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RESUMO

Macela-da-Terra (Egletes viscosa) ¢ uma planta bastante comum no estado do Ceara. Seus
capitulos florais sdo usados para preparar chas que auxiliam no tratamento de disturbios
gastrointestinais. Estudos quimicos mostram que os capitulos florais desta planta sdo ricos em
ternatina, um flavonoide bioativo, com atividade gastroprotetora. Tendo em vista o grande
potencial farmacoldgico da ternatina, ¢ de interesse econdmico desenvolver um método de
extracdo e purificacdo de quantidades apreciaveis de ternatina por meios que nao demandem
muito tempo e alto custo. Com isso, o presente trabalho desenvolveu uma metodologia de
isolamento da ternatina a partir de uma fra¢ao obtida com acetato de etila dos capitulos florais
de macela. Para a obtencdo deste flavonoide, foi feita sucessivas particoes em funil de
separacdo e para finalizar uma cristalizagdo em MeOH. O resultado foi a obten¢do de 56,4mg
de ternatina com alto grau de pureza, como constatado pelo espectro de RMN 1H. No entanto,

visando um melhor rendimento, o método de extragdo/isolamento ainda precisa ser melhorado.

Palavras-chave: Egletes viscosa; macela-da-terra; ternatina, flavonoide.



ABSTRACT

Macela-da-Terra (Egletes viscosa) is a very common plant in the state of Ceara. Its floral
chapters are used to prepare teas that help in the treatment of gastrointestinal disorders.
Previous studies reports that the flowers of this plant are rich in ternatin, a bioactive flavonoid
with gastroprotective activity. Considering the high pharmacological potential of ternatin, it is
important to develop a method of extraction and purification of large amounts of ternatin that
require few times and low cost. Thus, in the present study, was developed a methodology to
isolation and purification of ternatin from a ethyl acetate fraction previously obtained of the
flowers of macela-da-terra. After successive liquid-liquid partitions and recrystallization in
MeOH was isolated the flavonoid ternatin in a high degree of purity, as determined by its 1H
NMR spectrum. However, the method still needs to be improved in order to increase the yield

of the process.

Keywords: Egletes viscosa; macela-da-terra; ternatin; flower buds.
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1 INTRODUCAO

Egletes viscosa, espécie botanica pertencente a familia Asteraceae, ¢ comum no
nordeste brasileiro, sendo conhecida popularmente por macela ou macela-da-terra. O cha de
seus capitulos florais pode ser usado para o tratamento de distirbios gastrointestinais, sendo
essa a principal utilizacdo dessa planta na medicina tradicional (Lima, et al., 1996). Estudos
sobre a composicdo quimica do cha dos capitulos florais de E. viscosa, mostram que os
principais constituintes sao o acido centipédico e a ternatina, ambos apontadas como os
principios ativos responsaveis pela atividade fitoterapica da planta.

As atividades gastroprotetora e antitrombdtica do flavonoide ternatina foi verificada
em ensaios pré-clinicos usando ratos (Rao, et al., 1994).

Tendo em vista o grande potencial farmacologico da ternatina, o presente trabalho tem
como objetivo a extragdo eficiente de ternatina com alto grau de pureza empregando particdo
liquido-liquido. A pureza da ternatina foi avaliada por ressondncia magnética nuclear de

hidrogénio, cujos dados foram comparados com a literatura.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Familia Asteraceae

Asteraceae ¢ a denominacdo de uma familia de angiospermas derivada das
Eudicotiledoneas, representada por cerca de 1.600 géneros e mais de 24.000 espécies
(ROQUIE, 2017). A classificagdo moderna desta familia foi realizada com o auxilio de estudos
filogenéticos baseados em caracteristicas morfologicas e estudos no DNA dos cloroplastos de
trés subfamilias: Asteroideae, Cichorioideae ¢ Barnadesioneae. Bremer et al. (1992)
concluiram que a subtribo Barnadesiinae ¢ um grupo irmao das demais Asteraceae,
mostrando evidéncias genéticas de que esta subtribo apresenta monofiletismo com a
subfamilia Asteroideae. Portanto, a subtribo Barnadesiinae passou a ser considerada como a
subfamilia Barnadesioneae. Estudos no gene ndhF de cloroplastos mostraram parafiletismo
da subfamilia Cichorioideae, na qual Jansen e Palmer (1987) reconheceram 3 principais
grupos, sendo um deles formando por um grupo-irmao monofilético com a familia
Asteroideae (ROQUE, 2008).

