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RESUMO

Phyllanthus niruri (Euphorbiaceae) é uma planta medicinal reconhecida popularmente por suas
propriedades diuréticas, sendo utilizada na eliminacdo de calculos renais. Neste trabalho foi
realizado a avaliacdo do perfil cromatogréfico e o uso de uma metodologia répida e eficiente
para a identificagdo e caracterizagdo dos constituintes quimicos. O extrato das folhas e frutos
de P. niruri foi obtido através da extracdo acelerada por solvente (ASE) usando agua como
solvente de extracdo e, posteriormente submetidos a cromatografia liquida de fase reversa,
obtendo dez fragbes que foram analisadas por Cromatografia Liquida acoplada a
Espectrometria de Massas (UPLC-QTOF) e Ressonancia Magnética Nuclear (RMN). A
investigacdo quimica resultou na caracterizacdo de nove substancias: acido repandusinico A
(39), caempferol-O-galloil-ramnosideo (55), corilagina (41), filantusiina C (42), filantusiina U
(43), furosina, geraniina (45), rhoipteleanina H (54) e vitexina-2’’-O-rhamnosideo (25). As
estruturas de todas as substancias isoladas foram elucidadas atraves de métodos
espectrométricos (EM-IES e RMN H e 3C 1D e 2D) além de comparagdo com dados

disponiveis na literatura.

Palavras-chave: Euphorbiaceae; Phyllanthus niruri; compostos fenolicos; desreplicacéo;
RMN.



ABSTRACT

Phyllanthus niruri (Euphorbiaceae) is a medicinal plant that is popularly recognized for its
diuretic properties. This plant is being used in removing kidney stones. In this work, it was the
chromatography profile was evaluated and the use of a rapid and efficient methodology to
identify and characterize the chemical constituents. The extract of the leaves and fruits of P.
niruri was obtained through accelerated solvent extraction (ASE) using water as a solvent
extraction and, subsequently subjected to reversed-phase liquid chromatography. Ten fractions
were obtained and analyzed by Liquid Chromatography coupled to mass spectrometry (UPLC-
QTOF) and Nuclear Magnetic Resonance (NMR). The chemical investigation was done with
the aqueous extract from the fruits and leaves of the referred species, which resulted in the
characterization of nine substances: repandusinic acid A (39), kaempferol-O-galloyl-
rhamnoside (55), corilagin (41), phyllanthusiin C (42), phyllanthusiin U(43), furosin (44),
geraniin (45), rhoipteleanins H (54) and vitexin-2’’-O-rhamnoside (25). The structures of all
isolated substances were elucidated by spectrometric methods (MS-IES e NMR 1H e 13C 1D

e 2D) and comparison with literature data.

Keywords: Euphorbiaceae; Phyllanthus niruri; phenolic compounds; dereplication; NMR.
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1. INTRODUCAO

As plantas medicinais estdo entre 0s recursos terapéuticos de maior interesse
cientifico por apresentarem uma diversidade quimica rica em metabdlitos secundarios com
diferentes atividade bioldgicas, representando uma importante fonte de fitofarmacos para o
desenvolvimento de novos medicamentos, para as mais diversas doencas (ALVES, 2001,
PINTO et al., 2002). Entretanto, a caracterizacdo quimica de extratos naturais bioativos
geralmente requer procedimentos demorados e laborioso com varias etapas de purificacdo para
o isolamento e elucidacdo estrutural dos metabolitos secundarios, por causa do perfil
metabolico das plantas ser altamente complexo (HUBERT et al., 2014).

No inicio dos anos 1990 foi desenvolvida uma estratégia que busca novas maneiras
de fazer a identificacdo das mais diversas classes de substancias em misturas complexas de
produtos naturais (HALABALAKI et al., 2014). Esta pratica comumente conhecida como
desreplicagdo (do inglés, dereplication, e que significa “ndo replicar”) foi introduzida na
literatura cientifico-académica, fazendo uso de instrumentacao analitica acoplada, como LC-
MS e LC-NMR, associada a bancos de dados (DA SILVA et al., 2012). E definida como uma
etapa crucial no processo de triagem de extratos a fim de evitar o isolamento e a determinacao
estrutural de substancias ja conhecidas por meio dos métodos convencionais. A desreplicacdo
tem como objetivo final a analise detalhada tanto qualitativamente quanto quantitativamente
dos metabdlitos de uma planta, visando a descoberta de compostos farmacologicamente ativos.
(FUNARI et al., 2013).

Entre as técnicas espectrométricas utilizadas no mapeamento completo da
constituicdo metabolica de uma espécie, a ressonancia magnética nuclear (RMN 1D e 2D)
destaca-se devido a sua robustez , sensibilidade na quantificacdo dos ndcleos organicos ativos
mais abundantes: *H, $3C, *N, 3!P, além de ser uma metodologia especifica e reprodutivel para
a elucidacdo estrutural de diversas substancias (SIMMLER et al., 2014). Tratando de
ressonancia magnética nuclear, uma maneira de se otimizar tempo e reduzir custos é empregar
0 uso de bibliotecas de produtos naturais e bancos de dados com informagdes que auxiliem
neste processo de identificacdo das substancias, utilizando suportes computacionais para a
manipulacdo no processamento destes dados (FUNARI et al., 2013).

Tendo em vista as potencialidades da RMN como método de desreplicacao expostas
acima, o presente estudo visou a caracterizagdo quimica do extrato aquoso das folhas de
Phyllanthus niruri através da analise de espectros de RMN 1H e RMN-HSQC.
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P niruri é uma erva daninha com aproximadamente 40 cm de altura, conhecida
popularmente por quebra-pedra (TORRES, 2003); (MAGALHAES, 2000) e que ocorre
principalmente no sul do pais, onde é tradicionalmente usada no tratamento de doencas
urinérias. Quimicamente, P. niruri é constituida basicamente por alcaloides, lignanas,
flavonoides e taninos, os quais apresentam uma variedade de atividades farmacologicas tais
como antinociceptiva, antiviral, antimutagénico, antitumoral e antiflamatoria, sendo, portanto,
uma fonte rica em componentes bioativos, muitos deles encontrados apenas em espécies do
género Phyllanthus (BOIM; HEILBERG; SCHOR, 2010)
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2. REVISAO BILBLIOGRAFICA

2.1 Consideracdes botanicas da familia Euphorbiaceae, do género Phyllanthus e da espécie

Phyllanthus niruri.

De acordo com CALIXTO (1998), as euforbiaceas sdo formadas por
aproximadamente 320 géneros e 8.000 espécies, agrupadas em 49 tribos e 5 subfamilias, sdo
plantas de habitat tropical, possuindo, entretanto, algumas espécies em &reas temperadas
(CALIXTO; SANTOS, 1998). O género Phyllanthus, do grego phyllon (folha) e anthos (flor),
em alusao as flores produzidas em ramos que se assemelham a folhas compostas, esta entre o0s
maiores géneros da familia Euphorbiaceae, com cerca de 200 espécies distribuidas pelo
continente americano, principalmente no Brasil e Caribe (BAGALKOTKAR et al., 2006;
EMBRAPA, 2006).

Botanicamente, o género Phyllanthus € constituido de ervas, arbustos ou arvores
monoicas e, mais raramente, didicas. Possuem porte herbaceo, com caules medindo entre 40 e
60 cm de altura, sendo delgados e flexiveis. As folhas podem ser simples, inteiras, alternas,
estipuladas, as vezes presentes apenas nas plantas jovens, com os ramos modificados em
cladodios; peciolos menores que as laminas. Inflorescéncias cimosas, axilares, paucifloras,
estando as vezes reduzidas a uma unica flor ou com flores estaminadas monoclamideas, sépalas;
disco nectarifero usualmente segmentado; estames e filetes livres ou unidos (TORRES, 2003).
Os frutos sdo dotados de trés compartimentos, contendo seis sementes, duas das quais em cada
uma das divisdes (SILVA, JOSE; SALES, 2002).

E um género bastante complexo, cuja identificacdo das espécies é dificil e confusa,
dificultando a classificacéo e a caracterizacéo botanica destas plantas. Como exemplo disto, por
muitos anos a espécie P. amarus Schum & Thorn foi classificada como P. niruri L., e estudos
botanicos recentes comprovaram a existéncia de diferencas significativas entre elas, sendo
apontado o tipo de base, sementes e estigma como as principais diferencas.(CALIXTO et al.,
1998).

No Brasil, 0 género Phyllanthus esta presente em quase todo o seu territorio, com
representantes nas regides norte, nordeste, centro-oeste, sudeste e sul, com cinco espécies, P.
niruri L., P. amarus, P. tenellus, P. sellowianus Mull. Arg Roxb., P. urinaria L., as quais séo
popularmente conhecidas pelas mesmas designacdes: quebra-pedra, arrebenta-pedras, arranca-

pedras, fura parede, erva-pombinha e filantro (CALIXTO et al., 1998).
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P niruri (Fig. 1) € uma erva daninha com aproximadamente 40 cm de altura,
conhecida popularmente por quebra-pedra (TORRES, 2003); (MAGALHAES, 2000). De
acordo com dados previamente reportados, a espécie P. niruri ocorre principalmente no sul do
pais. Devido ao clima quente e imido das regiGes tropicais e subtropicais do Brasil que favorece
0 crescimento espontaneo desta espécie, € comum encontré-la em rachaduras de calcadas e
muros. E pouco exigente com relacdo ao tipo de solo, mas prefere os terrenos argilosos, com
elevado teor de matéria organica (CALMON, 2005).

Figura 1 - Foto da espécie Phyllanthus niruri.

il v . e
Fonte 1: Rita de Cassia A. Pereira
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2.2 Aspectos quimicos do género Phyllanthus sp.

Sob o aspecto fitoquimico, dados reportados, indicam que o género
Phyllanthus apresenta diversos individuos, em que a espécie P. niruri ¢é apontada com
mais estudos relacionados tanto a pesquisa quimica, quanto a atividade bioldgica
(MARTINS, 2008).

Muitas espécies do género Phyllanthus sdo empregadas na medicina popular,
no tratamento de hepatite e diabetes, infeccdes urinarias da bexiga e para tratar distirbios
renais, especialmente para eliminacédo de calculos renais (SANTOS et al., 1995). Devido
a esses fatores, diversos pesquisadores voltaram sua atencdo para o isolamento dos
constituintes quimicos desta espécie e para a andlise de atividades bioldgicas.
Flavonoides, taninos, alcaloides, lignanas e terpenos sdo as classes de compostos mais
abundante do género e foram descritos como sendo os responsaveis pelas ac@es antivirais,
hipoglicemiante, antiespasmaodica e antialérgicas (HARISH; SHIVANANDAPPA, 2006;
HUANG et al., 2003; VENKATESWARAN; MILLMAN; BLUMBERG, 1987).

2.2.1 Compostos fendlicos do género Phillanthus sp.

Os compostos fendlicos pertencem a uma classe quimica que apresenta
grande variedade de estruturas, simples ou complexas, as quais possuem no minimo um
anel aromatico em que a0 menos um hidrogénio é substituido por uma hidroxila (SIMOES
et al.,1999). Estes compostos estdo distribuidos no reino vegetal e nos microrganismos,
fazendo também parte do metabolismo animal (CARVALHO et al., 2004). Contudo,
somente vegetais e microrganismos conseguem sintetizar o anel benzénico e, a partir dele
0s compostos fendlicos sdo gerados tornando-se responsaveis pela protecdo das plantas
contra os raios UV, insetos, fungos, virus e bactérias (STRACK, 1997). Além disso
contribuem para o sabor, odor e coloracdo de diversos vegetais, sendo muitos desses
economicamente importantes pela utilizacdo como flavorizantes e corantes de alimentos
e bebidas (SIMOES et al.,1999)

Dentre os compostos fendlicos pertencentes ao metabolismo secundéario dos
vegetais é encontrada uma variedade de estruturas, que abrangem os flavonoides, lignanas

e taninos, polimeros com importantes fung¢ées (TAIZ & ZIGER, 2004).
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2.2.1.1 Flavonoides

Flavonoides (palavra latina flavus significado amarelo, sua cor na natureza) é
uma importante classe de polifendis, abundantes entre os metabolitos secundéarios de
vegetais (KASHTRIYA; SHAIKH; NAZERUDDIN, 2015). Podem ser encontrados em
diversas formas estruturais. Entretanto, a maioria dos representantes dessa classe

apresentam um esqueleto aromatico C,-C,-C,, um anel cromano (anel benzénico-A + anel

heteronuclear-C) ligado a um anel benzénico (anel B), totalizando 15 atomos de carbono
em seu nudcleo fundamental, constituido de duas fenilas ligadas por uma cadeia de trés
carbonos entre elas (Fig. 2) (SIMOES et al.,1999).

