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RESUMO

A regido semiarida do Nordeste Brasileiro é rica em espécies vegetais
endémicas e principalmente abelhas nativas. Os insetos e as flores coevoluiram com
beneficios para os dois lados. No caso das abelhas, visitantes florais especializados,
essa troca é obrigatéria, pois as abelhas obtém todo o seu alimento das flores, as
quais se beneficiam desta interacdo produzindo frutos com maior diversidade
genética. O presente trabalho teve como objetivo estudar as flores visitadas por
abelhas do sertdo Paraibano. As flores foram extraidas com solventes orgéanicos e
analisadas por UPLC-DAD-ESI-TOF-MS/MS e submetidas aos testes antirradicalares.
O perfil quimico foi obtido para as espécies vegetais: Croton heliotropiifolius, C.
blanchetianus, Aspidosperma pyrifolium Mart, Combretum leprosum Mart, Mimosa
tenuiflora (Willd) Poir, Geoffroea spinosa Jacq, Boerhavia diffusa L, Cleome spinosa
(Jacq.) Raf. e Jatrohpa mollissima (Pohl) Baill. As fragOes acetato de etila de C.
heliotropiifolius e C. blanchetianus e a fracdo alcaloidal de A. pyrifolium foram
submetidas ao fracionamento cromatografico para o isolamento das principais
substancias. De C. heliotropiifolius e C. sonderianus foram isolados e identificados os
flavonoides rutina, hiperina, quercitrina, isoquercitrina, canferol-6"-O-p-coumaroil-3-O-
B-D-galactosideo, tilirosideo e 3’-metoxi-tlirosideo. De C. sonderianus foram isolados
ainda 3,7-dimetoxi-quercetina e 3,7,3’-trimetoxi-quercetina. Da fracdo alcaloidal das
flores de A. pyrifolium foram isolados os alcaloides inddlicos pirifolina, 15-metoxi-N-
formilaspidofractinina  (alcaloide  inédito), aspidospermina e  15-metoxi-
aspidospermina. As estruturas das substancias foram estabelecidas por RMN de 'H e
13C, incluindo 2D, e HR-ESI-MS. A atividade antirradicalar foi observada em todos os
extratos das flores, destacando-se C. heliotropiifolius, C. blanchetianus, B. diffusa J.
molissima. As espécies vegetais apresentaram em comum flavonoides glicosilados e
todas mostraram a presenca de outras substancias que sdo comuns para 0s géneros.
Este trabalho contribui para o conhecimento da constituicdo quimica das flores

visitadas por abelhas na regido da Caatinga, Nordeste do Brasil.

Palavras-chave: Caatinga. Flores. Estudo quimico. Abelhas.



ABSTRACT

The semiarid region of northeastern Brazil is rich in endemic plant species and
mainly native bees. Insects and flowers coevolved with benefits for both sides. In the
case of bees, specialized floral visitors, this exchange is obligatory, as bees get all
their food from the flowers, which benefit from this interaction producing fruits with
greater genetic diversity. The present work aimed to study the flowers visited by bees
in the Caatinga region. The flowers were extracted, analyzed by UPLC-DAD-ESI-TOF-
MS/MS and submitted to antiradical tests. The chemical profile was obtained for the
plant species: Croton heliotropiifolius, Croton blanchetianus, Aspidosperma pyrifolium
Mart, Combretum leprosum Mart, Mimosa tenuiflora Poir, Geoffroea spinosa Jacq,
Boerhavia diffusa L., Cleome spinosa (Jacq.) Raf. and Jatrohpa mollissima (Pohl) Baill.
The ethyl acetate fractions of C. heliotropiifolius and C. blanchetianus and the alkaloid
fraction of A. pyrifolium were submitted to chromatographic fractionation to isolate the
main substances. From C. heliotropiifolius and C. sonderianus the flavonoids rutin,
hyperine, quercitrin, isoquercitrin, kaemferol-6"-O-p-coumaroil-3-O-B-D-galactoside,
tiliroside and 3’-methoxy-tliroside were isolated and identified. From C. sonderianus
beyond, were isolated 3,7-dimethoxy quercetin and 3,7,3'-trimethoxy quercetin and
from the alkaloid fraction of A. pyrifolium flowers were isolated. indolic alkaloids
pyrifoline  and  15-methoxy-N-formilaspidofractinine  (unpublished  alkaloid),
aspidospermine and 15-methoxy-aspidospermine. The structures of the substances
were established by 'H and 3C NMR, including 2D, and HR-ESI-MS. Antiradical
activity was observed in all flower extracts, especially C. heliotropiifolius, C.
blanchetianus, B. diffusa J. molissima. The plant species presented in common
glycosylated flavonoids and all showed the presence of other substances that are
common to the genera. This work contributes to the knowledge of the chemical

constitution of the flowers visited by bees in the Caatinga region, northeastern Brazil.

Keywords: Caatinga. Flowers. Chemical study. Bees.
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1 ESTUDO QUIMICO DAS FLORES DE ESPECIES DA CAATINGA VISITADAS
POR ABELHAS

1.1 INTRODUCAO

As angiospermas sao espécies vegetais caracterizadas pela presenca das
flores e surgiram na terra ha mais de 120 milh6es de anos. Oferecem recursos
alimentares abundantes como néctar e polen que séo utilizados por visitantes florais
como passaros e insetos, sendo o néctar da flor uma fonte agucarada de alimento e
0s gréos de polen utilizados como fonte de proteinas (MAIA-SILVA et al., 2012). A
presenca das flores indica que a planta alcancou a maturidade sexual e est4 apta a
reproducdo de novos individuos, atendendo a necessidade essencial para
perpetuacdo das espécies. As plantas desenvolveram uma série de estratégias de
polinizacdo (transferéncia do pdlen de uma antera para o estigma) que resulta em
flores de cores variadas, tamanhos, formas, dentre outras caracteristicas (CASTRO;
CAVALCANTE, 2010).

O aroma, sabor e a coloracdo de substancias presentes nas flores séo
utilizados para chamar a atencdo de mamiferos, insetos e aves. Varias classes de
substancias podem colaborar para a coloracdo das flores, destacando-se as
porfirinas, carotenoides e flavonoides, sendo este Ultimo um dos principais agentes
cromoforos. Estes compostos sédo subdivididos em grupos de substancias, cada qual
apresentando coloracdes caracteristicas (COUTO; RAMOS; CAVALHEIRO, 1998).

O Brasil tem a flora mais rica do mundo, com mais de 56.000 espécies de
plantas, o que corresponde cerca de 19% da flora mundial. As angiospermas,
comumente chamadas de plantas com flores, sdo as espécies com maior numero
(GIULIETTI et al., 2005) e distribuidas nos 5 biomas brasileiros (Amazodnia, Caatinga,
Cerrado, Mata Atlantica, Pampas e Pantanal). Dentre estes, o bioma Caatinga merece
destaque e cobre aproximadamente 12% do territério nacional, esta distribuido em
844 mil km? com ocorréncia exclusivamente na regido Nordeste do Brasil. Ocupa os
estados de Ceara, Rio Grande do Norte, Paraiba, Pernambuco, Piaui, Bahia, Sergipe,
Alagoas, Maranhdo e Minas Gerais (SANTOS; ANDRADE; SILVA, 2018) (Figura 1).
E um bioma que apresenta uma grande variedade de espécies da fauna e flora, sendo

uma boa parte destas endémicas, considerado rico em biodiversidade (ALMEIDA et
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al., 2015; DOS SANTOS et al., 2014; DRUMOND et al., 2012; LEAL; TABARELLI;
SILVA, 2003).

A regido Nordeste exibe vegetacao com diferencas sazonais de florescimento,
uma estacdo chuvosa com alta diversidade de espécies floriferas, em contraste com
a estacdo seca. Esse gradiente temporal pode favorecer, ou néo, a heterogeneidade
dos recursos florais explorados pelas abelhas (DOS SANTOS et al.,, 2014;
LORENZON; MATRANGOLO; SCHOEREDER, 2003). A vegetacdo da Caatinga é
bastante diversificada sendo representada por aproximadamente 3.150 espécies,
distribuidas em 950 géneros e tem aproximadamente 152 familias de angiospermas.
Esse bioma exclusivamente brasileiro, apresenta cerca de 1.012 espécies de
angiospermas, das quais 318 foram consideradas endémicas (RAMALHO et al.,
2009). Nesse ambiente podemos encontrar varias familias de plantas de interesse
cientifico. As familias mais diversas sdo Leguminosae e Euphorbiaceae
(FERNANDES; QUEIROZ, 2018), sendo atribuidas diversas utilidades, além de
apresentarem uma grande importancia biolégica e consideradas como plantas de
grande potencial econdmico com espécies que podem ser utilizadas como forrageiras,
frutiferas, madeireiras, alimento para abelhas, extracdo de cera, latex e de uso
medicinal (DE SOUZA et al., 2017).

Na Caatinga ja foram registradas mais de 180 espécies de abelhas, onde as
mais abundantes sdo as abelhas sociais nativas sem ferrdo, chamadas comumente
de meliponineos, como a jandaira (Melipona subnitida), jatai (Tetragonisca angustula),
moca-branca (Frieseomelitta doederleini), irapua (Trigona spinipes), cupira
(Partamona cupira), mandacaia (Melipona quadrifasciata), munduri (Melipona
marginata) e a espécie introduzida Apis mellifera, também conhecida como abelha de
mel, abelha europa ou abelha africanizada. Os meliponineos sdo o0s principais
responsaveis pela polinizacdo de muitas espécies arbéreas da Caatinga (MAIA-SILVA
et al., 2012). Algumas espécies de arvores nativas do semiarido florescem durante o
periodo da seca e servem de alimentacdo para esses meliponineos como o0 pereiro
(Aspidosperma pyrifolium), feijao de boi (Cynophalla flexuosa), craibeira (Tabebuia
aurea) e umbuzeiro (Spondias tuberosa) e existem algumas espécies que se
destacam pela producédo de néctar e pdlen, como por exemplo o marmeleiro (Croton
sonderianus), catingueira (Caesalpinia pyramidalis TUL.), manicoba (Manihot
caerulescens POHL.), mussambé (Cleome spinosa), mofumbo (Combretum

leprosum), capa bode (Bauhinia mollis), dentre tantas outras (ROMERO, 2009).
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Figura 1- Mapa de Localizacdo do dominio do bioma Caatinga na regido do semiarido

brasileiro

. G\
e

Fonte:(LOIOLA; ROQUE; OLIVEIRA, 2012)

1.1.1 A familia Euphorbiaceae

Entre as grandes familias que engloba as angiospermas, podemos destacar a
familia Euphorbiaceae que é dividida em 4 subfamilias: Phyllanthoideae,
Crotonoideae, Paranteroideae e Ricinocarpoideae. Essa familia apresenta mais de
300 géneros e 8000 espécies que podem ser encontradas como arvores, arbustos,
subarbustos, trepadeiras e ervas, distribuidas especialmente nos tropicos, sendo uma
das maiores, mais complexa e diversificada familia das Angiospermas (MAIA-SILVA
et al., 2012; TRINIDADE; LAMEIRA, 2014). No Brasil ocorrem 72 géneros e cerca de
1100 espécies, dentre esses destacam-se, seja pelo nimero de espécies ou pela sua
utilidade, os seguintes: Euphorbia (2400), Croton (1300), Acalypha (400), Macaranga
(250), Manihot (150), Tragia (150), Jatropha (150) (LOPES et al., 2012).

