varredura do perfil
quimico de varias espécies de uma mesma familia utilizando técnicas cromatograficas,
espectrométricas e espectroscopicas, possibilita o estudo do extrato bruto, sem a
necessidade do exaustivo trabalho de isolamento, descartando assim espécies que levem

a obtengdo de compostos ja identificados. Ou, obter uma espécie com pequena variagao
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de constituinte. Dessa forma, a utilizacdo destas técnicas apresenta grande

conhecimento na composicdo de extratos brutos (RUDIGER, 2012).

Considerando a importancia das atividades bioldgicas dessas lignanas, a
escassez de estudos sobre essa classe de metabolitos especiais provenientes de espécies
da familia Burseraceae da Amazonia e considerando a abundancia dessas espécies na
Regido Amazobnica, o presente trabalho pretende realizar o perfil quimico das cascas e
do cerne dos galhos de espécies da familia Burseraceae, a partir de extratos obtidos em

éter etilico e acetato de etila, através de técnicas cromatogréficas e espectroscopicas.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

- Realizar estudo fitoquimico/espectroscopico dos extratos de baixa e média

polaridade de espécies da familia Burseraceae da Amazénia.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Determinar o perfil quimico dos extratos obtidos em éter etilico e acetato de
etila das cascas e madeira pelos métodos de espectrometria de massas e de Ressonancia

Magnética Nuclear de hidrogénio.

b) Determinar o perfil cromatografico dos extratos obtidos em éter etilico através

da técnica de cromatografia em fase gasosa acoplada ao espectrémetro de massas.

c) Avaliar a composic¢do quimica dos extratos obtidos em éter etilico e acetato de
etila das cascas e madeira pelos métodos de EM-ISE através de técnicas estatisticas

multivariadas.
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3. REVISAO DA LITERATURA

3.1. Lignoides

Os lignoides sdao micromoléculas cujo esqueleto é formado exclusivamente, ou
adicionalmente a outros grupos, pelo grupo fenilpropanico (Ce.C3)n, Sendo n restrito a
poucas unidades, 1 a 3 (GOTTLIEB, 1984). Possuem importante atividade aleloquimica
nas plantas nas quais, tendo também ac6es farmacoldgicas no homem, fato que ja levou

a aplicagdes terapéuticas importantes (GOTTLIEB, 1988).

E um grupo com uma grande variacdo estrutural, sendo descritos mais de 500
lignoides, resultando na grande diversidade de classes encontradas na natureza como
lignanas, neolignanas, alolignanas, norlignanas, oligolignoides e heterolignoides, sendo

as lignanas e neolignanas as classes mais numerosas (GOTTLIEB, 1984).

As lignanas pertencem a uma grande classe de metabdlitos especiais que
constituem um grupo importante de substancias fendlicas das plantas. Este termo foi
introduzido por Haworth nos meados de 1940 e, aplicado a esqueletos carbdnicos em
que duas unidades n-propilbenzénicas (CsCs) sdo ligadas pelos carbonos B de suas
cadeias laterais propilicas (C3) e quando estes acoplamentos acontecem entres outros
carbonos destas unidades, estes constituintes sdo chamados neolignanas (Figura 1).

(UMEZAWA, 2003; GOTTLIEB, 1984; MOSS 2000).
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Lignanas Neolignanas

Figura 1: Estruturas basicas de lignanas e neolignanas

Lignanas e neolignanas tém atraido grande interesse, ambos devido a sua ampla
ocorréncia na natureza e por sua extensa gama de atividades biol6gicas (AGRAWAL e
THAKUR, 1985), como o importante efeito farmacologico da podofilotoxina, obtida a
partir do extrato alcodlico da planta Podophyllum peltatum (Figura 2), seu uso contra
uma variedade de cancer, como de testiculos, leucemia aguda linfocitica e em especial a
atividade antiviral, relatada para o tratamento de verrugas venéreas (AYRES, 1990;
KAPLAN, 1942; VON KROGH, 1981). As neolignanas viriolina e susarinamensina
isoladas das folhas de Virola surinamensis mostraram atividade contra a leishmaniose

(COSTA & TAKAHATA, 1996).

OMe

P
MeO OMe
OMe
R
. . virolina H
(-)-podofilotoxina X .
surinamensina -OMe

Figura 2: Lignana (-)-podofilotoxina e as neolignanas virolina e urinamensina.
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3.2. Lignoides de Burseraceae

Lignanas e neolignanas foram encontradas tanto nos Oleorresinas quanto nas
folhas, madeiras e raizes, sendo descritas 36 lignanas e 6 neolignanas na familia
Burseraceae, podendo ser observado na tabela 1 (PERAZA-SANCHEZ et al., 1992;
SIQUEIRA et al., 1995; JUTIVIBOONSUK et al., 2005). A ocorréncia destes ligndides
€ descrita em  apenas cinco  géneros  desta  familia: Bursera,

Commiphora,Crepidospermum, Tetragastris e Protium.

Ligndides isolados de espécies de Burseraceae apresentam varias atividades
biologicas, como antitumoral, anticAncer, antiviral e anti-inflamatoria
(WICKRAMARATNE et al.,1995; NOGUERA et al., 1992; CANEL et al., 2000;

JUTIVIBOONSUK et al., 2005).



Tabela 1: Lignanas e neolignanas da familia Burseraceae
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Lignanas e neolignanas Espécies Referencias
- w207
[1] dedxipodofilotoxina : Velazquez-Jiménez et al., 2011
B. fagaroides . .
. Bianchi et al., 1968
B. microphylla
[2] burserana B. microphylla Cole et al., 1969
[3] 8'B(H) metil-B-petaltina A B. simaruba Noguera et al., 2004
[4] 8 a(H) metil-p-petaltina B B. simaruba Noguera et al., 2004
_ _ B. graveolens Nakanishi et al., 2005
[5] picropoligamaina : Peraza-Sanchez & Pefia Rodriguez,
B. simaruba
1992
[6] B-peltatina-O-B-D-glucopiranosideo B. simaruba Maldini et al., 2009
[7] iateina B. fagaroides Velazquez-Jiménez et al., 2011
B. simaruba Maldini et al., 2009
[8] hinokinina B. simaruba Maldini et al., 2009
[9] bursehernina B. simaruba Maldini et al., 2009
[10] (-)-podofilotoxina B. fagaroides Velazquez-Jiménez et al., 2011
. . . . Velazquez-Jiménez et al., 2011
[11 ] acetil podofilotoxina B. fagaroides Rojas-Sepulveda et al.. 2009
[12] morelesina B. fagaroides Velazquez-Jiménez et al., 2011
[13] (-)-5 -desmetoxiiatina B. fagaroides Velazquez-Jiménez et al., 2011
[14] burseranina B. graveolens Nakanishi et al., 2005
[15] (-)-trans-2-(37,4”,5”-trimetoxibenzil)-3-(3",4 -metilenedidxibenzil) butirolactona B. schlechtendalii McDoniel & Cole, 1972
[16] (-)-trans)-2-(3”,”4-dimetoxibenzil)-3-(3",4 -metilenodidxibenzil) butirolactona B. schlechtendalii McDoniel & Cole, 1972
[17] ariesina B. ariensis Hernandez et al., 1983
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[18] B-petaltina-metil-eter

. permollis

Wickramaratne et al., 1995

[19] nemerosina

. permollis

Wickramaratne et al., 1995

[20] 5 desmetoxideoxipodofilotoxina

. morelensis

Jolad et al., 1977

[21] burselignana

. tonkinensis Guillaum

Jutiviboonsuk et al., 2005

[22] (+)-isolariciresinol

. tonkinensis Guillaum

Jutiviboonsuk et al., 2005

[23] 5-metoxi-(+)-isolariciresinol

Jutiviboonsuk et al., 2005

[24] 4 -dimetildesoxipodofitoxina

. tonkinensis Guillaum

Jutiviboonsuk et al., 2005

[25] 4°-dimetildesoxipodofitoxina-O-B-D-glicosideo

. tonkinensis Guillaum

Jutiviboonsuk et al., 2005

[26] 1-(4 -hidroxi-3-metoxifenil)-2-[4""-(3-hidroxipropil)-2™,6""-
dimetoxifenoxi]propano-1,3-diol

. tonkinensis Guillaum

Jutiviboonsuk et al., 2005

[27] burseneolignana

. tonkinensis Guillaum

Jutiviboonsuk et al., 2005

[28] dihidrodehidroconiferil alcool

B
B
B
B
B
B. tonkinensis Guillaum
B
B
B
B
B

. tonkinensis Guillaum

Jutiviboonsuk et al., 2005

[29] 5-metdxi-trans-dihidrodehidroconiferil alcool

B. tonkinensis Guillaum

Jutiviboonsuk e. al., 2005

- . , . e . ) Commiphora Habtemarian,2003

307 2B,3B -dihidroxi-6-metoxi-43- loil | t )
[30] 2B,3pB -dihidroxi-6-metdxi-4p-angeloiloxiisopicropoligamatina erlangeriana Dekebo et al., 2002
. L . . ) Habtemarian,2003
[31] 2a-acetdxi-6-metdxipicropoligamatina C. erlangeriana Dekeho et al.. 2002
. .. - ) Habtemarian,2003
[32] 2a-acetdxideoxipicropodofilina C. erlangeriana Dekebo et al., 2002
Habtemarian,2003

[33] 2a-acetdxi-3p-hidréxiisodeoxipodofilotoxina

C. erlangeriana

Dekebo et al., 2002

[34] epiexcelsina C. mukul Abbasi et al., 2005; 2009

[35] 5°-demetdxiepiexcelsina C. mukul Abbasi et al., 2005; 2009

[36] parabenzolactona Cre.pldf)spermum Lima et al., 2001
rhoifolium

[37] (-)-savinina

Tetragastris altissima

Lima et al., 2001
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[38] cubebina

Protium tenuifolium

Siqueira et al., 1995

[39] oxo-para-benzolactona

P. tenuifolium

Siqueira et al., 1995

[40] 5-metdxijusticidina A

P. unifoliolatum

Siani et al., 1998

[41] propacina

P. opacum

Zoghbi, Roque & Gottlieb, 1981
Marques & Yoshida, 1990

[42] 5-metOxipropacina

P. unifoliolatum

Magalhdes et al., 2006
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3.2.1. Lignoides do género Bursera

Bursera é o género que apresenta mais estudos e a maior diversidade de classes
de lignanas, sendo encontradas as classes ariltetralina, dibenzilbutano,
dibenzilbutirolactona e furano, também sendo descrita a presenga de neoligananas

(Figura 3).

Nos estudos de Bianchi et. al. (1968) e Cole et al. (1969), com a madeira de
Bursera microphylla, foram identificados as lignanas deoxipodofilotoxina [1] e
burserana [2], pertencentes as classes ariltetralina e furano, respectivamente,

apresentando potencial atividade antitumoral.