Figura 2 - Nucleo fundamental dos flavonoides e sua numeragéo.

Fonte 2: SIMOES et al., 1999.

As inimeras possibilidades de arranjos estruturais, em virtude dos diferentes
padrdes de oxigenacdo, metilacdo, glicosilacdo e dimerizacdo dos flavonoides resultam
numa gama elevada de compostos flavonoidicos, 0s quais podem ser classificados nas

seguintes categorias, como ilustrados na Fig. 3:
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Figura 3 - Esqueletos basicos da classe de flavonoides.

OH
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Flavonol

0 Flavononol Isoflavona
Flavonona

Isoflavana Isoflavanona

Fonte 3: SIMOES et al., 1999.

Estudos fitoquimicos realizados com a espécie P. niruri apontam o
isolamento e caracterizagdo de alguns flavonoides ,como quercetina (22), quercitrina (23)
e rutina (24), que sdo compostos antioxidantes (CALIXTO et al., 1998; PATEL et al.,
2011). A catequina (13) inibe o crescimento de células cancerigenas e hepaticas,
induzindo a apoptose das mesmas (BAGALKOTKAR et al., 2006). A astragalina (11)
possui atividade diurética com a capacidade imunolégica de aumentar a fagocitose e o
namero de macrdfagos para promover a sintese de anticorpos (BAGALKOTKAR et al.,
2006).
2.2.1.2 Lignanas

As lignanas sdao micromoléculas mais simples, designadas genericamente
como pertencentes a um dos grupos dos lignoides. O grupo de lignoide caracteriza uma

micromolécula cujo esqueleto é formado exclusivamente pelo grupo fenilpropanico (C6-
C3)n. (Fig. 4) (SIMOES et al., 1999).
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Figura 4 - Estrutura béasica de um ligndide

Fonte 4: SIMOES et al., 1999.

Constituem um grupo de compostos fenilpropanoides, que se depositam nas
paredes das células vegetais, conferindo rigidez. Sdo encontradas em varias partes das
plantas incluindo xilema, raizes, folhas, flores, frutos, rizomas, caules e sementes
(ZHANG et al., 2014). Possuem distribuicdo universal nas espécies lenhosas e
compreendem uma grande quantidade de compostos, com inlimeras propriedades
farmacoldgicas tais como atividade antitumoral, hepatoprotetora, antioxidativas e
anticancer (ZHANG et al., 2014).

Das lignanas presentes na Phyllanthus niruri a filantina (26), filtetralina (28),
hipofilantina (30), nirantina (32) e nirtetralina (34) demonstraram possuir atividade
hepatoprotetora e anti-genotéxica. (SATYANARAYANA; VENKATESWARLU,
1991). Estes compostos também sdo responsaveis por inativar o virus da hepatite B, tanto
“in vitro” quanto “in vivo” (BAGALKOTKAR et al., 2006).

2.2.1.3 Taninos

Séo fendis poliméricos, que possuem a habilidade de complexar e precipitar
proteinas de solugbes aquosas (SALUNKHE et al., 1990). Apresentam alto peso
molecular (500-3000 Da) e contém grupos hidroxila- fendlicos em quantidade suficiente
para permitir a formac&o de ligacdes cruzadas com proteinas (SIMOES et al., 1999). Sao
classificados segundo sua estrutura quimica em dois grupos: taninos hidrolisaveis e
taninos condensados.

Os taninos hidrolisdveis sdo unidos por ligacdes éster-carboxila, sendo
prontamente hidrolisveis em condi¢fes acidas ou basicas (HAGERMAN; BUTLER,
1981). A unidade basica estrutural desse tipo de tanino é um poliol, usualmente D-glicose,
com seus grupos hidroxilas esterificadas pelo acido galico (galotaninos) ou pelo acido
hexadihidroxifénico (elagitaninos). Estdo presentes em folhas, galhos, cascas e madeiras

de vérias arvores como por exemplo as do género Phyllanthus (PAES et al., 2013).
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Produzem pigmentos avermelhados da classe das antocianidinas, tais como
cianidina e delfinidina, ap6s degradacdo com &cido diluido a quente (SIMOES et al.,
1999). Os taninos condensados (TC) ou proantocianidinas sdo oligdmeros e polimeros
constituidos pela condensacdo de duas ou mais unidades de flavanol: flavan-3-ols
(catequina) ou flavan 3,4-diols (leucoantocianidina) (Fig. 5) (SIMOES et al., 1999).
Possuem estruturacdo complexa; sdo resistentes a hidrolise, mas podem ser solGveis em
solventes organicos aquosos, dependendo de sua estrutura. (BATTESTIN; MATSUDA;
MACEDO, 2004).

Figura 5 - Unidades de mon6meros formadores de taninos condensados.

OO O
OH OH

OH
Flanvan-3,4-diol

Flavan-3-ol

Fonte 5: SIMOES et al., 1999.

De acordo com a Farmacopéia Brasileira 4% edi¢do, 2004, &cido elagico
(tanino hidrolisavel) (37) e acido galico (tanino hidrolisavel) (38) sdo apontados como
marcadores no controle de qualidade dos extratos e medicamentos fitoterapicos do género
Phyllanthus, através de um método validado por HPLC. A corilagina (41) possui efeito
anti-hipertensivo através da diminuicdo da liberacdo de noradrenalina e vaso-relaxagdo
direta em rato espontaneamente hipertensos (CHENG et al., 1995). Além disso, este
tanino ja demonstrou atividade antifingica contra Candida glabrata, (LATTE &
KOLODZIEJ 2000). Geraniina (45) apresenta atividades antinociceptiva e hipotensora
(CHENG et al., 1995).

2.2.2 Alcaloides do género Phyllanthus sp.

Os alcaloides sdo compostos organicos ciclicos que possuem pelo menos um
atomo de nitrogénio no seu anel. Sdo farmacologicamente ativos e encontrados
predominantemente nas angiospermas (PERES, 2008). Plantas do género Phyllanthus sdo
ricas em alcaloides com esqueletos dos tipos inddlico e pirrolidinicos. Norsecurinina (7)
apresenta forte atividade antiespamodica (JOSHI et al., 1986). A securinina (8) exibe
atividades antimalarica e antibacterianas (BAGALKOTKAR et al., 2006).
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2.2.3 Terpenos

Os terpenos constituem uma classe de compostos que se assemelham aos
polimeros. S&o formados pela unido de unidades de isopreno (CsHsg) (Fig. 6), formando
cadeias maiores. Desse modo, os terpenos sdo classificados de acordo com o numero de

unidades de isopreno que fazem parte da sua estrutura em sua montagem (PERES, 2008).

Figura 6 - Estrutura do isopreno.

/

Fonte 6: SIMOES et al., 1999.

Os terpenoides séo encontrados em abundancia em plantas superiores, sendo
conhecidos aproximadamente 20.000 terpenoides isolados e caracterizados. Atribuem- se
a estes compostos funcdes de defesa contra herbivoros, hormonios de sinalizacéo, agentes
de atracdo e fitoalexinas, entre outros (MARIA LUCIA; VALDIR F; ANGELO, 1995;
VIEIRA et al., 2007).

Na espécie P.niruri os principais terpenos isolados sdo filantenol (46),
filanteol (47), filantol (48) e lupeol (49) usados para tratamento ou prevencao de infecgdes
causadas por hepatite (HUANG et al., 2003).

2.3 Constituintes quimicos isolados da espécie P. niruri.

Para a construcdo de uma base de dados com os compostos de P. niruri, 0
levantamento foi fundamentado em artigos publicados no periodo de 1980 a 2016
disponiveis nas bases ScienceDirect e Scifinder. Os descritores utilizados para a busca
dos artigos foram “ Phyllanthus niruri”, “Review”, “NMR” e “Activity in plants of the
genus”. Os termos de buscas utilizados resultaram em um apanhado de 212 artigos
cientificos.

Na Tabela 1 estdo relacionadas as principais substancias da espécie

Phyllantus niruri relatadas nos artigos pesquisados.
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Tabela 1: Estruturas das principais substancias encontrada na espécie P. niruri.

Estruturas

Referéncias

Estruturas Referéncias

OCHj

15-Metoxidihidrosecurinina (3)

Epibubbialina (5)

Securinol A (9)

Alcaloides

(CALIXTO; SANTOS, 1998)

(DIALLO et al., 2015)
(HOUGHTON et al., 1996)

(HOUGHTON et al., 1996)

(JOSHI et al., 1986)

(DIALLO et al., 2015)

(CALIXTO; SANTOS,
1998)

(JOSHI et al., 1986)

(CALIXTO et al., 1998)

N

/
,
\"“\m\\

Alosecurinina (4)

(BAGALKOTKAR etal.,
2006)
(CALIXTO; SANTOS,
1998)

(DIALLO et al., 2015)
(BAGALKOTKAR et al.,
2006)

(JOSHI et al., 1986)

(DIALLO et al., 2015)

e, ///OH

Securinol B (10)
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Estruturas

Referéncias

Estruturas

Referéncias

O O
[©]
OH
OH [¢] o
HO
OH
OH

Astragalina (11)

OH
HO o ‘
O OH
OH
OH

Catequina (13)

OH

OH

Epicatequina-3-galato (15)

OH OH
o} OH
O [}
OH
OH HO'

Fisetina-4-O-glicosideo (17)

OH

HO

OH

Isoquercetina (19)

Flavonoides

(THANH et al., 2014)
(BAGALKOTKAR etal.,

2006)

(ISHIMARU, 2015)

(ISHIMARU, 2015)

(ISHIMARU, 2015)

(ISHIMARU, 2015)

Caempferol (12)

Epicatequina (14)

OH
OH
HO. 0. O
O oH
OH
OH

OH
oH
HO o O
O OH
OH
OH

Epigalocatequina (16)

Galocatequina (18)

OH

o
OH HO.
(e}
OH
HO
OH

Isoquercitrina (20)

(AHMED; GRUPTA, 1984)

(DAVID; SANTOS;
MIRANDA, 2002)

(ISHIMARU, 2015)

(ISHIMARU, 2015)
(BAGALKOTKAR etal.,
2006)

(ISHIMARU, 2015)
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Estruturas Referéncias Estruturas Referéncias

(PRINZ et al., 2007) (BAGALKOTKAR etal.,

2006)

Quercetina (22)

OH

OH
\
LT
(BAGALKOTKAR etal., o0 N (BAGALKOTKAR etal.,

2006) on 2006)

HsC OH
OH HO OH

Quercitrina (23
@) Rutina (24)

(PRINZ et al., 2007)

Vitexina-2"’-O-ramnosideo (25)

Lignanas

(AN ERASMUS
MATTHEW, JONAS, 2007)
(BAGALKOTKAR etal.,
2006)
(BRITTAIN; WEBB, 1995)

(BAGALKOTKAR etal.,
2006)

Filnirurina (27)
Filantina (26)
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Estruturas

Referéncias Estruturas Referéncias

A \\
T

OCH,

Hipofilantina (30)

RANN

Nirantina (32)

RN

OCH;

Nirtetralina (34)

OH

1,6-Digalloyglucopiranose (35)

(BAGALKOTKAR etal.,
2006)

(HUANG et al., 2003) (HUANG et al., 2003)

(THANH et al., 2014)
(ANI ERASMUS,
MATTHEW, JONAS, 2007)
(HUANG et al., 2003)
(BAGALKOTKAR etal.,
2006)

(ANI ERASMUS,
MATTHEW, JONAS, 2007)
(BAGALKOTKAR et al.,
2006)

(THANH et al., 2014)
(ANI ERASMUS,
MATTHEW, JONAS, 2007)
(KASSUYA et al., 2006)
(HUANG et al., 2003)

(BAGALKOTKAR etal.,
2006)

Nirfilina (33)

(BAGALKOTKAR et al.,
2006)

(HUANG et al., 2003)
(BRITTAIN; WEBB, 1995)
(GANESHPURE;
SCHNEIDERS; STEVENSON,
1981)

Taninos

HO

(FOO, 1993) (HAWAS, 2007)
OH

HO o

OH

Acido carboxilico de brevifolina
(36)
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Estruturas Referéncias Estruturas Referéncias
0. OH
(BAGALKOTKAR etal., (BAGALKOTKAR etal.,
2006) HO OH 2006)
OH

Acido elagico (37)

Acido galico (38)

HO, OH  HQ OH
co co
4 on
[e]
OJ—Q"“ o (BAGALKOTKAR et al
3 . (BAGALKOTKAR et al., o o 2006) .
¥ 2006)
oo o=cC o OH (YEAP FOO, 1995) o ° (SUBEK' et al., 2005)
— OH HO OH
" o
HOOC! OH HO OH
Acido repandusinico A (39) B-glucogalina (40)

oH

HO.

