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RESUMO

Os limonoides sdo substancias que sdo produzidas pelas plantas da familia Rutaceae e
Meliaceae, sdo exemplos de classes de produtos naturais que vem recebendo um maior
destaque em estudos cientificos nas Gltimas décadas. Atualmente, se sabe que estes compostos
sdo responsaveis por uma diversidade de atividades farmacoldgicas. A espécie Swetenia
macrophylla, membro da familia Meliaceae, vem tendo seus limonoides como principal foco
de estudos cientificos, pois estdo sendo relacionados a variados efeitos benéficos a salde.
Nesse sentido, foi realizado a prospeccéo fitoquimica com folhas deste vegetal com finalidade
de isolar e caracterizar novos limonoides dessa espécie. Iniciou-se a partir da extragdo seletiva
com hexano a frio, em duas bateladas de 24h. Apds essa etapa, foi realizado o
desenvolvimento da metodologia de isolamento a priori em Cromatografia em Coluna por
Via Umida (CCVU) para, entdo, o desenvolvimento em Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia - High Performance Liquid Chromatography. As fracGes posteriores a processos de
separacao foram analisadas em carater qualitativo tanto no cromatografo liquido quanto com
reagentes colorimétricos, estes dois testes ndo somente ajudaram no esclarecimento acerca
dos componentes das fracdes, mas também contribuiram para o desenvolvimento do método
cromatografico em fase reversa e normal. Foi obtido ao final da metodologia de separacédo
cromatografica um composto que estaria supostamente isolado e pronto para as analises de
caracterizacdo em Ressonancia Magnética e Nuclear (RMN) e fragcGes com alta concentracdo
de limonoides.

Palavras-chave: Limonoides. Swietenia macrophylla, cromatografia.



ABSTRACT

The limonoids are substances that are produced by the plants of the family Rutaceae and
Meliaceae, are examples of classes of natural products that has been receiving a greater
prominence in scientific studies in the last decades. It is now known that these compounds are
responsible for a variety of pharmacological activities. The species Swetenia macrophylla, a
member of the family Meliaceae, has been having its limonoids as the main focus of scientific
studies, since they are related to the varied beneficial effects to health. In this sense, the
phytochemical prospection with leaves of this plant was carried out in order to isolate and
characterize new limonoids of this species. It was started from the selective extraction with
cold hexane, in two batchings of 24h. After this step, the development of the a priori isolation
methodology in Chromatography in Column by Wet Way was carried out, and then the
development in High Performance Liquid Chromatography. The fractions after separation
processes were analyzed qualitatively in both the liquid chromatograph and colorimetric
reagents, these two tests not only helped to clarify the fractional components but also
contributed to the development of the reverse phase and normal chromatographic method. At
the end of the chromatographic separation methodology was obtained a compound that was
supposedly isolated and ready for the characterization analyzes in Magnetic and Nuclear
Resonance (NMR) and fractions with high concentration of limonoids.

Keywords: Limonoids. Swietenia macrophylla, Chromatography.
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1. INTRODUCAO

No inicio da década de 1990, a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) divulgou que
65% a 80% da populacdo dos paises em desenvolvimento dependiam das plantas medicinais
como Unica forma de acesso aos cuidados béasicos de satde (VEIGA JR, 2005). Logo, surgiu
a necessidade de regulamentacdo do uso de plantas medicinais e fitoterapicos, que foi
colocada em pauta na Conferéncia de Alma-Ata em 1978 na qual OMS recomendou a
integracdo pelos paises membros da medicina tradicional e da medicina complementar
alternativa aos sistemas de satde. Assim, o Brasil, em 22 de junho de 2006, criou a Politica
Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos — PNPMF — regulamentada por meio do
Decreto n° 5.813. Esta justifica-se pela presenca da ciéncia fitoterapica no cotidiano das
pessoas, aliada ao fato de o Brasil ser o pais que detém a maior parcela da biodiversidade
mundial, em torno de 15% a 20%. Espera-se que esta politica seja capaz de levar ao
desenvolvimento de tecnologias e inovacles cientificas envolvendo fitoterapia; além disso,
que minimizem a dependéncia tecnoldgica sobre os farmacos existente no Brasil e auxiliem
no posicionamento de destaque do pais no cenario internacional (TEIXEIRA et al, 2016).

No que refere a fitoterapia, a acdo benéfica ao corpo pode ser atribuida a uma
variedade de compostos ou somente a uma molécula bioativa produzida pelo metabolismo
celular do vegetal (CORREA,1998). Quando se trata do metabolismo secundario dos seres
Vivos, a ciéncia que visa esclarecer as propriedades quimicas dessas moléculas é a fitoquimica
(VEIGA JR, 2005). O estudo fitoquimico podera vir a ser incentivado pela tendéncia mundial

em favor dos fitoterapicos.

Os limondides, substancias que sdo biossintetizados pelas plantas da familia Rutaceae
e Meliaceae, sdo classes de substancias que vem recebendo destaque de estudos cientificos
nas Ultimas décadas devido as descobertas cientificas sobre suas propriedades bioativas
(ZHANG, 2017). A atividade antimicrobiana, anti-inflamatéria, antioxidante,
antimutagénica, anticancer, antitumoral e antidiabética sdo exemplos dos efeitos atribuidos
aos limonoides (MOGHADAMTOUSI et al, 2013). Estes estudos, apesar de relativamente
novos, vém obtendo resultados excelentes, portanto entender e acompanhar essa “tendéncia”

podera trazer novas descobertas igualmente excepcionais.