- O género Croton
E o segundo género mais abundante da familia Euphorbiaceae,

compreendendo cerca de 1300 espécies de arbustos, subarbustos, ervas e raramente

lianas (trepadeiras), distribuidas nos trépicos e subtropicos de ambos os hemisférios
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(SALATINO; SALATINO; NEGRI, 2007). Taxonomicamente este género é de dificil
classificacdo devido ao seu elevado numero de espécies, encontrando problemas de
delimitacdo especifica, nomenclatura e polimorfia de seus representantes (LIMA et al.,
2008). Aproximadamente 400 espécies de Croton sdo encontradas no Brasil
(ZEVALLOS-POLLITO; FILHO, 2007).

A quimica do género Croton é muito diversa. Os triterpenos sdo relatados
frequentemente nesse género (LOPES et al., 2012). Os constituintes fendlicos, como
flavonas, flavonoides glicosilados, canferol, miricetina e galocatequinas sao
encontrados em algumas espécies deste género (BARRERA; GOMEZ;
CASTIBLANCO, 2016) como nas espécies Croton pedicellatus, Croton cajucara e
Croton adenocalyx (LIMA et al., 2010; LOPES et al., 2012; MACIEL et al., 2009).

A espécie Croton heliotropiifolius Willd

E uma espécie endémica do Nordeste do Brasil, popularmente conhecida como
“velame”, “velaminho” ou velame-de-cheiro” (Figura 1.2). E encontrada,
frequentemente na Caatinga, embora também ocorra em brejos, restingas e cerrados.
E um arbusto com cerca de 0,7-2,5 m, com ramos verdes e folhas alternas. O fruto é
uma capsula com sementes de cor castanho a preto. As flores estdo dispostas em
inflorescéncias terminais. As flores sdo meliferas e originam um mel claro. Floresce
em maio, junho, julho e novembro e frutifica em maio e junho (CASTRO;
CAVALCANTE, 2010; SILVA et al., 2017).

Na medicina popular a planta € utilizada para o tratamento da tosse e gripe, dor
de estbmago, vomitos, diarreia com sangue, para atenuar a febre (SILVA et al., 2017),
tem uso externo contra afec¢des da pele, Ulceras e sifilis (CASTRO; CAVALCANTE,
2010).
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Figura 2- Croton heliotropiifolius Willd

Fonte: Silva T. M S. (2018)

A espécie Croton blanchetianus Baill

Espécie nativa brasileira, cresce de forma silvestre nos estados de Alagoas,

Bahia, Cear4a, Minas Gerais, Paraiba, Pernambuco, Piaui, Rio Grande do Norte e
Sergipe. Popularmente é conhecida como marmeleiro (Figura 1.3). Possui porte
variavel com até 6,0 m de altura, folhas simples, com aroma que lembra o 6leo de
pinho. As flores sdo pequenas, esbranquicadas com espigas terminais. O fruto
apresenta cipsula de deiscéncia explosiva, com sementes oleaginosas e brilhantes
(ALVES et al., 2014). O marmeleiro é utilizado na medicina popular no alivio de dores
estomacais e colicas intestinais, vémito, diarreia e hemorragia uterina (ANGELICO et
al., 2011). A casca do caule em decoccdao é usada contra diabetes e em banhos contra
doencas venéreas (AGRA et al., 2008).
O néctar das flores do marmeleiro € responsavel pela producdo de mel com sabor
muito apreciado e com alto valor comercial para os criadores de abelha do Nordeste,
sendo considerado uma das principais fontes de néctar da Caatinga (MAIA-SILVA et
al., 2012).
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Figura 3- Croton blanchetianus Baill

Fonte: Silva T. M S. (2018)

- O género Jatropha

E um género com cerca de 175 plantas suculentas, incluindo arvores, arbustos e
ervas, com distribuicio nas regides semiaridas tropicais da Africa e das Américas. As
espécies deste género sdo conhecidas por serem muito toxicas e pela atividade
purgativa do 6leo de suas sementes. O género Jatropha é um grupo de grande
importancia econémica, principalmente pela presenca de varias espécies referidas por
suas propriedades medicinais, como cicatrizante, purgante, analgésico, antitussigeno,
antimicrobiano e anticoagulante e ainda séo utilizadas como espécies ornamentais,

também como cercas-vivas em varias partes do mundo (SILVA et al., 2013b).
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A espécie Jatropha mollissima (Pohl) Baill

A espécie Jatropha mollissima conhecida popularmente como Pinh&o-de-purga
ou pido (Figura 1.4) é encontrada na Caatinga sendo endémica deste bioma. E um
arbusto com latex avermelhado de 2,0 a 3,0 m de altura, de caule ereto, liso, pouco
ramificado, com casca verde-cuprea, de cor cinza-acastanhada quando seca. Possui
folhas alternas, as flores podem variar a coloragcdo que vai do vermelho ao
laranja/salm&o, até o branco-avermelhado. Seu fruto € em forma de capsulas verdes,
contendo 3 sementes castanho-escuro-avermelhadas. O latex “in natura” é

empregado na medicina popular como antiofidico (LEAL; AGRA, 2005).

Figura 4- Jatropha mollissima (Pohl) Baill

Fonte: Silva T. M S. (2018)

O Oleo extraido da semente tem uso veterinario, como purgante (LEAL; AGRA,
2005). Alguns estudos realizados demonstraram que esta espécie apresenta efeito
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antibacteriano, hipotensor e estimulante dos musculos lisos do intestino e do Utero
(RIBEIRO et al., 2014) e atividade antioxidante (MELO et al., 2010).

1.1.2 A familia Leguminosae (Fabaceae)

E a terceira maior familia das Angiospermas, incluem cerca de 751 géneros e
19.000 espécies conhecidas (7% das angiospermas) sendo os 5 maiores géneros:
Astragalus (mais de 3.000 espécies), Acacia (mais de 1000 espécies), Indigofera
(cerca de 700 espécies), Crotalaria (cerca de 700 espécies) e Mimosa (cerca de 500
espécies) (AMORIM et al., 2016; MELLO; DUARTES; NETO, 2015). Ela é dividida em
6 subfamilias com caracteristicas morfolégicas muito distintas: Durpaquetioideae,
Cercidoideae, Detarioidea, Caesalpinioideae, Dialioideae e Papilionoideae (LPWG,
2017).

As leguminosas ocorrem em quase todas as regiées do mundo, exceto nas
regides articas e antarticas e em algumas ilhas. No Brasil é a familia mais bem
representada com 2.807 espécies agrupadas em 222 géneros (15 endémicos)
abundantes em quase todos os biomas e ecossistemas do pais (AMORIM et al., 2016;
SARTORI et al., 2018). Na regido Nordeste ocorrem 168 géneros e 1.083. espécies.
Na vegetacao de Caatinga foram registrados 127 géneros e 593 espécies, das quais
149 sdo endémicas (FERREIRA; TROVAO; MELO, 2015).

A subfamilia Papilionoideae. esta representada por 503 géneros e 14000
espécies (LPWG, 2017). No Brasil sdo 88 géneros e 180 espécies nativas (DUTRA,;
GARCIA; LIMA, 2009), dentre estes encontra-se o género Geoffroea.

-O género Geoffroea spp.

E um género pequeno, composto por apenas cinco espécies (Geoffroea
decorticans (Hook. & Arn.) Burkart, Geoffroea horsfieldii (Lesch.) Oken, Geoffroea
jamaicensis (W. Wright) Urb., Geoffroea spinosa Jacq. e Geoffroea violacea (Aubl.)
Pers.) (GEOFFROEA -THE PLANT LIST, [s.d.]). E um género ndo endémico,
encontra-se distribuido no Nordeste e Centro Oeste do Brasil (FABACEAE IN FLORA
DO BRASIL 2020).


https://pt.wikipedia.org/wiki/Astragalus
https://pt.wikipedia.org/wiki/Ac%C3%A1cia
https://pt.wikipedia.org/wiki/Indigofera
https://pt.wikipedia.org/wiki/Crotalaria
https://pt.wikipedia.org/wiki/Mimosa_(g%C3%A9nero)
https://pt.wikipedia.org/wiki/%C3%81rtico
https://pt.wikipedia.org/wiki/Ant%C3%A1rtida
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A espécie Geoffroea spinosa Jacq

Geoffroea spinosa € distribuida pela América do Sul. No Brasil € conhecido
como “umari” ou “marizeira” (Figura 1.5), e € encontrado no Nordeste e Centro-Oeste
do Brasil, freqientemente em solo alagado ou préoximo a é&gua (IRELAND;
PENNINGTON, 1999). As flores de G. spinosa sdo amplamente visitadas pelas

abelhas, especialmente as nativas.

Figura 5- Geoffroea spinosa Jacq

O cha das folhas da G. spinosa € usado pela populagdo sertaneja como
antidiarreico e também é usado no controle hormonal. Os frutos séo ingeridos cozidos
ou em forma de mingau, por ocasido da seca serve de alimento para populagao do
sertdo. Os nativos tém o habito de agrega-lo a sua alimentacdo. Na ornamentacao
urbana encanta pelas suas flores pequenas e amareladas com um odor intenso. A
madeira serve para lenha, carvao e também para fabricacdo de mdveis por ser pesada
e bastante resistente (CAETANO et al., 2012; SOUZA et al., 2011).

z

A subfamilia Caesalpinioideae € constituida por 148 géneros e
aproximadamente 4400 espécies, distribuidas nas regifes tropicais e subtropicais.
Predominam arvores e arbustos, raramente ervas, as folhas sédo pinadas ou bipinadas
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e suas flores sdo grandes(LPWG, 2017). Dentre desses € encontrado o género

Mimosa.

- O género Mimosa

O género distribui-se na regido Neotropical, com cerca de 500 taxons
endémicos dos neotropicos e 40 espécies sao nativas do Velho Mundo (SIMON et al.,
2011). As espécies podem ser encontradas em Savanas, Campos e caatingas. No
Brasil esta representado por cerca de 320 espécies das quais 38 ocorrem na Caatinga
(DOURADO; CONCEICAQ; SANTOS-SILVA, 2014), sendo a maioria endémica (68%)
(LIMA; SILVA; SANTOS, 2008). Entre as espécies do género que ocorrem na
Caatinga, esta a Mimosa tenuiflora (WILLD.) POIR.

A espécie Mimosa tenuiflora (Willd) Poir

Conhecida popularmente como jurema-preta (Figura 1.6), ocorre desde a
Caatinga até o Cerrado. E uma arvore de 5-7 m de altura com caule ereto ou
levemente inclinado, casca de cor castanha muito escura, as vezes acinzentada.
Ramificacdo abundante de cor castanho-avermelhados, folhas compostas. O fruto é
uma vagem pequena, 2,5 a 5 cm de comprimento, casca muito fina e quebradica
guando maduro. Contém de 4-6 sementes pequenas de cor castanho-claro. Flores
muito pequenas, dispostas em espigas isoladas, de cor brancas e suavemente
perfumadas que fornecem recursos florais, polen e néctar, para muitas espécies de
abelhas, vespas, moscas e outros insetos (COSTA et al., 2002; MAIA-SILVA et al.,
2012). E utilizada para a producéo estacas, pecas de resisténcia e méveis rasticos.
Fornece também lenha e carvéo de alto poder de combustdo. Na medicina popular, a
casca da planta é utilizada em tratamentos de queimaduras, acne e defeitos da pele,
devido ao seu valor antimicrobiano, analgésico e regenerador de células. Funciona
ainda como febrifugo e adstringente peitoral. O extrato de raizes é atribuido
propriedades como o fortalecimento do couro cabeludo e rejuvenescimento da pele
(BEZERRA et al., 2009). As cascas do caule e folhas em decoccao sao utilizadas
contra bronquite, tosse e Ulceras externas (AGRA et al.,, 2008). Na medicina
veterinaria é utilizada como cicatrizante e para lavagens contra parasitas, mas o
consumo excessivo das folhas pode causar cegueira noturna aos animais. Na

manuten¢ao da biodiversidade e funcionamento do ecossistema é doadora de polen
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e néctar, recursos florais explorados por muitas abelhas e insetos da Caatinga.
Apresenta valor forrageiro (BEZERRA et al., 2009).