OH

o OH

*  (AGYARE etal., 2011) o O < . Y@[

o (BAGALKOTKAR etal., "o O L o
OH

2006) Ho Mo
(HUANG et al., 2003) ol o_b .
(FOO, 1993) on (LATTE et al., 2008)
Corilagina (41) Fillantusiina C (42)

OH

(SOUSA et al., 2016) (AGYARE et al., 2011)

Furosina (44)

Fillantusiina U (43)
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Estruturas

Referéncias Estruturas Referéncias

Geraniina (45)

Filantenol (46)

Filantol (48)

(AGYARE et al., 2011)
(BAGALKOTKAR etal.,

2006)
(HUANG et al., 2003)

Terpenos

(FOO, 1993) (FOO, 1993)
Filanteol (47)
(FOO, 1993)
(FOO, 1993) (BAGALKOTKAR et al.,
2006)

Lupeol (49)
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2.4 Aspectos Etnofarmacoldgicos

Com relacdo aos aspectos farmacoldgicos é notado que desde a década de
1920, as espécies do género Phyllanthus, especialmente P. niruri, estdo sendo alvo de
estudos cientificos. O cha € utilizado para o tratamento de disturbios urinarios dos rins e
bexiga (infeccBes urinarias e calculos renais), diabetes, infec¢Ges intestinais e hepatite B
(MARTINS; LIMA, 2011).

Recentes estudos farmacologicos tém sido realizados com o intuito de
verificar o efeito do extrato aquoso de P. niruri sobre calculos renais em ratos e em
humanos. Os resultados experimentais e clinicos tém demonstrado que o extrato ndo
apresenta toxicidade aguda ou cronica, sugerindo efeitos que promovem a eliminagéo
destes calculos renais.

Barros, Schor e Boim demonstraram que o extrato aquoso de P. niruri
interfere no processo de cristalizacdo de oxalato de calcio por reduzir seu crescimento e
agregacdo, além de favorecer a formacdo de estrutura cristalina de oxalato de célcio
menos aderente. Assim, P. niruri pode potencialmente interferir com a patogénese da
urolitiase e pode representar uma alternativa atrativa para a prevencédo da litiase urinéria
(CALIXTO; SANTOS, 1998).

A atividade hepatica também € investigada nos extratos de P. niruri que tem
demonstrado acdo contra o virus da hepatite B e acdo hepatoprotetora. O extrato aquoso
inibiu a peroxidacdo de lipideos da membrana causada por 1,1-difenil-2-picrilhidrazil
com inibi¢do da atividade de espécies reativas de oxigénio “in vitro”. Ja a atividade
antioxidante e a agdo hepatoprotetora “in vivo” podem ser verificadas pela redugdo da
formacao de perdxidos de lipideos induzida por tetracloreto de carbono no figado de ratos,
pré-tratados com os extratos de P. niruri, através dos niveis plasmaticos de glutamato
oxaloacetato transaminase (TGO) e glutamato piruvato transaminase (TGP) (HARISH;
SHIVANANDAPPA, 2006). Quanto a acdo direta sobre o virus da hepatite B, o extrato
aquoso ¢ capaz de inibir a DNA polimerase viral e ligar o antigeno ao virus (OGATA et
al., 1992; QIAN-CUTRONE et al., 1996).
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2.5 Fundamentacdes tedricas das técnicas de extracao, purificacdo e identificacédo de

compostos organicos.

2.5.1 Extracdo Acelerada por Solvente (ASE)

A extracdo acelerada por solvente (ASE) € uma técnica relativamente nova
que proporciona maior eficiéncia no processo de extracdo, principalmente com amostras
solidas ou semissolidas que sdo mantidas em contato com o solvente aquecido sob alta
pressdo (FLANAGAN, 2007). A elevacdo da temperatura aumenta a solubilidade dos
analitos, diminui a viscosidade do solvente (permitindo melhor penetracdo na amostra),
e também auxilia no rompimento de interacdes de van der Waals, ligagdes de hidrogénio
e interacdo dipolo-dipolo, responsaveis pela ligacdo do analito a matriz. A pressdo
elevada € responsavel por manter o solvente no estado liquido mesmo em temperaturas
acima do seu ponto de ebulicdo (RICHTER et al., 1996). Estes fatores permitem utilizar
menores volumes de solventes ndo organicos e organicos nas extracdes, permitindo
maior reprodutibilidade, eficiéncia e rapidez frente muitas técnicas convencionais de
preparo de amostras (LAU; GAN; NG, 2010).

O procedimento é realizado de maneira automatizada, em que as amostras sdo
inseridas em uma célula, que por sua vez é preenchida pelo solvente pressurizado,
enguanto o sistema é mantido sob aquecimento (FLANAGAN, 2007). Um esquema do

sistema de extracdo acelerada por solvente pode ser visualizado na Fig. 7.
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Figura 7 - Diagrama esquematico do ASE.
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Fonte 7: LI et al., 2010.

A extracdo utilizando o ASE pode ser realizada com grande variedade de
solventes, sendo a selecdo determinada pela compatibilidade fisico-quimica com o
proposito da extracdo (SUN et al., 2012). A eficiéncia do processo é influenciada pela
temperatura, presséo, nimero de ciclos e duracéo do ciclo estatico.

2.5.2 Extracdo em Fase Solida (SPE)

A extracdo em fase solida (ASE) é uma técnica necessaria para o preparo da
amostra, que tem como objetivo promover a extracdo e a concentracdo dos analitos de
interesse, bem como a remocdo dos interferentes (JARDIM, 2010). E uma separacio
liquido-sdlido usada para extrair analitos semi-volateis e ndo volateis de amostras
liquidas, mas também pode ser usada para amostras sélidas pré-extraidas com solventes
(JARDIM, 2010).

As vantagens apresentadas pela SPE em comparacdo com a extracao liquido-
liquido cléssica sdo: emprego reduzido de solventes organicos, maior recuperacdo dos
analitos, reduzidos limites de deteccéo e quantificacdo, compatibilidade com analitos que
apresentam diferentes caracteristicas fisico-quimicas, e maior pureza dos extratos. Tai
caracteristicas tornam esta técnica atrativa, especialmente no caso de matrizes bioldgicas
complexas (RICHTER et al., 1996). As desvantagens séo: o tempo elevado de anélise, e
os altos custos dos cartuchos (JARDIM, 2010).
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A SPE, na sua forma mais comum, emprega fases solidas (FS) também
denominadas de sorventes, cartuchos recheados nas formas de barril ou seringa. Os
mecanismos de retencdo sao idénticos aqueles envolvidos em cromatografia liquida em
coluna (JARDIM, 2010). Na Fig. 8 estdo representadas as etapas da extragdo em fase

solida.

Figura 8 - Etapas da SPE no modo de concentracao ou isolamento do (s) analito (s) de interesse.
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Fonte 8: JARDIM, 2010.

2.5.3 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) é o tipo mais versatil e
mais amplamente empregado de cromatografia por elui¢cdo (SKOOG, DOUGLAS et al.,
2013). Consiste em um método fisico-quimico de separacdo, que ocorre através de
diferentes interacOes entre as substancias presentes em uma mistura e na interface entre
dois ambientes quimicos imisciveis: a fase estacionaria e a fase movel. (HUIE, 2002)

Esta técnica emprega pequenas colunas, recheadas de materiais
especialmente preparados e uma fase moével que é eluida sobre altas pressbes. Tem a
capacidade de realizar separacdes e analises quantitativas de uma grande quantidade de
compostos presentes em varios tipos de amostras, apresentando vantagens em relacéo a
outras técnicas cromatograficas como, por exemplo, capacidade de reciclagem da fase
estacionaria, reducdo do tempo de analise, alta resolucdo, eficiéncia e sensibilidade
(CEFET-RIO DE JANEIRO, 2010). Poréem algumas limitacdes séo relatadas quanto ao
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uso da técnica, como o alto investimento da instrumentacéo e alto custo da manutengéo

e/ou operacao.

2.5.4 Ressonancia Magnética Nuclear

A Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) é uma técnica analitica versatil
que pode ser utilizada para a analise e elucidacdo estrutural de compostos quimicos. A
elucidacdo estrutural se baseia na deteccdo das propriedades magnéticas dos nucleos
(LUZYANIN; ABRANTES, 2010).

Para que um determinado isétopo possa ser analisado por RMN € necessario
que este tenha propriedades especificas de spin, massa impar ou numero atdmico impar
ou ambos impar. Entretanto, as aplicacdes de RMN a nicleos que ndo o 'H e 3C séo
limitadas, devido a baixa sensibilidade ou baixa abundancia natural destes outros nucleos
(PAVIA et al., 2010).

Os nulcleos dos &tomos sdo vistos como pequenos pides com carga que
rodopiam em torno do seu eixo, gerando o0 seu proprio campo magnético local. Apesar de
existirem nlcleos que ndo exibem qualquer campo magnético (por exemplo, o *2C), a
maior parte dos nlicleos comportam-se como pequenos magnetes (por exemplo, o *H ou
0 °C) (CLARIDGE, 2009).

Com base neste fendbmeno, a amostra é colocada a um intenso campo
magnético onde os nucleos ficam alinhados com um campo B, e séo induzidos a absorver
energia mudando a orientacdo de spin em relacdo ao campo, quando a frequéncia do
aparelho corresponde exatamente a frequéncia de ressonancia caracteristica do nucleo
(que se designa por frequéncia de Larmor). Desligando a fonte de radiagdo
eletromagnética, os nucleos retomam a sua orientacdo original emitindo uma radiacdo
que origina um sinal elétrico. Apds tratamento matematico (transformacdo de Fourier -
FT) é possivel tracar um gréafico da intensidade do sinal em func¢éo da frequéncia aplicada
a que chamamos espectro de RMN (PAVIA et al., 2010).

A frequéncia da radiacdo de radiofrequéncia que é absorvida por um dado
nucleo é fortemente afetada pelo seu ambiente quimico, isto &, por elétrons e ndcleos
préximos (SKOOG; HOLLER; NIEMAN, 2002). Na Fig. 9 estd representado o
procedimento resumido da técnica de RMN. Um espectro de RMN tipico mostra aumento
do deslocamento quimico expresso em partes por milh&o (ppm) da direita para esquerda.
Isso implica que os prétons menos blindados aparecerdo mais a esquerda e 0s mais

blindados a direita do espectro.
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Figura 9 - Procedimento de ressonancia magnética nuclear.
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Fonte 9: K. Luzyanin, K.; Abrantes, M. Ressonancia Magnética Nuclear - Ferramenta Versatil em Quimica
Farmacéutica e Imaginologia Médica. Quimica, Boletim da Sociedade Portuguesa de Quimica, v. 117, n.2,
p. 25-30, Jun 2010.

Além de possibilitar uma facil manipulacdo da amostra, a quantificacdo por
RMN traz vantagens adicionais como ser uma técnica ndo destrutiva, ter baixo tempo de
analise, permite o acesso simultaneo aos aspectos qualitativos e quantitativos da amostra,
além de possibilitar a quantificacdo de varios analitos em uma mesma analise
(CLARIDGE, 2009).

2.5.5 Espectrometria de massas

De acordo com Silverstein, Webster e Kiemle (2007), a espectrometria de
massas pode ser descrita como a ioniza¢do de um ou mais compostos, onde seus ions sdo
separados com base na razdo massa/carga € 0 nimero de ions que corresponde a cada
unidade de massa/carga € registrado na forma de um espectro. Tem sido reconhecida
como a técnica de separacgdo direta mais eficiente em analises e caracterizacao de produtos
naturais, na identificacdo de compostos em misturas e, principalmente, na caracterizacao
estrutural de compostos desconhecidos, que pode ser alcancado através da formacéao de
ions-molécula e de seus respectivos ions-fragmentos (BRAMER, 1986).

A espectrometria de massa (MS) consiste em um método de ionizagdo suave,
gue torna possivel a analise de compostos ndo-volateis e termolabeis (HOFFMANN;
STROOBANT, 2007), é constituida por trés componentes principais: uma fonte de
ionizacdo; o analisador de massa e o detector. No presente trabalho o método de ionizacao
utilizado foi a ionizagdo por electrospray (ESI).
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. O processo de ionizacéo por ESI ocorre quando um solvente volatil contendo
os analitos é bombeado através de um fino capilar de aco inoxidavel. Uma alta tenséo €
aplicada na ponta deste capilar, e como consequéncia deste forte campo elétrico, a
amostra que sai pelo capilar estara dispersa em um aerossol, composto por uma névoa de
goticulas carregadas que fluem em direcdo ao orificio do capilar, seguindo para o
analisador (BRAMER, 1986).