A espécie Swietenia macrophylla King (Familia Meliaceae), importante vegetal para
regibes tropicais, tem sido amplamente utilizado na medicina popular para tratar varias

doencgas. Seus efeitos vém sendo relacionados, pela comunidade cientifica, aos limonoides
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produzidos em seus frutos, sementes e folnas (MOGHADAMTOUSI et al, 2013). Nesse
sentido, o estudo minucioso visando a prospeccao fitoquimica deste vegetal pode revelar uma
grande diversidade de limonoides, 0 que poderia ajudar a esclarecer a composicao gerada pelo
metabolismo secundario dessa especie, assim como estudos futuros acerca da utilidade

medicinal atribuida a ela.
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2. OBJETIVOS

2.2 Geral

Desenvolver metodologia de isolamento e caracterizagdo para limonoides oriundos do
extrato hexanico das folhas da espécie Swietenia macrophylla King.

2.3 Especificos

— Desenvolver o método de separacdo em Cromatografia em Coluna por Via Umida (CCVU)
para 0os compostos do extrato hexanico das folhas de Swietenia macrophylla King;

— Desenvolver métodos de isolamento de novos limonodides através das técnicas de
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) para os compostos quimicos oriundos das
fragOes obtidas da separacdo em CCVU;

— Caracterizar os compostos presentes nas fracao(s) resultante dos diversos métodos de
separagdo em LC-MS (Cromatografia Liquida Acoplada a Espectrometria de Massas).
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3. REFERENCIAL TEORICO

3.1 Familia Meliaceae

A familia Meliaceae é constituida por 51 géneros e cerca de 1400 espécies de plantas
lenhosas distribuidas nos tropicos e subtrépicos de ambos os hemisférios (BANERJI, 1984).
No Brasil estdo representados sete géneros, dos quais Carapa, Cedrela e Swietenia
apresentam grande interesse econdmico por parte das industrias madeireiras, destacando-se as
espécies Carapa guianensis (andiroba), Cedrela odorata (cedro-branco, cedro-rosa e cedro-
vermelho) e Swietenia macrophylla (mogno). As espécies desta familia destacam-se por
serem boas fornecedoras de madeiras de alto valor comercial. Além disso, a caracteristica
quimica marcante da familia Meliaceae é a presenca de substancias amargas conhecidas como
meliacinas ou limonodides (CHAMPAGNE et al, 1992).

3.2 Género Swietenia

Os individuos do Género Swietenia sdo encontrados principalmente na regido de
Neotrépico (regido biogeografica que compreende a América Central, uma pequena parte da
América do Norte e a América do Sul), assim como algumas regides da Asia. E constituida a
principio de trés espécies: S. mahagoni Jacq., S. macrophylla King e S. humilis Zucc. Além
desses, dois hibridos naturais também existem: um é produto da combinacdo entre S.
macrophylla e S. humilis e € encontrado nas areas de distribuicdo em que as duas espécies se
sobrepem; 0 outro €é entreS. macrophyllaeS. mahogani, denominadoS. X
aubrevilleana que foi encontrado préximo as plantacGes das duas espécies (PENNINGTON,
1981).

3.3 Espécie Swietenia macrophylla King (Mogno)
3.3.1 Zona de ocorréncia

Na Amazonia brasileira, encontra-se distribuida numa faixa que passa pelos estados do
Acre, Rondbdnia, Amazonas, Para, Mato Grosso e Maranhdo. Se apresenta de forma tdo
numerosa que é superior ao conjunto das populagdes de todos 0s outros paises onde ocorre, 0
que equivale a 74% da populacdo mundial (FIGUEROA, 1994). Dentre as areas de ocorréncia
de mogno, o sul do Estado do Para apresenta a sua maior concentragdo de individuos
(VERISSIMO et al, 1995).
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3.3.2 Aspectos botanicos

O epiteto especifico macrophylla significa “folha grande”, o que corresponde a esta
arvore de grande porte, podendo atingir até 50 metros de altura e dois metros de didmetro
(GULLISON et al, 1996). Possui fuste cilindrico, reto e sapopemas basais, folhas perenes,
com curto periodo de desfolhagem por ocasido da maturacdo das sementes, no periodo de
julho a outubro (VERISSIMO et al, 1995). A casca apresenta coloracio pardo-avermelhada,
escura, rosada internamente, espessa e sulcada. As copas das arvores maduras apresentam
folhagens densas, a copa € caracterizada por apresentar poucos galhos primarios de grande
porte (GULLISON et al, 1996).

3.3.3 Principais atividades medicinais relatadas

Segundo Moghadamtousi e colaboradores (2013), a S. macrophylla tem sido usada na
Asia e em muitos outros paises para tratar diversas doencas com base em seus efeitos
antimicrobianos, anti-inflamatdrios, antioxidantes, antimutagénicos, anticancerigenos,
antitumorais e antidiabéticas. Quase todas as partes da planta sdo usadas na medicina
tradicional para o tratamento de varias doencas humanas.