Figura 6- Mimosa tenuiflora (Willd) Poir

Fonte: Silva T. M S. (2018)

1.1.3 A familia Nyctaginaceae

Possui uma distribuigcdo pantropical, ocorrendo em todos os trépicos do globo
e provavelmente presente em todo o México, América Central, América do Sul,
Antilhas e partes mais quentes do Velho Mundo, pertence a ordem de plantas
angiospérmicas Caryophyllales. Contém 37 géneros e cerca de 400 espécies que
incluem ervas, arvores, arbustos com flores vistosas de grande potencial ornamental
e medicinal, destacando-se 0s géneros Boerhaavia, Bougainvillea e Mirabilis. No
Brasil, ocorrem aproximadamente 11 géneros e cerca de 48 espécies

(MARCHIORETTO et al., 2011).
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A espécie Boerhavia diffusa L

Conhecida como pega-pinto (Figura 1.8) e pertence ao género Boerhavia. Inclui
aproximadamente 50 espécies vegetais. E nativa do brasil e apresenta distribuico
pantropical, sendo encontrada nas Américas Central e do Sul. No Brasil, ocorre na
Amazonia, regido Sul e Nordeste. Apresenta distribuicdo desde Amazonas até Sao
Paulo e Minas Gerais. Trata-se de uma herbacea bienal ou perene, suculenta,
medindo de 50 cm a 1,0 m de altura, com muitos ramos vegetativos rasteiros e poucos
ramos eretos de onde partem folhas pequenas de coloracdo verde claro na face
inferior. Flores pequenas de coloracdo esbranquicadas ou vermelhas, dispostas bem
acima da folhagem (KUMAR et al., 2018; MARCHIORETTO; LIPPERT; SILVA, 2011).

Boerhavia diffusa apresenta atividade antibacteriana, principalmente contra
bactérias Gram-negativas. E utilizada como antiespasmodica, contra acidentes
epilépticos, para a histeria e como expectorantes. Essa espécie possui propriedades
estomaquicas, diuréticas, estimula a funcdo do coracdo e rins, especifica para
diabetes, é rejuvenescedora, usada contra dores abdominais, otite e tratamento de
doencas renais (KUMAR et al., 2018; THIRUNAVOUKKARASU, 2016). No Brasil,
principalmente a raiz € usada em problemas da vesicula biliar, gonorréia, hepatite,
hipertenséo, distarbios renais, distlrbios hepaticos e mordida de cobra, a infusdo das

folhas para expulsao de vermes (lombrigas).

Figura 7- Boerhavia diffusa L

Fonte: Silva T. M S. (2018)
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1.1.4 A familia Combretaceae

Pertencente a ordem Myrtales que inclui 20 géneros e cerca de 600 espécies.
No Brasil, encontram-se 5 géneros, dentre estes Combretum e Terminalia, 64
espécies sendo 13 endémicas, 2 subespécies e 2 variedades. Distribuem-se em
regides tropicais e subtropicais. No Brasil, distribuem-se por todas as regides, sendo
a Norte e Nordeste as que apresentam as maiores concentracdes, respectivamente
(LOIOLA et al., 2009).

A espécie Combretum leprosum Mart

Combretum leprosum, conhecida popularmente como mofumbo (Figura 1.9).
Ocorre nos biomas da Caatinga, Cerrado, Mata Atlantica e Amazénia (LOIOLA et al.,
2009). O tronco a 60 cm de diametro e sua copa € globosa. Na Caatinga e no Cerrado
seco, seu tamanho é tdo pequeno quanto um arbusto pode alcancar cerca de 5 metros
de altura (PAULINO et al., 2013). As inflorescéncias sao grandes, compostas por
muitas flores amareladas, pequenas e muito perfumadas dispostos em racemos. O
fruto € de cor amarelada, chegando a marrom quando secos, possuindo uma sé
semente por fruto e folhas simples (PAULINO et al., 2013).

O mofumbo é uma espécie muito resistente e de crescimento rapido.
Recomenda-se 0 seu uso em programas de recomposicdo de areas degradadas e
também em arborizacdo paisagistica. Além disso, suas flores sao bastante
perfumadas e produzem bastante néctar, o principal recurso coletado pelas abelhas
nativas e outros insetos como borboletas, mariposas e vespas (HORINOUCHI et al.,
2013).

Vérias partes desta planta, como as folhas e as flores, sdo usadas na medicina
popular como agente de cura, para a prevencao de erupc¢des cutaneas e para limpeza
de feridas(HORINOUCHI et al., 2013). As raizes em forma de infuso, decocto ou 0
xarope sdo usadas para tosses e coqueluches, as sementes em forma de cha como
anti-hemorragico e contra retencdo de placenta, as cascas em infusdo sdo usadas
como hemostéaticas, sudorificas e calmantes, os frutos sao antiasmaticas (PASSARINI
et al., 2017). Além disso, a planta também € usada para contencdo de hemorragias e
como sedativo, antidiarreico, expectorante e antitusivo também é popularmente usado

como uma planta medicinal para tratar problemas de pele. As populagdes locais na


https://pt.wikipedia.org/wiki/Cerrado
https://pt.wikipedia.org/wiki/Arbusto
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regido Nordeste do Brasil usam algumas de suas partes como expectorantes para

tratar a tosse e parar o sangramento (PASSARINI et al., 2017).

Figura 8- Combretum leprosum Mart

Fonte: Fonte: Silva T. M S e autor (2018)

1.1.5 A familia Cleomaceae

Atualmente € composta por 18 géneros e 350 espécies. Seus representantes
apresentam distribuicdo pantropical, ocorrendo com mais frequéncia nas regides
tropicais e subtropicais dos neotrépicos. No Brasil, a familia esta representada por oito
géneros e 29 espécies ocorrendo em todo territorio brasileiro (MOREIRA; BRAGACA,
2011). O género Cleome possui aproximadamente 200 espécies, distribuidas por
regides tropicais e subtropicais, ocorrendo por todo o Brasil e sendo menos frequente
em regides temperadas (AKEMI-BORGES; PIRANI, 2017).
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A espécie Cleome spinosa (Jacq.) Raf

Conhecido popularmente como Mussambé (Figura 1.9) € um subarbusto perene
de 0,50 a 1,5 m. Folhas alternas e compostas, inflorescéncia em corimbo terminal,
fruto seco do tipo siliqua, flores de coloracéo branca, com estames de filetes roseos.
Apresenta caule cilindrico, verde, bastante ramificado, (NETO, 2017). Ocorre
principalmente em areas inundadas com solos arenosos, esta presente no bioma
Caatinga. As flores apresentam grande producdo de néctar e muitas espécies de
abelhas nativas visitam suas flores como, por exemplo, a abelha jandaira (Melipona
subnitida) e também as abelhas do género Bombus (mamangavas-de-ch&do) (MAIA-
SILVA et al., 2012). E utilizado na medicina alternativa como ténico digestivo e dor de
cabeca, a raiz no tratamento de doencas respiratérias como asma, bronquite, tosse e
também em otite supurada (MOREIRA; BRAGACA, 2011).

Figura 9- Cleome spinosa (Jacq.) Raf

Fonte: SilvaT. M S. (2018)
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A escolha destas espécies foi feita pela ampla ocorréncia no bioma Caatinga,
e também porque séo flores visitadas por abelhas principalmente nativas. Todas séao
espécies bastante conhecidas e difundidas no Brasil e, sobretudo, no Nordeste
brasileiro. As espécies C. heliotropiifolius e C. blanchetianus foram escolhidas para o
isolamento das substancias principais ja que sao espécies endémicas, os dados foram
comparados entre espécies da mesma familia. Os estudos quimicos das flores de 7
destas espécies estdo sendo realizados pela primeira vez. Para a espécie C. leprosum
existem estudos do extrato etandlico obtido das flores (FACUNDO et al., 2008; VIAU
et al., 2014), mas nao foram encontrados estudos com a fracdo acetato de etila. Os
poucos relatos na literatura de estudo de flores de plantas, impulsionou a investigacao
da composicdo quimica. Este trabalho visa contribuir com o estudo quimico dessa
espécie através do isolamento e identificacdo dos constituintes por meio de técnicas
cromatograficas e espectroscépicas, bem como avaliar o potencial antioxidante, uma
vez que as espécies vegetais descritas neste trabalho, apresentam grande

importancia para a flora melifera do Sertdo Paraibano.
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1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Geral

Analisar o perfil quimico das flores das espécies: Combretum leprosum Matrt,
Mimosa tenuiflora (Willd) Poir, Boerhavia diffusa L, Croton heliotropiifolius Kunth,
Croton blanchetianus Baill, Jatrohpa mollissima (Pohl) Baill, Geoffroea spinosa Jacq e

Cleome spinosa (Jacq) Raf., visitadas por abelhas coletadas no Sertdo Paraibano.

1.2.2. Especificos

-Obter os extratos e fracGes das flores das plantas em estudo;

-Isolar os principais constituintes quimicos das flores de Croton heliotropiifolius
(velame) e Croton blanchetianus (marmeleiro) por cromatografia classica e moderna
(CLAE-DAD) e identificar os compostos isolados por métodos espectroscopicos

(Infravermelho e Ressonancia Magnética Nuclear de 'H e *3C);

-Analisar por CLAE-DAD-qTOF-MS/MS as fracdes acetato de etila das flores de
Combretum leprosum, Mimosa tenuiflora, Boerhavia diffusa, Croton heliotropiifolius,
Croton blanchetianus, Jatrohpa mollissima, Geoffroea spinosa e Cleome spinosa

-Determinar o teor de fendlicos totais e avaliar e potencial antioxidante dos extratos

e fracBes obtidos das flores.
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1.3 MATERIAIS E METODOS

As amostras das flores de oito espécies vegetais foram coletadas no Sitio
Riacho, municipio de Vieiropoles, Paraiba nos anos de 2016 e 2017. Uma exsicata de
cada uma das espécies encontra-se depositada no Herbario Vasconcelos Sobrinho,
Universidade Federal Rural de Pernambuco (Tabela I.1). As espécies foram
cadastradas no Sistema Nacional de Gestdo do Patrim6nio Genético (SisGen) com
namero A0492CA.