No Brasil existem cerca de 180 géneros e 1900 espécies de Asteroideae, a maioria
ocorrendo nos estados de Minas Gerais e Bahia, nas regides de campos rupestres ou campos
gerais. Algumas s3o cultivadas por apresentarem importadncia econdmica nos setores
alimenticios e de perfumes. Segundo Roque (2017), das espécies cultivadas de Asteroideae, as
mais conhecidas sdo: alface (Lactuca sativa L.), chicoria (Cichorium intybus L.), escarola

(Cichorium endivia L), alcachofra (Cynara scolymus L) e girassol (Helianthus annus L.).

2.1.1 Consideragoes sobre a espécie Egletes viscosa

Egletes ¢ um género composto por 10 espécies distribuidas desde o sul do Texas,
passando através da América Central até o Equador, Colombia e Brasil (Bohm et al., 2001). A
espécie Egletes viscosa (Fig. 1, p.16), de acordo com Baracuhy et al 2016, ¢ descrita da

seguinte forma:

Planta silvestre, aromatica, comum no nordeste brasileiro. Cresce as margens de
lagoas, acudes, riachos, no inicio de verfo, apds a baixa das aguas. As folhas
apresentam tamanhos diferentes e sdo recortadas. Os capitulos florais aparecem

entre um e trés meses apos a estacdo chuvosa. Sdo aromaticos, de sabor amargo, e
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contém de pequenas pétalas esbranquigadas, mas amarelas no centro. (BARACUHY
etal., 2016, p. 55).

Figura 1 — Egletes viscosa (Macela-da-Terra).

Fonte: Inaturalist (2022).

2.2 Perfil quimico da espécie Egletes viscosa

O levantamento bibliografico dos constituintes quimicos foi feito com os artigos
disponiveis na base de dados ScienceDirect ¢ Web of Science no periodo de 1991 a 2022
usando o descritor “Egletes viscosa”. A busca resultou num conjunto de 48 resultados
divididos em quatro principais areas (Farmacologia, Ciéncias Bioldgicas, Quimica e
Medicina). O trabalho mais antigo relacionado ao perfil quimico da espécie foi realizado por
Craveiro (1992), no qual foi analisada a composic¢ao do 6leo essencial dos capitulos florais de
Egletes viscosa por CG-MS. Os principais constituintes detectados foram: acetato de trans-

pinocarveila, f—pineno e acetato de mirtenila (Tabela 1).

Tabela 1 — Constituintes volateis dos capitulos florais de E. viscosa (continua)

Constituintes | KI | Porcentagem
a-tujeno 920 0,4
o-pineno 927 2,0
[-pineno 967 26,8
mirceno 981 0,7

o-terpineno | 1002 0,1
8-3-careno | 1000 2,7

Fonte: Craveiro et al., 1992.
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Tabela 2 — Constituintes volateis dos capitulos florais de E. viscosa (conclusio).

Constituintes KI | Porcentagem (%)
f-felandreno 1018 1,1
linalol 1085 0,1
terpinen-4-ol 1100 0,2
borneol 1111 0,1
trans-pinocarveol 1120 1,1
pinocarvona 1145 0,5
pinocanfona 1175 0,2
mirtenol 1180 0,3
acetato de trans-pinocarveila | 1305 49,0
acetato de mirtenila 1317 6,5
acetato de o-terpinila 1327 0,7
acetato de cis-carvinila 1330 0,3
a-linageno 1340 0,1
acetato de nerila 1355 0,3
acetato de terpinen-4-ila 1362 1,1
Acetato de geranila 1375 1,1
neofitadieno 1768 0,3

Fonte: Craveiro et al., 1992.