O analisador Quadrupolo acoplado a um analisador de Tempo de Voo (TOF)
(Fig. 10) séo utilizados para separar os ions de acordo com a sua razdo m/z. O analisador
quadrupolo é composto por quatro barras metalicas (eletrodos) que geram campos
elétricos oscilantes, para estabilizar ou desestabilizar seletivamente os ions, de acordo
com seus valores de m/z, durante sua passagem pelo centro do quadrupolo, como
mostrado na Figura 10 (HOFFMANN; STROOBANT, 2007).

Figura 10 - Representacdo esquematica de um quadrupélo.
Detector

Fonte 10:http://elchem.kaist.ac.kr/vt/chem-ed/ms/quadrupo.htm.

O principio de operacdo do analisador de massa por tempo de voo (TOF)
envolve a medida do tempo que um ion leva para viajar da fonte de ions até o detector.
A velocidade dos ions criados no mesmo instante, com a mesma energia cinética, variarao
conforme a massa dos ions — o0 ion mais leve, saira mais rapido e chegara primeiro ao
detector (PAVIA et al., 2010). Sé&o analisadores que apresentam alta sensibilidade e

fornecem massa de alta resolucéo.
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2.5.6 Desreplicacao

A caracterizagdo quimica de extratos naturais bioativos geralmente requer
procedimentos demorados com vérias etapas de purificacdo para o isolamento e
elucidacédo estrutural dos metabolitos secundarios, por causa do perfil metabolico das
plantas ser altamente complexo (HUBERT et al., 2014). No inicio dos anos 1990 foi
desenvolvida uma estratégia que busca novas maneiras de fazer a identificacdo das mais
diversas classes de substancias em misturas complexas de produtos naturais
(HALABALAKI et al., 2014).

Esta pratica comumente conhecida como desreplicacdo (do inglés,
dereplication, e que significa “ndo replicar”) foi introduzida na literatura cientifico-
académica, fazendo uso de instrumentacdo analitica acoplada, como LC-MS e LC-RMN,
associada a bancos de dados (DA SILVA et al., 2012). E definida como uma etapa crucial
no processo de triagem de extratos a fim de evitar o isolamento e a determinacéo estrutural
de substancias ja conhecidas por meio dos métodos convencionais, e tem como objetivo
final a anélise detalhada tanto qualitativamente quanto quantitativamente dos metabolitos
de uma planta. (FUNARI et al., 2013).

Entre as técnicas espectrométricas utilizadas no mapeamento completo da
constituicdo metabdlica de uma espécie, a ressonancia magnética nuclear (NMR 1D e 2D)
destaca-se devido a sua robustez e alta sensibilidade na quantificacdo dos nucleos
organicos ativos mais populosos: *H, *C, N, 3P (SIMMLER et al., 2014).

Tratando de ressonancia magnética nuclear, uma maneira de se otimizar
tempo e reduzir custos é empregar o uso de bibliotecas de produtos naturais e bancos de
dados com informacGes que auxiliem neste processo de identificacdo das substancias,
utilizando suportes computacionais para a manipulacdo no processamento destes dados
(FUNARI et al., 2013).

A Figura 11 traz resumidamente, as etapas do estudo de desreplicacdo de
uma planta. Técnicas analiticas sdo utilizadas em conjunto para construir uma base de
dados sobre o extrato do organismo em questdo. Os dados entdo sdo tratados para a

identificacdo dos compostos.
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Figura 11 — Representacdo esquematica do fluxo de trabalho no processo de desreplicagdo com
RMN.
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Fonte 11: Adaptado de (SIMMLER et al., 2014)

Um exemplo de estudos utilizando métodos de desreplicacdo envolvendo
técnicas espectroscdpicas de ressonancia magnética nuclear, ja € aplicado para avaliar o
controle da qualidade dos fitoterapicos de plantas “quebra- pedras”(SANTOS et al.,
2012).
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3. OBJETIVOS

3.1 Gerais
Determinar a composicao quimica do extrato aquoso de P. niruri por meio de

Ressonancia Magnética Nuclear (RMN).

3.2 Especificos

¢+ Preparar extrato aquoso das folhas e frutos de P.niruri

¢ Desenvolver e validar um método de perfil cromatografico, utilizando
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), para caracterizacdo quimica
da espécie Phyllanthus niruri;

¢+ Através de estudo de desreplicacdo, usando técnicas espectrométricas: EM-IES,
RMN 'H e BC (1D e 2D), caracterizar os compostos presentes nas fragdes,

reduzindo a necessidade de estudos fitoquimicos classicos;
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1 Obtencao e preparo do extrato aquoso das folhas e frutos de P. niruri

A planta de espécie P. niruri foi coletada no municipio de Paraipaba, Ceara,
Brasil. As folhas e frutos foram separados do restante da planta e foram submetidas a
secagem durante sete dias a 40°C. O material vegetal seco foi pulverizado grosseiramente
em moinho de facas do tipo Willye (Fortinox) modelo Star FT 80.

Pesaram-se aproximadamente 15,00g da amostra pulverizada da planta para
o0 preparo do extrato aquoso (ExtAql). Utilizou-se um equipamento de extracdo acelerada
por solvente, modelo ASE ™ 350 da marca Dionex, com células de ago inoxidavel com
capacidade de 66 mL para a extracdo de liquido pressurizado. A amostra foi inserida na
célula e o volume foi completado com terra diatomacea (agente dispersante). Misturou-
se homogeneamente a amostra com a terra diatoméicea e fechou-se a célula
hermeticamente. As células de extracdo foram colocadas no carrossel e as amostras foram
extraidas.

O método de extracdo consistiu em utilizar dgua ultrapura (Milli-Q) como
solvente de extracdo, a temperatura constante (T= 80° C), pressao variando entre 1500-
1700 psi, com trés ciclos de 5 min no modo estético. O tempo de extracdo amostra foi de
30 minutos. As solucBes aquosas preparadas foram transferidas para tubos falcons de 50
mL, previamente tarados. As solucdes foram entdo congeladas em um ultrafreezer
(Liotop) por um dia e liofilizadas em um equipamento Kios (Liotop) por 4 dias. Depois
de secas, as amostras foram pesadas, obtendo do ExtAql (P. niruri) 4,16g. O extrato foi

armazenado em local protegido contra umidade e calor.

4.2 Extracdo em fase solida

As extracoes em fase solida (SPE) do ExtAqgLl (P. niruri) foram realizadas em
cartuchos de fase reversa (Cig) de 5,0 g da Phenomenex. Na etapa de preparo, 250,0 mg
do ExtAql foram solubilizados em 20 mL de agua Milli-Q e homogeneizados em banho
de ultrassom por cinco minutos.

O uso dos cartuchos foi precedido por ativacdo do adsorvente com 20 mL de
metanol, seguida de acondicionamento com 20 mL do solvente de eluigdo (MeOH/H20

70:30). Apds aplicada no cartucho, a amostra foi eluida com 20 mL de agua Milli-Q. A
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fase aquosa foi descartada. Posteriormente, o cartucho foi eluido com 40 mL do solvente
MeOH/H.0 (70:30 v/v) e a fase organica foi coletada em béquer de 100 mL, como

mostrado na Fig. 12.

Figura 12 - Cartuchos utilizados na extracdo em fase sélida (SPE).

»
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Fonte 12: Proprio autor.

A fragdo MeOH/H20 (70:30 v/v) foi destilada em um rotoevaporador da
marca IKA® modelo RV10, a 40° C sob presséo reduzida (20 mbar) e rotag&o de 100 rpm
até a remocéo total de metanol. Depois transferida para baldo volumétrico de 250 mL e
liofilizada em um equipamento Kios (Liotop) por 4 dias. Este procedimento foi repetido
cinco vezes, rendendo 170,8 mg da amostra seca FPnir (Fragdo MeOH/H20 30%).

4.3 Fracionamento preparativo de P. niruri.

Sessenta miligramas da fragdo (FPnir) foi dissolvida em 6 mL de agua Milli-
Q (concentragdo 10 mg/mL) e homogeneizada durante 4 minutos em aparelho de
ultrassom e filtrada em filtro com membrana de nylon 0.45 um, 25mm, acondicionado
previamente com MeOH. Para o fracionamento utilizou-se o cromatdgrafo a liquido
Waters 2489, equipado com detector UV-Vis com arranjo de diodo, e um sistema de

bomba binario. A separacdo foi efetuada em coluna preparativa da marca Sunfire®,
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modelo Cg OBD (19 mm X 100 mm, 5 um), em fluxo de 17 mL/min, volume de injecdo
5,0 mL.

Os solventes empregados apresentavam grau HPLC (MeOH-Tedia e H,O-
Milli-Q) e foram adequadamente filtrados atraveés de membranas de nylon com poros de
0,45 pum (Phenomenex). Fase mével composta por solucdo aquosa com 0,05% de &cido
trifluoracético (solvente A) e metanol com 0,05% de &cido trifluoracético (solvente B). A
separacdo cromatografica foi feita em gradiente de eluicdo variando de 5 a 95% de B por
20 minutos, seguindo por um isocratico de 100% de B por 10 minutos e, monitoradas nos
comprimentos de onda 250 e 270 nm.

Foram coletadas 10 fracdes de aproximadamente 8 mL cada (em triplicata),
registradas com tempo de retencdo de 4 a 13 minutos, as quais apés liofilizadas

forneceram as massas descritas nas Tabela 2 (p. 49).

4.4 Analise do perfil cromatografico por CLAE analitica

Para avaliar as caracteristicas de retencdo dos compostos presentes em cada
fracdo e a reprodutibilidade do método de fracionamento, as fracGes foram analisadas por
CLAE. Aproximadamente 2,0 mg de cada fragdo foram solubilizados em 1,0 mL de
MeOH/H-0 (50:50 v/v) e filtradas através de membranas de nylon com poros de 0,45 pum
de 25 mm de didmetro da marca Simplepure™ Syringe filters (EUA). As analises das 30
fracdes (10 amostras x 3 repeticdes) obtidas por fracionamento em HPLC preparativo
foram realizadas em aparelho de HPLC SHIMADZU Prominence, equipado com injetor
automatico, detector UV-Vis com arranjo de diodo a uma faixa de comprimento de onda
de 210 a 400nm (SPD-M20A), e um sistema de bomba ternario, em fluxo de 1 mL/min,
volume de injecao de 40 pL, mantidas em forno termostatico a 30°C

Os solventes empregados apresentavam grau HPLC (MeOH-Tedia e H2O-
Milli-Q) e foram adequadamente filtrados através de membranas de nylon com poros de
0,45 um (Phenomenex). A fase movel consistiu de solucdo aquosa com 0,05% de acido
trifluoracético (solvente A) e metanol com 0,05% de acido trifluoracético (solvente B),
com gradiente de eluicdo variando de 5 a 95% de B de 0 a 48,0 minutos, em seguida

elevando-se imediatamente, para 100% de B e, sendo assim mantido durante 6 minutos.
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4.5 Experimentos em UPLC-QTOF-MS (/MS)

As dez fracBGes obtidas por fracionamento em HPLC preparativo foram
também analisadas por Cromatografia Liquida de Ultra Performance (UPLC) acoplado a
analisadores de massas arranjados em série dos tipos quadrupolo e Tempo-de-Voo (TOF).
As andlises foram efetuadas em um sistema UPLC-q-TOF Acquity-Xevo (Waters),
equipado com uma fonte de ionizacdo de electrospray (ESI). As separacbes foram
realizadas em colunas Cig (Waters Acquity UPLC C1g, 150 milimetros x 2,1 milimetros,
1.7um). Os perfis dos metabolitos nas fragdes foram obtidos inicialmente por um
gradiente exploratorio, sendo as fases méveis: H20 (A) e acetonitrila (B), cada uma
destas contendo acido formico (0,1% volume/volume). As amostras foram submetidas ao
seguinte gradiente exploratorio: 2 — 95%. A vazdo de 500 puL min-1.