Tabela 1- Espécies vegetais coletadas e nUmero das exsicatas

NUumero Familia Nome cientifico Nome popular
da

exsicata
54001 Euphorbiaceae. Croton heliotropiifolius Velame
53997 Euphorbiaceae. Croton blanchetianus Marmeleiro
53999 Euphorbiaceae Jatrohpa mollissima Pido
54002 Leguminosae Geoffroea spinosa Marizeira
53530 Leguminosae Mimosa tenuiflora Jurema preta
53998 Cleomaceae Cleome spinosa Mussambé
53528 Combretaceae Combretum leprosum Mofumbo
54000 Nyctaginaceae Boerhavia diffusa Pega-pinto

Fonte: A autora (2019)
1.3.1 Equipamentos e reagentes

Os espectros de infravermelho foram registrados em pastilhas de KBr usando
um espectrofotbmetro Varian 640 FTIR (Varian, Palo Alto, CA, EUA) com um
acessorio PIKE ATR operando na faixa de 4000-400 cm™. Os espectros de RMN H
e 13C foram obtidos usando um espectrometro Bruker DPX300 (300 MHz para 'H e 75
MHz para '3C) em DMSO-ds. O UPLC-ESI-qTOF-MS/MS foi obtido no modo negativo
de ionizacédo, utilizando-se um cromatografo liquido de ultra eficiéncia ACQUITY
UPLC H-Class (Waters Corporation. Milford, MA, EUA) acoplado a um espectrometro
de massas XEVO-G2XSQTOF (Waters, Manchester, UK) com ionizagcdo por
eletrospray (ESI) no modo negativo. O detector analitico foi um Waters Acquity PDA,
ajustado para uma faixa de comprimento de onda de 200-800 nm. A separacéo
cromatografica dos compostos foi realizada utilizando uma coluna Acquity BEH C18
(50 mm x 2,1 mm i.d., tamanho de particula 1,7 ym) (Waters, Milford, MA, EUA). A
temperatura da coluna foi mantida a 40 °C. As fases moveis consistiam em agua com

acido férmico a 0,1% (solvente A) e acetonitrila com &cido férmico a 0,1% (solvente
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B) foram bombeadas a uma fluxo de 0,4 mL.mint. O programa de eluicdo com
gradiente foi o seguinte: 0-5 min, 5-10% B; 5-9 min, 10-95% B. Para o isolamento dos
compostos foi usado o Cromatografo Liquido de Alta Eficiéncia (CLAE-DAD)
Shimadzu Prominence modelo CMB-20A (Shimadzu Corporation, Kyoto, Jap&o)
equipado com um detector UV-Vis (SPD-20A), forno de coluna (CTO-20A), bomba de
solvente (LC-20AD) e coluna Luna Phenomenex C-18 (250 mm x 21,2 mm X 4 um)
com uma fluxo de 16 mL.min%. Os solventes H20 Mili-Q (A) e metanol: acetonitrila
grau HPLC (1: 1, B) foram utilizados como fases mdveis nos seguintes gradientes de
eluicdo: 1-10 min, 50-100%; B 10-25 min, 100% B. Foram usados filtros 0,45 ym de
diametro (Supelco) para filtracdo das amostras e dos solventes. Para a realiza¢ao dos
testes antioxidantes e teor de fendlicos totais foram utilizados os reagentes Sigma-
Aldrich: DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazila), Trolox (6-hidroxi- 2, 5, 7, 8-
tetrametilcromano-2-acido carboxilico 97%), Folin-Ciocalteu e MercK: ABTS [2,2’-

azinobis- (acido 3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico)]

1.3.2 Obtencéo e fracionamento dos extratos das flores

As flores frescas foram maceradas e submetidas a extragdo com etanol em
banho de ultrassom. As solucdes extrativas obtidas foram filtradas e concentradas em
rotaevaporador sob pressdo reduzida a temperatura de 40 °C. Parte dos extratos
etandlicos de cada espécie foi dissolvido em uma mistura de MeOH/H20 (1:1) e
posteriormente fracionado usando n-hexano (3 x 100 mL) e acetato de etila (3 x 100
mL). As fases obtidas foram concentradas em rotaevaporador, obtendo-se as fracbes

hexanica, acetato de etila e MeOH/H20 (Tabela 2).

Tabela 2- Pesos das flores frescas, extrato, rendimento, extrato utilizado para particdo
e fracoes

Espécie Flores Ext. Rto Ext. Fr. Fr. Fr.
(9) EtOH % EtOH Hex AcOEt MeOH/H20
(9) (Part.g) (9) (9 (9)
C. heliotropiifolius  265,0 10,85 4,08 5,25 0,82 2,06 1,69
C. blanchetianus 260,0 12,08 4,64 5,03 1,28 1,27 1,98
J. mollissima 320,0 18,14 5,66 5,00 0,25 1,35 0,27
G. spinosa 300,0 17,31 5,77 5,01 0,51 0,50 0,43
M. tenuiflora 89,0 589 6,61 3,07 0,72 1,48 0,79
C.spinosa 90,0 406 461 2,68 0,21 0,91 1,55
C. leprosum 279,0 33,80 12,11 5,03 0,32 3,89 0,80
B. diffusa 1950 9,60 4,92 5,00 0,56 0.92 0.39

Fonte: A autora (2019) -Ext: extrato; Rto: rendimento; Part: particdo; Fr: fracao.
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1.3.3 Isolamento e identificacdo dos constituintes quimicos da frac&do acetato
de etila das flores de Croton heliotropiifolius e Croton blanchetianus

O isolamento dos compostos da fracdo acetato de etila das flores de C.
heliotropiifolius (1,55 g) e C. blanchetianus (0,89 g) foi realizado em CLAE-DAD
semipreparativo. Apos a coleta dos picos o solvente foi evaporado com o auxilio de
rotaevaporador (Esquemas 1 e 2), (4a,5a,6a,10a,12a,13a,14a,16a e 17a, sdo os

nameros dessas substancias no cromatograma de massas).

Esquema 1- Isolamento dos constituintes quimicos da fracdo AcOEt das flores de C.

heliotropiifolius

[ Fr. ACOEt (1,55 g) ]

CLAE-DAD preparativo

V.2 (4a, 5a, 6a) V.3 (10a) V.4 (12a,13a, 14a),
(215,1mg) (87,1mg) (50,3mg)

Fonte: A autora (2019)

Esquema 2- Isolamento dos constituintes quimicos fracdo AcOEt das flores de C.

blanchetianus

[ Fr. ACOEt (0,890 g) }

CLAE-DAD preparativo

M.2(4a,5a,6a) M.3 (16a) M.4(17a)
(68,9 mg) (30,5 mg) (27,8 mg)

Fonte: A autora (2019)

As estruturas dos compostos isolados denominados V2 (4a, 5a e 6a), V3 (10a),
V4 (12a,13a e 14a), M2, M3 (16a) e M4 (17a),foram estabelecidas com base nos dados
obtidos por espectroscopia de RMN de 'H e *C em modo APT, andlises de MS e

MS/MS de alta resolucdo e comparacdo com dados da literatura. As substancias
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presentes na fracdo AcOEt de todas as espécies em estudos foram tentativamente
identificadas utilizando a analise por UPLC-PAD-TOF-MS.

1.3.4 Teor de fendlicos totais

O teor de fendlicos totais do extrato bruto e das fracdes hexanica, AcOEt e
MeOH:H20 de cada uma das amostras das flores foi determinado pelo método
espectrofotométrico de Folin-Ciocalteu (SINGLETON et al.,1999; SLINKARD et al.,
1977) com modificagdes, empregando-se o acido galico como composto fendlico
padrao. Inicialmente o extrato foi solubilizado em EtOH com concentracao final de 5,0
mg/mL. Uma aliquota de 10 pL da solucdo do extrato foi transferida para um
Eppendorf, adicionando-se 10 uL do reagente de Folin-Ciocalteau e 450 uL de agua
destilada, agitando-se por 1 min. Em seguida, 30 pL de Na2COs (15%) foram
acrescentados a mistura e agitados por 30 segundos, resultando na concentracgao final
del00 pg/mL. ApGs duas horas, a absorbancia de cada amostra foi medida em
espectrofotdometro de Elisa UV-Vis em 760 nm, empregando-se placas de 96 pocos.
As andlises foram realizadas em triplicata e o teor de fendlicos totais (FT) foi
determinado por interpolacdo da absorbancia das amostras contra uma curva de
calibracdo construida com solu¢cdes do padrdo do &cido galico em varias
concentracfes (1 a 12,5 pg/mL) e expressos como miligrama equivalente ao acido
galico por grama de extrato (mg EAG/Q), considerando-se o erro padrdo da média (E.
P. M.). A equacéo da curva de calibragéo do &cido galico foi: y = 0,0659x+0,2086, com
o coeficiente de correlacédo de R?= 0,9551, onde x é a concentracdo do acido galico e

Y é a absorbancia a 760 nm.

1.3.5 Avaliacéo do potencial antioxidante

1.3.5.1 Avaliacdo da atividade sequestradora do radical DPPH

A atividade foi realizada seguindo-se a metodologia descrita por (SILVA et al.,
2006a). A solucéo estoque foi preparada nas concentracdes de 0,1; 0,5; 1,0 e 5,0
mg/mL. Através de analise preliminar quantidades apropriadas das solucdes estoque
e da solugcao de DPPH (23,6 pg/mL em EtOH) foram transferidas para eppendorfs de

0,5 mL e o volume foi completado para 500 pL com EtOH. Cada concentracao foi
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analisada em triplicata. Apés 30 minutos de agitacdo em aparelho de ultrassom a
guantidade de radicais DPPH-foi registrada em aparelho UV-Visivel no comprimento
de onda de 517 nm, utilizando-se placas de 96 pocos. Foi utilizado como controle
positivo o acido ascorbico.

A percentagem de atividade sequestradora (% AS) foi calculada pela equacéo:

100x(Abscontrole - Absamostra)

% AS =
% Abs controle

Onde Abscontrole € @ absorbéancia do controle, contendo apenas a solug¢do do
radical DPPH em EtOH e Absamostra € @ absorbéncia do radical na presenga da amostra
ou do controle positivo. A eficiéncia antirradicalar foi estabelecida utilizando a analise
de regresséo linear no intervalo de confianca de 95% (p < 0,05) obtido pelo programa
estatistico GraphPad Prism 5.0 (DEMO). Os resultados foram expressos através da
concentracdo da amostra necessaria para obter metade da atividade sequestradora

dos radicais DPPH mais ou menos o erro padrao médio (CEso + E.P.M.).

1.3.5.2 Avaliacéo da atividade sequestradora do cation radical ABTS™

A analise foi realizada de acordo com a metodologia de RE et al., (1999). A
solucado do cation radical ABTS* foi preparada pela mistura de uma solucédo de ABTS
(7,0 mM) com uma solucdo de persulfato de potassio (140,0 mM), ambas em agua
destilada. A solucéo foi mantida sob abrigo da luz a temperatura ambiente durante um
periodo de 14 horas antes do uso. Em seguida a solucdo do radical ABTS * foi diluida
com etanol (1:100 v/v, aproximadamente) até uma absorbancia (A) de 0,7 = 0,05 no
comprimento de onda de 734 nm, em UV-Visivel, a uma temperatura de 30 °C. As
solucdes estoque dos extratos e fracdes das amostras das flores foram preparadas
em EtOH nas concentragbes 0,1; 0,5; 1,0 e 5 mg/mL. Através de triagem preliminar
quantidades apropriadas das solugbes das amostras das flores e da solucdo de
ABTS* foram transferidas para Eppendorfs de 0,5 mL e o volume foi completado para
500 pL com EtOH. As concentragdes finais variaram de 1,0 a 150,0 pg/mL. O trolox,
um analogo da vitamina E, solivel em agua, foi utilizado como composto padrédo. Cada

concentracéo foi testada em triplicata. As solu¢des foram agitadas e, apds 6 minutos
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de reacdo, a absorbancia das amostras e do padrdo foram medidas em um
espectrofotometro de UV-visivel em comprimento de onda de 734 nm. A percentagem

de atividade sequestradora (% AS) foi calculada pela equagao:

100x(Abscontrole - Absamostra)
Abs controle

% AS =

Onde Abscontrole € a absorbéancia do controle, contendo apenas a solugéo
alcodlica do radical ABTS*, e Absamostra € @ absorbancia do radical na presenca resina
ou do padrdo. A eficiéncia antirradicalar foi estabelecida utilizando a andlise de
regresséo linear no intervalo de confianga de 95% (p < 0,05) obtido pelo programa
estatistico GraphPad Prism 5.0 (DEMO). Os resultados foram expressos através da
CES50 £ E.P.M.