O fruto de S. macrophylla tem sido usado comercialmente em produtos de cuidados
para a melhoria da circulacéo sanguinea e da condicdo da pele. A semente, em particular, tem
propriedades medicinais significativas como, por exemplo: na Malasia, sdo usadas
tradicionalmente para tratar hipertenséo, diabetes e aliviar a dor; na Amazonia boliviana, um
grupo étnico usa as sementes para a leishmaniose e como um medicamento para o aborto; na
Indonésia, tém sido utilizadas como medicamento popular no tratamento de diabetes,
hipertensdo e maldria, enquanto que a casca tem sido usado como um adstringente para
feridas. (MOGHADAMTOUSI et al, 2013)

3.4 Limonoides

Os limonoides sdo substancias amargas, marcantes na familia Meliacea e, por isso,
também sdo conhecidas como meliacinas apresentam um esqueleto basico de 26 atomos de
carbono que tambeém séo encontrados, nas familias Rutaceae e Cneuraceae (CHAMPAGNE et
al., 1992).

Segundo WATERMANN (1983, apud SILVA 2005) afirma que quimicamente 0s

limonoides sdo formados quimicamente a partir de um precursor A’-tirucalol-[C-20(R)] ou
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A’-eufol-[C-20(S)]. Muitos quassindides e triterpenos de Rutales possuem a configuragdo C-
20 (R), sugerindo o tirucalol como precursor, exemplificado na figura 1.

Figura 1 Rota biossintética para formacdo de um limonoide a partir do eufol-tirucalol.

Epoxidagéo

Rearranjo apo-eufol
—_—
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Tetranortriterpeno
o
Ho__©
JVW;AM WA OH K
M,
(0) o OH (0) O
-
OH HO- oH
a, o
Intermedi6rio isolado de
Picrolema granatensis
Simaroubaceae
(o) o

Fonte: (WATERMANN, 1983 apud SILVA 2005)
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Uma possibilidade é uma série de reacfes do tipo: oxidacdo Baeyer-Williger, abertura
do anel B, eliminacédo E>, e posterior ciclizacdo via reagdo de Michell, que levam a formacéo

do esqueleto do tipo Mexicanolideo (figura 2).

Figura 2 Rota biogenética para formacao de um limonoide com esqueleto do tipo mexicanolideo

Fonte: (WATERMANN, 1983 apud SILVA 2005)
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A partir da estrutura do esqueleto Mexicanolideo h4 uma grande possibilidade de rotas
biosintéticas que levaram a diversos compostos. Alguns limonoides das folhas da espécie
Switenia macrophylla ja foram isolados e caracterizados por Silva (2005) conforme visto a
sequir (figura 3). Suas caracteristicas e metodologia de isolamento serviram como base para o

presente trabalho.

Figura 3 Limonoides isolados a partir do extrato hexanico das folhas de Switenia macrophylla

Cddigo/nome: L1 Caddigo/nome: L4

[M+H]*: 763,2966 g/mol - [M+H]*: 763,2966 g/mol

Estrutura: @ ” Estrutura: @o
T i OACN

Cddigo/nome: L2 Cddigo/nome: L3
[M+H]*: 741,3122 g/mol [M+H]*: 741,3122 g/mol

Estrutura: o Estrutura: 0
!
[ ) ()
QACN Y




Cddigo/nome: L6
[M+H]*: 749,2809 g/mol
Estrutura:

Cddigo/nome: L8
[M+H]*: 749,2809 g/mol
Estrutura:

Cddigo/nome: L9

Estrutura:

[M+H]*: 763,2602 g/mol

Fonte: (SILVA, 2005)
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MATERIAL E METODOS

4.1 Reagentes e instrumentos

Solventes: acetonitrila e metanol (Tedia®) | LiChrosolv®;
Solventes grau P.A: hexano, etanol, acetato de etila (Tedia®);
Acido formico (CPQ®);

Vanilina sulfarica 1% (VAS);

Silica gel Flash G® 60 (60-200 um);

Filtro de seringa de nylon 0,45 pm;

Coluna analitica Gemini C18 (250 x 4,6 mm, Sum) Phenomenex®;

Coluna Semi-preparativa Gemini C18 (250 x 10,0 mm, Spm) Phenomenex®;
Coluna Preparativa Gemini C18 (250mm x 21,20mm, 10um) Phenomenex®;
Coluna Kinetex (100 mm x 4,6 mm, 2,6 pm) Phenomenex®;

Percolador de aco inox;

Colunas de vidro para cromatografia CCVU;

4.2 Equipamentos

Cromatografo Liquido de Alta Eficiéncia — LC-20AD (Shimadzu®) — com detector de
diodo SPD-M20A, auto-injetor SIL-20A e interface de comunicacdo CBM-20A integrado
com software LC solution verséo 1.25 SP2.

Cromatografo Liquido de Alta Eficiéncia — LC-6AD PROMINENCE (Shimadzu®) — com
detector de diodo SPD-10AV, auto-injetor LC-8A e interface de comunicacdo CBM-20A
integrado com software LC solution versdo 1.25 SP2.

Espectrometro de Massas XEVO G2-S QToF (Waters®) acoplado a um Cromatdgrafo
Liquido UPLC (Waters®);

Espectrometro de Massas LC- MS 2020 (Shimadzu®);

Balanca Analitica AUW220D (Shimadzu®);

Ultrassom 2510 (Branson®);

Purificador de agua Direct-Q5 da Millipore (Merck®).
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4.3 Descricdo da coleta do material botanico

A coleta foi realizada nas proximidades do municipio de Castanhal-PA, na BR-316,
onde haviam espécimes de Swietenia macrophylla com aproximadamente 3 metros de altura.
O critério de selegao do material botanico foi a “identificacdo macroscopica”, como prevé a
Farmacopéia Brasileira (BRASIL, 2010). Tais aspectos consideram caracteristicas sensoriais,
como: cor, textura, consisténcia, etc. Desse modo, foram coletados cerca de 4 Kg de folhas.