As analises de cada fracdo foram realizadas em modos de ionizagéo positivo
(PI) e negativo (NI) no intervalo de 100 — 1200 Da com o tempo de aquisigédo de 0,1
segundo no modo centroide. As condi¢des no modo negativo foram definidas da seguinte
forma: tensdo capilar 2600 V, tensdo cone 20V, temperatura da fonte 120 °C, temperatura
dessolvacdo 350 °C, fluxo de gas de cone de 5 L.h%, o fluxo de gas dessolvatacdo 500
L.h*t, e MCP (microcanais tensdo da placa) — detector a 1900 V. As condi¢es no modo
positivo foram definidas da seguinte forma: tensdo capilar 3200 V, tensdo cone 32V,
temperatura da fonte 120 °C, temperatura dessolvatacdo 350 °C, fluxo de gas de cone de
65 L.hL, o fluxo de gés dessolvatagdo 500 L.ht, e MCP (microcanais tensdo da placa) —
detector a 1900 V.
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4.6 Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN)

Os espectros de RMN foram obtidos em um equipamento Agilent DD2 de
600 MHz (para nucleo de *H) e equipado com uma sonda One Probe de 5 mm de diametro
interno (H-F/15N-31P) de deteccdo inversa e gradiente de campo no eixo “z“. As
amostras foram preparadas dissolvendo-se aproximadamente 5 mg das fracdes em 600
uL de metanol deuterado com 0,17 mg/mL de TSP-d4.

Para realizar a quantificacdo, o pulso de 90° foi calibrado e a sonda,
devidamente sintonizada. Inicialmente a sequéncia de pulsos de inversdo-recuperacao foi
utilizada para estimar o tempo de relaxagdo dos nucleos amostrais. O valor encontrado
foi distribuido entre o d1 (tempo de espera para relaxacdo dos nucleos) e o tempo de
aquisicdo (AQ). Assim, os espectros unidimensionais de *H foram adquiridos com o
tempo do pulso de 90° de 7,65 s; um tempo de espera entre cada aquisicdo de 30 s, AQ
de 5,0 s, ganho de 30, 64 transientes em uma janela espectral de 22 ppm e 32k de nimero
de pontos reais a 26°C. Foi feita a supressdo do sinal da agua residual (HOD) em 6 4,9
ppm.

O experimento de HSQC foi otimizado. Desta forma, 0 HSQC foi realizado
com largura espectral em F2 de 16 ppm e F1 de 200 ppm, nimero de promediagdes (ns)
de 48. Além disto, foi utilizado um tempo de espera entre cada aquisi¢do de 1 s, com 192
pontos durante a aquisicdo (td) em F1 e 1.442 pontos durante a aquisicdo em F2. No
processamento foram utilizados 1.024 pontos (si) em F1 e 2.000 pontos em F2.

Um esquema da metodologia utilizada neste trabalho esta representado na
Fig. 13.

Figura 13 — Metodologia para a caracterizagdo das substancias do extrato aquoso das folhas e
frutos de Phyllanthus niruri.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Extracdo em fase solida

Considerando a elevada concentracdo de acUcares no extrato aquoso de
Phyllanthus niruri, foi realizado um tratamento prévio da amostra utilizando o método de
extracdo em fase solida (SPE), com cartucho Cig eluido com MeOH/H20 (7:3). Os
espectros de RMN *H da Figura 14 mostram que o processo empregado viabilizou a
remocao dos agucares livres, além das possiveis impurezas presentes na amostra, a qual
foi constatada pelo desaparecimento dos sinais na faixa de 3,5-2,5 ppm caracteristicos de
hidrogénios glicosidicos, sucedendo o enriquecimento de uma fracdo composta

majoritariamente por compostos fenolicos.
Figura 14 - Espectro de RMN de H [600 MHz, MeOD] do extrato bruto e da FPnir apés SPE.
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5.2 Fracionamento da fraccéo FPnir em coluna de fase reversa

Compostos fendlicos estdo normalmente presentes em extratos vegetais

preparados com solventes polares. Sdo substancias ionizaveis de carater acido que em
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solugéo aquosa podem estar parciais ou totalmente ionizadas. Nesses casos, a supresséo
da ionizagdo € uma condicdo muitas vezes desejavel, pois as tornam mais hidrofobicas,
aumentando sua retencdo na fase estacionaria. Por isso, adicionou-se acido trifluoracético
(&cido forte) nos solventes utilizados na fase mdvel. A diminui¢do do pH da fase movel
acarreta na otimizacdo e separacdo cromatografica e tem sido bastante utilizada em
diversos trabalhos (JI et al., 2005; SVEDSTROM et al., 2006)

Considerando a complexidade quimica da amostra, a fracdo FPnir foi
fracionada em um sistema preparativo, em que permitiu a injecdo de uma maior
quantidade de amostra (massa e volume), totalizando 150,0 mg, as quais foram injetadas
em trés corridas cromatogréaficas nas condicdes ja descritas nos materiais e métodos.
Obteve-se 10 fracGes com volume de aproximadamente 8 mL cada. Na Tabela 2 estdo

fornecidos os rendimentos e as massas das trés injecoes.

Tabela 2 - Dados referentes ao fracionamento cromatografico da FPnir.

Tempo 1a o 32 _
Nfc;r;eaga retgr? 30 Injecdo  Injecgéo Injecdo I&til Ren?(;/n;ento
0 Ny Mo (o) (mo) ) i
FPnir 1 4 0,8 0,4 0,6 1,8 1,2
FPnir 2 5 1,2 1,2 1,4 3,8 2,5
FPnir 3 6 2,1 2,3 2,3 6,7 4,4
FPnir 4 7 7,6 7,8 7,7 23,1 15,4
FPnir 5 8 9,5 10,2 10,7 30,4 20,2
FPnir 6 9 6,5 6,3 6,8 19,6 13,06
FPnir 7 10 3,7 3,9 41 11,7 7,8
FPnir 8 11 2,4 2,7 2,2 7,3 4,86
FPnir 9 12 11 14 1,3 3,8 2,53
FPnir 10 13 1,3 1,2 1,4 3.9 2,6
Total (%) 72,4 74,8 77,0 74,73

Foi notado que o processo acarretou em fragdes em um rendimento percentual
satisfatorio, por conta da reducdo da matriz interferente, formada por sais, agucares e

substancias mais apolares, muitas das quais ndo sdo detectadas no detector de ultravioleta.
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Nas Figs 15 e 16 estdo apresentados os cromatogramas do fracionamento
cromatografico da fragdo FPnir. Pode-se observar uma pequena variacdo na intensidade
dos picos ao mudar o comprimento de onda de 254 para 274 nm. Estes comprimentos de
ondas foram escolhidos por uma anélise preliminar em HPLC com detector de arranjo de
diodo que apontou as maiores absorbancias, caracteristicas de compostos fendlicos.

Figura 15 - Cromatograma do fracionamento FrPnir em CLAE/preparativo (Amax 254
nm).
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Figura 16 - Cromatograma do fracionamento FrPnir em CLAE/preparativo (Amax 274
nm).
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5.3 Otimizacao do método cromatogréafico

Avaliou-se a reprodutibilidade do método, baseado nos valores de tempo de
retencdo (tr) e area das bandas cromatogréaficas, para verificar a reprodutibilidade das
fracOes obtidas apds o fracionamento do extrato FPnir, os quais foram submetidos as
mesmas condi¢fes cromatogréaficas.

Nas Figs 17, 18 e 19 estdo apresentados os cromatogramas das replicatas das
fragdes no comprimento de onda de 270 nm, o qual foi selecionado em virtude de exibir

melhor intensidade.
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Figura 17 — Cromatogramas (A = 270 nm) das frac6es de P.niruri obtidas na primeira injecao por
cromatografia preparativa.
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Figura 18 - Cromatogramas (A =270 nm) das fragdes de P.niruri obtidas na segunda injecéo por
cromatografia preparativa.
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Figura 19 - Cromatogramas (A =270 nm) das fragdes de P.niruri obtidas na terceira injecdo por
cromatografia preparativa.

F 10.3
F9.3
F8.3
F73
F 6.3

F5.3
F4.3
F33

i F23
F13

f T T T T T T T T
0 10 20 30 40 50 60

Tempo de retengéo (min)

Pode-se notar comparando os trés cromatogramas apresentados que a técnica
de fracionamento e preparo de amostra, proporcionaram boa separacdo dos compostos
em estudo, com picos resolvidos e bem definidos. Também percebe-se um deslocamento
gradativo dos picos cromatogréaficos das fragdes 1 a 10, 0 aumento da caracteristica apolar
dos picos, indicando separacdo eficiente feita no HPLC preparativo. Desta forma, a
condicdo é considerada adequada para a andlise do perfil cromatografico de fracbes do
extrato aquoso de Phyllanthus niruri, por demonstrar reprodutibilidade, precisdao e um

bom desempenho analitico, 0 que comprova o método ser reprodutivel.
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5.4 Determinacao estrutural dos compostos majoritarios

As analises de UPLC-q-TOF das 10 fragdes originadas do fracionamento por
HPLC preparativo do extrato aquoso das folhas de Phyllanthus niruri proporcionou a
deteccdo de 44 compostos no modo de ionizacdo negativo, dos quais 21 foram
devidamente identificados, correspondendo a 13 taninos hidrolisaveis, 3 flavonoides, 3
acidos fendlicos e 2 compostos heterosideos.

A Tabela 3 traz as estruturas caracterizadas, suas fragmentacdes de maior
intensidade e referéncias para corroborar as identificagdes desses metabolitos em outras
amostras de Phyllanthus niruri. As moléculas ndo identificadas foram caracterizadas
como N.I (ndo identificada). Este resultado subsidiou a caracterizagcdo quimica destas
mesmas fracdes na andlise por RMN. Deste modo, foi possivel caracterizar nove
compostos majoritarios, entre os quais dois flavonoides glicosilados, além de sete taninos.
As fracdes 1 e 2 ndo apresentaram compostos de interesse, ja a fracdo 10 ndo foi possivel
realizar a elucidacdo estrutural da mesma até o presente momento. A seguir serdo

apresentadas as identificagdes moleculares e as determinagdes estruturais das substancias.



Tabela 3 - Componentes das amostras de Phyllhantus niruri no modo de ionizagdo negativo
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tr

[M-H]

[M-H]

Erro*

Fragmentos

Foérmula

Pico (min)  Observado  Calculado (ppm) fons (MS/MS) Molecular Composto Referéncias
1 169 3310665 331,0665 0,0 12;91313332113%003329 CisHis010  Monogalloil-hexosideo  (SENTANDREU et. al., 2013)
2 237 447,115 4471139 54 435’0238393732740154; C1sH24013 NI
3 240  669,0979  669,0939 6,0 447’12’88393738750149; CarH26020 gfgggzzg'zggﬂ'eorg) (YANG et. al., 2012)
4 255  649,0646  649,0677  -4.8 435’012230310107’9955; C27H2:019 Furosina (LAl et. al., 2013)
S e wmaw - . Emeem
6 2,80 969,0864 969,0845 2,0 22;8;23310599:5: 4 CaH3002s  Acido repandusinico A (OGATA et al., 1992)
7 2,86 649,0615 649,0677 -9,6 435’015;; ;022(13’056; C27H22019 Furosina (isbmero) (LAl et. al., 2013)
8 300 981,1122 9811122 14 337’012830214071’0200; Ca1H3402s NI
9 313 2910135 2910141 -2.1 247’01;%0202905’0306; C13HsOs ACidgr‘;‘i‘/ri?gﬁg;CO de (SENTANDREU et. al., 2013)
10 329 9510716  951,0740 -2,5 933’1%;30310207’9928; CaH25027 Geraniina (KUMAR et. al., 2015)
11 336 6330709 6330728 -30  463,0543;300,9903 Ca7H201s Corilgina (KUMAR et. al., 2015)
12 351 387.1678 387.1655 59  207,1007;169,0133  CisHzs0s Acido tuberonico (KUMAR et. al., 2015)

hexosideo
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13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

3,57

3,66

3,75

3,83

3,88

3,89

3,96

4,03

4,09

4,13

4,19

4,20

4,22

925,0974

969,0861

483,0174

593,1497

447,0921

951,0793

363,0681

341,0872

577,1516

300,9965

983,0989

907,0898

965,0903

925,0947

969,0845

593,1506

447,0927

951,0740

341,0873

577,1557

983,1002

965,0896

2,9

1,7

-1,5

-1,3

5,6

301,0007

300,9979; 247,0177,
169,0129

450,9891

473,1142; 429,0864;
357,0626; 327,043

300,9987

300,9981,; 169,0123

300,9975; 169,0103

413,0957; 300,9958

300,9940; 247,0159;
169,0088

C40H30026

C41H3002s8

C27H30015

C21H20011

Cs1H28027

C15H1809

C27H30014

C42H32028

Ca2H29027

Fillantusiina C
Acido repandusinico A

N.I

Orientina-2’-0O-
ramnosideo

N.I
Geraniina (isbmero)
N.I
N.I
Vitexina-2’-O ramnosideo
N.I
N.I
N.I

Rhoipteleanina H

(LATTE and KOLODZIEJ,
2000)