1.3.6 Analises estatisticas

Todas as amostras foram analisadas em triplicata e os dados foram expressos
como média + desvio padrao da média. As amostras foram submetidas a analises de

variancia (ANOVA), as diferengcas com p < 0.05 foram consideradas significantes.
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1.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram analisadas as fracdes acetato de etila das flores de 8 espécies de
plantas distribuidas em 5 familias: C. heliotropiifolius, C. blanchetianus e J. mollissima
(Euphorbiaceae), G. spinosa e M. tenuiflora (Leguminosae), C. spinosa (Cleomaceae),
C. leprosum (Combretaceae) e B. diffusa (Nyctaginaceae). A fracdo acetato de etila
foi escolhida como fracdo de trabalho por apresentar maior variedade de compostos
de alta a média polaridade. Além disso, o maior rendimento calculado também foi

considerado na escolha.

1.4.1 Analise por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE-DAD) das
fracbes AcOEt das flores de Croton heliotropiifolius e Croton blanchetianus

A analise dos cromatogramas obtidos por CLAE-DAD analitico e os espectros
de ultravioleta (Figuras 1.10 e 1.11) mostram que o extrato AcCOEt das espécies C.
heliotropiifolius e C. blanchetianus apresenta a presenca de flavonoides, uma vez que
foi possivel visualizar bandas de absorcao na regidao de UV entre 305-390 nm e 220-

300 nm, caracteristicas destes compostos (LIN et al., 2012).

Figura 10- Cromatograma (CLAE-DAD) (A) e espectros de UV (254 nm) (B) dos picos
obtidos da fracdo AcOEt de C. heliotropiifolius

111111
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Figura 11- Cromatograma (CLAE-DAD) (A) e espectros de UV (254 nm) (B) dos picos
obtidos da fracdo AcOEt de C. blanchetianus
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1.4.2 Identificacdo estrutural das substancias isoladas

Apoés analise por CLAE-DAD analitico, as fracdes AcOEt das flores de Croton
heliotropiifolius (velame) e Croton blanchetianus (marmeleiro) foram submetidas as
andlises por CLAE-DAD semipreparativo para o isolamento das principais
substancias, com isto foram isolados os compostos: V.2 em mistura [rutina (4a),
hiperina (5a) e isoquercertina (6a)], V.3: quercitrina (10a), V.4 em mistura 6"-O-p-
hidroxicoumaroil-g-galactopiranosil-canferol (12a), tilirosideo (13a) e metoxi-
tilirosideo (14a), para C. heliotropiifolius e M.2 em mistura que resultou ser igual que
V.4, M.3: 3,7-dimetilquercetina (16a), M.4: pachipodol (17a) para C. blanchetianus. A
determinacao estrutural dessas substancias foi realizada com base nas técnicas de

RMN unidimensionais (*H e 13C-APT), ESI-MS e comparacédo com dados da literatura.

1.4.2.1 Determinacdo estrutural da mistura V.2 (4a, 5a e 6a), isolada da fracdo AcOEt

das flores C. heliotropiifolius

A fracdo denominada V.2 foi isolada como uma mistura de substancias, obtida
como um solido amorfo amarelo-claro. O espectro de infravermelho (Figura 12)
mostrou uma banda em 3369 cm, sugerindo grupo OH fendlico e/ou de alcool. Esta
absorcao foi corroborada pelo pico em 1202 cm?, tipico de deformacéo axial de C-O.
Absorcdes para deformacao axial de C=C de aromaticos foram observadas entre 1606
e 1448 cml. Uma absorcdo em 1656 cm™ permitiu inferir sobre a presenca de
carbonila conjugada ou formando ponte de hidrogénio (PAVIA et al, 2010).

O espectro de RMN de 'H (Figura 13) mostrou sinais em dn 12,65-12,60,
caracteristicos de um grupo hidroxila em C-5 em unidade de flavonol e a existéncia
de dupletos com integracéo para um hidrogénio cada, em 6+ 6,20-6,41(1H,d,J=2,0),
carateristico de hidrogénios meta-acoplados, tipicos do anel A.Também foi observada
um conjunto de sinais na regido de hidrogénios aromaticos. que foram atribuidos ao
sistema ABX de um anel aromatico tri substituido (anel B). Além disso, 0 espectro
apresentou um conjunto de sinais na regiao entre 3,0 e 4,0 ppm, caracteristicos de
unidades glicosidicas (hidrogénios ligados a carbonos oxigenados) além dos sinais
em o1 0,99 o0 que indica a presenca de ramnose como unidade glicosidica. Os

dupletos em &n 5,46 e 5,38 (1H, J= 7,2 Hz) caracteristicos de hidrogénio anomérico
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de B-glicosideo (PEREIRA et al., 2012). Estés dados sugerem que a mistura de
compostos sao flavonoides glicosilados.

O espectro de APT (Figura 14) corroborou a proposta de natureza glicosidica.
Apresentou sinais de carbono carbonilico em &¢c 177,5 e 177,7 referentes ao C-4 e
sinais de carbonos nédo hidrogenados respectivamente. Além disso, observou-se a
presenca de sinais de carbonos oxigenados na regiao entre 6c 61,4 — 78,0 bem como,
um sinal em &c 100-102 atribuido ao carbono anomérico de unidade glicosidica,
também foi observada sinais em &c 17,7 carateristicos do C-6 da ramnose, 0s
acucares glicose e galactose foram identificadas pelos deslocamentos quimicos dos
C-4.

O valor do deslocamento observado para o C-3 permitiu determinar a posicao
da ligacdo glicosidica em C-3 (DA ROSA et al., 2010). Os valores obtidos nos
espectros de RMN estdo nas Tabelas 3, 4, 5.

O espectro de massas de alta resolucdo (Figura 15), obtido por ionizagdo por
eletrospray, operando em modo negativo, corroborou a presengca da mistura de
compostos e exibiu picos das moléculas desprotonadas em m/z 463,0882; 463,0883
[M-H]" compativel com a férmula C21H20012 e m/z 609,1462 indicando a férmula
molecular C27H3z0016. OS compostos com m/z 463 apresentaram ion produto em m/z
301.0345 formado pela perda de uma unidade de acucar (Figura 16), no caso do
composto 609 gerou fragmentos em m/z 463 e 301 indicando as perdas de glicose
(162 Da) e ramnose (146 Da). Os dados sdo compativeis com a hiperina (3-O--D-
galactopiranosil quercetina), isoquercertina (quercetina-3-O-B-D-glicosideo) e
rutina(quercetina-3-O-ramnosilglicosideo).

A ocorréncia destes flavonoides ja foi anteriormente relatada para outras
espécies vegetais, hiperina foi isolada do extrato butandlico da parte aérea de Croton
campestres (SANTOS; SCHRIPSEMA; KUSTER, 2005), isoquercertina isolada de
folhas Croton pedicellatus (LOPES et al., 2012)
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Tabela 3- Dados de RMN de 'H e 3C-APT (500 e 75 MHz, DMSO-ds) da substancia
4a (rutina). dados da literatura em (DMSO-ds)

C 5 3C 5 'H *5 13C *5 1H

2 156,2 156,5

3 133,5 133,2

4 177,5 177,3

5 161,2 161,2

6 08,7 6,20 (d:2,5) 98,7 6,20 (d:2,1)
7 164,1 164,5

8 93,5 6,40 (d; 2.1) 93,6 6,40(d, 2,1)
9 156,4 156,4

10 102,0 103,7

1’ 121,1 121,5

2’ 116,2 7,51(d;2,4) 116,2 7,52 (d, 2,0)
3’ 115,2 115,2

4 148,5 148,5

5’ 115,4 6,82 (d; 8,7) 115,2 6,83 (d, 9,0)
6’ 121,6 7,68 (dd; 2,2;7,9) 121,0 7,75 (dd, 2,4;7,8)
1” 100,8 5,46 (d: 7,2) 101,2 5,44 (d, 7,2)
2” 76,5 75,8

3” 73,5 74,4

4” 69,9 69,9

5” 77,6 76,4

6” 65,1 66,9

1 100,8 4,44 100,7 4,38 (d:1,0)
2" 70,6 70,5

3 70,0 70,3

4 71,2 71,8

5 68,3 68,2

6" 17,7 1,0 (d;6,1) 17,6 0,99 (d;6,0)

Fonte: A autora (2019)-*Deslocamentos quimicos da literatura (MOURA; VILEGAS,;

SANTOS, 2011)
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Tabela 4- Dados de RMN de 'H e 3C-APT (500 e 75 MHz, DMSO-ds) da substancia

5a (quercetina-3-O-B-galactosideo ou hiperina). dados da literatura em (DMSO-ds)

C 5 1°C 5 'H *5 135C *5 1H

2 156,4 156,8

3 133,5 134,1

4 177,7 178,0

5 161,2 161,7

6 08,7 6,21 (d:1,9) 99,2 6,20 (d:1,8)
7 164,1 164,8

8 93,5 6,41 (d;1,9) 94,0 6,41(d, 1,8)
9 156,4 156,7

10 104,0 104,3

1’ 121,1 121,6

2’ 115,9 7,54(d;2,2) 116,5 7,54 (d, 2,2)
3’ 145,2 145,3

4 148,5 149,3

5’ 115,2 6,82 (d: 8,7) 115,6 6,82 (d, 8,4)
6’ 122,0 7,66 (dd;2,1;8,3) 122,5 7,66 (dd, 2,2:8,8)
1” 102,0 5,38 (d: 7,6) 102,3 5,37 (d, 7,5)
2” 71,2 3,57 (m) 71,7 3,57 (m)

3” 73,2 3,37 (M) 73,7 3,38 (M)

4” 68,0 3,66 (M) 68,4 3,66 (M)

5” 75,8 3,27 (m) 76,2 3,34 (m)

6” 60,1 3,45 (m) 60,4 3,31 e 3,46 (M)
5(0H) 12,64

Fonte:A autora (2019)-*Deslocamento quimico da literatura (RODRIGUES et al.,

2009),
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Tabela 5- Dados de RMN de 'H e 3C-APT (500 e 75 MHz, DMSO-ds) da substancia

6a (isoquercetina). dados da literatura em (DMSO-ds)

C 5 13C 5 'H *5 135C *5 1H

2 156,3 156,4

3 133,5 133,3

4 177,5 177,5

5 161,2 161,3

6 98,7 6,20 (d; 2,5) 98,7 6,20 (d: 2,1)
7 164,1 164,2

8 93,5 6,40 (d; 2,14) 93,6 6,41 (d; 2,1)
9 156,3 156,3

10 104,0 104,1

& 121,1 121,3

2’ 116,2 7,56(d; 2,1) 116,3 7,57 (d: 2,2)
3’ 144.8 144,8

4 148,5 148,5

5’ 115,4 6,84 (d; 8,7) 1153 6,84 (d; 8,0)
6’ 121,6 7,58 (dd; 2,1:8,8) 121,6 7,58 (dd; 2,2;8,0)
17 101,8 5,46 (d; 7,4) 101,0 5,45 (d; 7,5)
2” 74,1 3,24 (m) 74,2 3,23 (M)

3” 76,5 3,24 (m) 76,6 3,23 (M)

4” 70,0 3,08 (m) 70,0 3,09 (m)

5” 77,6 3,32 (m) 77,5 3,32(d; 11,4)
6” 60,9 3,57 (M) 61,0 3,57 (d: 11,4)
5(0H) 12,65 12,64

Fonte:A autora (2019)-*Deslocamentos quimicos da literatura (RODRIGUES et al.,

2009).
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Figura 12- Espectro de IV da mistura V.2 (4a, 5a e 6a) em pastilha de KBr
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Figura 13- Espectro de RMN*H (A) e expansdes (B) da mistura V.2 (4a, 5a e 6a) em

DMSO-ds (500 MHz)
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Figura 14- Espectro de APT (A) e espacdao na regido 78-59 ppm (B) da mistura V.2
(4a, 5a e 6a) em DMSO-ds (75 MHZz)
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Figura 15- Cromatograma UPLC-DAD (A) e ESI pico ion base (BPI) (B) de V.2 (4a, 5a
e 6a) analisadas por UPLC-QTOF-MS
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Figura 16- Espectro de ions produtos para m/z 463,0867 6a (Isoquercetina) isolados

no extrato acetato de etila das flores de C. heliotropiifolius
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1.4.3.2 Determinacdo estrutural da substancia V.3 (10a), isolada da fracdo AcOEt das

flores de C. heliotropiifolius

A substancia 10a foi obtida como um soélido amorfo amarelo. A analise do
espectro de infravermelho desta substéncia (Figura 17) apresentou uma banda em
3367 cm* caracteristica de grupos hidroxila (OH) e em 1655 cm™ para estiramento
C=0 de carbonila, além dos estiramentos em 1605, 1508 e 1449 cm* para a ligacéo
C=C de aromatico e em 1201 cm* atribuivel ao C-O.