4.4 Etapas de tratamento do material botanico

As folhas de S. macrophylla passaram por um procedimento de descontaminacédo
simples. Assim, efetivou-se primeiramente com a lavagem com &gua destilada e depois com
agua sanitéria 0,1%. Ap0s isso, houve a secagem do material boténico, realizada em estufa de
circulacéo de ar a 45°C.

O material foi posteriormente triturado em moinhos de facas até obtencdo de
granulometria de pé semifino (180-355 pm) conforme propde SIMOES et al. (2017). A
porcdo resultante deste processo resultou em cerca de 1 Kg.

4.5 Obtencao do extrato bruto

Realizou-se a extracao a frio do material botanico seco e triturado (1 Kg) com auxilio
de um percolador e de 4 L de n-hexano, durante 24 horas. Apds este periodo, a solucéo foi
recolhida e ao residuo foi adicionado novamente 4 L de solvente extrator (n-hexano) por mais
24 horas, perfazendo duas bateladas. A solugdo produto da extracdo foi concentrada em
evaporador rotativo sob pressdo reduzida, dando origem ao extrato hexanico (EH) com massa
de 50,13g.

4.6 Fracionamento em Cromatografia em Coluna por Via Umida (CCVU)
4.6.1 Primeiro fracionamento em CCVU

O extrato hexanico bruto (50,13g) foi submetido a cromatografia em coluna por via
Umida, método adaptado por Silva (2005), tendo como fase mével misturas de solventes de
polaridade crescente, onde se utilizou como fase estacionaria Silica gel com dimensdes de

particulas 20-60 um. A principio foram coletadas seis fragdes como mostra a tabela 1.
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Tabela 1. Especificacdo da primeira etapa de fracionamento em CCVU a partir do extrato

hexéanico bruto.

Fase Movel Razéo Volume Caodigo
Hex/AcOEt 90:10 400mL FR1
Hex/AcOEt 70:30 400mL FR2
Hex/AcOEt 50:50 400mL FR3
AcOEt 100 400mL FR4
AcOEt /MeOH 80:20 400mL FR5
MeOH 100 400mL FR6

Fonte: Autor (2018).

4.6.2 Segundo fracionamento em CCVU

A terceira e quarta fracdo da etapa anterior, Fr3 e Fr4, se mostram semelhantes e logo

foram reunidas resultando num total de 12,410 g, amostra essa que foi codificada como Fr3-

Fr4. Este material foi submetido a segunda etapa de separacéo cromatogréafica.

As novas condicGes desta eram: a coluna de vidro de didametro interno menor (cerca de

3,5 cm), massa de Silica gel adicionada ao leito da coluna (proporcional a massa de amostra a

ser fracionada) e conjunto de solventes que constituiu a fase mdvel. A proporcao de solventes

foi estipulada com auxilio de testes pilotos em CCDC. Ao final desta etapa foram recolhidas

82 fracdes.

Tabela 2. Especificacdo da segunda etapa de fracionamento em CCVU a partir do produto da reunido

das fragBes FR3 e FRA4.

Fase Movel Razéo Volume
Hex/AcOEt 60:40 300mL
Hex/AcOEt 50:50 300mL
AcOEt 100 300mL
AcOEt/MeOH 80:20 300mL
MeOH 100 300mL

Fonte: Autor (2018).
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4.6.3 Terceiro fracionamento em CCVU

Algumas fragdes que se mostraram semelhantes foram reunidas, dentre elas estavam
as fracOes entre 42 e 56 (codificadas como F42-46). FracOes estas que apresentavam bandas
cromatograficas com Rf (fator de retencdo) semelhantes ao padrdo L1 quando analisados em
CCDC.

F42-46 totalizou uma massa de 3,331g, o qual foi fracionada em coluna cléssica. A
separacdo se deu em CCVU novamente, porém numa coluna de 3 cm de didmetro e com
solucdo de solventes que obtiveram boa seletividade e forca frente aos testes em CCDC.

Dessa etapa, 45 fragdes foram obtidas.

Tabela 3. Especificacdo da terceira etapa de fracionamento em CCVU a partir do produto da reunido
das fragBes entre F42 e F56.

Fase Movel Razéo Volume
DCL/ AcOEt 75:25 100mL
DCL/ AcOEt 50:50 100mL
DCL/ AcOEt/ MeOH 50:45:5 100mL
DCL/ AcOEt/ MeOH 50:35:15 100mL
MeOH 100 100mL

Fonte: Autor (2018).

4.7 Clean up

As fracbes de 1 a 14, resultantes do método 4.6.3, demonstraram resultados
promissores frente aos testes qualitativos a presenca dos limonoides. Estas foram reunidas e
somaram 1,691g de amostra (codificada como f1-14).