Em estudo realizado com as folhas da espécie B. simaruba, foram identificadas
as lignanas ariltetralinas 8'B(H) metil-B-petaltina A [3] e 8'a(H) metil-p-petaltina B [4],
sendo sugerido que a lignana metil-p-petaltina A pode ser o principio ativo envolvido na
atividade anti-inflamatoria das folhas desta espécie (NOGUERA et. al., 2004), da resina
dessa mesma espécie foi isolada a picropoligamaina [5] (PERAZA-SANCHEZ &

PENA-RODRIGUEZ, 1992).

Maldini et. al. (2009), estudando compostos fendlicos das cascas de B.
simaruba, identificaram a lignana ariltetralina B-peltatina-O-p-D-glucopiranosideo [6] e
as lignanas pertencentes a classe dibenzilbutirolactona iateina [7], hinokinina [8] e
bursehernina [9]. A analise quantitativa por espectrometria de massas confirmou que
estas lignanas sdo os principais compostos das cascas, sendo que a f-peltatina-O-§-D-

glucopranosideo é a mais abundante.



[1]

OMe
0.
< o
° \
: W \
: o
MeO ; OMe

[3] = 8'B(H)
[4] = 8'a(H)

OH

[5]

OMe

OMe

[9]

Figura 3: Lignoides do género Bursera.
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Nas resinas de B. fagaroides foram isoladas as lignanas ariltetralina (-)-
podofilotoxina [10], (-)-acetil podofilotoxina [11] e a morelesina [12], e a lignana (-)-5-
desmetoxiiateina [13] (VELAZQUEZ-JIMENEZ et al., 2011). Em B. graveolens foi
identificada a lignana ariltetralina burseranina [14], isolada do galho, que apresentou

efeito inibitorio sobre células de fibrosarcoma (NAKANSHI et al., 2005).

Na espécie B. schlechtendalii foram identificadas duas lignanas pertencentes a
classe dibenzibutirolactona, (-)-trans-2-(3”,4”,5”-trimetoxibenzil)-3-(3",4 -
metilenedioxibenzil)butirolactona [15] e a (-)-trans)-2-(3”,”4-dimetoxibenzil)-3-(3",4 -
metilenodioxibenzil)butirolactona [16], isoladas das folhas e galhos (McDONIEL

1992).

Da resina de B. ariensis foi identificada a lignana pertencente a classe
dibenzilbutana ariesina [17] (HERNANDEZ et al., 1983). Na espécie B. permollis s&o
descritas as lignanas ariltetralina p-petaltina-metil-éter [18] e a nemerosina [19], que
foram isoladas das cascas e apresentaram significativo potencial antimitotico contra
linhas de células de astrocitos (WICKRAMARATNE et al., 1995). Jolad et al. (1977)
isolaram  as  lignanas  ariltetralina  deoxipodofilotoxina [1] e 5-

desmetoxideoxipodofilotoxina [20] das resinas de B. morelensis.

Em B. tonkinensis foram descritas as lignanas ariltetralinas burselignana [21],
(+)-isolariciresinol [22], 5-metoxi-(+)-isolariciresinol [23], 4 -
dimetildesoxipodofilotoxina [24] e 4 - dimetildesdxipodofilotoxina -4-O-B-D-glicosideo
[25] isoladas das raizes. Também nesta espécie, foi relatada a presenca das neolignanas
1-(4°-hidroxi-3 -metoxifenil)-2-[4”-(3-hidroxipropil)-2”,6-dimetdxifenoxipronano-1,3-
diol [26], burseneolignana [27], dihidrodehidroconiferil alcool [28] e 5-metdxi-trans-

dihidrodehidrodiconiferil alcool [29] (JUTIVIBOONSUK et al., 2005).



Ry OMe

OMe

[10] Ry= OH; R,= OMe
[11] Ri= OAC; R,= OMe [13]
[12] Ri= H; R,=H

OMe

[18] [19]
Figura 4: Lignoides do género Bursera.
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Figura 5: Lignoides do género Bursera.
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3.2.2. Lignanas do género Commiphora

Em estudos realizados com as resinas de C. erlangeriana, foram identificadas as
lignanas  pertencentes a classe ariltetralina  2p,3B-dihidroxi-6-metoxi-4f-
angeloiloxiisopicropoligamatina [30], 2a-acetoxi-6-metoxipicropoligamatina [31], 2a-
acetoxideoxipicropodofilina [32] e 2a-acetoxi-3B-hidroxiisodeoxipodofilotoxina [33]
(DEKEBO et al.,, 2002). Habtemariam (2003) tambeém isolou estes mesmos
constituintes desta mesma espécie, e avaliou o seu efeito citotoxico sobre células
humanas e murinicas, sendo observada potencial atividade de acdo citotdxica nas

células descritas anteriormente.

Abbasi et. al. (2005) isolaram as ligananas epiexcelsina [34] e 5-
demetoxiepiexcelsina [35] (figura 4), ambas pertencentes a classe furofurano, das folhas
da espécie C. mukul. Estas lignanas apresentaram efeito inibitorio contra a enzima o-
glucosidase e citotoxico contra células de macréfago murino (ABBASI et al., 2005;

ABBASI et al., 2009).

OMe

[30] [31]
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OMe OMe

[32] [33]

Figura 6: Lignanas do género Commiphora.

MeO

[34] R= OMe
[35] R=H

Figura 7: Lignanas do género Commiphora.

3.2.3. Lignanas dos géneros Crepisdospermum e Tetragastris

Na espécie C. rhoifolium foi identificada a lignana parabenzolactona [36],
pertencente a classe dibenzilbutirolactona e, na T. altissima foi isolada a lignana (-)-
savinina [37], também pertencente a classe dibenzilbutirolactona, podendo ser

observadas na figura 8 (LIMA et al., 2001).
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[36] [37]

Figura 5: Lignanas do género Crepidospermum e Tetragastris.

3.2.4. Lignoides do género Protium

Em estudo realizado com a madeira da espécie P. tenuifolium, Siqueira et al.
(1995) identificaram as misturas epimeras de (-)-cubebina [38] e a lignana oxo-
parabenzolactona [39] (figura 6), pertencentes a classe dibenzilbutirolacona. Siani et al.
(1998) isolaram da madeira dessa espécie a lignana arilnaftaleno 5-metoxijusticidina A

[40].

No género Protium sdo descritas também as neolignanas. Estudos com a madeira
da espécie P. opacum ¢é descrita a presenca da neolignana propacina [41] (ZOGHBI et
al., 1981; MARQUES & YOSHIDA 1990), e Almeida et. al. (2002) isolaram a
neolignana propacina das cascas de P. heptaphyllum. Em outra espécie deste género, P.
unifoliolatum, Magalhdes et al. (2006) isolaram das cascas a neolignana 5-

metoxipropacina [42].
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Figura 6: Lignanas do género Protium.
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4. AVALIACAO DO PERFIL QUIMICO

O perfil metabdlito de extratos apresenta matriz bastante complexa, em razdo da
diversidade de estruturas quimicas presentes nas plantas. Porém, o avango tecnoldgico
de técnicas analiticas como: cromatografia em fase gasosa, espectrometria de massas e
ressonancia magnética nuclear, proporcionou um papel importante na elucidacdo de

composicdes quimicas complexas de origem vegetal (RODRIGUES et al., 2006).

O uso destas técnicas possibilita a varredura ou determinacéo do perfil quimico
dos metabdlitos presentes nos extratos de produtos naturais, pelo fato de serem anélises
rapidas e confiaveis para a distin¢do entre substancias previamente identificadas ou de
novas moléculas, a partir do extrato bruto. Dessa forma, eliminando ou diminuindo o
exaustivo processo de isolamento e identificacdo de substancias ja conhecidas, ou ainda
podendo levar a espécies de plantas onde a composi¢do quimica similar, pode levar a
obtencdo de uma fonte exclusiva de um constituinte especifico (CORDELL & SHIN
1999; HOSTETTMANN et al, 2001; NIELSEN & SMEDGAARD, 2003;

RODRIGUES et al., 2006).

Com o advento destas técnicas, a quantidade de conjunto de dados produzidos
sdo cada vez maiores e mais complexos. Desta forma, a quimiometria e a evolucdo dos

computadores, tem grande importancia no tratamento destes dados.

Nesse contexto, a quimiometria permite explorar os resultados obtidos por meio
de andlises quimicas, a fim de verificar a existéncia de similaridades entre as amostras
que, por sua vez, correspondem as semelhancas na composicdo quimica (CORREIA &

FERREIRA, 2007).



32

Entre elas encontram-se as analises multivariadas de agrupamento hierarquico
(HCA) e de componente principais (PCA). A andlise de agrupamento hierarquico
(HCA) é um processo que identifica grupos de amostras que se comportam da mesma
forma ou apresentam caracteristicas semelhantes, até a reunido de todos os pontos em
um unico grupo. Os resultados sdo apresentados na forma de um dendrograma que séo
especialmente Uteis na visualizagdo de semelhancas entre amostras ou objetivos
representados por pontos em espago com dimensdo maior do que trés, onde a

representacdo de graficos convencionais ndo é possivel (NETO & MOITA, 1998).

A anélise de componentes principais (PCA) € uma das principais ferramentas da
analise multivariada sendo aplicada na analise de dados com muitas variaveis que tem
sido bastante utilizada em diversos campos da ciéncia. Esta técnica tem sido muito
empregada nas analises de “fingerprints” de metabélitos (CABRAL, 2010; RUDIGER,
2012; BARBOSA, 2012). O PCA nos permite observar a existéncia ou ndo de amostras
singulares, de relacfes entre as variaveis medidas e de relagdes ou agrupamentos entre

amostras, separando a informacao importante da redundante e aleatoria.
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5. METODOLOGIA

5.1. Coleta do material

As cascas e madeiras de Burseraceae fazem parte das amostras armazenadas do
Projeto de Pesquisa Breus da Amazdnia do Grupo de Pesquisa Quimica de

Biomoléculas da Amaz6nia (Q-BiomA).

As coletas foram realizadas na Reserva Florestal Ducke (INPA) localizada na
Rodovia AM 010 (Manaus — Itacoatiara), Km 26, Manaus, Amazonas e na Universidade
Federal do Amazonas (UFAM) — Campus Setor Sul (Mini-campus), Manaus,

Amazonas, nos meses de julho e outubro de 2009.

5.2. Obtencdo dos extratos

A extracgdo foi realizada submetendo as amostras das cascas e cerne dos galhos a
solubilizacdo exaustiva a temperatura ambiente (trés extracGes para cada solvente,
trocados a cada dois dias) com solventes em ordem crescente de polaridade. As
amostras foram pesadas em balanca analitica TECNAL modelo Mark 210A e
transferidas para frascos Erlenmeyer sendo adicionado hexano. Os extratos foram
filtrados e submetidos a concentragdo em evaporador rotatorio sob pressdo reduzida.
Apos 3 extracdes, foi obtido o extrato em hexano. O material residual foi submetido a
extracdo em éter etilico e ap6s 3 extracdes foi obtido o extrato em éter etilico, sendo
realizadas também com o solvente acetato de etila, assim como os outros solventes,

apos 3 extracOes sendo obtido 0 seu extrato.