(OGATA et al., 1992)

(SPRENGER; ¢t. al., 2013)

(KUMAR et. al., 2015)
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26

27

28

29

30

31

32

33

34

35

36

37

38

4,40

4,44

4,46

4,49

4,50

4,57

4,65

4,67

4,84

4,93

5,04

5,28

5,31

923,0833

458,0198

951,0760

983,1002

363,0156

729,1609

401,1448

951,0812

923,0812

889,0782

417,2054

583,1052

571,1801

923,0791

951,0740

983,1002

951,0740

923,0791

583,1088

4,5

2,1

0,0

7,6

2,3

435,0550; 337,0254;
300,9973

301,0017; 169,0132

951,0728; 300,9951,
169,0098

300,9993

751,1198; 461,0203;
300,9968

431,0991; 413,0855;
395,0760; 169,0117

533,1989; 377,1223;
225,1088; 169,0094

Cs0H28026

Cs1H28027

C42H32028

Cs1H28027

CaoH28026

C2sH24014

Fillantusiina U

Geraniina

N.1

N.1

N.1

Geraniina (isbmero)

Fillantusiina U (isdmero)

Caempferol-O-galloil-

rhamnosideo

N.1

(CHEN et. al., 2013)

(KUMAR et. al., 2015)

KUMAR et. al., 2015)

(CHEN et. al., 2013)

(GU et. al., 2013)
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39

40

41

42

43

44

5,44

5,52

5,70

6,15

7.83

8.32

575,2123

545,2025

559,1442

571,1828

1041,5509

1055,5577

559,1452

-1,8

377,1223; 255,1088

483,1849

395,0741

C27H28013

N.I

N.I

Acido 3-O-Sinapoyl-5-O-
caffeoilquinico

N.1
N.1

N.1

* representa a diferenca entre a massa/carga do ion observada no espectrémetro de massas (experimental) e a sua massa/carga teérica.

-- N&o apresentam valores
N.I: ndo identificada
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5.4.1 Caracterizagdo quimica da Fracdo FPnir 3

O espectro de RMN de *H (600MHz, MeOD — Fig. 21) apresentou sinais de
0,7 a 8,0 ppm, contudo a regido de interesse entre 61 7,21-6,62 na forma de singletos para
hidrogénios aromaticos, referentes aos grupos galoil, hexahidrodifenil (HHDP) e a um
hidrogénio olefinico. Trés singletos largos, sendo um deles em oH 6,18 (H-1""), e dois na
faixa de on 5,30-4,60 (H-3"""), correspondentes aos hidrogénios glicosidicos. Foram

observados também sinais para hidrogénios metinicos em 61 5,47 € 5,40 (H-2b e H-3b).

A fracdo FPnir 3 exibiu 3 picos marjoritarios no cromatograma de UPLC-g-
TOF, sendo os compostos furosina (44), acido repandusinico A (39) e corilagina (41) os
componentes majoritarios. O espectro de massas (ESI-) da furosina apresentou pico [M-
H] com m/z 649,0691 (calculado m/z 649,0677; erro = 2,2 ppm) referente a formula
molecular C27H22019 . O espectro de massas (ESI-) do &cido repandusinico A apresentou
pico [M-H] com m/z 969,0864 (calculado m/z 969,0845; erro = 2,0 ppm) referente a
férmula molecular Cs1H30028 € 0 espectro de massas (ESI-) da substancia corilagina
apresntou pico [M-H] com m/z 633,0709 (calculado m/z 633,0728; erro = -3,0 ppm)

referente a férmula molecular C27H2201s.

O espectro de RMN 2D !H, BC-HSQC (Figs. 22 e 23) possibilitou a
correlagdo de cada sinal de hidrogénio ao seu respectivo sinal de carbono, conforme
mostrado na Tabela 4. Através deste experimento foram atribuidos os sinais dos
hidrogénios de metoxilas em o 4,21 e 4,01 cujos carbonos em d¢c 62,0 e 61,0 ppm,
respectivamente, compativeis com os apresentados na literatura (COLOMBO et al., 2009;
GLENSK et al., 2016; MIGUEL et al., 1996).

A comparacado dos dados apontados com aqueles obtidos na literatura, levou
a sugestdo de taninos hidrolisados, como furosina (44), acido repandusinico A (39) e
corilagina (41) (Fig 20).
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Figura 20 - Estruturas dos compostos identificados, acido repandusinico, corilagina e
furosina.
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Tabela 4 - Dados de RMN 'H e 3C (600/150 MHz, MeOD) da fragdo FPnir 3 comparado com os valores relatados na literatura (COLOMBO et
al., 2009; GLENSK et al., 2016; MIGUEL et al., 1996) para as substancias 1, 2 e 3.

Posicéo
C=0
C=0

5
5
3
3

4!

Acido repandusinico A Corilagina Furosina HSQC*-FPnir 3
dc OH dc OH dc OH dc OH
168,65 -- 167,1 -- 166,5 -- ** --
170,50 -- 166,8 -- 166,1 -- *x --
138,18 -- 145,6 -- 113,4 -- ok --
138,75 -- 1449 -- 119,3 -- ok --
110,60 -- 144,3 -- 192,5 -- ok --
109,26 -- 143,9 -- 137,2 -- bk --
146,11 -- 135,6 -- 137,2 -- *x --
146,51 - 135,5 - 149,1 - ok -
116,84 -- 1239 -- 154,6 -- faie --
117,69 - 123,1 - 109,0 - ok -
145,67 - 115,8 - 45,9 4’0518(’_'2;;;5'5’ 48 4,05 (s)
145,76 -- 115,6 -- 120,8 7,13 (s) ko N.1
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Acido repandusinico A Corilagina Furosina HSQC*-FPnir 3
Posicéo
dc OH dc OH dc OH dc OH
2! 125,55 6,713 (s) 107 6,55 (S) 139,5 7,22 (s) 106,0 7,21-6,62 (s)
2 125,83 6,711 (s) 106,1 6,48 (s) 143,0 7,25 (s) 106,0 6,62 ()
Galloil
C=0 167,06 -- 164,8 -- 165,5 -- ** --
3" 146,92 - 1456 - 1455 - o -
5" 146,92 -- 145,6 -- 145,5 -- ** --
4" 141,23 -- 139 -- 139,0 -- *x --
1" 120,99 -- 118,7 -- 125,6 -- e --
2" 111,29 7,06 (s) 109 7,01 (s) 110,41 6,54 (s) 109,02 7,12-7,05 (5)
6" 111,29 7,06 (s) 109 7,01 (s) 110,41 6,54 (s) 109,02 7,12-7,05 (5)
Glicose
(A 95,72 6,18 (d) 92,2 6,2(d;J=75 92,4 6,42 (d,J=8.4 91,0 6,18 (s)
Hz) Hz)
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Posicéo

3lll

5lll

2lll

4lll

6lll

la

2a

3a

4a

S5a

6a

Acido repandusinico A Corilagina Furosina HSQC*-FPnir 3
dc OH dc OH dc OH dc OH
71,73 4,82 (s) 77,4 4,58 (br s) 63,4 5,15 (d;J 67,0 5,26-4,65 ()
=3.3Hz)
74,47 449 (t;J= 76,3 4,35 (t; J =85 77,8 4,20 (m) 77,0 4,32 (m)
8,29 Hz) Hz)
70,12 4,05 (s) 71,6 387(d;J=75 71,2 534 (d,J= e N.1
Hz) 3.05Hz)
65,80 5,59 (d) 63,9 4,22 (brs) 78,5 4,45 (s) *k N.I
65,44 423 (ddJ = 62,2 4,21 (dd; J = 62,8 4,05 (dd) 62,0 4,21-3,93 (d)
8,3 Hz) 11.0 Hz)
2,4-acil
117,41 -- -- -- -- -- *ok --
117,73 -- -- -- -- -- *ok --
109,81 7,07 (s) -- -- -- -- 88,48 7,05 (s)
147,13 -- -- -- -- -- ok -
140,93 -- - -- -- *k --
144,58 -- -- -- -- -- o --
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Acido repandusinico A Corilagina Furosina HSQC*-FPnir 3
Posicéo
dc OH dc OH oc OH dc OH
7a 167,38 - - - - - o -
1b 171,50 -- - - -- -- Hx -
2b 80,15 5,46 (d) - - -- -- 67,15 5,47 (d; J=6,72
Hz)
3b 36,62 5,40 (d) - - - - 48,28 5,40 (m)
4b 140,53 -- - - - - *x -
5b 134,35 7,13 (s) - - - - 109,02 7,12 ()
6b 166,44 - - - - - *x -
7b 166,42 - - - -- -- kel -
* Os valores dos deslocamentos quimicos dos carbonos foram identificados somente pelos valores do espectro de RMN 2D *H, **C-HSQC

** Valores ndo correlacionados
-- N&o apresentam valores de deslocamentos quimicos
N.I: ndo identificado
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Figura 21 - Espectro de RMN de *H [600 MHz, MeOD] da FPnir 3.
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Figura 22 - Espectro de RMN 2D *H, 3C-HSQC (600 x 150 MHz, MeOD) da FPnir 3.
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Figura 23 - Expansdo do espectro de RMN 2D *H, **C -HSQC (600 x 150 MHz, MeOD) da
FPnir 3
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5.4.2 Caracterizacdo quimica da Fracédo FPnir 4

O espectro de RMN de *H (600MHz, MeOD — Figs. 26) demonstrou sinais
na regido de aromaticos na faixa entre o 7,07-7,03 compativel com hidrogénios do grupo
galloil. Quatro sinais para hidrogénios ligados a carbono oxigenado em oH 6,24 (s; H-
1°%), dn 5,48 (s; H-2""), 81 4,80 (s; H-3"") e 61 4,50 (d; J = 7,92 Hz; H-4"""), dois
dupletos para hidrogénios diastereotopicos em on 4,23 (dd; J = 8,22 Hz H-6""),
caracteristicos do esqueleto da glicose. Foram observados ainda sinais olefinicos em dn
7,21 (H-2b).

A fragdo FPnir4 também exibiu 3 picos no cromatograma de UPLC-q-TOF,
sendo os compostos, acido repandusinico A (39), corilagina (41) e geraniina (45) os
componentes majoritarios. O espectro de massas (ESI-) do composto 39 apresentou pico
[M-H]" com m/z 969,0909 (calculado m/z 969,0845; erro = 5,9 ppm) referente a formula
molecular Cs1H3002g. O espectro de massas (ESI-) do composto 41 apresentou pico [M-
H] com m/z 633,0685 (calculado m/z 633,0728; erro = -6,8 ppm) referente a formula
molecular C27H2201g, €, 0 espectro de massas (ESI-) do composto geraniina apresentou
pico [M-H]  com m/z 951,0793 (calculado m/z 951,0740; erro = 5,6 ppm) referente a
formula molecular C41H28027.

Cada sinal de hidrogénio foi devidamente correlacionado ao seu respectivo
sinal de carbono através da analise do espectro de RMN 2D H, 3C-HSQC (Figs. 27, 28
e 29), conforme demonstrado na Tabela 5. Os dados apresentados e uma pesquisa aqueles
relatados na literatura levaram a conclusao de que os compostos presentes na fracdo 4 se
tratavam de acido repandusinico A, corilagina, além do composto geraniina, com sua

estrutura demonstrada abaixo (Fig. 24).



Figura 24 - Estrutura do composto denominando geraniina.
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Tabela 5 - Dados de RMN H e 13C (600/150 MHz, MeOD) da FPnir 4 comparado com
os valores relatados na literatura (GLENSK et al., 2016) para a substancia geraniina..