A f1-14 passou por pré-tratamento (Clean up) em cartucho SPE Stracta C18 5g/20ml.
Onde, condicionou-se o cartucho conforme as recomendacBes do fabricante: um volume
(20mL) de organico, ACN, e outro de agua. A amostra foi adicionado um volume de 20 mL
da solucdo H>O/ACN (50:50), depois essa mistura foi inoculada ao cartucho. Mais dois
volumes de 20 mL de solugdo H2O/ACN (20:80) foram adicionados ao cartucho. Estes dois
volumes foram recolhidos e somados. A massa de amostra resultante apos este processo foi de
1,415 g.
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4.8 Processo de separagdo em HPLC em escala preparativa

Foi utilizado o Cromatdgrafo Liquido de Alta Eficiéncia — LC-6AD dotado de coluna
Gemini C18 (250mm x 21,20mm, 10um). A separagao ocorreu com produto resultante do
Clean Up, 200 mg da amostra foi solubilizada em 500uL de solu¢ao de H,O/ACN (40:60),
entdo a solucdo passou por um filtro de seringa e foi injetada. As condi¢des da fase movel
foram previamente estipuladas em HPLC analitico, os quais resultaram em uma composicao
de H2O/ACN 60:40 como melhor escolha para a separagdo cromatografica. O detector foi
ajustado para os comprimentos de onda de 215nm e 254nm e a bomba para a vazdo de 13
mL/min. O tempo que levou desde a injecdo da amostra até o término do processo foi de 40
min. Foram feitas quatro injecdes, obtendo 6 fragdes.

4.9 Processo de separacdo em HPLC em escala semi-preparativa

Utilizou-se também Cromatdgrafo Liquido de Alta Eficiéncia — LC-6AD ajustado para
uma escala menor, ou seja, escala semi-preparativa. Onde dimensdo de coluna (250 x 10,0
mm, 5um) e 0 fluxo de fase mével (4,5 mL/min) foram os principais fatores ajustados. A
proporcéo de solventes na fase movel foi de H20/MeOH (43:57) e o tempo foi de 60 min. A
quantidade de amostra injetada foi de 15 mg, a qual foi solubilizada em 500 pL de
H20/MeOH (40:60). Foram feitas quatro injecGes no equipamento.

Figura 4 Fluxograma das etapas de separagdo cromatogréafica, da obtengdo do extrato bruto & obtencéao
de um composto supostamente isolado.

EHSM
L> Fr3-Fr4 |:'; F42-56 ,:> f1-14
CCVU CCVU CCVU
Hex/AcOE/MeOH Hex/AcOEY/MeOH Hex/DCL/MeOH
Clean up

Ny s Pos-Clean
F3 [ F1o | w»

SemiPrep-HPLC Prep-HPLC
MeOH/H20 ACN/H20

Fonte: Autor (2018).
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4.10 Analise qualitativa por HPLC em escala analitica

O método de SPE foi o método de pré-tratamento das amostras antes da analise em
HPLC. O cartucho analitico de SPE foi condicionado conforme recomendacdes do fabricante.
A amostra foi inoculada no cartucho com uma solucdo de H.O/ACN (20:80). Assim, foram
adicionados mais dois volumes distintos na proporcao 20:80 H.O/ACN, usados para eluir 0s
analitos de interesse, os quais foram reunidos e concentrados. Apos a evaporacdo do solvente,
foi preparada uma solucdo de 1000 ppm, a partir de 1,0 mg da subfracéo, solubilizada em 1
mL de ACN, para, dessa maneira, a amostra estar apta a ser injetada.

A analise qualitativa em HPLC ocorreu com a injecdo de 20uL da amostra
solubilizada no Cromatdgrafo Liquido de Alta Eficiéncia — LC-20AD (Shimadzu®) com
coluna de fase reversa C18 (150 x 4,6 mm DI) com 5 um de tamanho de particula dotada de
pré-coluna.

A fase maével foi composta por solvente A, agua; e solvente B, acetonitrila. O método
isocratico utilizando 60% de solvente B por 30 minutos, foi eficaz em uma anélise preliminar
de extrato hexanico das folhas Swietenia macraphylla e suas frages. Esta metodologia de
andlise qualitativa foi desenvolvida por meio empirico. Parametros avaliados e ajustados
como tempo de retencdo, forca e outros sdo descritos em SNYDER apud CASS E DEGANI
(2001).

4.11 Andlises qualitativa em Cromatografia em Camada Delgada Comparativa
(CCDC)

Os testes em CCDC foram realizados tendo como fase mdvel uma solucdo de
solventes orgénicos de fase normal (Hexano, Diclorometano, AcOEt, etc) e como fase
estacionaria placas de CCDC composta por silica gel aderida a uma superficie de aluminio. A
técnica consiste na eluicdo do ino6culo da amostra pela fase movel no sentido contrario ao da
gravidade, o percurso de separacdo € delimitado em 5 cm e o processo ocorre em cuba de
vidro fechada que terd de ser previamente preparada com a saturacdo do ambiente pelo
solvente utilizado na separacao.

Para avaliacdo da separacdo cromatografica na placa foi utilizado revelador
colorimétrico capaz de reagir e mostrar a presenca de certa classe de substancia. O revelador
colorimétrico utilizado foi o VAS (solucdo etanolica de vanilina acidificada com &cido
sulfurico), este revelador em contato com terpenoides em temperatura de 100 °C reage
produzindo uma tonalidade violeta na placa. A aplicacdo de controle positivo de limondides
junto & amostra também foi utilizado. Esta metodologia é uma adaptacdo da proposta por
WAGNER (1996) e MATOS (1997).
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4.12 Analise qualitativa via LC-MS

Foram realizados testes no espectrometro de massas LCMS- 2020 (Shimadzu®). Onde
utilizou-se composicdo de H.O/ACN como fase movel e uma coluna de fase reversa Kinetex
(100 mm x 4,6 mm) com 2,6 um de tamanho de particula. Uma aliquota de 2ulL da amostra
foi eluida em modo gradiente linear na faixa de composicao de fase mével 70-95% durante 12

min em fluxo 0,3 mL/min, com ionizagdo em modo positivo.