O espectro de RMN de *H em DMSO-ds (Figura 18) apresentaram sinais
caracteristicos de flavonoides. O sinal em én 12,65 € caracteristico de ligagéo de
hidrogénio da hidroxila em C-5 com o carbono em C-4. A natureza aromatica foi
verificada pela presenca dos sinais na regiao de ox 6,20 a 7,30 no espectro de RMN
de 'H e &¢c 104,00 a ¢ 178,00 no espectro APT (Figura 19) (SANTOS; SCHRIPSEMA;
KUSTER, 2005).

Os sinais em 6+ 7,29 (d, J=2,2 H-2’), 61 6,86 (d, J=8,4 H-5") e 6K 7,25 (dd, J=2,2;

8,4 H-6’) mostraram um sistema de acoplamento com caracteristica de um anel B



53

substituido em 3', 4'. Os protons aromaticos meta-acoplados de um anel A-5,7-
substituido a én 6,20 (d, J=2,0) e on 6,38 (d, J=2,0) referentes a H-6 e H-8 do
respectivamente confirma a identidade da porgéao flavonoide principal como quercetina
(DEVI; KUMAR, 2018). A presenca da unidade glicosidica foi confirmada pelo conjunto
de sinais entre én 5,24 e 6n 0,81 sendo o sinal em 6w 5,24 (1H, d, J = 1,44)
caracteristico do hidrogénio anomérico H-1" correspondendo a configuragao a para o
carbono anomérico (AGRAWAL, 1992). A presenca do sinal em 61 0,81 (3H, d, J =
6,0) referente ao H-6" indicam que a unidade glicosidica presente na molécula é a
ramnose, quando a ramnose ocorre na posicao 3, o valor de deslocamento quimico
dos hidrogénios metilicos e anomeéricos ficam entre éu 0,72-0,86 e &1 4,96-5,36,
respectivamente(SILVA et al., 2005). Os demais sinais entre on 3,0 e 6n 4,0 sdo
referentes aos demais hidrogénios.

O espectro de APT (Figura 19) mostrou sinais para 21 carbonos, sendo 15 para
a unidade de flavonoide e 6 para a unidade glicosidica. O sinal em &c 177,7 foi
atribuido ao carbono da carbonila C-4 e o sinal em &¢c 101,8 ao carbono anomeérico.
Os demais sinais em torno de &c 70,0 séo caracteristicos da ramnose.

O espectro de ESI-MS (Figura 20) apresentou um pico de ion molecular m/z
447,0937 [M-H]- compativel com a formula C21H20011 e fragmento em m/z 300,022
corresponde a perda de uma unidade de ramnose (Figura 21). Com base nos dados
obtidos e comparacdo com os dados da literatura (Tabela 6), foi possivel identificar a
substancia como quercitrina (SILVA et al., 2005), isolada do extrato acetato de etila
da partes aéreas de Bidens sulphurea (RODRIGUES et al., 2009) e do extrato
butandlico da parte aérea de Croton campestres (SANTOS; SCHRIPSEMA; KUSTER,
2005).
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Tabela 6- Dados de RMN 'H e 3C-APT (500 e 75 MHz DMSO-ds) da substancia 10a

(quercitrina). dados da literatura em (DMSO-ds)

C &9C  &H *513C *5'H

2 1565 156,8

3 134,3 134,7

4 1778 178,2

5 161,3 161,8

6 987  621(d, 2,14) 99,3 6,20(d, 2,2)
7 164,2 164,9

8 937  6,40(d,1,98) 94,2 6,38(d, 2,2)
9 157,3 157,0

10 104,1 104,5

1" 1207 121,3

2’ 1156  7,31(d, 2,14) 116,2 7,29(d, 2,2)
3’ 1453 145,7

4 1485 149,0

5 1155  6,88(d,8,39) 116,0 6,88(d, 8,0)
6 121,2  7,27(dd, 2,14:8,24) 121,7 7,25(dd, 2,2:8,0)
1”7 101,8 5,26(d, 1,22) 102,4 5,28(d,1,14)
2” 70,1  3,98m 70,6 3,98m

3” 70,4  3,85m 71,7 3,75m

47 712  321m 71,1 3,21m

57 70,6  3,52(d, 8,7) 70,9 3,50m

6” 175  0,82(d, 6,1) 18,0 0,80s

Fonte:A autora (2019)-*Deslocamento quimico da literatura (RODRIGUES et al.,
2009).
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Figura 17- Espectro de IV da substancia 10a (quercitrina) em pastilha de KBr
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Figura 18- Espectro de RMN!H (A) e expansdes (B) da substancia 10a (quercitrina)
em DMSO-ds (500 MHz)
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Figura 19- Espectro de APT da substancia 10a (quercitrina) em DMSO-ds (75 MHZz)
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Figura 20- Cromatograma UPLC-DAD (320 nm) (A) e ESI pico ion base (BPI) (B) da
10a (quercitrina) analisadas por UPLC-QTOF-MS

V3 4: Diode Array
_ 035 Range: 2.244e-1
2105320
A
3.36
254.5320
1.5e-14
o)
T 10e
5.0e-21
0.37
1 m 2105920
0'07 T T T T T T T T T T T
0.50 1.00 1.50 2.00 2.50 3.00 3.50 4.00 4.50
V3 2: TOF MS ES-
i 3.41 BPI
98 a70se7) 102 1.9666
B
!
304 319
593.1449 447.0897
-2 : : : : : : : : : : : . . . : : : : Time
0.50 1.00 1.50 2.00 2.50 3.00 3.50 4.00 4.50
Fonte:A autora (2019)

Figura 21- Espectro de ions produtos para m/z 447,0892 (quercitrina) isolado do

extrato acetato de etila das flores de C. heliotropiifolius
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1.4.2.3 Determinacdo estrutural da mistura V.4 (12a,13a e 14a), isolada da fracao

AcOEt das flores de C. heliotropiifolius

O composto foi obtido em mistura, como um solido amorfo amarelo. O espectro
de absorcéo na regido do infravermelho (Figura 22) apresentou bandas caracteristicas
de deformacdo axial de grupos hidroxila (3461 cm), carbonila 1710 cm™*(C=0) e
bandas a 1606 e 1500 cm(C=C de aromatico).

O espectro de RMN H (Figura 23) (500 MHz) mostra grupo de sinais na regiéo
aromatica entre 6-8 ppm que em conjunto com a senai em 12,60 ppm sugerem
estrutura de polifendis, o sinal a d1 12,60 ppm é caracteristico de um grupo hidroxila
C-5 quelado em uma estrutura de tipo flavonol (RODRIGUES et al., 2009). Além do
dupleto em &1 7,35(H-7") e 5,89 (H-8") com J =15,6Hz, carateristico de hidrogénio
olefinico em configuracdo trans, em sistemas carbonilico a, B insaturado que em
conjunto com os sinais em & 7,26 (1H, d, J = Hz, H-2"/6") e 6,69 (1H, d, J = Hz, H-
3"/5™), indicaram uma unidade p-cumaroil. Os sinais em & 6,12 (1H, d, J = 7,7 Hz, H-
1"), 4,80 (1H,t, J = 9,2 Hz, H-2"), 4,43 (1H, m, H-4"), 4,32 (2H, m, H-3"/5"), 4,94 (1H,
dd,J=11,0e 7,6 Hz, H-6"a) e 4,82 (1H, dd, J = 11,0 e 4,5 Hz, H-6"b), mostraram a
presenca de uma unidade de acucar (ADEROGBA et al., 2011; LOPES et al., 2012)
gue apos a comparacdo com dados da literatura foi identificado como a glicose e
galactose. O acoplamento diaxial (J = 7,7 Hz) entre prétons H-1" e H-2” sugeriram uma
configuracéo 8 para o residuo de acucar (AGRAWAL, 1992; DEVI; KUMAR, 2018)

O espectro de RMN de APT (75 MHz) (Figura 24) mostrou sinais caracteristicos
para uma flavona glicosilada, além destes sinais, observa-se um sinal em 6145,07
caracteristicos de carbono B carbonilico. A sinal do C-6" mostrou-se desprotegido
sugerindo uma substituicdo neste carbono em comparacdo com dados da literatura
(SILVA et al., 2006b). Também foi observado a presenga de metoxila, em on 3,81 e
OH 55,7 respectivamente, o que indica composto com grupo metoxila, cuja posic¢éo foi
definida através dos deslocamentos quimicos do C-3'. Os valores de deslocamento
guimico em entre 69,9-70 e 68 carateristicos de C-4 do acucar, foi util para diferenciar
a glicose e galactose

O espectro de massas de alta resolucdo obtido com ionizag&o por eletrospray
(ESI-MS) no modo negativo mostra pico de ions moleculares em m/z 593,1223 e
593,1249 [M-H] e m/z 623,1223, consistente com a férmula molecular C3oH26013 €

Cs1H28014 (Figura 25) o que indica uma mistura de substancias. Estes dados
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espectrais apresentados e na comparacao com os dados literatura (Tabela 7, 8 e 9),
permitiram determinar a mistura como sendo canferol-3-O-(6"-O-E-p-coumaroil)-B-D-
glucopiranosideo, conhecido como tilirosideo, 3'-metoxi-tilirosideo, isolados da fracdo
acetato de etila das folhas de Croton zambesicus (ADEROGBA et al., 2011) e do
extrato EtOH das folhas de C. pedicellatus (LOPES et al., 2012), canferol-3-O-(6"-O-
E-p-coumaroil)-p-D-galactopiranosideo, também isolado das folhas de C. pedicellatus
e (LOPES et al., 2012) e Rubus idaeus (GUDEJ, 2003).0s espectros de ions produtos
do tilirosideo e metoxi-tirilosideo sdo mostrados nas figuras (1.30 e 1.31).
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Tabela 7- Dados de RMN 'H e 3C-APT (500 e 75 MHz, DMSO-ds) da substancia 12a

(6"-O-p-hidroxicoumaroil-[1-galactopiranosil-canferol), dados da literatura em (MeOD)

C 5 3¢ 5 'H *513C_ *3 'H

2 160,0 159,1

3 135,7 133,5

4 175,8 179,7

5 161,1 161,6

7 164,1 166,1

9 156,2 158,4

10 103,8 105,5

1’ 122,2 122,6

4 160,0 161,2

17 124.,9 127,1

4 159,8 161,2

9" 166,1 168,7

CH

6 98,7 6,78 100,1 6,71

8 93,6 6,77 94,8 6,73

2,6’ 132,6 8,05 (d;8,8) 132,2 8,48 (d;8,6)

3,5’ 115,1 7,26 (d:8,9) 116,0 7,19 (d;8,6)

17 103,8 6,19 (d;7,7) 1050 6,12 (d;7,7)

2” 71,0 4,84 729 481

3" 72,9 4,06 749  4,33(m)

4” 68,2 4,30 70,6 4,43

5” 72,8 4,02 748 4,32

27 6”7 130,6 7,52 (d:8,0) 127,1 7,52 (d;8,9)