Em seguida os extratos foram deixados a temperatura ambiente para secagem e,

posteriormente, acomodados em dessecador visando a eliminagédo total dos solventes e
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da possivel presenca de dgua. Apds este processo, as amostras foram cuidadosamente

vedadas e armazenadas em refrigerador. O esquema de extragdo encontra-se na figura 7.

5.3. Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

Para realizagdo da placa cromatografica (CCD) utilizou-se placa de silica com
espacamento de 0,5 cm nos lados e entre as amostras, assim como 0 préprio espaco para
aplicacdo da amostra também com essa dimensdo. Nas margens inferior e superior da
placa foi demarcado 1,5 e 0,5 cm respectivamente, sendo 8 cm o0 espaco total percorrido
pelas amostras na placa.

Apos aplicar 10 pL da fracdo obtida com concentracdo de 5 mg/mL, as placas de

silica foram eluidas com os seguintes sistemas:

Extratos Eluentes
Obtidos em éter etilico Hexano/acetona 8:2
Obtidos em AcOEt cloroférmio/acetato de etila 8:2

5.3.1. Cromatografia em Coluna Aberta em Fase Normal (CC)

Os extratos submetidos a cromatografia em coluna aberta em fase normal
utilizaram como fase estacionaria gel de silica Silicycle G60 (70-230 mesh). Os eluentes

utilizados nos processos foram determinados por CCD.

As CC foram realizadas em colunas de vidro com diametro interno (@) de 1,5
e 2 cm. As colunas foram preparadas com uma base inferior de algoddo (1 cm de

altura).
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Figura 7: Diagrama de extracdo das cascas e cerne dos galhos das Burseraceae
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5.3.2. Recristalizagdo

Em sistemas onde uma substancia apresenta-se majoritaria na forma de cristais
contendo contaminantes, e que apresentem dificuldade de separagé@o pelos processos de
cromatografias classicos, utilizou-se a técnica de recristalizacdo visando obter a
substancia majoritaria cristalizada e a substancia minoritaria (contaminante) dissolvida
no solvente utilizado (agua mae). Para este processo ser eficiente, é necessario no
minimo 3 recristalizagdes. Para cada amostra um solvente (ou mistura de solventes) em

especifico foi utilizado.

5.4. Analise Instrumental

5.4.1. Cromatografia a Gas com detector de lonizagdo de Chama (CG-DIC)

Os extratos obtidos em éter etilico de 10 espécies da familia Burseraceae foram
analisados em CG-DIC modelo GC 2010 da Shimadzu. Para a analise foram utilizadas
as seguintes condicOes, temperatura do injetor: 250 °C; modo de injec¢do: split 1:10, gas
de arraste: hélio (He), fluxo de 1,00 mL/min. Coluna CPSIL 5CB (15 m x 0,25 mm X
0,25 m). A programacdo do forno teve como temperatura inicial de 50 °C com
gradiente de 30 °C/min até 200 °C, seguido de um gradiente de 5 °C/min até 250 °C e
mais um gradiente de 5 °C/min até 290 °C com isoterma de 10 min. Total: 33 min.
Temperatura do Detector: 300 °C. As areas determinadas por integracdo dos picos
gerados no cromatograma foram utilizadas para a quantificacdo das substancias. Os
cromatogramas foram obtidos na Central Analitica do Centro da Biotecnologia da

Amazobnia (CBA).



37

5.4.2. Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear

Os experimentos de ressonancia magnética nuclear de préton (RMN de *H) foram
realizados em espectrometro INOVA-500 (By = 11,7 T) da Varian, localizado na

Central Analitica do Centro de Biotecnologia da Amazénia.

Foram utilizados os solventes cloroférmio deuterado (CDClIs), acetona deuterada

(D3CC(=0)CD3) e metanol deuterado (D;COD).

Como referéncia para os deslocamentos quimicos (8) dos espectros de RMN 'H e
3C foram utilizados os deslocamentos conhecidos dos solventes utilizados. Os
decaimentos livres por inducgéo (FID — Free Induction Decay) obtidos nos experimentos
foram tratados no software ACD/NMR Processor Academic Edition versdo 12.01 da

Advanced Chemistry Development, Inc (ACD Labs).

5.4.3. Espectrometria de Massas

5.4.3.1. Cromatografia a Gas com detector de Espectrémetro de Massas (CG-EM)

Para a analise do perfil quimico, os TIC's dos extratos em éter etilico de 9
espécies foram obtidos em cromatografo a gas modelo GC6890 da Agilent. Para a
andlise foram utilizadas as seguintes condicGes, temperatura do injetor: 250 °C; modo
de injecdo: split 1:10, gas de arraste: hélio (He), fluxo de 1,00 mL/min. Coluna DB-5
(5%fenil 95%metilpolisiloxano) da Agilent (30m x 0,25mm x 0,25m). A programacao
do forno teve como temperatura inicial de 50 °C até 200 °C (30 °C/min), seguido de um
gradiente de 200 °C até 250 °C (5 °C/min), e em 250 °C até 290 °C (5 °C/min) e
aplicacdo de isotermia de 10 min. Os espectros de massas foram obtidos por ionizagao

gerada por Impacto Eletrénico (70eV).
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5.4.3.2. Espectrometria de Massas por Captura de lons (EMCI)

Os ions Quasi moleculares e seus fragmentos foram adquiridos em
espectrometro de massa por captura de ions LCQ-Fleet, da Thermo Fisher Scientific. As
amostras foram solubilizadas em metanol HPLC na concentragdo de 10 pug.mL™ e
injetadas por inser¢do direta no espectrometro de massas com fluxo de 30 pL/min.
Posteriormente, as amostras foram infundidas por uma bomba de injecdo automatica
com um fluxo continuo de 10 puL/min e ionizadas por eletrospray (IES), sendo os ions
observados no modo positivo [M — H]". Para analisar os extratos das cascas e madeiras
utilizaram-se 0s seguintes parametros de operacédo: capilar voltage 4,5 kV, skimmer 50
V e fluxo de géas nitrogénio de 250 e 30 L.h™. Os espectros de Massas por Captura de

fons foram editados no software Xcalibur 2.0.7.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1. Metodologia/filosofia do estudo

Apbs décadas de exploracdo da biodiversidade quimica pelos métodos da
fitoquimica classica, o imenso conjunto de dados disponiveis especialmente de RMN de

'H e espectrometria de massas, possibilita a utilizacdo de outras abordagens.

A andlise de um complexo perfil metab6lico baseando-se na aplicacdo de
experimentos conjuntos de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN de *H),
espectrometria de massas com ionizagdo por spray de elétrons (EM-ISE) e
cromatografia em fase gasosa acoplada ao espectrémetro de massas (CG-EM) € uma
dessas abordagens cada vez mais viaveis, confiaveis e utilizadas para o estudo de
moléculas orgéanicas utilizando quantidades diminutas, com grande economia de tempo

e recursos de consumiveis de laboratério.

Os ligndides constituem um grupo importante de substancias fenolicas das
plantas, estruturalmente caracterizados pelo acoplamento de unidades de
fenilpropanoides, um grupo com uma grande varia¢do estrutural resultando em uma

diversidade de classes encontradas na natureza, como as lignanas e neolignanas.

Os lignoides presentes na familia Burseraceae foram isolados e identificados de
varias partes das plantas, apresentando grande diversidade estrutural, com estruturas
fendlicas ou anéis aromaticos ligados a metoxilas e, portanto, com diferentes
polaridades. Grande parte dos ligndides com anéis aromaticos ligados a metoxilas foram
descritos principalmente nos géneros encontrados na regido amazénica (SIQUEIRA et
al., 1995; SIANI et al., 1998; MAGALHAES et al., 2006). No presente estudo, 0

método de extragdo foi desenvolvido visando o direcionamento para a obtencdo de
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ligndides de baixa e média polaridade, com extracdes sequenciais em éter etilico e
acetato de etila ap6s uma extracdo com hexano para que fossem retiradas as substancias
de baixa polaridade, acidos graxos e terpenos muito comuns na familia, como o0s

triterpenos.

Assim, para as extracdes de média polaridade (obtidas em éter e AcOEt) de dez
espécies de Burseraceae: nove espécies do género Protium e uma de Trattinnikia, o
trabalho foi dividido em trés partes: analise do perfil metabdlico por RMN de *H, EM-

ISE e CG-EM,; perfil cromatografico (CCD); e analise quimiométrica.

Primeiramente, foi realizada a descri¢do do perfil metabdlico de um conjunto de
amostras de forma répida, onde um grande e diferente nimero de metabolitos foi
avaliado, sem a intencdo de identificar cada metabolito detectado, mas comparar e
classificar perfis ou modelos metabolicos, ou podendo identificar “novas substancias”
ou biomarcadores (DETTMER et al., 2007). Essas analises foram realizadas pelas
técnicas de RMN de 'H e EM-ISE dos extratos obtidos em acetato de etila e éter etilico
e analises por CG-EM foram feitas apenas para 0s extratos em éter na busca por

substancias de baixa polaridade.

A analise do perfil quimico foi realizada na busca por extratos que
apresentassem sinais de hidrogénios com deslocamentos quimicos () caracteristicos de
aromaticos (entre 86,5 e 7,5 ppm) na RMN de 'H e por massas (m/z) de ligndides ja

descritas na literatura.

A segunda parte apresenta o perfil cromatografico dos extratos obtidos em éter
etilico e acetato de etila por CCD, a fim de avaliar as similaridades dos sinais
observados com o revelador vanilina sulfurica e promovendo-se a comparagdo entre as

amostras.
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Na terceira etapa foi realizada a analise quimiométrica dos dados obtidos por
EM-ISE, em funcdo do vasto volume de informacdes a ser considerado e pelo fato de

grande parte do que se deseja elucidar sdo relacbes complexas, lineares ou ndo lineares.

Os extratos foram obtidos por maceracdo das cascas e madeiras de espécies do
género Protium e Trattinnickia com os solventes éter etilico e acetato de etila. A lista
com as espécies estudadas e os rendimentos (%) dos extratos encontra-se nas tabelas 2 e

3, respectivamente.

Tabela 2: Espécies de Burseraceae coletadas, com siglas utilizadas na
dissertacéo.

Eter etilico AcOEt
Espécie

Madeira Casca Madeira Casca

Trattinnickia glaziovii EFAM42 EFAM52 EFAM45 EFAMS55

Protium klugii ECIN42 ECIN52 ECIN45 ECIN55

P. pilosissimum ECON42 ECONS5S2 ECON45 ECONS5

P. cf. rubrum EDIJN42 EDJIN52 EDJN45 EDJN452

P. apiculatum ECBM42 ECBMS52 ECBM45 ECBMS5

P. trifoliolatum ECTN42 ECTNS2 ECTN45 ECTNS5

P. cf. paniculatum EDIO42 EDIO52 EDIO45 EDIOS5

P. gallosum ECGN42 ECGNS5S2 ECGN45 ECGNS5

P. nitidifolium ECKN42 ECKNS2 ECKN45 ECKNS5
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Tabela 3: Rendimentos (%) dos extratos brutos e dos materiais vegetais.

