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Resumo:

Dentre as varias familias de plantas com potencial aplicacdo terapéutica destaca-se
a familia Asteraceae, a qual ocorre na regido dos Campos Gerais do Parana, uma
area de investigacado de nosso grupo de pesquisa. Dentre as diversas espécies de
Asteraceae da regido, destacam-se as pertencentes ao género Eupatorium, pois
estudos realizados com o0 género tém mostrado metabdlitos secundarios com
diferentes atividades farmacoldgicas. Neste trabalho realizou-se o estudo quimico da
espécie Campuloclinium macrocephalum (Less), anteriormente pertencente ao
género Eupatorium, a qual foi pouco explorada com relagdo a seus constituintes. O
estudo quimico das fracdes hexanica e diclorometano desta espécie resultou no
isolamento de duas substancias, identificadas a partir da analise de seus dados
espectroscopicos de RMN de 'H e comparacdo com dados descritos na literatura.
Uma substancia foi isolada da fracdo hexanica e caracterizada como estigmasterol,
e uma lactona sesquiterpénica, denominada macrocefalideo B, foi isolada da fracdo
diclorometano. Além disso, foram identificadas outras duas lactonas na fracéo
diclorometano, a partir de andlises por cromatografia liquida de ultra eficiéncia
acoplada a espectrometria de massas.

Introducao

As espécies da familia Asteraceae apresentam uma variedade de metabdlitos
secundarios, dos quais destacam-se as lactonas sesquiterpénicas e flavonoides por
serem considerados importantes marcadores quimiotaxondmicos. Além disso,
diversas atividades biologicas sao atribuidas a essas classes de compostos
(CHATURVEDI, 2011). O género Eupatorium era um dos maiores na familia
Asteraceae, mas foi reclassificado com base em comparacdes morfologicas, e
atualmente possui 45 espécies restritas ao hemisfério norte (KING et al., 1987).
Existem varios relatos de atividades biologicas relacionadas ao género Eupatorium,
tais como atividades citotdxicas, antifungicas, inseticidas, antibacterianas, anti-
inflamatorias e antinociceptivas (LIU et al.,, 2015). No entanto, a espécie
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Campuloclinium macrocephalum (Less), sinonimia Eupatorium macrocephalum
(Less), foi pouco explorada, e desta forma existem poucos relatos sobre esta
espécie. Ha relatos da utilizacdo desta espécie na medicina popular como um anti-
inflamatorio, sedativo e no tratamento de doencas cardiacas. A respeito de seu
estudo quimico, ha um relato que descreve o isolamento de 20 substancias, sendo
seis triterpenos, um diterpeno glicosilado, seis esteroides, um flavonoide e seis
derivados de &cidos cindmicos, obtidas das partes aéreas de C. macrocephalum
Less, sob 0 nome antigo Eupatorium macrocephalum Less (VEGA et al., 2008).

Em continuidade aos estudos de espécies da familia Asteraceae presentes na
regido dos Campos Gerais-PR e, em virtude da auséncia de trabalhos sobre os
constituintes quimicos de C. macrocephalum, o presente trabalho teve como objetivo
isolar e caracterizar os metabdlitos secundarios presentes nas fracbes hexéanica e
diclorometano desta planta.

Materiais e métodos

As partes aéreas de C. macrocephalum (538,1g) foram secas a temperatura
ambiente, moidas e submetidas a extracdo com metanol a frio, por maceracéo. Apos
a evaporacao do solvente, obteve-se 17,59 de extrato bruto, o qual foi solubilizado
em MeOH:H,O 1:1 e submetido a particdo em solventes em ordem crescente de
polaridade, sendo estes hexano, diclorometano e acetato de etila. A evaporacdo dos
solventes forneceu as fragbes hexanica (CM-FH; 5,4g), diclorometano (CM-FD;
3,6Q), acetato de etila (CM-FAE; 0,8g) e hidrometandlica (CM-FHM; 6,5g). Parte da
CM-FH (3,5g) foi submetida a um fracionamento em coluna cromatografica (CC)
utilizando como eluentes hexano, hexano-AcOEt e metanol em gradiente de
polaridade, resultando em 36 fracbes, as quais foram reunidas conforme
semelhanca apresentada em cromatografia em camada delgada (CCD), dando
origem a 10 novas fragdes. A sub-fracdo CM-FH5 foi submetida a CC utilizando os
mesmos eluentes, e o procedimento resultou em 89 fragdes. A sub-fracdo CM-FH5-5
forneceu a substéancia codificada como CM-1. Parte da CM-FD (1,1g) foi purificada
por CC, utilizando como eluentes hexano, hexano-acetona e metanol em gradiente
de polaridade, resultando em 45 fracdes, as quais foram reunidas conforme
semelhanca em CCD, dando origem a 11 novas fracdes. A sub-fragdo CM-FD8 foi
submetida a um fracionamento por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)
em coluna semi preparativa, utilizando como eluente MeOH/H,O 45:55, em modo
isocratico, resultando em 14 fracGes. Este procedimento levou ao isolamento de uma
substancia codificada como CM-2. Além disso, uma sub fracdo foi submetida a
analise por cromatografia liquida de ultra eficiéncia acoplada a espectrometria de
massas de alta resolucdo (UHPLC-HRMS), e esse procedimento permitiu a
identificacdo de duas substancias na fracédo diclorometano, codificadas como CM-3
e CM-4.