375" 1157 7,19 (d;8,6) 116,7 7,16 (d;8,9)

77 144.6 7,87 (d:15,7) 146,7 7,84 (d,15,8)

8" 114,6 6,67 (d;15,1) 114,9 6,48 (d,15,8)

CH2

6” 63,2 4,97 64,4  4,95(dd;10,9;7,7)
4,81 4,83(dd; 10,9:4,5)

Fonte:A autora (2019)-*Deslocamento quimico da literatura (VEGA et al., 2007).
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Tabela 8- Dados de RMN 'H e 3C-APT (500 e 75 MHz, DMSO-ds) da substancia 13a

(tilirosideo). dados da literatura em (DMSO-ds)

C 6 13C 5 H *$13C  *3IH

2 156,3 156,4

3 133,2 133,7

4 177,4 177,4

5 161,1 161,1

7 164,1 164,1

9 156,3 156,3

10 103,8 103,8

1’ 129,3 129,7

4 160,0 160,0

1" 124,9 124,9

4’7 159,8 159,8

9’ 166,1 166,2

CH

6 98,7 6,16 (d:2,1) 98,7 6,14 (d, 2,0)
8 93,6 6,40 (d:2,1) 93,4 6,38 (d; 2,0)
2’6’ 130,8 7,99 (d,8,8) 130,8 7,98 (d:8,7)
3,5 115,1 6,86 (d:8,8) 115,1 6,85 (d:8,7)
1” 100,9 5,43 (d.7,6) 100,9 5.44 (d,5)
2” 74,2 74,4

3” 76,2 76,2

4” 69,9 69,9

5” 74,1 74,1

27 6" 130,1 7,38 (d:8,5) 130,1 7,36 (d:8,7)
3.5 115,7 6,79 (d:8,8) 115,7 6,78 (d:8,7)
7 144.6 7,35 (d;16,4) 144.6 7,33 (d;15,9)
8" 113,6 6,10 (d;15,9) 113,6 6,10 (d;15,9)
CH2

6” 62,9 62,9

Fonte:A autora (2019)-*Deslocamento quimico da literatura (GUDEJ, 2003).
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Tabela 9- Dados de RMN 'H e 13C-APT (500 e 75 MHz, DMSO-ds) da substancia 14a

(metoxi-tilirosideo). dados da literatura em (MeOD)

C 5 13C 5 'H *5 135C *5 1H

2 158,7 157,3

3 133,0 133,9

4 177,5 177,9

5 160,7 161,5

7 163,8 164,5

9 156,4 156,9

10 103,0 104,2

1’ 121,9 122,5

3’ 146,8 146,8

4 149,5 149,4

17 125,3 125,6

4" 160,0 159,7

97 165,3 167,4

CH

6 98,1 6,13 (d;2,1) 98,8 6,13 (d, 2,1)
8 93,3 6,21 (d:2,0) 93,5 6,28 (d,1,7)
2’ 113,5 7,87 (d:2,1) 112,8 7,86 (d,2,1)
5’ 114,7 6,84 (d:8,8) 114,5 6,84 (d,8,8)
6’ 121,0 7,55(dd,2,1,8,3) 121,7 7,55 (dd,2,1, 8,4)
17 101,5 5,37(d, 7,6) 102,6 5,37 (d,7.8)
2” 74,2 74,5 3,53-4,30
3” 76,2 76,6

4” 70,0 70,4

5” 74,1 74,4

276”7  129,3 7,26 (d,8,9) 129,8 7,28 (d,8,7)
3”5”7 1156 6,80 (d:8,6) 115,4 6,80 (d,8,4)
7" 1446 7,38 (d: 16,6) 145,2 7,40 (d,15,9)
8" 113,3 6,12 (d:15,7) 113,3 6,09 (d,15,9)
CH2

6” 62,9 3,53-4,30 62,9 3.53-4.30
MeO- 4’ 557 3,81 55,3 3,80

Fonte:A autora (2019)-*Deslocamento quimico da literatura (ADEROGBA et al.,
2011).
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Figura 22- Espectro de IV da mistura V.4 (12a,13a e 14a) em pastilha de KBr
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Figura 23- Espectro de RMN'H(A) e expanséo(B) na regido de 9-4 ppm da mistura
V.4 (12a,13a e 14a) em DMSO-ds (300 MHz)
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Figura 24- Espectro de APT(A) e expansao na regido de 76-55 ppm (B) da mistura V.4

(12a,13a e 14a) em DMSO-ds (75 MHz)

A o

C NEAD W o gy oW
- L L -
1

i

\

L I, i
[ T T T ocHs

OH
o 3/ L
0 Ry
OH (0] " . 6"

12a:R1=R3=H, R,=OH
13a:R1=R,=H, R;=OH
14a:R1=OCH3’ R2=OH, R3=H

r—~ 1+ 1 1 "~ 1 ~ T _ ~ T "~ 1 "~ 1 "~ T ~ T T T
20 X0 180 60 140 11X W0 80 B0 4O HN 0 ppm

Fonte:A autora (2019)



65

™ - ~ ™ ] o~ @© - - o

o R o @ =1 o o ™ o & =

w - = o e — o o @ ™ oy

~ ~ o~ ~ ~ ~ o o w0 © 0w
C-6”

OCHs-3’
C-4” galactose
C-4” glicose
Fonte:A autora (2019)
Figura 25- Cromatograma UPLC-DAD (A) e ESI pico ion base (BPI) (B) da mistura V.4
(12a,13a e 14a) analisadas por UPLC-QTOF-MS
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Figura 26- Espectro de ions produtos para m/z 593,1249 isolados no extrato acetato

de etila das flores de C. heliotropiifolius
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Figura 27- Espectro de ions produtos para m/z 623,1335 isolados no extrato acetato

de etila das flores de C. heliotropiifolius
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1.4.2.4 Determinacdo estrutural da substancia M.3 (16a) isolada da fracdo AcOEt das

flores de C. blanchetianus

O composto 16a foi obtido como um sélido amorfo amarelo. O espectro de
absorcdo na regido do infravermelho IV (Figura 28) exibiu uma banda em 3669 cm™
indicativa de deformacéo axial de O-H. A banda em 2931 cm™t e 2949 cm indica
deformacdo axial de ligacdo C-H, também foi observado uma banda em 1657 cm™
relacionada a deformacdo axial de ligagdo de C=0O, provavelmente de carbonila
conjugada. A banda em 1479 cm™ relaciona-se a deformacéo axial de ligacéo de C=C
de anel aromatico e bandas em 1165, 1006 e 850 cm* sdo indicativas de deformacées
angulares de ligagdo C-H de anel aromatico.

O espectro de RMN de 'H (Figura 29) mostrou sinais na regido aromaticos
equivalentes a o1 6,37 e 01 6,71 , OH 7,48, dH 6,90 e dH 7,59. Duas absorcdes em OH
3,86 e dx 3,80 confirmaram a presenca de dois grupamentos metoxilas e observou-se
também, sinal em dn 12,96 tipica de uma hidroxila fendlica na posicdo C-5. Com isto
pode-se concluir que é um flavonoide dimetoxilado derivado da quercetina (SANTOS,;
SCHRIPSEMA; KUSTER, 2005).

O espectro de RMN de 3C (Figura 30) revelou ressonancias de 17 carbonos,
correspondentes a dez atomos de carbono ndo hidrogenados, cinco mono
hidrogenados e dois de grupamentos metoxilas. Os sinais em dc 177,75 indicam a
presenca de carbono de grupos carbonila de cetonas conjugadas; confirmando a
sugestédo fornecida através de dados obtidos no espectro na regidao do infravermelho,
as metoxila foram ligadas de acordo com o descrito por SILVA et al. 2009, onde
carbonos metoxilicos localizados em sistemas aromaticos com impedimento estérico
aparecem em torno de dcns 60, revelando diferenca quando se compara com valores
em torno de dcH3 56 observados quando se encontram em posicdes livres de influéncia
estérica (sem substituintes nas duas posi¢cdes orto). o sinal em &cHs 59,6 foi
consistente com a metoxilagdo no C-3 e em dchs 55,6 definida para a posicéo C-7.

O espectro de massas de alta resolucdo obtido com ionizag&o por eletrospray
(ESI-MS) (Figura 31) no modo negativo mostra pico de ion molecular em m/z 329,0615
[M-H] compativel com uma massa molecular Ci17H1407 e ions fragmentos em m/z
314,0660 [M-H-CH3],299,0191 [M-H-2CHzs], 271,0231 [M-H-2CH3-CO]J (Figura 32).

Baseados nos dados espectrais apresentados e na comparacao com os dados

descritos na literatura (Tabela 10), foi possivel concluir que M3 tratava-se de um
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derivado dimetoxilado da quercetina denominado 3,7-dimetoxiquercetina, ja isolado
anteriormente da planta Lurrea cuneifélia (VALESI et al., 1972) e partes aéreas de
Heliotropium taltalense (BRITO et al., 2016).

Tabela 10- Dados de RMN 'H e 13C-APT (500 e 75 MHz, DMSO-ds) da substancia
16a (3,7-dimetoxiquercetina). dados da literatura em (DMSO-de)

C 5 3¢ 5 'H 5 13C *5 1H

2 156,2 156,2

3 136,6 137,8

4 177,7 177,9

5 160,9 160,9

7 165,1 165,00

9 155,9 155,9

10 105,2 105,1

1’ - 120,4

3’ 145,3 145,3

4 148,9 149,0

CH

6 97,8 6,375 97,6 6,37s

8 92,4 6,71s 92,1 6,71s

2’ 115,5 7,48s 115,4 7,49s

5’ 115,7 6,90(d,8,4) 115,6 6,91(d,8,3)
6’ 120,6 7,59(dd,8,4) 120,6 7,59(dd;8,3)
MeO-3 59,6 3,80 59,6 3,80
MeO-7 55,6 3,86 56,0 3,87

OH-5 12,66 12,68

Fonte:A autora (2019)-*Deslocamento quimico da literatura (BRITO et al., 2016).
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Figura 28- Espectro de IV da substancia 16a (3,7-dimetoxiquercetina) em pastilha de
KBr
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Figura 29- RMN de 'H da substancia 16a (3,7-dimetoxiquercetina) em DMSO-de
(300MH2z)
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Figura 30- Espectro de APT (A) e expansbGes (B) da substancia 16a (3,7-

dimetoxiquercetina) em DMSO-ds (75 MHZz)
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Figura 31- Cromatograma UPLC-DAD (320 nm) (A) e ESI pico ion base (BPI) (B) de
16a (3,7-dimetoxiquercetina) analisadas por UPLC-QTOF-MS
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Figura 32- Espectro de ions produtos para m/z 329,0610 (3,7-dimetoxiquercetina)

isolada da fracéo acetato de etila das flores de C. blanchetianus
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1.4.2.5 Determinacéao estrutural da substancia 17a isolada da fracdo AcOEt das flores

de C. blanchetianus

O espectro de absorcdo na regido do infravermelho (Figura 33) apresentou
banda intensa em 3397 cm! relativa a deformacéo axial de O-H de fenol, a absorgéo
em 1659 cm? foi atribuida a carbonila conjugada, banda em 2926 referente a
deformacédo axial das ligacdes C-H de carbono sp3; as bandas em 1598 e 1500 cm™
foram atribuidas a deformacdes axiais das ligacbes C=C de aromaticos. Ainda foi
observada uma banda em 1256 cm, atribuida a deformacéo axial da ligacédo C-O de
éteres aromaticos.