Solvente Parte da planta (100 g) Extratos Rendimento (%)
Madeira EFAMA42 0,16
Casca EFAMS52 0,96
Madeira ECIN42 0,15
Casca ECIN52 1,20
Madeira ECON42 0,08
Casca ECON52 0,32
Madeira EDJN42 0,16
Casca EDJN52 0,81
Eter etilico Madeira ECBM42 0,22
Casca ECBM52 1,50
Madeira ECTN42 0,08
Casca ECTN52 0,74
Madeira EDIO42 0,08
Casca EDIO52 0,65
Madeira ECGN42 0,15
Casca ECGN52 1,22
Madeira ECKN42 0,13
Casca ECKN52 1,60
Madeira EFAM45 0,19
Casca EFAM55 0,36
Madeira ECJIN45 0,21
Casca ECIN55 0,38
Madeira ECON45 0,26
Casca ECONS55 0,57
Madeira EDJN45 0,37
Casca EDJN55 0,72
Madeira ECBM45 0,18
ACOE Casca ECBMS5 0,50
Madeira ECTN45 0,11
Casca ECTN55 0,45
Madeira EDIO45 0,20
Casca EDIO55 0,36
Madeira ECGN45 0,19
Casca ECGN55 0,43
Madeira ECKN45 0,10
Casca ECKN55 0,60

Analisando os rendimentos observa-se maior quantidade nos extratos das cascas

que da madeira, tanto em éter como em AcOEt.
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O extrato que apresentou maior rendimento foi o obtido em éter das cascas

(ECBM52), seguido do extrato obtido em AcOEt das cascas (EDJN55).

6.2. Andlise do perfil metabolito dos extratos brutos das cascas e madeiras

6.2.1. Perfil metabdlito por RMN de 'H

Primeiramente, foi realizada andlise dos extratos em éter e AcOEt pela técnica
de RMN de 'H, com o objetivo de identificar o maior nimero de classes de compostos
presentes no extrato, ndo se preocupando com a sua quantificacdo. Esta técnica é
fundamentalmente utilizada para a elucidacdo estrutural de metabdlitos especiais, mas
nas ultimas duas décadas tem se mostrado bastante eficiente nos estudos de perfis
quimicos de amostras complexas (LOPES DA SILVA et al., 2011). Isso se deve ao fato
das analises serem realizadas com rapidez, e principalmente, pela grande quantidade de
informacao gerada em um Unico espectro. Esta informacdo € de grande importancia,
pois observando a regido especifica de hidrogénios aromaticos é possivel sugerir que em
determinado extrato encontram-se substancias que possuem tais atomos, desta forma

possibilitando encontrar varias classes de substancias, como: flavanoides e lignoides.

As lignanas sdo classificadas em oito grupos, baseando-se na forma em que o
oxigénio esta incorporado no esqueleto, e cada grupo varia substancialmente em niveis
de oxidacdo de ambos 0s anéis aromaticos da estrutura, possuindo dessa forma, distintas
estruturas aromaticas, como pode ser visto na figura 8 (UMEZAWA, 2003). Por serem
muito oxidadas e carregadas em funcionalidades com os anéis lactdnicos de cinco
membros e possuindo também grupos substituintes: hidroxi, metoxi e metilenodioxi nos

anéis aromaticos, cada estrutura aromatica possuira deslocamento quimico caracteristico
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no espectro de RMN de *H, possibilitando sugerir quais tipos de compostos arométicos

podera ser encontrado em uma determinada matriz vegetal.

JT\ OMe MeO" i OMe i OMe
OH OH OMe
H
H
AN
MeO OMe o NN
_/ > °
OMe

Figura 8: Principais estruturas encontradas nos lignoides.

o

Os dados da literatura da RMN de *H dos ligndides de Burseraceae nos permite
realizar uma filtracdo bastante eficiente dos principais sinais de deslocamentos dos
protons aromaticos, lactdnicos e dos metilenodioxi presentes nas estruturas dos

lignoides, como pode ser visto na tabela 4.

Tabela 4: Principais sinais de deslocamentos dos protons aromaticos, lacténicos e dos
metilenodioxi

Protons Deslocamentos quimicos Referéncia

H-2 =6,70; H-5 = 6,66; JUTIVIBOONSUK et al.,

5 H-6 = 6,46 (2005)
H OMe
OH
~ - _ _ JUTIVIBOONSUK et al.,
- N H-2=H-6=6,44 (2005)

H-2 =6,90; H-5 = 6,89;
> H-6 = 6,70

H OMe

MALDINI et al., (2009)

OMe
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OMe

H-2 = H-6 = 6,49

DEKEBO et al., (2002)

H-3=6,28; H-4 = 7,96

MAGALHAES et al.,
(2006)

5,88; 5,90; 6,03; 6,08; 6,06

SIANI et al., (1998);
SIQUEIRA et al., (1995)

Os espectros da RMN de 'H dos extratos obtidos em éter etilico e AcOEt

(Figuras 9 e 10) apresentaram grande similaridade, devido a regido dos hidrogénios

metilicos entre 6 0,80 e 1,70, o que se justifica pela possivel presenca de triterpenos, que

sdo marcadores desta familia.



46

| J_L ECBM42
| JA EFAM42
_L* ECTN42

JA EDIO42

| L ECON42
| . ) l . ECIN42
| , L EDJN42
| LJ ECGN42
L ECKN42

2

ECKNS2

|

l‘L ECON52

| *.Lm EFAMS2

. L EDJN52

| ~L\ ECBM52

._./JJL ECTNS52

EDIO52

1 ECGN52
g ECJN52

7 6 5 2 1 0 -1 -2

Chemical Shift (ppm)

Figura 9: Espectro da RMN de *H (CDCls) dos extratos em éter.
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Figura 10: Espectros da RMN de *H (DsCCOCDs) dos extratos em AcOEt.
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Dentre os espectros das figuras 9 e 10, apenas quatro apresentaram maiores
diferencas: ECIN52, ECIN42 e ECJN55 da espécie Protium klugii, e o extrato ECON55
pertencente a espécie P. pilosissimum. Os extratos ECNJ42 e ECIN52 foram obtidos da
madeira e casca, respectivamente, em éter. E os extratos ECIN55 e ECON55 foram

obtidos das cascas em AcOEt.
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Figura 11: Ampliacdo dos espectros da RMN de *H dos extratos em AcOEt ECONS55,
ECJNS5, e em éter ECIN42 e ECIN52.

Na ampliacdo dos espectros da figura 11, sdo encontrados sinais do tipo
multipleto em regido caracteristica de prdotons aromadticos, entre 6 6,5 ¢ 7,5 ppm
(PAVIA et al., 2001), podendo sugerir que estes extratos possam ter substancias desta
classe organica, visto que na familia Burseraceae, ha relatos da coumarinas escopoletina
(JUTIVIBOONSUK et al., 2005; COSTA et al., 2012), dos flavondides 8-(3-hidroxi-
37-metilbutil)-5,7,4 -trihidroxidihidroflavonol e 6”,6”-dimetildihidropirano-(2”,3":7,8)-

5,4 -dihidroxidihidroflavonol (SOUZA et al., 1989) os ligndides (7°R,8R,8R)-(-)-
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deoxipodofilotoxina,  burseneolignana  (JUTIVIBOONSUK et al., (2005);

VELAZQUEZ-JIMENEZ et al., 2011), ilustradas na figura 12.

escopoletina 8-(3”-hidroxi-3-metilbutil)-5,7,4 -
trihidroxidihidroflavonol

QLT

OMe

6”,6”-dimetildihidropirano-(2”,3”:7,8)- (7’R,8R,8’R)-(-)-deoxipodofilotoxina
5,4 -dihidroxidihidroflavonol

OH

burseneolignana

Figura 12: Estruturas aromaticas encontradas em Burseraceae.

S&o observados também, deslocamentos quimicos com sinais de integracdo entre
0 5,9 e 6,04 ppm que podem sugerir estruturas constituidas de grupos metilenodioxi,
como descrito no trabalho realizado por Siqueira et al., (1995), no isolamento de
lignanas de Protium tenuifolium, onde foram identificadas as lignanas (-)-para-

benzolactona e o derivado oxidado oxo-para-benzolactona, ou ainda a lignana 5-
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metoxijusticidina A, isolada por Siani et al. (1998) (Figura 6) pagina 30, isoladas do

extrato etéreo da madeira.

E possivel observar nos espectros dos extratos ECON55, ECIN55 e ECIN52,
intenso sinal com deslocamento quimico em 6 3,85 ppm, regido essa, onde séo descritos

sinais de prétons referentes a grupos metoxilas.

Em Burseraceae ja foram relatados alguns ligndides que apresentam grupos
metoxilas em sua estrutura, sendo extraidas em diferentes polaridades de solventes.
Estes lignoides metoxilados foram descritos apenas nas especies do género Bursera,
Commiphora e Protium, podendo ser observadas nas figuras 3, 4 e 6, respectivamente
(BIANCHI et al., 1968; JOLAD et al., 1977; SIANI et al., 1998; JUTIVIBOONSUK et
al., 2005; DEKEBO et al., 2002; ABBASI et al., 2005; VELAZQUEZ-JIMENEZ et
al., 2011), que podem ser encontradas em extratos de baixa polaridade, como a
neolignana 5-metoxipropacina isolada do extrato etéreo da espécie P. unifoliolatum,

como ilustrado na figura 6 (MAGALHAES et al., 2006).

Com estes resultados preliminares, foi possivel caracterizar os extratos a partir
dos sinais caracteristicos de determinadas fungdes e grupos organicos, como 0s
aromaticos, os dioxi-metilenos e as metoxilas, e a partir destes deslocamentos quimicos
(8) pode-se sugerir algumas estruturas de lignoides descritos na familia. Portanto,
definem-se as espécies que apresentam sinais de protons de substancias de interesse,

como 0s aromaticos, por exemplo.

6.2.2. Analise por cromatografia em camada delgada dos extratos obtidos em éter e
AcOEt.
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A partir dos resultados da RMN de *H foi possivel selecionar a espécie Protium
klugii (ECIJN52), onde observou-se intensos sinais de protons aromaticos, metilenodioxi

e metoxilas, para que fossem realizadas as analises por CCD.

Os perfis cromatograficos obtidos por CCD das amostras dos extratos em éter e
AcOEt, permitiram uma analise comparativa entre as espécies estudadas, quanto a um
estudo intrafamiliar da familia Burseraceae. A partir das similaridades quimicas de seus
metabdlitos, foi possivel realizar uma correlacdo entre a complexidade da composi¢édo

quimica das espécies.