Lima et al. (1996) estudaram os constituintes ndo volateis dos extratos hexanico e
etanolico dos capitulos florais de E. viscosa vendidos em supermercado. Do residuo ndo
voléatil, foram isolados o acido centipédico (1) e a lactona do acido 12-acetoxi-hawtriwaico (2)
do extrato hexanico e o flavondide ternatina (3) do extrato etandlico. Vieira et al. (2006)
analizou a composi¢do quimica dos chéas de dois quimiotipos de E. viscosa, o quimiotipo 1,
rico em acetato de trans-pinocarveila, e o quimiotipo 2, rico em acetato de cis-pinocarveila.
Do quimiotipo 1, foram isolados a ternatina, dcido centipédico, lactona do acido 12-acetoxi-
hawtriwaico e 12-acetoxi-7-hidroxi-3,13(14)-clerodadien-18,19:15,16-diolido (4), enquanto
do quimiotipo 2 foram isolados o mesmo diterpeno (4), 12-epi-bacchotricuneatina (5) e
escopoletina (6). Silva-Filho er al. (2007), ao analisarem o extrato hexanico dos capitulos
florais de macela, isolaram um labdano glicosilado que foi nomeado 8a-hidroxilabd-14(15)-

eno-13(S)-O-B-D-rinopiranosideo (7). Pesquisas com a espécie de E. viscosa coletada no Peru,
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identificando dois diterpeno glicosilados identificados como 13-hidroxi-7-oxolabda-8,14-
dieno 13(R)-O-c-arabinopiranosideo (8) e 13-hidroxilabda-7,14-dieno  13(R)-O-o-
arabinopiranosideo (9) (LEE, 2005). Carvalho et al. (2019), ao realizar infusdes com capitulos
florais de E. viscosa coletada em Aiuaba-CE, foram isolados diterpeno furdnicos, acido

caféico (10) e seis isdbmeros do acido dicafeoilquinico (11-16), kaempferol (17), kerlinolida

(18) e a rutina (19).

Figura 2 — compostos isolados dos capitulos florais de E. viscosa (continua).

CO,H

OAra: arabinopiranosideo

OR,

H (0]
R3O ~ORi HO;@/\)&
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Fonte: Elaborado pelo autor (2022).
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Figura 2 — Compostos isolados dos capitulos florais de E. viscosa (conclusao).
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Fonte: Elaborado pelo autor (2022).
2.2.1 Aspectos farmacologicos

O chda de macela ¢ conhecido popularmente por apresentar propriedade
emenagoga, diaforética e antidiarreico (VIEIRA et al., 2009). A atividade géstrica do cha foi
atribuida, principalmente, ao acido centipédico. Estudos farmacologicos relataram que o acido
centipédico apresenta atividade gastroprotetora contra lesdo na mucosa do estomago de
camundongos induzida por etanol, além de diminuir a secrecdo estomacal e acidez (GUEDES
et al., 2008). Para o flavonoide ternatina, Vieira et al. (2004), foi reportado atividade
preventiva contra infec¢do urinaria hemorragica causada por ciclofosfamidas. O farmaco com
atividade uroprotetiva utilizado nos testes biologicos foi o acido 2-mercaptoetanosulfonico, o
qual apresentou boa atividade contra a infec¢@o urinaria apds a aplicacdo de trés doses do
farmaco ou com a substitui¢do de uma das doses por ternatina.

Rao et al. (1994) estudou a atividade protetora da ternatina em injlria de tecidos
vivos em camundongos induzida por CCly. Os indices de disfunc¢do hepatica foram analisados
pelas diferengas dos teores de enzimas no soro sanguineo os resultados mostraram que a
ternatina possui atividade anti-hepatotoxica. O 8a-hidroxilabd-14(15)-eno-13(S)-O-p-D-
rinopiranosideo (7), apresentou atividade citotoxica em cinco linhagens de células
cancerigenas: B=16 (melanoma), HCT-8 (c6lon humano), CEM (linfoblasto T) e HL-60. As
quais, foram monitoradas com Doxorrubicina como controle positivo (Silva-Filho et al.,
2007). A atividade antitrombdtica da ternatina foi observada quando a agregacao plaquetaria
induzida por ADP em ratos foi inibida pela ternatina de maneira dependente da concentragao,

mostrando que esse flavonoide ¢ um potencial agente a ser usado para o tratamento de
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trombose (SOUZA et al., 1994). A ternatina também apresentou inibi¢do da peroxidacao
lipidica, a qual foi observada pelas variagdes das quantidades de malondialdeido, ALT e AST
no soro de ratos (SOUZA et al., 1997).