Resultados e Discusséo
O estudo quimico da CM-FH de C. macrocephalum resultou no isolamento de uma

substancia codificada como CM-1. O espectro de RMN 'H dessa substancia
apresentou diversos sinais entre oy 0,70 e oy 2,37, correspondentes a grupos
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metilicos e metilénicos, o que sugeriu um esqueleto esteroidal para CM-1. O sinal
em Oy 5,35 (d, J= 6Hz) foi atribuido ao hidrogénio olefinico H-6, e o multipleto em &y
3,53, foi atribuido ao H-3. Os sinais em &y 5,01 (m, 1H) e &4 5,15 (m, 1H), foram
atribuidos aos hidrogénios olefinicos da cadeia lateral, H-23' e H-22'. Os dados
espectroscopicos obtidos para a substancia CM-1 foram comparados com dados da
literatura (MATILDA, et al, 1996) e a substancia foi caracterizada como
estigmasterol (Figural).

O estudo da CM-FD forneceu uma mistura de substéncias sendo a majoritaria
denominada CM-2. Os sinais mais intensos no espectro de RMN *H, atribuidos a
CM-2, sugeriram a estrutura de uma lactona sesquiterpenica. Foram evidenciados
sinais de dupla terminal caracteristicos de um grupo a-metileno-y-lactona em &y 6,28
(m, H-13a) e &4 5,73 (d, J= 1,5 Hz, H-13b), trés sinais de hidrogénios oximetinicos
em Oy 6,04 (d, J= 9Hz, H-6), 64 5,38 (dd, J=4,2 e 3,0 Hz, H-8) e 84 4,31 (sl, H-9 ), e
trés sinais caracteristicos de grupos metilas em &y 1,92 (s), &4 1,60 (s) e 6y 2,03
(dd, J= 7,2Hz e 1,2). Os sinais em &y 6,70 (d, J= 11,7Hz), &4 6,30 (m) e dH 5,07
(m),foram atribuidos aos hidrogénios H-2, H-3 e H-5, respectivamente, sugerindo a
presenca de duplas liga¢cbes conjugadas no esqueleto de CM-2. A presenca de uma
hidroxila foi evidenciada pela desblindagem do H-4", que aparece em &y 4,50 e 4,07.
Estes dados foram comparados com os da calealactona, o que sugeriu a presenca
de substituintes oxigenados nas posicdes 8, 9 e 10 do esqueleto germacranolideo.
Com base na literatura (CABRAL, 2019; YAMADA et al., 2004), a substancia CM-2
foi caracterizada como macrocefalideo B (Figura 1).

CM-1 CM-2
Figura 1. Estruturas das substancias CM-1 e CM-2.

Um estudo complementar foi realizado com a CM-FD. Uma fracdo enriquecida de
lactonas sesquiterpénicas foi analisada por UHPLC-HRMS, e a partir do
cromatograma obtido e da analise de ions totais dessa fracéo, foi possivel confirmar
a presenca da substancia CM-2 e de mais duas lactonas. Os dados obtidos a partir
da analise foram comparados aos da literatura (LIU et al., 2015), e desta forma foi
possivel caracterizar as substancias codificadas como CM-3 e CM-4 (Figura 2).

HO

CM-3 CM-4
Figura 2. Estrutura das lactonas identificadas por UHPLC-HRMSMS.
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Conclusodes

O estudo das fracdes hexanica e diclorometano da planta C. macrocephalum
resultou no isolamento de uma substancia da fracdo hexanica, caracterizada como
estigmasterol, e da lactona sesquiterpenica macrocefalideo B, isolada da fracao
diclorometano. Além disso, outras duas lactonas foram identificadas na fracao
diclorometano por UHPLC-HRMS.
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