6.2.2.1.Cromatografia em camada delgada dos extratos obtidos em éter

No cromatograma 1 (Figura: 33) foram analisados os extratos obtidos em éter
etilico das cascas das espécies de Protium klugii (ECIN52), P. paniculatum (EDIO52),
P. pilosissimum (ECONS52), P. trifoliolatum (ECTN52), P. gallosum (ECGN52) e P.
apiculatum (ECBM52). Os extratos ECIN52, EDIO52, ECON52, ECTN52 e ECBM52
apresentaram perfis cromatograficos semelhantes em relagdo as manchas roxas com
fatores de retencdes (Rfs) 0,90, 0,82 e 0,64. Os extratos ECIN52 e ECGN52
apresentaram os perfis cromatograficos mais distintos, sendo que o extrato ECIN52 € o
que apresenta maior diferenca. Neste extrato, € possivel observar a presenca de trés
substancias com Rfs 0,24 (cor marrom), 0,28 (cor azul) e 0,31 (cor marrom) que
somente aparecem nesta amostra. No extrato ECGN52, ndo hd uma boa separacdo com

esse eluente, pois as substancias presentes nesta amostra sdo de maior polaridade.
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ECJN52 EDIO52 ECON52 ECTN52 ECGN52 ECBMS52

Figura 33: CCD dos extratos em éter das espécies Protium klugii (ECIN52), P.
paniculatum (EDIO52), P. pilosissimum (ECON52), P. trifoliolatum (ECTN52), P.
gallosum (ECGNb52) e P. apiculatum (ECBM52).

No cromatograma 2 (Figura: 34) foram analisados o0s extratos obtidos em éter
etilico das cascas das espécies de P. apiculatum (ECBM52), Protium nitidifolium
(ECKN52), P. cf. rubrum (EDJN52), Trattinnikia glaziovii (EFAM52) e das madeiras
das espécies de P. pilosissimum (ECON42), P. klugii (ECIN42), P. trifoliolatum
(ECTN42), Trattinnikia glaziovii (EFAM42), P. cf. rubrum (DJN42), P. apiculatum
(ECBM42), P. nitidifolium (ECKN42), P. cf. paniculatum (EDIO42) e P. gallosum
(ECGN42). Estas espécies apresentaram perfil cromatografico semelhante, sendo
observada a presenca da substancia com Rf 0,2 em todos os extratos, e assim como no
cromatograma 1, as manchas roxas com fatores de retencdes (Rfs) 0,82 e 0,64 foram
predominantes nestas espécies. A mancha rocha com Rf 0,82 foi observada nas espécies
ECKN52, EDIN52, EFAM52, ECON42, ECTN42, EFAM42, ECBM42, ECKN42 e

EDIOA42.

As espécies ECBM52, ECKN52 e ECDMA42 apresentaram perfis
cromatograficos semelhantes, sendo observada a mesma substancia (cor azul) com Rf

0,80. A amostra EFAM52 apresentou poucas manchas, e com a substancia de Rf 0,82
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com alta concentracdo. A espécie EDIO42 apresentou perfil cromatografico semelhante
com as demais espécies, mas apresentando uma mancha azul com alta concentracdo

com Rf0,10.

ECBM52 ECKN52 EDJN52 EFAM52 ECON42 ECJN42 ECTN42 EFAM42 EDJN42 ECBM42 ECKN42 EDIO42 ECGN42

Figura 34: CCD dos extratos em éter das espécies P. apiculatum (ECBM52), Protium
nitidifolium (ECKN52), P. cf. rubrum (EDJN52), Trattinnikia glaziovii (EFAM52) e
das madeiras das espécies de P. pilosissimum (ECON42), P. klugii (ECIN42), P.
trifoliolatum (ECTN42), Trattinnikia glaziovii (EFAM42), P. cf. rubrum (DJN42), P.
apiculatum (ECBM42), P. nitidifolium (ECKN42), P. cf. paniculatum (EDIO42) e P.
gallosum (ECGN42).

Os dados coletados nos cromatogramas obtidos por CCD para 0s extratos em
éter etilico foram inseridos na tabela 5 e distribuidos em uma matriz X:Y, sendo
descrito a presenca dos Rf para cada amostra avaliada. A matriz foi constituida
considerando a presenca (1) ou auséncia (0) do Rf, ndo sendo considerada a quantidade
da substdncia presente. A analise do Software R® gerou o dendrograma com a

distribuicdo hierarquica quimica das espécies por CCD, que é apresentado na figura 35.
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Tabela 5: Fator de retengdo para os extratos obtidos em éter etilico

Fator de Retencgéo (Rf)
0,07 0,1 0,13 0,15 0,19 0,24 0,21 0,28 0,29 0,31 0,35 0,38 0,41 0,46 0555 0,64 0,8 0,82 0,9 0,96

Amostra

0

1
0
0
0
0
0
0
0
0

ECJIN52

EDIO52
ECON52

1
0
0
0
0
0
0

ECTN52
ECGN52R

ECBM52

ECKN52

EDJNS52
EFAM52

1
0

ECON42

0
0

ECJIN42

1
0
0
0
0
0
0
0
0

ECTN42
EFAMA42

0

EDJN42
ECBM42

ECKN42

1

EDIO42
ECGN42
ECDMA42

ECRMA42

de Rf.

- auséncia

Obs.: 1 - presenca de Rf; 0
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A analise hierarquica por agrupamentos (Figura 35) para os extratos obtidos em
éter eilico das espécies de Burseraceae foi dividida em dois grupos conforme suas

variagcdes quimicas.
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Figura 35: Dendrograma de agrupamento quimico para as especies de Burseraceae.
Dados dos valores do fator de retengdo por CCD para 0s extratos em éter analisados

com software R, utilizando método “ward”.

O agrupamento no grupo G1 ocorreu devido as espécies ECIN52, EDIO52,
ECON52 e ECTN52 apresentarem em comum, as manchas com Rf 0,19, 0,35 e 0,38.
Diferentemente do grupo G2, em que nenhuma espécie apresentou manchas com esses

Rfs.

O grupo G1 foi dividido em dois grupos Gla e G1b. O Gla, referente a espécie
Protium klugii, apresentou as manchas com Rf 0,13, 0,24, 0,28 e 0,41, que somente
foram observadas nela, sendo que esta amostra apresentou maior diversidade de

substancias eluidas nesse eluente. O grupo G1b, com as espécies P. paniculatum, P.
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pilosissimum e P. trifoliolatum, foram agrupadas devido a presenca das substancias com

Rfs 0,15 e 0,29.

O grupo G2 também foi dividido em dois subgrupos, G2a e G2b. O grupo G2a
foi agrupado com as espécies ECGN52, EDJN42, ECKN42, ECON42, ECIN42 e
ECGN42 que apresentaram comumente as substancias com Rf 0,46, 0,82 e 0,96,

contrariamente ao grupo G2b.

A partir destes resultados foram observadas que algumas espécies apresentaram
perfis cromatograficos diferentes das demais e que exibiram substancias que
majoritarias. Correlacionando estes resultados com os dados obtidos das analises de
RMN de 'H, EM-ISE e CG-EM, verifica-se que o extrato ECIN52 (Protium klugii),
apresentou o perfil cromatografico mais distinto e com maior riqueza de substancias no
eluente utilizado, sendo mais um forte indicativo da presenca de substancias de classes

diferentes.

A fim de identificar os constituintes majoritarios presentes em todas ou na
maioria das especies, foram selecionadas as espécimes Trattinnikia glaziovii
(cromatograma 2), com uma mancha roxa de Rf 0,82, P. apiculatum (cromatograma 1),
apresentando mancha azul clara com Rf 0,80, e P. cf. paniculatum (cromatograma 2),

exibindo uma interessante mancha azul majoritaria com Rf 0,10.

6.2.2.2.Fracionamento do extrato em éter de Trattinnikia glaziovii (EFAM52)

O extrato EFAMS52 foi selecionado para o fracionamento devido a presenca, em
alta concentracdo, da substancia com Rf 0,82 que estd presente em quase todas as

espécies analisadas por CCD.
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O extrato etéreo (0,5 g) foi fracionado em coluna com gel de silica (70-230
mesh), eluida com hexano, acetato de etila e metanol, em ordem crescente de
polaridade, sendo recolhidas 10 fragfes, conforme a figura 36. A fragdo 5 apresentou
precipitados, que foi submetido a lavagens com metanol, acetona e AcOEt para

purificacdo do mesmo, denominada EFAM52C1F5P.

EFAMS2 500
e

EFAM32cl
Maitic =25 g
hsitiz= 15 cm.
Bipe=2 cm

t

EFAMS2clf3
3mg

EFAM2clfS
98 mg

EFAMS2¢1f7
27 mg

EFAM32clf3
25 mg

EFAMS2cif

10 mg 55 mg

EFAMI2clfl EFAMS2clf2 EFAMS2clf4 EFAMS2clf6
8mg 1mg 20 mg 22 mg

l EFAMS2c1£10

J

Figura 36: Fracionamento do extrato EFAM52.

Para identificacdo da EFAM52C1F5P, 10mg foram submetidas a analise de
cromatografia gasosa com detector de espectrémetro de massas (CG-EM). Com essa
analise, foram gerados dois espectros (figura: 37 e 38), 0s quais apresentaram
fragmentacdes semelhantes, indicando uma possivel mistura de isdmeros. Na anélise
dos espectros, verificou-se que ambos apresentaram o mesmo ion molecular de 426 m/z
[M]" e o ion m/z 218 (pico base) que é caracteristico de triterpenos pentaciclicos
(SHIOJIMA ET AL., 1992), e apresentaram fragmentacdes menos intensas com m/z 203

e 189 por perda de CH3 ou C;Hs.

Os triterpenos a- e B-amirina sdo relatados como constituintes majoritarios de
espécies de Burseraceae, principalmente de suas resinas, ja tendo sido isolados dos
géneros Aucoumea (TESSIER et al., 1982), Boswelia (XAASAN et al., 1984), Bursera

(KHALID, 1983), Canarium (VIDAL & DELAVEAU, 1985), Commiphora (KHALID,
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1983), Dacryodes (KHALID, 1983), Protium (ZOGHBI ET AL., 1993) e Trattinnickia

(LIMA ET AL., 2004).
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Figura 37: Espectro de massas da a-amirina.
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Figura 38: Espectro de massas da B-amirina.

Antes da escolha dessa amostra, foram realizadas CCDs com padrdes de
triterpenos e esterdis, mas ndo foi possivel realizar a comparacdo, pois néo
apresentavam o mesmo Rf, talvez ocasionado pelo efeito de matriz, ja que se tratava de
uma amostra de extrato bruto e que tinha sido previamente desengraxada com hexano,

dessa forma sendo preciso ser realizado o fracionamento.