Por fim, o extrato aquoso dos capitulos florais de E. viscosa apresentou atividade
antinociceptiva em roedores, usando o AAS como firmaco de referéncia (ARAUJO et

al.2009).

3 FUNDAMENTACAO TEORICA PARA A EXTRACAO E CARACTERIZACAO DE
PRODUTOS NATURAIS

3.1 Extracao de Soxhlet

A extracdo de Soxhlet ¢ muito utilizada para avaliar a performance de uma
extragdo solido-liquido. O principio desta técnica consiste em colocar a amostra dentro de
uma espécie de envelope feita de papel filtro e posta num dedal. Acima do dedal existe um
condensador e abaixo dele o solvente para a extragdo. O solvente ¢ borbulhado e condensado
na camara de extragdo até atingir um determinado nivel, no qual o solvente percorre um
caminho para o baldo de destilagao carregando os solutos da amostra conforme a Figura 3, p.

21.
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Figura 3 — Montagem mais comum de um sistema Soxhlet.
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Fonte: Extraction of Natural Products: Principles and

Fundamental Aspects (2013, p. 69)

3.2 Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

A andlise estrutural por RMN ¢ bastante util para a identificagdo de compostos

3

organicos. O elétron tem uma propriedade chamada “spin”, no qual ¢ uma representagao
vetorial da rotagdo dessa particula e do campo magnético criado por esse movimento. Quando
elétrons se encontram numa regido de campo magnético muito forte, certa populagdo de spins
se encontra no estado de energia maior que o estado fundamental, ou seja, a orientacdo do
spin ndo esta alinhada com a orientacdo do campo magnético externo. Quando os elétrons
retornam ao nivel de energia fundamental, ¢ emitido uma radiofrequéncia que ¢ detectada
pelo espectrofotdometro e transformada no espectro de ressonancia (JACOBSEN, 2017).

O tipo de hidrogénio observado (RMN de hidrogénio) ¢ identificado pelo
deslocamento quimico caracteristico. O deslocamento quimico (8) ¢ uma grandeza
adimensional para medir o quanto um hidrogénio esta “desblindado” em relagdo ao padrao
TMS (6 = 0), quanto mais desblindado o nticleo estiver, maior ¢ o campo magnético sentido
por ele, portanto ele se encontrard em valores mais altos de deslocamento quimico

(SILVERSTEIN, 2019). Cada regiao ou grupo funcional possui um deslocamento quimico de
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hidrogénio numa regido caracteristica, portanto ¢ essa a informacao principal utilizada para a

determinagao estrutural.

4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Extracio de Soxhlet dos capitulos florais

Os capitulos florais foram adquiridos pelo professor Manoel Odorico Moraes
Filho do NPDM (Nucleo de Pesquisa e Desenvolvimento de Medicamentos - UFC). O
material de estudo partiu de uma fracdo previamente estudada. Foram pesados cerca de 10g de
capitulos florais triturados num cartucho de celulose e adicionados ao baldao de destilagdo com
150mL de etanol em temperatura constante de 70°C com 4 extragdes por hora com refluxo
fixo de 5h para cada extracdao. O extrato foi seco e apds o final do processo foi realizada uma
coluna filtrante de silica a vacuo e realizada particdes com os solventes hexano, acetato de
etila ¢ metanol em misturas binarias ou puros em ordem crescente de polaridade, conforme

ilustrado na Figura 4 e Tabela 2 (p. 23).

Figura 4 — Fluxograma da obteng¢ao da fragdo particionada.

Capitulos florais 1. Moagem
4,0kg 2. Exfracdo em Soxhlet

Cromatografia filtrante em silica

Ext DCM Ext EtOH
83g 100g

Fonte: Elaborado pelo autor (2022).
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Tabela 2 — Fracoes obtidas do extrato de diclorometano (DCM).

Eluente Massa
Hex:AcOEt 3:1 (300ml) | 31,3g
Hex:acOEt 2:1 (300ml) | 12,3g
Hex:AcOEt 1:1 (300ml) | 15,6¢g

AcOEt (300ml) 15,5g
MeOH (300ml) 5,2g
Fonte: Elaborado pelo autor (2022).