Além desse foi utilizado o Espectrometro de Massas XEVO G2-S QToF (Waters®)
acoplado a um Cromatdgrafo Liquido UPLC (Waters®) num método de infusdo direta de uma
solucdo de 100 ppm de amostra solubilizada em ACN grau MS no modo positivo de

ionizacéo.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Aspectos acerca da escolha do tipo de extrato e analise deste por HPLC

A extragdo com hexano visou a obten¢do de uma amostra bastante concentrada em
compostos hidrofobicos, assim como os limonoides. O cromatograma do extrato hexanico
bruto (figura 5), mostra um resultado dentro das expectativas, pois outros trabalhos — como o
apresentado AMORIM etal (2015) — relatam cromatogramas semelhantes quando analisados
nas mesmas condicgdes (descrita em 4.10). Algumas diferengas sutis podem ser notadas entre
este cromatograma e o0s demais apresentados em trabalhos anteriores, como: tempo de
retencdo e absor¢do maior ou menor de alguns picos. Essas peculiaridades podem vir a
ocorrer devido as condi¢des do equipamento e peculiaridades do espécime de onde foram
coletadas as folhas.

Figura 5 Cromatograma do extrato hexanico bruto.
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Cromatograma obtido em modo de eluicdo isocratica , 60% de ACN/ 30min; coluna: C18 5u(Phenomenex®)
250x4,6 mm; fase movel: H20/ACN; fluxo: 1 mL/min; pressdo: 181 kgf/cmz; temperatura: 24° C; volume
injecdo: 20 pL (vial: 1 mg/mL ACN); faixa de absor¢do UV: 215 nm.

Fonte: Autor (2018).

Muitos dos limonoides das folhas de S. macrophylla ja foram descritos na literatura,

ou seja, foram isolados e elucidados. Estes compostos conhecidos se apresentam em picos
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caracteristicos no cromatograma, muitos deles saem entre 12 e 20 minutos no cromatograma
da figura 5. Este trabalho visou buscar novos compostos referentes ao inicio do cromatograma

da figura 5, mas que ainda fossem limonoides.

5.2 Particularidades sobre o desenvolvimento do método em CCVU

5.2.1 Primeiro fracionamento em CCVU

Conforme descrito na secdo 4.6.1, este foi necessario devido & complexidade da
amostra. Foi planejado com o intuito de reunir os componentes da matriz em grupos de
substancias de acordo com a polaridade. Assim, dentre as seis fragdes conseguidas, duas se
mostraram interessantes (figura 6 e figura 7), a terceira e quarta fracbes (Fr3 e Fr4). Estas
quando analisadas em HPLC, apresentavam 0s picos com tempo de retencdo e absorgdo no
ultravioleta caracteristicos dos limonoides j& relatados, enquanto as outras fracBes nao
apresentavam. Esta constatacdo surgiu a partir da comparacdo dos cromatogramas
representados pelas figuras 5, 6 e 7. Embora os limondides ja conhecidos ndo fossem
essencialmente os alvos a serem isolados, eles poderiam indicar fragdes com alto percentual

desse tipo de composto. Assim, as duas fracbes em questdo foram reunidas.

Figura 6 Cromatograma da fracdo FR3.
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Cromatograma obtido em modo de eluicdo isocratica , 60% de ACN/ 30min; coluna: C18 5p(Phenomenex®)
250x4,6 mm; fase movel: H20/ACN; fluxo: 1 mL/min; pressdo: 181 kgficmz; temperatura: 24° C; volume
injecdo: 20 pL (vial: 1 mg/mL ACN); faixa de absor¢do UV: 215 nm.

Fonte: Autor (2018).
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Figura 7 Cromatograma da fracdo FR4
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250x4,6 mm; fase movel: H20/ACN; fluxo: 1 mL/min; pressdo: 181 kgficmz; temperatura: 24° C; volume
injecdo: 20 pL (vial: 1 mg/mL ACN); faixa de absorgdo UV: 215 nm.

Fonte: Autor (2018).

5.2.2 Segundo fracionamento em CCVU

Apos o segundo fracionamento descrito na secdo 4.6.2, fez-se analise por CCDC e
HPLC das 82 fracdes resultantes, isso para verificar as similaridades entre elas e qual delas
poderiam vir apresentar 0s compostos alvo. Com base nesses testes as fracdes entre 42 e 56 se
mostraram promissoras, pois eram as Unicas fracBes que apresentavam picos com tempo de
retencdo similares aos padrdes L1 e L10. Essas foram reunidas e novamente analisadas, como
mostra 0 cromatograma da figura 8, porém a quantidade de picos ainda demonstrava a
presenca de muitos compostos, o que dificultaria ou impossibilitaria a etapa de isolamento no

Cromatografo Liquido. Sendo assim necesséria uma outra etapa de separagéo.
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Figura 8 Cromatograma do produto das frac@es reunidas de 42 a 56
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Cromatograma obtido em modo de elui¢do isocratica , 60% de ACN/ 35min; coluna: C18 5u(Phenomenex®)
250x45 mm; fase mével: H20/ACN; fluxo: 1 mL/min; pressdo: 189 kgf/cmz; temperatura: 28° C; volume inje¢éo:
15 pL (vial: 1 mg/mL ACN); faixa de absor¢do UV: 215 nm.