Apo6s a andlise dos fracionamentos dos extratos em éter de P. apiculatum
(ECBM52) e P. cf. paniculatum (EDIO42), foram realizadas CCDs para a avaliacdo do
perfil cromatografico, porém, foi observado que o rendimento e a separacdo dos
constituintes ndo foram satisfatorios. Como o objetivo deste trabalho ndo foi o estudo de

fitoguimico classica, os fracionamentos posteriores ndo foram realizados.
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6.2.2.3. Cromatografia em camada delgada dos extratos obtidos em acetato de
etila.

No cromatograma 3 (Figura: 39) foram analisados o0s extratos obtidos em acetato
etilico das cascas das espécies Protium klugii (ECIN55), P. cf. paniculatum (EDIO55),
P. pilosissimum (ECONS5), P. trifoliolatum (ECTNS55), P. gallosum (ECGN55), P.
apiculatum (ECBMb55), P. nitidifolium (ECKN55), P. cf. rubrum (EDJN55),
Trattinnikia glaziovii (EFAMS5), e da madeira P. pilosissimum (ECONA45) e P. klugii
(ECJIN45). Em todas as espécies foi observada a mancha rocha com Rf 0,83. Os extratos
ECBM55 e ECKN55 apresentaram perfis cromatograficos semelhantes, com a presenca

das substancias com Rf 0,88, 0,89 e 0,98.

E as espécies ECIN55, EDIO55, ECTN55 e ECIN45 foram as amostras que
exibiram perfis cromatograficos mais distintos deste grupo, apresentando substancias

com Rfs 0,08, 0,11, 0,23, 0,33 e 0,59.

— — — 1
B Al Ak L B . : 0,93
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- - — 0,87
- - — 083
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— 0,74
Rf
— 0,59
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Figura 39: CCD dos extratos em AcOEt das espécies Protium klugii (ECIN55), P. cf.
paniculatum (EDIO55), P. pilosissimum (ECON55), P. trifoliolatum (ECTN55), P.
gallosum (ECGNb55), P. apiculatum (ECBM55), P. nitidifolium (ECKN55), P. cf.
rubrum (EDJN55), Trattinnikia glaziovii (EFAM55), e da madeira P. pilosissimum
(ECONA45) e P. klugii (ECIN45).
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No cromatograma 4 (Figura: 40) foram avaliados os extratos obtidos em acetato
etilico das madeiras das espécies P. klugii (ECIN45), P. trifoliolatum (ECTN45),
Trattinnikia glaziovii (EFAMA45), P. cf. rubrum (EDJN45), P. apiculatum (ECBM45),
P. nitidifolium (ECKN45), P. cf. paniculatum (EDIO45) e P. gallosum (ECGN45). Em
todas as espécies foi verificada a substancia com Rf 0,83, assim como no cromatograma
3, sendo uma substancia que esta presente tanto nas cascas, quanto nas madeiras. Os
extratos ECBM45 e ECKN45 apresentaram perfil cromatogréafico idéntico, com as
substancias de Rf 0,11 (mancha azul clara), 0,18 (mancha rosa) e 0,33. E a espécie
EDIO45 foi a mais distinta, exibindo duas substancias bastante concentradas, com Rfs

0,11 (mancha azul escura) e 0,18 (mancha roxa).

" B : ' B — 0,98
: — 0,93

— 0,88
— 0,87

— 0,85

— 0,83

Rf

— 0,33

“ — 0,11
Ao

ECJN45 ECTN45 EFAMA45 EDJN45 ECBM45 ECKN45 EDIO45 ECGN45

Figura 40: CCD dos extratos em AcOEt das espécies Protium klugii (ECIN55), P. cf.
paniculatum (EDIO55), P. pilosissimum (ECONS55), P. trifoliolatum (ECTN55), P.
gallosum (ECGN55), P. apiculatum (ECBM55), P. nitidifolium (ECKN55), P. cf.
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rubrum (EDJN55), Trattinnikia glaziovii (EFAMS55), e da madeira P. pilosissimum
(ECON45) e P. klugii (ECIN45).

Os dados coletados nos cromatogramas obtidos por CCD para 0s extratos em
éter etilico foram inseridos na tabela 6 e distribuidos em uma matriz X:Y, sendo
descrito a presenca dos Rf para cada amostra avaliada. A matriz foi constituida
considerando a presenca (1) ou auséncia (0) do Rf, ndo sendo considerada a quantidade
da substancia presente. A analise do Software R® gerou o dendrograma com a

distribuicdo hierarquica quimica das espécies por CCD, que é apresentado na figura 41.

A andlise hierarquica por agrupamentos (figura: 41) dos extratos obtidos em
acetato de etila foi dividida em dois grupos conforme as variagdes quimicas distribuidas

pelo Software R no método Ward.
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Figura 41: Dendrograma de agrupamento quimico para as espécies de Burseraceae.
Dados dos valores do fator de retencdo por CCD para 0s extratos em AcOEt analisados

com software R, utilizando método “ward”.



Tabela 6: Fator de retengéo para os extratos obtidos em AcOEt.

Fator de Retencgéo (Rf)

Amostra 008 01 011 018 023 03 033 059 074 079 083 085 087 088 089 093 0,98
ECJIN55 o o o o o0 ©0 1 0 o0 1 1 o0 o0 1 0 0 1
EDIOS5 o o 1 o0 1 0 0 ©0 O O 1 0o 0 0 0 0 1
ECONS55 o o o o ©0 O O0O ©O0 o0 ©0 1 0o 1 o0 0 0 1
ECTNS5R o 1 0 o0 ©0 O O0O ©O0 o0 ©0 1 0o 1 o0 0 0 1
ECGNS5R o o o o ©0 O O0O ©O0 o0 ©0 1 0o 0 o0 0 0 1
ECBMS55 o o o o ©0 O O O O o0 1 0o o0 1 1 1 1
ECKNS5R o o o o ©0 O O0O ©O0 o0 ©0 1 0o 0 1 1 0 1
EDIN55 o o o o ©0 O O0O ©O0 o0 ©0 1 0o 1 o0 0 0 1
EFAMS5 o o o o ©0 O O0O ©O0 o0 ©0 1 0o 1 0 0 0 1
ECONA45 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 0
ECJN45 1 0 0 1 0 0 0 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0
ECTN45 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 1 1 0 0 0 0
EFAMA45 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 0 1
EDJN45 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 1 1 1 0 0 1
ECBM45 0 0 1 0 0 1 0 0 1 0 1 0 1 1 0 1 1
ECKNA45 0 0 1 0 0 1 0 0 1 0 1 0 0 0 0 0 1
EDIOA45 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1
ECGN45 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 1 1

Obs.: 1 - presenca de Rf; 0 - auséncia de Rf.
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Grupo quimico 1 (G1): constituido pelas cascas das espécies P. trifoliolatum,
Trattinnikia glaziovii, P. pilosissimum, P. cf. rubrum e a madeira da espécie Trattinnikia

glaziovii.

Grupo quimico 2 (G2): constituido pelas cascas e madeiras das espécies P.
trifoliolatum, P. pilosissimum, P. cf. rubrum, P. apiculatum, Protium nitidifolium, P.

klugii, P. cf. paniculatum e P. gallosum.

No G1 observa-se 0 agrupamento entre as espécies pela presenca da substancia
com Rf 0,87 e 0,98. E verifica-se também a proximidade da casca e madeira da espécie

Trattinnikia glaziovii, que apresentaram perfil cromatografico semelhante.

No grupo G2 foram observadas que a similaridade das espécies, em relacdo as
substancias analisadas por CCD, ocorreu devido a maior presenca das manchas com Rf

0,11, 0,18, 0,74, 0,85 ¢ 0,88.

6.2.3. Perfil metabolico por espectrometria de massas com ionizacao por spray de
elétrons (EM-ISE)

A espectrometria de massas € uma técnica bastante ampla, abrangendo varias
areas da guimica e biologia. 1sso se deve principalmente ao desenvolvimento de novas
técnicas de ionizacdo que a revitalizaram, fazendo que as analises sejam realizadas com

rapidez, sensibilidade de picomol a fentomol, seletividade e preparo minimo de amostra.

Esta técnica pode ser aplicada em analises com um grande conjunto de amostras
de forma rapida, onde uma matriz complexa de extrato bruto com diferentes classes de
metabolitos especiais pode ser analisada, ainda tendo a possibilidade confirmar a
identidade dos constituintes presentes em amostras biolégicas complexas (KATJA et

al., 2007; VILLAS-BOAS et al., 2005).
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Diante desse contexto, as analises dos extratos em éter e AcCOEt foram realizadas
em uma faixa de m/z pré-determinada (Figuras 13 e 14), entre 300 e 600, com objetivo
de gerar um perfil de m/z de ligndides ja descritos em Burseraceae, que variam entre m/z

352 e 528, e sendo realizadas por infuséo direta no modo positivo.
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Figura 13: Espectros de massas dos extratos obtidos em éter.
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Figura 14: Espectros de massas dos extratos obtidos em AcOEt.
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Nas analises de RMN de *H (Figuras 9 e 10) foram observados que apenas 0s
extratos ECIJN52 e ECJNS5, apresentaram sinais mais intensos na regido dos
aromaticos, e pela analise de ISE-EM, além desses extratos, as amostras EFAM52 e
ECONS52, obtidas das cascas em éter, apresentaram ions m/z de possiveis lignoides ([M-
H]" 353, 369, 375, 385 e 401) (MAGALHAES et al., 2006; SIQUEIRA et al., 1995;
ABBASI et al., 2009; PERAZA-SANCHEZ et al., 1992), como pode ser visto nas

figuras 15, 16, 17, 18 e 109.
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Figura 15: Espectro de massas do extrato EFAM52
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Figura 16: Espectro de massas do extrato ECON52
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Figura 19: Espectro de massas do extrato ECIN55

Também foram feitos experimentos de ISE(+)-MS/MS dos possiveis ions dos

lignoides. Os espectros das figuras 20, 21 e 22 mostram o perfil de fragmentacao desses

fons. As analises dos ions m/z [M-H]" 353 e 375 ndo apresentaram fragmentagdes, pois

suas estruturas eram bastantes estaveis.
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N&o hé relatos na literatura sobre fragmentagdes de lignanas e neolignanas com
estes pesos moleculares utilizando a técnica de ISE-MS/MS. Mas Schimdt et al., (2006)
propuseram as fragmentacGes de duas classes de lignanas, das oito j& descritas

(UMEZAWA, 2003), a ariltertralina e a dibenzilbutirolactona.

Nas lignanas ariltetralinas, dois subgrupos podem ser distinguidos em relacao a
substituicdo no C-7. Os compostos hidroxilados nesta posicdo apresentam uma
fragmentacdo mais complexa do que as lignanas sem o substituinte em C-7. Eles
formam um fragmento caracteristico [A+H]" (Figura 23), formado pela perda do
substituinte oxigénio em C-7, junto com o anel lactdnico, seguido por um rearranjo
retro-Diesl-Alder, produzindo o derivado antraceno estavel. Outra forma de
fragmentacdo em lignanas ariltetralinas, é a perda do substituinte fenil [B+H]" e
subsequentemente a perda de CO; a partir do anel lactonico [B-CO,-H]* (SCHIMDT et

al., 2006).
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Figura 23: Fragmentacao de lignanas ariltetralinas (SCHMIDT et al., 2006).