Posicio Geraniina HSQC*- FPnir 4
dc OH dc SH
C=0 166,2 - il -
C=0 168,4 -- xx --
5' 145,6 -- *x --
5 144,9 - ok -
3 144,3 - ok -
3 143,9 -- xx --
4' 135,6 -- xx --
4 135,5 -- *x --
1 123,9 -- *x --
1 123,1 -- *x --
6' 115,8 -- xx --
6 115,6 -- xx --
2' 107,0 6,71 (s) 106,8 6,63 (s)
2 106,1 6,71 (s) 106,8 6,65 (s)
Galloil
C=0 164,8 -- *x --
3" 145,5 -- bl --
5" 145,5 -- *x --
4" 139,0 -- bl --
1" 125,6 -- bl --
2" 110,41 6,58 () 109,6 7,07-7,03 ()
6" 110,41 6,59 () 109,6 7,07-7,03 (5)
Glicose
1 92,2 6,18 (d) 93,73 6,24 (d; J =
3,73 Hz)
3" 77,4 4,82 (s) 70,45 4,80 (s)
R B )
2" 71,2 5,34(d) 68,83 5,48 (s)
4" 78,5 4,45 (d) 74,40 4,50 (d; J =
7,92 Hz)
6" 62,2 4,23 (dd; J = 63,56 4,23 (dd; J =
8,3 Hz) 8,22 Hz)
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_ Geraniina HSQC*- FPnir 4
Posicao 5c o Sc o
la 109,0 -- foled -
2a 143,0 7,15 (s) *k -
3a 137,2 -- faled -
4a 149,1 - >k -
5a 119,3 - x* --
6a 120,8 7,17 (s) 112,80 7,21 (s)
7a 165,4 -- kel --
1b 154,6 - foled --
2b 139,5 7,22 (s) N.I 7,23 (s)
3b 191,7 -- faled -
4b 137,2 -- faled -
5b 113,4 -- x* -
6b 45,9 4,05 (s) 68,10 4,03 (s)
7b 165,6 -- foled -

* Os valores dos deslocamentos quimicos dos carbonos foram identificados somente pelos valores do espectro de RMN 2D
IH, BC-HSQC

** Valores ndo correlacionados

-- N&o apresentam valores de deslocamentos quimicos

N.I: ndo identificado

Figura 25 - Espectro de massas da geraniina.
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Figura 26 - Espectro de RMN de *H [600 MHz, MeOD] da FPnir 4.
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Figura 27 - Espectro de RMN 2D *H, *C -HSQC (600 x 150 MHz, MeOD) da FPnir 4.
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Figura 28 - Expansdo do espectro de RMN 2D *H, C -HSQC (600 x 150 MHz, MeOD) da

FPnir 4.
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Figura 29 - Expanséo do espectro de RMN 2D *H, 3C -HSQC (600 x 150 MHz, MeOD) da FPnir
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5.4.3 Caracterizacdo quimica da Fracdo FPnir 5

O espectro de RMN de *H (600MHz, MeOD — Fig. 32) apresentou sinais para
hidrogénios aromaticos em dn 7,09 (H-3a), on 7,04 (H-2""" ¢ H-6""), dn 6,65 (H-2) e oH
6,63 (H-2’). Dois sinais para hidrogénios metilénicos em on 4,14 (t; J = 8,04 Hz; H-6""")
e on 2,23 (m; H-3b). Um sinal para hidrogénio ligado a carbonos com hidroxila em &n
4,56 (H-4b) e um sinal para hidrogénio metinico em 6 4,63 (s; H-1b).

A fragéo FPnir 5 exibiu 4 picos no cromatograma de UPLC-g-TOF, sendo os
compostos 39, 41, 45, e 42 os componentes majoritarios. O espectro de massas (ESI-)
apresentou além dos picos ja identificados nas fracdes 3 e 4, o pico [M-H]" com m/z
925,0969 (calculado m/z 925,0947; erro = 2,4 ppm) referente a formula molecular
Ca0H30026 do composto 42, identificado como filantusiina C.

Através do espectro de RMN 2D !H, 3C-HSQC (Figs. 33, 34 e 35) foi
possivel correlacionar cada sinal de hidrogénio ao seu respectivo sinal de carbono,
conforme mostrado na Tabela 6.

Quando comparados com dados relatados na literatura, os dados aqui
discutidos levam a concluir que as estruturas presentes nesta fracdo sdo: &cido

repandusinico A, corilagina, geraniina e filantusiina C (Fig. 30) (LATTE et al., 2008).

Figura 30 - Estrutura do composto filantusiina C.
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Tabela 6 - Dados de RMN H e 13C (600/150 MHz, MeOD) da FPnir 5 comparado com
os valores relatados na literatura (LATTE et al., 2008) para a substancia filantusiina C.

Filantusiina C

HSQC*- FPnir 5

Posigao dc OH dc OH
c=0 167.,6 . o .
c=0 170,3 . o .

5" 138,6 - o -
5 137,7 . o .
3 124.4 . o .
3 125,6 - o -
4 146,3 - s -
4 145,7 . xox -
1 117,4 - o -
1 116,3 - s -
6" 145,7 . s .
6 146,2 . s .
2 110,5 6,64 () 106,63 6,63 ()
2 108,1 6,82 () 106,63 6,65 ()
Galoil
c=0 166,0 - s -
3" 146,5 - o -
5" 146,5 . o .
4m 140,8 . o .
1" 120,0 - o -
o 111,0 7,06 (5) 109,98 7,04 (5)
6" 111,0 7,06 (5) 109,98 7,04 (5)
Glicose
1 92,6 6,34 () 91,24 6,33 ()
3 63,0 5,52 () 61,52 5,52 ()
5 73.4 5’1%6,9“;';): 74,23 4,56 (m)
o 68,3 5,48 (s) 66,79 5,47 ()
g 66,0 5,37 () 64,84 5,35 ()
6" 64,5 4,32 (dd: J = 63,47 4,14 (t; =
8,3 Hz) 8,04 Hz)
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Posicio Filantusiina C HSQC*- FPnir 5
¢ dc OH oc OH
2,4-acil
7a 165,8 - ** -
6b 174,3 - ** -
la 119,3 -- ** -
2a 117,7 - ** -
3a 111,9 7,09 (s) 109,71 7,09 (s)
4a 1477 - ** -
5a 136,5 -- ** -
6a 150,2 - ** -
1b 63,9 4,63 () 62,36 4,63 (s)
2b 78,9 - *x -
3b 46,9 2,23 (b); 45,0 2,23 (1)
2,35 (dd)
4b 74,9 4,57 (dd; J = 75,0 4,56 (m)
6,8 Hz)
5b 117,3 - ** -

* Os valores dos deslocamentos quimicos dos carbonos foram identificados somente pelos valores do espectro de RMN 2D
'H, 8C-HSQC

** Valores ndo correlacionados

-- Néo apresentam valores de deslocamentos quimicos

N.I ndo identificado

Figura 31 - Espectro de massas da filantusiina C.
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Figura 32 - Espectro de RMN de *H [600 MHz, MeOD] da FPnir 5.
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Figura 33 - Espectro de RMN 2D H, *3C -HSQC (600 x 150 MHz, MeOD) da FPnir 5.
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Figura 34 - Expanséo do espectro de RMN 2D H, **C -HSQC (600 x 150 MHz, MeOD) da FPnir
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Figura 35 - Expanséo do espectro de RMN 2D *H, 3C -HSQC (600 x 150 MHz, MeOD) da FPnir
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5.4.4 Caracterizacdo quimica da Fracdo FPnir 6

O espectro de RMN de *H (600MHz, MeOD — Fig. 38) demonstrou varios
sinais na faixa own 7,1-6,5, pertencentes a hidrogénios ligados a carbonos aromaticos,
semelhantes aos visualizados para corilagina, furosina, acido repandusinico e geraniina.
Foi observado um singleto para hidrogénio oximetinico em 615,19 (H-5""") e singletos e
dubletos para sinais de metilas na regido de on 2,0-0,5.

A fracdo FPnir 6 exibiu um pico [M-H] com m/z 965,0903 (calculado m/z
965,0896; erro = 0,7ppm) referente a férmula molecular C42H29027.

Através do espectro de RMN 2D H, *C-HSQC (Figs. 39, 40, 41 e 42), foi
possivel identificar a correlagdo do hidrogénio em 6n 5,27 ao carbono metinico em d¢
37,56, além do sinal em don 3,34 correlacionado ao carbono com deslocamento de dc
48,35, possivelmente ser de uma metoxila, conforme os dados apresentados na Tabela 7.

A reunido destes dados espectroscdpicos obtidos e a comparacdo minunciosa
com dados relatados na literatura, seguindo a tendéncia dos compostos discutidos
anteriormente, levou a concluir que a estrutura majoritéaria da fragdo 6 seja consistente
com de um ellagitannino, previamente isolada da espécie Rhoiptelea chiliantha
(Rhoipteleaceae) (JIANG; TANAKA; KOUNO, 1999), denominada rhoipteleanina H

(54), conforme apresentada na Fig. 36.

Figura 36 — Estrutura do composto rhoipteleanina H.




79

Tabela 7 - Dados de RMN *H e *C (600/150 MHz, MeOD) da FPnir 6 comparado com
os valores relatados na literatura (JIANG; TANAKA; KOUNO, 1999) para a substancia

rhoipteleanina H.

Posicio Rhoipteleanins H HSQC*-FPnir 6
oc OH oc OH

C=0 169,1 -- x* --
C=0 168,8 -- xx --

5' 136,8 -- x* --

5 136,1 -- x* --

3 126,4 -- xx --

3 125,1 -- xx --

4 144.6 -- kel --

4 144.6 - ok -

1 117,4 -- xx --

1 116,3 -- x* --

6" 144.8 - ok -

6 144.8 -- xx --

2' 108,5 6,60 () 106,98 6,62 (s)

2 107,2 6,91 (s) 106,98 6,62 (s)

Galoil
C=0 166,8 -- xk --
3" 146,0 -- xx --
5" 146,0 -- xx --
4" 139,8 -- xk --
1 120,2 -- xk --
2" 111,0 7,20 () 119,8 7,04 (s)
6" 111,0 7,20 () 119,8 7,04 (s)
Glicose

1 62,8 5,42 (dd) 64,0 5,62
2 79,3 4,98 (d) 73,21 4,99 (m)
3 67,0 6,10 (d) 92,91 6’52’533(‘:4;)
4> 73,4 5,59 (dd) 81,19 5,27 ()
5 69,7 5,38 (dd) 69,90 5,19 (s)
6 64.7 5,01 (dd) 61,02 3,96 (d; J =

4,02 (d) 10,02 H2)
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_ Rhoipteleanins H HSQC*-FPnir 6
Posigao dc OH dc
12 44,9 5,32 (d; 3) 37,56 5,27
28 82,7 -- ** --
3 200,4 -- ** --
42 142,7 -- e --
52 155,5 -- ** --
62 171,5 - x* -
OCHs 53,8 3,76 (s) 48,35 3,34 (s)
1b 110,5 -- ** --
2b 124,4 -- x* --
3b 107,2 6,43 (s) 122,46 6,36 (s)
4b 145,7 -- ** --
5b 135,3 -- ** -
6b 146,3 -- ** --
7b 166,8 -- ** --

* Os valores dos deslocamentos quimicos dos carbonos foram identificados somente pelos valores do espectro de RMN 2D H, $3C-HSQC
** Valores ndo correlacionados

-- N&o apresentam valores de deslocamentos quimicos

N.I ndo identificado

Figura 37 - Espectro de massas da rhoipteleanina H.
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Figura 38 - Espectro de RMN de *H [600 MHz, MeOD] da FPnir 6.
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Figura 39 - Espectro de RMN 2D *H, $3C -HSQC (600 x 150 MHz, MeOD) da FPnir 6.
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Figura 40 - Expanséo do espectro de RMN 2D *H, *3C -HSQC (600 x 150 MHz, MeOD) da FPnir
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Figura 41 - Expansdo do espectro de RMN 2D *H, 3C -HSQC (600 x 150 MHz,
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Figura 42 - Expanséo do espectro de RMN 2D *H, 3C -HSQC (600 x 150 MHz, MeOD) da FPnir
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5.4.5 Caracterizacdo quimica da Fracdo FPnir 7

A anélise do espectro de RMN de *H (600MHz, MeOD — Fig. 45) permitiu
verificar a presenca um simpleto em 6w 6,26 (H-6) atribuido a hidrogénio na posi¢éo orto
de duas hidroxilas. Foi observado um dupleto para hidrogénio oximetinico em 61 5,03
(H-1"). Um dupleto para hidrogénio metilénico em 6n 3,95 (d, J = 11,66 Hz, H-6""),
sinais na faixa entre oy 4,10-3,00 para um conjunto de hidrogénios metinicos ligados a
carbonos com hidroxilas, além de dupletos para uma metila em 6+ 0,83-0,78 (H-6"").

A fragdo FPnir 7 exibiu um pico no cromatograma de UPLC-g-TOF, [M-H]
com m/z 577,1536 (calculado m/z 577,1557; erro = -3,6 ppm) referente a férmula
molecular C27H30014.