Fonte: Autor (2018)

5.2.3 Terceiro fracionamento

O novo fracionamento ndo foi tdo efetivo quanto se esperava. A boa expectativa se
deu devido a eficaz seletividade e forca da fase movel, estipulada em CCDC. A diferenciada
combinacéo de solventes (Diclorometano, ACOEt e MeOH) resultou numa eficiente separagédo
em CCDC, e assim deveria ser reproduzido em CCVU. O resultado ideal seria a obtencdo de
fragdes com no maximo cinco picos em seu cromatograma de HPLC. Contudo, as fracdes
apresentavam indicios da pouca separacdao que essa técnica proporcionou. O resultado disso
foram 35 fracGes ainda muito complexas para isolamento.

Embora o resultado néo tenha efetivado o que foi idealizado — como pode ser visto na
semelhanca dos cromatogramas da figura 8 e a figura 9 — ainda houve significativa diferenca
entre algumas fracdes. As primeiras fracdes, de 1 a 14, foram reunidas para recuperacdo dos

componentes desejados, totalizando 1,6915¢g de massa.
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Figura 9 Cromatograma do produto das fragGes reunidas de 1 a 14.
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Cromatograma obtido em modo de eluicdo isocratica , 60% de ACN/ 35min; coluna: C18 5u(Phenomenex®)
250x4,6 mm; fase movel: H20/ACN; fluxo: 1 mL/min; pressdo: 189 kgficmz; temperatura: 28° C; volume
injecdo: 15 pL (vial: 1 mg/mL ACN); faixa de absorgdo UV: 215 nm.

Fonte: Autor (2018)

5.3 Aspectos sobre o resultado da andlise da fracdo F1-14 por LC-MS

A inspecdo por cromatografia liquida acoplada ao espectrdmetro de massas de baixa
resolucdo utilizando o modelo da LC-2020 (Shimadzu®) ndo somente fundamentou a
suposicao sobre a presenca dos limonoides, mas também direcionou a pesquisa aos compostos
limonoidicos de estrutura ainda desconhecida. A amostra analisada foi a f1-14 (produto das

fragdes reunidas de 1 a 14 produzidas no terceiro fracionamento em CCVU).

A figura 10 apresenta o cromatograma de ion totais dessa amostra. Este cromatograma
aponta uma quantidade de substancias muito grande, visto que este € dividido em 32 regides e
nessas sao identificados diversos ions que correspondem a varias substancias e fragmentos,

alguns deles conhecidos outros néo.
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Figura 10 Cromatograma de ions totais da fracdo f1-14.
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Alguns dos compostos isolados por Silva (2005) podem ser identificados pelo método
de espectrometria de massas, embora ndo se especifique caracteristicas quanto a isomeria.
Trés ions foram correlacionados as substancias conhecidas, estes foram: o ion 763,25 m/z,
analogo as substancias L1 e L4 ([M+H]"=763,2966 m/z); o ion 749,25 m/z, analogo s
substancias L6 ou L8 ([M+H]'=749,2809 m/z). A figura 11 mostra as regides do
cromatograma onde cada ion se encontra em maior intensidade.
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Figura 11 lons763,25m/z e 741,30 m/z identificados no cromatograma de ions totais da amostra apds Clean up.
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Fonte: Autor (2018)



35

As substancias conhecidas se apresentaram no final do cromatograma revelando sua
afinidade com o solvente modificador da forca (solvente B), visto que 0 experimento se
realizou em modo gradiente. Entretanto, a analise apontou outros ions, com valores
semelhantes aos ja conhecidos, esses poderiam ser relacionados as substancias ainda nao
caracterizadas no extrato hexanico das folhas de mogno. Estes se apresentam no inicio do
cromatograma, dessa forma tendo mais afinidade com uma menor proporcdo do solvente B
(ACN), logo seriam substancias mais hidrofilicas. A figura 12 mostra estes ions no
cromatograma. A analise com o espectrometro de massas foi essencial ao prosseguimento do
estudo, pois ndo s cerificou a presenca dos limonoides na fracdo estudada, mas também
indicou quais picos deveriam ser focados para o isolamento de substancias novas.



Figura 12 fons 771,25 m/z, 773,25 m/z e 779,25 m/z identificados no cromatograma de ions totais da amostra apés Clean up.
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5.4 Separacao por HPLC em escala preparativa

As analises feitas em HPLC e LC-MS ap0s as trés etapas de separacdo em CCVU
apontaram uma perspectiva ainda muito distante do isolamento de quaisquer substancias,
devido a grande carga de substancias que ainda restara. Entdo, optou-se por métodos de
cromatografia com fase reversa e o HPLC.

A separacdo em HPLC em escala preparativa (método 4.8) foi muito mais eficiente em
seu objetivo, como mostra a figura 13.0 objetivo deste foi a separacdo em grupos de
substancias, o qual foi obtido cinco fracGes bem distintas.