Em relacdo as lignanas dibenzilbutirolacténicas, hd a formacdo de dois
fragmentos caracteristicos [A]" e [B]" que fornecem informagGes que permitem
distinguir esta classe com o isémero furofurano. Apresentando um fragmento com
maior intensidade [M+H-H,O]" do que [M+H]", como ilustrado na figura 24 (

SCHIMDT et al., 2006).
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Figura 24: Fragmentacao de lignanas dibenzilbutirolactonas (SCHMIDT et al., 2006).

A partir das propostas de fragmentaces das lignanas ariltetralinas e
dibenzilbutirolactonicas (Figuras 23 e 24), e o0s resultados observados nas
fragmentaces dos espectros de massas referentes aos ions moleculares [M+H]" 369,
385 e 401, verifica-se que em todos espectros ocorre a perda de agua [H+H.O]",
podendo observar a presenca do grupo OH nas estruturas dos possiveis lignoides, como

é mostrado nas fragmentacdes de Schmidt (2006).

Em Burseraceae, relata-se apenas o fon molecular de m/z [M+H]" 369 com o
grupo OH em sua estrutura, podendo sugerir que seja a lignana oxo-para-benzolactona,
da classe dibenzilbutirolactona. Esta lignana foi identificada a partir do extrato etéreo da
madeira da espécie P. tenuifolium (SIQUEIRA et al., 1995), e no presente trabalho, este
jon foi detectado nos extratos EFAM52, ECON52 e em maior em maior intensidade no

extrato ECIN52, também obtidos em éter etilico. Observa-se também, que no extrato



73

ECJIN55, em AcOEt, ha a presenca do ion m/z [M+H]" 369, sugerindo uma grande

concentracdo nas cascas desta espécie.

Também é possivel observar que os espectros dos ions moleculares de m/z
[M+H]" 369, 385 e 401 (Figuras 20, 21 e 22), apresentam fragmentaces semelhantes,

onde o pico base nos trés espectros sao 0s ions m/z 232 e 233.

No estudo de identificacdo de lignanas da classe dibenzilbutirolactononicas por
ISE-MS e ISE-MS/MS, Schimdt et al. (2008) observaram que a lignana ligna-7-eno-
9,9 -lactona de m/z 399 [M+H]" apresentou espectro com pico base com ion m/z 231, e
perda de 168 Da. sendo que esta perda € semelhante ao que é visto no espectro do ion

m/z 401 [M+H]" (Figura 22).

Ao verificar que estes ions ([M-H]* 369, 385 e 401) apresentam o mesmo perfil
de fragmentacdo e com perdas de H,0O, e na literatura estas fragmentacdes sugerem que
estas possiveis lignanas pertencam a classe dibenzilbutirolactona, mas nao
correspondendo ao perfil de fragmentacao desta classe observada na figura 24, sugere-
se que estas lignanas apresentem isdmeros. Assim como relatado por Schimdt et al.
(2008), onde observaram que a lignana deoxipofilotoxina apresenta 0 mesmo pico base,
assim como os isdmeros E-anhydropodorhizol e Z-anhydropodorhizol, pertencentes a

classe dibenzilbutirolactona, como pode ser observado na figura 25.
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Figura 25: Fragmentacgdo da lignana deoxipofilotoxina (SCHMIDT et al., 2008).

Apesar da rapidez e elevado nimero de amostras serem analisadas por MS-ISE,
algumas limitagdes, como esta, sdo observadas por esta técnica. Pois 0s isbmeros ndo
podem ser diferenciados uma vez que apresentam a mesma férmula molecular,
consequentemente apresentam as mesmas massas e, portanto podem possuir 0 mesmo

perfil de fragmentacdo (VILLAS-BOAS et al., 2005).

Desta forma, estes resultados obtidos séo de grande importancia, pois, na familia
Burseraceae a classe dibenzilbutirolactona ja foi comumente descrita nos géneros:
Bursera, Crepidospermum e Protium. Sendo que no género Bursera foram identificadas
as lignanas (-)-trans-2-(3’,4°’,5”-trimetoxibenzil)-3-(3°,4°-
metilenodioxibenzil)butirolactona e  (-)-trans-2-(3*’,4”’-dimetoxibenzil)-3-(3°,4’-
metilenodioxibenzil)butirolactona, no género Crepidospermum a lignana para-
benzolactona e no género Protium foi identificado a lignana oxo-para-benzolactona

(MCDONIEL & COLE, 1972; LIMA et al., 2001; SIQUEIRA et al., 1995).
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6.2.4. Perfil quimico por CG-EM dos extratos em éter etilico das cascas e madeiras

A CG-EM é uma técnica hifenada que visa a obtencdo de informagdes
estruturais de metabdlitos de interesse a partir de misturas, possibilitando o estudo de
varias matrizes complexas, sem a necessidade do trabalho de isolamento que, muitas

vezes, leva a compostos ja conhecidos.

Poucos estudos foram realizados na familia Burseraceae envolvendo esta técnica
na avaliacdo do perfil quimico de varias espécies. Dentre eles encontram-se o trabalho
realizado por Silva (1995), verificando a variacdo quimica de dez Oleorresinas de
espécies de Protium, avaliando principalmente a presenca de monoterpenos,
sesquiterpenos e 0s triterpenos: a-amirina, B-amirina, [-amirona e friedelina. E o
estudo realizado por Rudiger & Veiga-Junior (2012), observando a quimiodiversidade
dos triterpenos das classes ursano e oleanano nas Oleorresinas de Burseraceae da

Amazonia utilizando ferramentas estatisticas.

Observando a eficiéncia desta técnica e os resultados alcangados, no presente
trabalho realizou-se o perfil cromatografico dos extratos obtidos em éter etilico
avaliando a presenca de ligndides nas cascas e madeiras de nove diferentes espécies de

Burseraceas da Amazonia.

As analises por CG-EM foram realizadas em busca de uma melhor sensibilidade
e definicdo dos resultados, de forma que 0s compostos mais leves saissem mais
rapidamente, para que ocorresse uma maior area de percurso cromatografico, onde

fossem identificados os ligndides.

Os cromatogramas dos extratos analisados das madeiras e cascas apresentaram
perfis cromatograficos semelhantes, sendo possivel observar trés diferentes regides de

classe de compostos (Figura 26).
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Figura 26: Cromatograma do extrato em éter de Protium Klugii.

Primeira regido: nos primeiros vinte minutos de corrida cromatografica, foram
detectadas substancias com m/z que variam entre 136 e 340, que podem corresponder a
ésteres formados no processo de extracdo, fenilpropandides, cumarinas ou derivados do
acido elagico, substancias ja descritas na familia Burseraceae (ZOGHBI et al., 1981,

ZOGHBI et al., 1993; COSTA, 1996; SIANI, 1999).

Segunda regido: a partir dos vinte até os trinta minutos, sdo observadas as m/z
352, 354, 370, 382 e 396 caracteristicas de lignoides, e que ja foram relatadas nas

espécies de Burceraceae.
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Terceira regido: o restante do percurso, de trinta a trinta e cinco minutos, foram
detectadas m/z tipicas dos esterois estigmasterol (m/z 412) e B-sitosterol (m/z 414), e 0s

isdmeros triterpénicos a- e B-amirina (m/z 426) e o- e -amirona (m/z 424).

Os ions detectados na segunda regido sdo observados em todos os extratos, mas
em concentragdes distintas. Além das m/z, verificou-se também as fragmentacdes desses
fons moleculares, sendo possivel observar fragmentos caracteristicos de lignoides, pois
diversos destes ja possuem seus espectros de massas amplamente estudados
(YAMAMOTO et al., 2004), embora nem todos 0s mecanismos envolvidos nas reagdes

de fragmentacdes sejam compreendidos.

Assim como foi visto nas analises realizadas por ISE-EM, os padrdes de
fragmentacdes observados por CG-EM, sdo caracteristicos de lignanas pertencentes a

classe dibenzilbutirolactona.

Yamamoto et al. (2010), analisando os extratos da resina de Callitris preissii por
CG-EM, identificaram 34 lignanas, derivatizadas e nao-derivatizadas, por interpretacéo
de seus espectros de massas, dentre elas encontra-se a lignana matairesinol e seus
derivados, pertencentes a classe dibenzilbutirolactona, que apresentaram varios padrdes

de fragmentacdes, como ilustrado na figura 27.
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Figura 27: Padrdo de fragmentacéo de lignanas da classe dibenzilbutirolactonas, por
CG-EM (YAMAMOTO et al., 2010)
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Comparando essas fragmentacdes (Figura 27) com as observadas nos espectros

de massas (Figuras 28, 29 e 40) dos picos correspondentes as m/z 352, 354 e 370 do

cromatograma 26, verifica-se uma grande semelhanca com a proposta de fragmentacao

B, figura 27, onde a clivagem do ion molecular ocorre na posigdo 3 do grupo fenil,

produzindo os fragmentos 111 e V.

100+

41

51 63
1 "

77

gg 103 115
Jo i

12 230
76 189 209, 23
g 176 189 209) S,

=

0
307 319
0 ) 337

50

\J T Ll 1 | 1
9 110 130

' ) ) L) ) ) ) ) ) ) T
150 170 190 210 230 250

)
27

T Ll Ll Ll T L) ) L) L\ L) ) ) T Ll 1 1 T Ll 1
290 310 330 350 370 390 410 430 450

Figura 28: Espectro de massas do ion m/z 352.
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Figura 30: Espectro de massas do ion m/z 370.

O fragmento 111, m/z 219 ou 218, aparece em menor intensidade, enquanto que o

fragmento 1V, m/z 135, é bem mais intenso e muitas vezes é o pico base, em seguida

este fragmento produz varios ions, no caso em questdo o de m/z 105, pela perda de

OCH; (LOPES et al., 1983; BANERJI et al., 1984; YAMAMOTO et al., 2010), assim

como é observado nos espectro de massas dos ions m/z 352 e 354.
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Anteriormente Banerji et al., (1984), observaram fragmentos semelhantes aos
descritos acima, com m/z 217, 189, 135 (pico base), 77 e 28. Os fragmentos 217 e 135

sdo resultados da clivagem do anel benzilico na posigao 3,5.

Conhecendo estes padrdoes de fragmentacdo presentes nas lignanas e ao
observarmos 0 espectro de massas obtido para os picos com m/z 354 e 352, pode-se
sugerir que estes compostos se tratam das lignanas hinokinina e gadaina,

respectivamente.