4.2 Cristalizacdo da ternatina

Cerca de 3,10g da fracdo hexano/acetato de etila 1:1 foram dissolvidos em 50mL
de MeOH e deixadas na geladeira durante 1 semana, percebeu-se a formag¢ao de um so6lido
amorfo de colora¢do amarela, o sélido foi entdo filtrado sob vacuo com papel filtro. O so6lido
obtido foi lavado com MeOH gelado, obtendo assim 604,8 mg de precipitado, cujo espectro
de RMN 'H ¢ representado pela Figura 5 (p. 24). Pelo espectro ¢ possivel notar quatro
singletos pertencentes as metoxilas em 3,86; 3,90; 3,93 e 3,97 ppm, além do sinal em
12,5ppm referente ao grupo OH, indicando que a ternatina esta presente na mistura.

Cerca de 304,30mg do solido amarelo foram dissolvidos em 50ml de acetado de
etila e particionados com 50mL de cloroféormio. A fragdo com cloroférmio foi lavada com
1,5mL de uma solucdo 10% de KOH e particionada com 50mL de 4gua destilada. Apds
recolher a fragdo aquosa, foi ajustado o pH com uma solugdo 6,0mol.L" de 4cido cloridrico
at¢é pH variando entre 1 e 2. A fracdo acidificada foi particionada com cloroférmio e
concentrada com evaporagao rotativa, O solido amarelo foi transferido para um frasco, cuja a

massa obtida foi 56,4mg (Figura 6, p. 24) e o espectro se encontra na Figura 7 (p. 25).

5 RESULTADOS E DISCUSSOES

O espectro obtido da ternatina mostra quatro singletos correspondentes aos
hidrogénios dos grupos metoxilas em 3,87; 3,91; 3,94 e 3,98ppm. E possivel visualizar um
singleto pouco intenso em 12,45ppm correspondente a hidroxila na posi¢do 5, singleto em
6,41ppm corresponde ao hidrogénio da posi¢ao 6; que de acordo com Silva-Filho (2007)

corresponde a ternatina.
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Figura 5 — Espectro de "H-RMN do precipitado obtido em CDCl; (600MHz).
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Fonte: Elaborado pelo autor (2022).

Figura 6 — Cristais de ternatina.

Fonte: Elaborado pelo autor (2022).
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Figura 7— RMN '"H 600MHz em CDCl; da ternatina isolada.
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Figura 8 — Expansao da regido entre 8,0 e 6,2ppm do espectro de hidrogénio da ternatina.
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Tabela 3 — Deslocamentos quimicos dos cristais de ternatina

HSQC “C_-BB
Posicao | 6H, multiplicidade, J, integracao
0H | (Lima et al., 1996)

1 - - -

2 - - 155,7
3 - - 138,6
4 - - 179,0
5 12,46 (s, 1H) 157,4
6 6,42 (s, 1H) 6,42 95,4
7 - 158,4
8 - 128,8
9 - 148.,4
10 - 105,3
1’ - 122,9
2’ 7,79 (d, J = 8,1 Hz, 2H) 7,79 122,7
3’ 7,05 (d, J = 8,2 Hz, 1H) 7,05 114,7
4 148,3
5’ - 146.,4
6’ 7,79 (d, J = 8,1 Hz, 2H) 7,79 110,8
1” 3,98 (s, 3H) 3,91 61,8
2” 3,94 (s, 3H) 3,88 60,37
3” 3,91 (s, 3H) 3,98 56,6
4” 3,88 (s, 3H) 3,95 56,2

Fonte: Elaborado pelo autor (2022).

6 CONCLUSAO

Os cristais obtidos apresentam um alto grau de pureza que foi confirmado pelos
experimentos de ressonancia, entretanto a massa obtida (56,4mg) corresponde a apenas 18,5%
da massa de partida. Apesar do método de parti¢cao obter uma quantidade de massa apreciavel
em intervalos de tempo menores que os de cromatografia convencional, o método se mostra
com grande potencial para a obtencdo do flavonoide puro, sendo necessario investigagdes na

metodologia com a finalidade de aumentar o rendimento do processo.
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