A figura 13 mostra como foi o desenvolvimento da técnica de separacao desenvolvida
em HPLC em condicGes de escala preparativa. As marcagdes nesta figura 13 séo relacionadas
com o da figura 14. Sendo estas marcacdes picos que foram recolhidos e reanalisadas em
escala analitica.

Figura 13 Cromatograma formado durante a etapa de separacdo em HPLC em escala preparativa e as
regides onde foram divididas em fragdes.
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Cromatograma obtido em modo de eluicéo isocratica , 60% de ACN/ 35min; coluna; modo em escala preparativa:
Coluna Preparativa Gemini C18 (250mm x 21,20mm, 10pum) Phenomenex®; fase mdvel: H20/ACN; fluxo: 13
mL/min; temperatura: 24° C; injecdo: 200 mg em 500 pL de H20O/ACN (40:60) ; faixa de absor¢do UV: 215 nm.

Fonte: Autor (2018)



Figura 14 Analise em HPLC em escala analitica das cinco fragdes recolhidas do processo 5.4
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Cromatogramas obtidos em modo de eluicdo isocratica em um HPLC analitico, 60% de ACN/ 30min; coluna:
C18 5p(Phenomenex®) 250x45 mm; fase movel: H20/ACN; fluxo: 1 mL/min; pressdo: 181 kgficmz;
temperatura: 24° C; volume inje¢éo: 20 pL (vial: 1 mg/mL ACN); faixa de absorcéo UV: 215 nm.

Fonte: Autor (2018)
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5.5 Separacao por HPLC em escala semi-preparativa

A 12 fracdo produzida na etapa anterior foi escolhida para a Gltima etapa de separacéo
cromatografica, pois possivelmente apresentavam os compostos de interesse e ja ndo era mais
tdo complexa para o isolamento. Foram recolhidas cinco fracGes, sendo a quarta fracdo um

potencial composto isolado, dessa maneira, analisou-se esta por espectrometria de massas.

Figura 15 Cromatograma formado durante a etapa de separacao final
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Cromatograma obtido em modo de eluigdo isocratica , 57%de B/ 90 min; coluna; modo em escala semi-
preparativa: Coluna Preparativa Gemini C18 (250mm x 10,0mm, 5um) Phenomenex®; fase mével: H20/MeOH,;
fluxo: 14,5mL/min; temperatura: 24° C; injecdo: 15 mg em 500 pL de H20/MeOH(40:60) ; faixa de absor¢do
UV: 215 nm.

Fonte: Autor (2018)

As analises feitas por espectrometria de massas de alta resolu¢cdo no modo positivo e
negativo da fracdo quatro desta etapa pode ser visualizada respectivamente na figura 16 e 17.
O valor correspondente da relacdo massa carga protonada, [M+H]", foi de 771,2881 m/z,
apesar do ion que mais ioniza na amostra ser 0 793,5794 m/z. A diferenca entre estes valores
é de aproximadamente 23 unidades, o que pode indicar a presenca do ion sodio junto a
molécula analisada. A analise no modo negativo foi eficaz na identificacdo da massa real da
molécula. A massa molecular encontrada como resultado foi de 770,2802 g/mol.

As outras fragOes ndo foram analisadas da mesma maneira, pois ndo obtiveram massa

suficiente para as analises ou foram contaminadas.
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Figura 16 Anélise de espectrometria de massas no modo positivo da amostra resultante da separacdo em
HPLC em escala semipreparativa, corresponde ao pico da area 4 da figura 15.
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Fonte: Autor (2018)

Figura 17 Anélise de espectrometria de massas no modo negativo da amostra resultante da separagao

em HPLC em escala semipreparativa, corresponde ao pico da area 4 da figura 15.
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Liquido UPLC (Waters®); modo negativo; método por infuséo.

Fonte: Autor (2018)
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6. CONCLUSAO

O estudo fitoquimico com as folhas de Swietenia macrophylla se objetivou pela busca
por novos compostos com propriedades fitoterapicas, como se tratava de uma espécie membro
da familia Meliaceae essas substancias seriam os limonoides. Considerou-se a hipotese de
novos limonoides que ainda nao teriam sido caracterizados no extrato hexanico.  Essa
especulacdo foi fundamentada pelos testes qualitativos realizados no presente estudo.
Contudo, as dificuldades para o isolamento com métodos cromatograficos foram grandes,
visto que houveram trés etapas de separacdo em CCVU que ndo resultaram em um efeito
esperado, sendo necessario mais uma etapa de fracionamento em HPLC para divisdo em
grupos e outra de isolamento.

Apesar dos entraves com o desenvolvimento do método de isolamento vale ressaltar
gue o composto isolado, resultante das varias etapas de separa¢do, mostrou uma massa
molecular distinta dos demais limonoides ja isolados dessa espécie. Uma pesquisa minuciosa
deve ser realiza em bancos de dados de moléculas orgéanicas para verificar essas massas
apontadas no cromatograma de ions totais. Alem disso, a anélise por RMN (Ressonéncia
Magnética Nuclear) também deve ser realizada para caracterizacdo estrutural da substancia
isolada.

As demais fracGes também devem receber atencdo, pois o potencial de isolamento de
outras substancias é alto. O incremento desses testes, junto ao que foi desenvolvido neste
trabalho, ird4 agregar novos conhecimentos sobre os limonoides e o metabolismo da espécie

Swietenia macropylla como este trabalho se propés.
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