A hinoquinina (Figura 31) é wuma lignana pertencente a classe
dibenzilbutirolactona, que ja foi descrita na familia Burseraceae, no género Bursera
(MALDINI et al., 2009), e sendo relatada pela primeira vez no género Protium. Estudos
mostram que esta lignana apresenta efeitos antiespasmodicos (ZHANG et al., 2008),
genotoxicos e eficaz reducdo dos danos induzidos pelo cromossomo DXR
(doxorubicina), farmaco utilizado na quimioterapia contra o cancer (MEDOLA et al.,

2007).

Figura 31: Lignana hinoquinina

A lignana gadaina (Figura 32) também é pertencente a classe
dibenzilbutirolactona, mas ainda ndo foi descrita em nenhum género da familia

Burseraceae, sendo que esta classe ja foi relatada nos géneros Bursera (MALDINI et
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al., 2009) Crepidospermum, Tetragastris (LIMA et al., 2001) e principalmente nas

espécies do género Protium (ZOGHBI et al., 1981; SIQUEIRA et al., 1995).

Figura 32: Lignana gadaina

Com estes resultados observa-se que em todas as espécies estudadas foram
detectadas m/z e fragmentacdes caracteristicas de lignoides. Mas apenas nos extratos
ECIN42 e ECIN52, referentes a madeira e casca da espécie Protium Kklugii, foram

observados concentracdes mais elevadas destes constituintes.

Os resultados quantitativos do CG-DIC, as lignanas hinoquinina e gadaina
apresentaram percentagens de 1,14 e 16,91% para o extrato ECIN42, e 4,45 e 26,71%
para o extrato ECIN52, respectivamente. Observa-se que a cascas da espécie P. klugii
(ECIN52) apresenta elevadas concentracbes da lignana gadaina, dessa forma, esta
espécie possui grande potencial em estudos futuros com objetivos de isolamento e testes

biol6gicos.

6.3. Avaliacdo quimiométrica dos perfis quimicos dos extratos das cascas e
madeiras dos extratos em éter e acetato de etila por EM-ISE

Com base nas intensidades das m/z de cada constituinte presentes foram

realizados andlises de PCA e HCPC, visando detectar semelhancas e diferengas no
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conjunto amostral. A avaliagdo dos dados multivariados de todos os extratos foi
realizada correlacionando a matriz computada com as nove espécies para as 16 m/z
principais detectadas nas analises por ISE-EM. No grafico de PCA (Figura 42) foram
avaliadas as dimensdes 1 (Dim 1) e 2 (Dim 2), representado na forma de gréficos de
mapa de fatores individuais e de mapa de variaveis (Figura 42 A e 42 B,
respectivamente), isto é, os graficos da distribuicdo das amostras em fungdo da

importancia das variaveis, representando 81,68% das informacdes totais.

A variancia mostrou que a Dim 1 representa 50,46% de toda a informacao,
sendo observado no mapa de fatores das variaveis (42 B) um “loaded” positivo para as
variaveis de m/z [H]" 353, 369, 371, 375, 385, 401, 407, 413, 467, 469, 479, 493, 495,

537 e 543, e 0 “loaded” negativo para a m/z [H]" 541.

A Dim 2, tem representatividade de 30,82% das informacGes, com um “loaded”
positivo para as m/z [H]" 353, 369, 371, 375, 385, 401, 407, 537, 541 € 543, e “loaded”

negativo para os fons [H]" 413, 467, 469, 479, 493 e 495.
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Figura 42: Distribuicdo das trinta e seis espécies por analise dos componentes principais
utilizando como varidveis os ions de maior intensidade. (A) Mapa de Fatores

Individuais. (B) Mapa de Variaveis.

Para determinagdo dos agrupamentos das amostras expostas na PCA, foi

realizada a HCPC sobre 0 mapa de fatores, apresentada na figura 43.

A avaliagdo do HCPC sobre o mapa de fatores mostrou o posicionamento de
cada cluster no PCA, apresentando a influéncia das m/z [H]* 541 e 543, na formag&o do
primeiro agrupamento (A1), a influéncia da variagio dos ions [H]" 407, 413, 467, 469,
479, 493 e 495 na formacéo do terceiro (A3). O segundo agrupamento (A2) foi definido

pela alta intensidade das m/z [H]* 369, 371, 375, 385 e 401.
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Figura 43: Dendograma sobre o Mapa de Fatores representando a

dissimilaridade entre as dezoito espécies.
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Os ions [H]" 541 e 543, que formam o agrupamento Al, mas que também sio
detectadas nos outros agrupamentos, sdo ions moleculares que podem ser sugeridos
como biflavondides, pois no estudo realizado por Bahia et al., (2005) isolaram e
identificaram do extrato em cloroférmio, o biflavandide denominado caesalflavona
(Figura 44) que possui este mesmo peso molecular, em Burseraceae, outro biflavonoide
foi identificado, neste caso, a podocarpusflavona A, isolada das folhas da espécie
Trattinnickia glaziovii (SIANI et al., 1995) que também é uma das espécies em estudo

neste trabalho.

HO (o]

Figura 44: Possivel biflavonoide caesalflavona de m/z [H+H]" 541.

Os agrupamentos A2 apresentaram fons que variam entre [H]* 407 e 495. Estes
fons podem ser de lignoides, pois ha relatos de lignanas em Burseraceae que apresentam
m/z aproximadas (SIANI et al, 1998; DEKEBO et al., 2002; ABBASI et al., 2005). E 0s
fons que variam entre [H]" 479 e 495 podem ser de triterpenos, esterdis acetilados e
glicosilados, substancias com esqueletos ja identificadas nos trabalhos de Guimardes &

Siani (2007) e Lima et al., (2001).
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O agrupamento A3, caracterizado pelas altas intensidades das massas m/z [H]"
369, 371, 375, 385 e 401, compreendendo apenas a espécie P. klugii, obtidos dos
extratos em éter e ACOEt das cascas, foi a que apresentou ions de possiveis ligndides ja

descritos na literatura.

Nesse caso, pode-se sugerir que o fon m/z [H]" 369 seja da lignana (-)-para-
benzolactona ou do seu derivado oxidado oxo-para-benzolactona (Figuras 45 e 46), que
foram isoladas e identificadas do extrato etéreo da madeira da espécie P. tenuifolium e
coletada na regido Amazonica, sendo um forte indicativo (SIQUEIRA et al., 1995), ou
ainda a lignana 5 -desmetoxideoxipodofilotoxina isolada por Jolad et al., (1977). da
espécie Bursera morelensis, mas sendo pouco provavel, pelo fato de ter sido

identificada do extrato etandlico e coletada no México.

Figura 45: (-)-para-benzolactona Figura 46: oxo-para-benzolactona

O ion [H]" 371, detectado no extrato em AcOEt, ja foi descrito por McDoniel &
Cole (1972), no estudo de isolamento e determinacdo estrutural de duas lignanas da
espécie Bursera shlechtendalii, no qual o ligndide (-)-trans-2-(3”’,4’’-dimetoxibenzil)-
3-(3’,4’-metilenodioxibenzil)butirolactona (Figura 47) apresenta 0 mesmo peso

molecular, e é pertencente a classe dibenzilbutirolactona, e esta classe é relatada nas
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espécies de Burseracae da regido amazoénica (SIQUEIRA et al., 1995; LIMA et al.,

2001).

H
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Figura 47: Lignana (-)-trans-2-(3”’,4”’-dimetoxibenzil)-3-(3°,4’-

metilenodioxibenzil)butirolactona isolada da espécie Bursera shlechtendalii

Outro ion molecular detectado e em alta intensidade no extrato ECIN55 é o de
m/z 375, até o presente momento nao ha relatos na literatura de Burseraceae em relacao
a lignoides com este peso molecular, mas MacLean & Murakami (1966) estudando a
espécie Thuja plicata donn, isolaram a lignana thujaplicatina (Figura 48), que ¢é
pertencente a classe dibenzilbutirolactona, como foi citado anteriormente, esta classe é

descrita em Burseraceae da regido amazonica.

Figura 48: Lignana thujaplicatina isolada da espécie Thuja plicata donn
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O fon m/z [H]" 385 também ja foi relatado na familia Burseraceae, podendo ser
a lignana 5’-demetoxiepiexcelsina (Figura 49), isolada da espécie Commiphora mukul
(ABBASI et al., 2005), mas sendo pouco provavel que seja 0 mesmo constituinte, pelo
fato de que esta lignana ser pertencente a classe furofurano, e no género Protium ndo ha

relatos de lignanas pertencentes a esta classe.

MeO

Figura 49: Liganana 5’-demetoxiepiexcelsina isolada da espécie Commiphora

mukul

Em relagio massa m/z [H]" 401, ha um relato de uma neolignana
coumarinolignoide 5-metoxipropacina (Figura 50), isolada do extrato etéreo da madeira
da espécie P. unifoliolatum, que foi coletada na regido Amazo6nica, assim como neste

trabalho (MAGALHAES et al., 2006).

MeO H

OMe

Figura 50: Neoligana 5-metoxipropacina, isolada da espécie P. unifoliolatum.



88

Em Bursera schlechtendalii, foi descrita a lignana (-)-trans-2-(3°,4>°,5"’-
trimetoxibenzil)-3-(3’,4’-metilenodioxibenzil)butiralactona (Figura 51) pertencente a
classe dibenzilbutirolactona, e massa m/z 400 (MCDONIEL et al., 1972). E possivel
que estes dois ligndides possam ser o constituinte detectado no extrato em estudo, pois

tanto a neolignana e esta classe de lignana sdo comumente relatadas no género Protium.

Figura 51: Lignana (-)-trans-2-(3"°,4°°,5”’-trimetoxibenzil)-3-(3’,4’-
metilenodioxibenzil)butiralactona, isolada da espécie Bursera schlechtendalii

As andlises de EM-ISE com o auxilio das técnicas multivariadas demonstraram
ser bastante eficientes para caracterizar um conjunto de amostras complexas, porém

sendo muito importante conhecer a natureza das amostras e de seus constituintes.
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7. CONCLUSAO

Os resultados obtidos pela RMN de 'H demonstraram que esta técnica é de
grande importancia para analise de extratos brutos, pois foi possivel relacionar espécies
através dos deslocamentos quimicos () de determinadas fung¢des e grupos organicos,
como aromaticos, dioxi-metilenos e metoxilas. Podendo sugerir estruturas de lignoides

descritos na literatura.

Com as andlises de CG-EM observa-se que em todas as espécies estudadas,
foram detectados ions e fragmentos caracteristicos de lignanas. Foram identificadas as
lignanas hinoquinina e gadaina apenas no extrato da especie Protium Kklugii em

concentracgdes elevadas.

Através da utilizacdo da EM-ISE por infusdo direta, foi possivel detectar, nos
extratos brutos de diferentes polaridades, ions moleculares de lignoides ja descritos na
literatura de Burseraceae, de maneira rapida, sensivel, com o minimo de preparo de
amostras e de consumo de solventes. E com o auxilio das técnicas multivariadas, foi
possivel caracterizar a espécie Protium klugii que apresenta as maiores intensidades de

fons moleculares de ligndides descritos na literatura da familia Burseraceae.
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