Através da andlise comparativa dos deslocamentos quimicos de 'H e 3C,
incluindo informages do espectro de RMN 2D *H, 33C-HSQC (Figs. 46, 47 e 48) (Tabela
8) comparado com os dados da literatura (PRINZ et al., 2007), observou-se que 0
composto em discussdo tem estrutura semelhante ao composto orientina-2’’-O-
ramnosideo (21), que diferem apenas no deslocamento quimico do hidrogénio H-3"(6n
6,93, J = 8,64 Hz), apresentado com um dupleto intenso, devido & auséncia da hidroxila.
Essas informacdes, aliadas aquelas obtidas através do espectro de massas, indicam que 0
composto em discussao se trata do flavonoide glicosilado, vitexina-2’’-O-rhamnosideo
(25) (Fig. 43)

Figura 43 - Estrutura do composto vitexina-2’’-O-ramnosideo.

25
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Tabela 8 - Dados de RMN *H e **C (600/75 MHz, MeOD) da FPnir 7comparado com os valores
relatados na literatura (PRINZ et al., 2007) para a substancia vitexina-2’’-O-ramnosideo.

Posicéo

3°
4’
5°

67

179

29’

39,
49,
5,’

69’
1797

2,9,
3’9’

Vitexina-2’’-O-raminosideo

HSQC*-FPnir 7

dc
164,3

102,6
182,2
162,6
98,2

160,6
104,4
156,0
104,6
122,1

114,2

115,4
150,0
115,9

119,6

72,1

75,1

80,3
770,8
82,1

61,6
100,2

70,3
70

OH

6,64 (s)

7,48 (d,J =
2.2)
6,90 (d, J =
8,8)

6,87 (d,J =
8,5)

7,54 (dd, J =
8,5; 2,1)
474 (d, J =
9,9): 4,84 (d, J
=9,9)
4,03 (t, ) =
9,2); 4,10 (t, J
=9,2)
3,38-3,47 (m),
3,42-3,54(m)

3,31-3,41(m)
3,21-3,30 (m)
3,78 (d,J=
11,0), 3,52-
3,58 (m)
4,96 (s); 4,99
(s)
3,56 (s)
3,07 (dd,J =
9,6; 2,9)

dc

**

102,18

**

**

98,71

**
**
**
**

**

**

115,43

**

**

127,15

72,55

76,60

80,01

70,20
81,29

61,46
101,12

70,84
71,91

OH

6,60 (5)

N.1

6,93 (d;J =
8,67 Hz)

N.1

7,85 (d, J =
8,46 Hz)

5,03 (d, J =
10,68 Hz)

4,25 (m)

3,62 (m)

3,39-3,37
3,42(m)

3,95 (d, J =
11,66 Hz)

5,08 ()
3,63 ()
3,09 (s)
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Vitexina-2’-O-raminosideo HSQC*-FPnir 7
Posigao dc OH oc OH
2,90 (t,J=
4 71,7 9,4); 2,86 (t, J 72,12 3,11 (m)
=9,4)
999 2,15 (dd, J=
5 68,5 9.2 6.0) 68,50 2,45 (m)
0,46 (d, J = Peta
6 17,9 6,4); 0,65 (d, J 16,75 0 7’9 dJ=
=6,4) 79 (d, J=
’ 6,18 Hz)

* Os valores dos deslocamentos quimicos dos carbonos foram identificados somente pelos valores do espectro de RMN 2D H, $3C-HSQC
** Valores ndo correlacionados

-- Néo apresentam valores de deslocamentos quimicos

N.I ndo identificado

Figura 44 - Espectro de massas da vitexina-2’’-O-ramnosideo.
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Figura 45 - Espectro de RMN de *H [600 MHz, MeOD] da FPnir 7.
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Figura 46 - Espectro de RMN 2D *H, *C -HSQC (300 x 75 MHz, MeOD) da FPnir 7.
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Figura 47 - Expanséo do espectro de RMN 2D H, *3C -HSQC (300 x 75 MHz, MeOD) da FPnir
7.

80

90

| .
—“:“‘ 130 * ¢
140
9,29 e df T T ™ T T T
8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0

F2 (ppm)

Figura 48 - Expanséo do espectro de RMN 2D H, **C -HSQC (300 x 75 MHz, MeOD) da FPnir
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5.4.6 Caracterizacdo quimica da Fracdo FPnir 8

O espectro de RMN de *H (600MHz, MeOD — Fig. 51) mostrou trés singletos
em 61 7,07, 7,04 e 6,93, compativel com sinais de hidrogénios aromaticos, bem como um
conjunto de sinais na faixa entre dn 5,30-5,0 referentes a hidrogénios metinicos ligados
ao atomo carbono oxigenado do esqueleto da glicose. Foi possivel caracterizar um
multipleto em 61 4,26 (H-2Db), sinais na faixa entre 6n 4,0-3,5 de hidrogénios metinicos e
um dupleto sobreposto em 61 2,44 (H-4b) de diastereotopicos, ausente no espectro de
RMN 'H do composto filantusiina C (42), sendo um fator importante para a proposicéo
de que se trata de um analogo.

A fracdo FPnir 8 exibiu um pico [M-H] com m/z 923,0833 (calculado m/z
923,0791; erro = 4,5 ppm) referente a formula molecular C4oH28026.

No espectro de RMN 2D !H, B¥C-HSQC (Figs. 52 e 53) foi possivel a
correlacdo de cada sinal de hidrogénio ao seu respectivo sinal de carbono, exceto para os
sinais caracteristicos da regido da glicose que ndo se mostraram visiveis no espectro,
conforme demonstrado na Tabela 9. Porém, a partir da andlise comparativa dos
deslocamentos quimicos de *H e 3C com os dados da literatura (Zhang et al., 2000),
incluindo informacdes obtidas no espectro de massa (Fig.49), aponta que o composto

marjoritario presente € filantusiina U (43) (Fig. 49)

Figura 49 - Estrutura do composto filantusiina U.
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Tabela 9 - Dados de RMN *H e **C (600/75 MHz, MeOD) da FPnir 8 comparado com os valores

relatados na literatura (Zhang et al., 2000) para a substancia filantusiina U.

Posicéo
C=0
C=0

5!

-
.
.
.
-
o

L
g
-
o
oo
-

la
2a

Filantusiina U

HSQC*- FPnir 8

dc
168,4

168,4
145,6
145,6
147,5
146,5
140,8
140,8
124,3
124,3
115,3
115,3
110,2
110,2

166,0
148,6
148,6
140,3
125,6
109,7
109,7

91,2
67,0
70,9
68,6
69,6
65,1

123,9
114,0

OH

6,89 (s)
6,91 (s)
Galoil

7,06 (s)

7,06 (s)

Glicose
6,66
5,25
4,78
5,25
4,65

4,51/4,26
2,4-acil

7,05

dc

**
**
**
**
**
**
**
**
**
**
**

**

106,68
106,68

**
**
**
**

**

109,32
109,32

93,33
N.I
N.I
N.I
N.I
N.I

**

109,51

OH

6,63 (5)
6,63 ()

7,05 (s)
7,07 (5)

5,77
N.I
N.1
N.1
N.I
N.I

7,04 (s)
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_ Filantusiina U HSQC*- FPnir 8

Posigao dc OH oc OH

3a 1449 -- faled -

4a 146,1 -- kel --

5a 143,1 -- *x 7,09 (s)

6a 140,0 -- faled -

7a 168,7 -- faled -

1b 174,0 -- kel --

2b 47,6 4,23 48,64 4,33 (m)

3b 45,2 3,66 47,23 3,83 (m)

4b 34,5 2,70/2,45 23,99 2,04 (s)

5b 177,3 -- N.I --

6b 173,8 -- faled -

* Os valores dos deslocamentos quimicos dos carbonos foram identificados somente pelos valores do espectro de RMN 2D H, 3C-HSQC
** Valores ndo correlacionados

-- N&o apresentam valores de deslocamentos quimicos

N.I ndo identificado

Figura 50 - Espectro de massas da filantusiina U.
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Figura 51 - Espectro de RMN de *H [600 MHz, MeOD] da FPnir 8.
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Figura 53 - Expansao do espectro de RMN 2D *H, 3C -HSQC (300 x 75 MHz, MeOD) da FPnir
8.
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5.4.7 Caracterizagdo quimica da Fracdo FPnir 9

Observando-se o espectro de RMN de *H (600MHz, MeOD — Fig. 56), foi
possivel visualizar a presenca de sinais na faixa de on 7,4-6,30, 0s quais foram associados
a hidrogénios aromaticos. Destes, foi assinalado um singleto centrado em 617,33 (1H; H-
2’ e 6”) e um multipleto 6n 6,92 (1H; H- 3’ ¢ 5°) relativos a hidrogénios vizinhos em
posicao orto. Os outros dois sinais referentes a aromaticos foram assinalados em n 6,36
(1H; H- 8) e 61 6,19 (1H; H- 6) e apresentam acoplamento meta entre si. Dois sinais para
hidrogénios oximetinicos apareceram em 64 5,79 (1H; H-1"") e 6n 5,34 (1H; H-2"") ¢
sinal para uma metila ligada a carbono saturado observado em 61 1,17,

A fracdo FPnir 9 exibiu um pico pico [M-H] com m/z 583,1052 (calculado
m/z 583,1088; erro = -6,2 ppm) referente a formula molecular C2gH24014.

Através da analise do espectro de RMN 2D *H, BC-HSQC (Figs. 57 e 58),
cada sinal de hidrogénio foi devidamente correlacionado ao seu respectivo sinal de
carbono, conforme demostrado na Tabela 10.

A andlise dos dados espectroscopicos obtidos e a posterior comparagao com
dados registrados na literatura (LI, 2013) confirmaram que tratava-se da substancia

caempferol-O-galloil-ramnosideo (55) (Fig. 54)

Figura 54 - Estrutura do composto caempferol-O-galloil-rhamnosideo

51



95

Tabela 10 - Dados de RMN H e *C (600/75 MHz, MeOD) da FPnir 9 comparado com os valores
relatados na literatura (LI, 2013) para a substancia caempferol-O-galloil-rhamnoside.

Caempferol-O-galloil- HSQC*-FPnir 9
Posicéo rhamnosideo
dc OH dc OH
2 156,4 -- ** --
3 135,1 -- ** --
4 178,2 - o -
5 161,8 -- ** --
6 08,3 6,20 (s) 98,54 6,19 (s)
7 166,4 - *x -
8 94,0 6,40 (s) 93,38 6,36 (5)
9 158,8 . o -~
10 104,5 - *x -
r 122,9 - ok .
2 129,2 7.28 (S;z; =84 116,36 7.33 (s)
3 115,8 6.83 (ﬂ;z; =84 116,36 6,92 (M)
4 157,7 . xox -
5 1158 6,83 (ﬁ';z‘; =84 116,36 6,92 (M)
6’ 129,2 7,28 (ﬁ';z‘; =84 116,36 7,33 (s)
17 106,4 5,49 (s) 124,31 5,79 (s)
2 738 5,46 (s) 101,82 5,34 (s)
3” 68,5 N.I 71,33 4,20
4>’ 73,9 N.I ** --
57 74,0 N.I 74,15 3,87
6” 17,5 N.I o 1,17 (s)
1°” 121,2 -- ** --
2 109,6 6,97 (5) 115,43 6,04
30 146,1 - o -
4’7 140,3 -- ** --
5 146,1 -- ** --
6 109,6 6,97 (5) 115,43 6,04
7 165,9 -- ** --

* Os valores dos deslocamentos quimicos dos carbonos foram identificados somente pelos valores do espectro de RMN 2D H, 3C-HSQC
** Valores ndo correlacionados

-- N&o apresentam valores de deslocamentos quimicos

N.I ndo identificado
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Figura 55 - Espectro de massa do caempferol-O-galloil-rhamnoside.
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Figura 57 - Espectro de RMN 2D 'H, 3C -HSQC (300 x 75 MHz, MeOD) da FPnir 9
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6. CONCLUSOES

O estudo de desreplicacdo permitiu o desenvolvimento de um método
cromatografico apropriado para o fracionamento dos constituintes quimicos da espécie
Phyllanthus niruri, ja que mostrou ser reprodutivel e forneceu perfis cromatograficos com
precisdo para a realizacdo das analises cromatogréficas.

Através da andlise por Ressonancia Magnética Nuclear das fragdes obtidas do
extrato aquoso das folhas e frutos de Phyllanthus niruri, pode se caracterizar nove
compostos, todos derivados fenolicos, classe de substancias comum no género
Phyllanthus.

As estruturas caracterizadas foram estabelecidas como &cido repandusinico
A, caempferol-O-galloil-ramnosideo, corilagina, filantusiina C, filantusiina U, furosina,
geraniina, rhoipteleanina H (caracterizada pela primeira vez no género) e vitexina-2’’-
O-rhamnosideo.

Desta forma, por meio dos resultados obtidos no presente trabalho, os
trabalhos serdo dados continuidade com a intencdo de caracterizar outras ou até mesmo

novas substancias
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