O espectro de RMN !H (Figura 34) apresentou um sinal em dx 12,65
caracteristicos de hidrogénio de hidroxila em ponte com carbonila, observada
normalmente em espectros de hidrogénio de flavonoides (SILVA et al., 2006b), sinais
caracteristicos de hidrogénios aromaticos na faixa de dn 6,36-7,71; bem como trés
sinais de hidrogénios metoxilicos em &u 3,81; 3,87; 3,93. Os dupletos em &+ 6,37 € dH
6,45 correspondentes aos carbonos 6 e 8, sdo carasteristicos de flavonas e que
contém sustitucdo nos carbonos 5 e 7, também foram observadas um conjunto de
sinais em on 7,68 (J=8,5; 1,9 Hz), d1 7,05 (J = 8,4 Hz) e 617,71 (J = 1,8Hz) sugerindo
substituicdes nos carbonos 3’ e 4’ do anel B.

A andlise do espectro de RMN 13C-APT (Figura 35) mostrou picos especificos
para flavonas substituidas na posicao 3, os sinais foram: éc 138,3; 155,6; 178,1;
referentes aos carbonos C-2, C-3 e C-4, respectivamente. Sendo assim, a estrutura
se trata de uma trimetoxiflavona dihidroxilada. O espectro revelou a presenca de 5
carbonos aromaticos (CH) e 3 carbonos metilicos (CH3) ligados a atomos de oxigénio,
caracteristicos de grupos metoxila (dc 59,7; 56,1 e 56,9). Por subtracéo dos sinais dos
espectros, constatou-se a presenca de 10 absorcdes relativas a carbonos nao
hidrogenados (C), dos quais o sinal em 8c178,14 foi atribuido a uma carbonila,
enquanto que os sinais em 0c165,7; 162,3; 157,0; 156,2; 148,6; 146,6 e 139,1 sao
consistentes com carbonos oxigenados. As posi¢cdes das metoxilas foram propostas
de acordo com o descrito por SILVA et al.,2009 e partir dos deslocamentos quimicos
dos carbonos.

O espectro de ESI-MS do composto (Figura 36) revelou pico de ion molecular

desprotonado em m/z 343,0974 [M-H];, correspondente a férmula molecular C1sH1607
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e ions produtos em m/z 328,0511, m/z 313,0272 formados pela perda de CHs e m/z
285,0327 [M-H-2CHs-COJ( Figura 37).

De acordo com os resultados obtidos e comparacéo com os dados da literatura
o composto foi identificado como 5,4’-dihidroxi-3,7,3’trimethoxiflavona conhecido
como pachipodol (Tabela 11) isolado anteriormente das partes aéreas de Croton
ciliatoglanduliferus (GONZALEZ-VAZQUEZ et al., 2006) e de Ballota glandulosissima
(CITOGLU et al., 2003).

Tabela 11- Dados de RMN 'H e 13C-APT (500 e 75 MHz, DMSO-ds) da substancia
17a (pachipodol). dados da literatura em (CDClI3)

C 5 3¢ 5 'H *5 135C *5 1H

2 155,6 156,2

3 138,3 139,1

4 178,1 179,0

5 160,9 162,3

7 165,2 165,7

9 156,3 157,0

10 105,3 106,3

1’ 122.,6 122,7

3’ 146,3 146,6

4 150,3 148,6

CH

6 97,8 6,39(d,2,11) 98,1 6,37(d, 2,11)
8 92,3 6,73(d,2,11) 92,4 6,45(d, 2,11)
2’ 111,0 7,73(d,1,38) 111,2 7,71(d, 1,8)
5’ 114,4 7,10(d,9,26) 114,8 7,05(d, 8,4)
6’ 120,1 7,61(dd, 2,20;8,71) 122,9 7,68(dd,1,9;8,5)
MeO-3 59,7 3,87 60,0 3,87

MeO-7 56,1 3,81 56,1 3,88

MeO-3' 56,9 3,93 56,4 3,99

OH-5 12,66 12,63

Fonte:A autora (2019)-*Deslocamento quimico da literatura (SILVA et al., 2006a).
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Figura 33- Espectro de IV da substancia 17a (pachipodol) em pastilha de KBr
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Figura 34- Espectro de RMN !H (A) e expansbes (B e C) da substancia 17a

(pachipodol) em DMSO-ds (300 MHz)
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Figura 35- Espectro de RMN APT (A) e expansdes (B e C) da substancia 17a

(pachipodol) em DMSO-ds (75 MHZz)
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Figura 36- Cromatograma UPLC-DAD (A) e ESI pico ion base (BPI) (B) de 17a
pachipodol analisadas por UPLC-QTOF-MS
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Figura 37- Espectro de ions produtos para m/z 343,0974 (pachipodol) isolados no

extrato acetato de etila das flores de C. blanchetianus
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Os compostos isolados da fracdo acetato de etila das flores das espécies C
heliotropiifolius, C. blanchetianus descritos neste trabalho estdo sendo relatados pela

primeira vez nestas espécies.
1.4.3 Caraterizacdo dos compostos por UPLC-DAD-QTOF MS

A Cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia Acoplada ao Detector de Arranjo
de Diodos e Espectrémetro de Massas por Tempo de Voo (UPLC-PDA-qTOF-MS/MS)
em modo negativo foi utilizada para identificar os compostos das fracdes acetato de
etila obtidas das flores. A identificacdo dos compostos foi possivel, devido aos tempos
de retencéo (Rt), absor¢bes maximas no UV, valores de massal/carga (m/z) dos ions
moleculares desprotonados, ions produtos e comparacdo com dados publicados na

literatura.
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1.4.3.1 Andlises por UPLC-PDA-qTOF-MS/MS da fracdo acetato de etila das flores
das espécies da familia Euphorbiaceae (C. heliotropiifolius, C. blanchetianus e J.

mollissima)

Os cromatogramas de UPLC-DAD a 320 nm e os cromatogramas dos picos
ions base (BPI) das espécies C. heliotropiifolius, C. blanchetianus sdo mostrados nas
Figuras (38 e 39) Os compostos tentativamente identificados em ambas espécies
estdo resumidos na (Tabela 12), a grande maioria sdo isdmeros como: 1a e 2a (865
Da); 5a e 6a (463 Da); 7a,8a,12 a e 13a (593 Da); 9a e 10a (447 Da). As estruturas
quimicas dos flavonoides foram propostas mediante as andlises dos ions produtos,
para os compostos glicosilados foram observados picos formados pela perda de
glicose (162 Da), ramnose (146 Da) e xilose (132 Da). Para os do tipo aglicona foram
observados picos comuns derivados da perda neutra de pequenas moléculas ou ions
como por exemplo CO (28 Da), H20 (18 Da) ou CHs (15 Da). Aléem da presencga dos
ions produtos resultantes da perda destas moléculas, em ambos tipos de flavonoides,
também aparecem outros fragmentos resultantes da quebra do anel C dos
flavonoides, clivagem retro Diels-Alder (RDA).

Os compostos la e 2a com pico de molécula desprotonada em m/z 865,1966
[M-H] e ions produtos em m/z 577,1360 produzidos pela perda de uma unidade de
catequina, m/z 407,0772 [M-H-catequina-170 Da], formado pela fragmentacdo Retro
Diels-Alder de uma unidade de catequina superior e perda do grupo B e eliminagao
de 4gua, provavelmente na posicdo 3-OH do anel F e o fragmento em m/z 289,0717
[M-H-2x(288 Da)] carateristico de perda de duas unidades de catequina, consistente
com trimeros de procianidinas do tipo B, (LI et al.,, 2015). Os compostos foram
identificados como sendo taninos condensados ou proantocianidinas formadas por
tres unidades de catequinas. As unidades nucleares séo ligadas por ligagdes carbono-
carbono (proantocianidinas do tipo B) ou por uma ligacao éter adicional O-7-C-2 (tipo
A proantocianidinas). Pode-se formar por unidades monomeéricas iguais ou diferentes,
as unidades podem ser, catequina, epicatequina, epiafelocina, afzelechina,
epigalocatequina, galocatequina epifisetinidol ,fisetinidol e epirobinetinidol e
robinetinidol (ZHANG; SUN; CHEN, 2017).

Os picos de molécula desprotonada em m/z 593,1301 [M-H] (12a e 13a) e ion
produto m/z 447,0920 [M-H-coumaroil], 285,0327 [M-H-coumaroil-hexose]-, foram
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identificados como 6"-O-p-coumaroil-S-galactopiranosil-canferol e tilirosideo. Os
compostos com pico de molécula desprotonada em m/z 623,1610 [M-H]- mostraram
fragmento em m/z 593.1971 produto da perda de grupo metoxi além dos ions
produtos, m/z 447,0901 [M-H-coumaroil] e m/z 315,0457 [M-H-coumaroil-hexoser,
com base dos fragmentos obtidos pode se determinar que eles apresentaram uma
estrutura parecida com os compostos anteriores, com um grupo metoxila. Foram
identificados como 3'-metoxi-tilirosideo (14a) e metoxi coumaroil-flavona-hexosideo.
Os compostos 12a,13a e 14a foram isolados neste trabalho da espécie C.
heliotropiifolius e C. blanchetianus.

Os compostos com molecula desprotonada em m/z 609,1461 (4a),
463,0881(5ae 6a) e 447,0939 (9a e 10a) mostraram fragmentos caracteristico pela
perda de unidades de hexose, no caso dos composto 4a 0s ions produtos em
447,0920 [M-H-ramnose] e 301,0372 [M-H-2xhexose], formados pela perda
consecutiva de unidades de acgucar o composto foi identificado como rutina. Os
compostos (5a e 6a), mostraram um fragmento principal em m/z 301,0372 indicativos
da perda de hexose estes compostos foram identificados como hiperina e
isoquercetina, no composto 10a foi observado ion produto em m/z 301,0372 perdas
de (146 Da), identificado como sendo a quercitrina, estes compostos foram isolado
neste trabalho da espécie C. heliotropiifolius, o composto 9a com ion produto em m/z
285,0380 perdas de (162 Da), ele foi identificado como derivado glicosilado da
luteolina, identificadas na espécie Jatropha curcas (LAMA et al., 2016).

O composto com pico de molécula desprotonada em m/z 289,0718 [M-H] e
ions produtos em m/z 271,0531 [M-H-H20], m/z 205,0483 [M-H-C4H4O2]" e m/z
109,0285 [M-H-CgHsO4] - produzidos por clivagem e posterior RDA do anel C, ele foi
tentativamente identificado como catequina, identificada anteriormente no latex das
espécies Croton lechleri e Croton panamesis e na casca de Croton urucurama
(BARRERA; GOMEZ; CASTIBLANCO, 2016). Os picos 16a e 17a com m/z 329,0660
e m/z 343,0801 [M-H] mostraram fragmentos devido a perda consecutivas de metilas
(15 Da) e CO (28 Da), carasteristico de agliconas com grupos metoxilas (JUSTESEN,
2001). Estes compostos foram identificados como trihidroxi-dimetoxi-flavona e
dihidroxi-trimetoxi-flavona, isolados da espécie C. blanchetianus.

Os flavonoides predominantes no género Croton parecem conter agliconas de
flavonas e flavonoides sem oxigenacgao nas posi¢cdes 6 ou 8. A maioria das agliconas

metoxiladas reportadas até agora para o Croton também tem esse padrdo de
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oxigenacdo do anel-A. Tal é o caso do pachipodol (GONZALEZ-VAZQUEZ et al.,
2006), quercetina (SANTOS; SCHRIPSEMA; KUSTER, 2005), tilirosideo e rutina
(ZOU et al., 2010).

Os constituintes quimicos do género Croton incluem principalmente diterpenos
(clerodanos, cembranodides, halimanos, cauranos, labdanos, ésteres de forbol,
traquilobanos e sarcopetalanos), triterpenoides pentaciclicos, esteroides, Oleos
volateis e algumas espécies contém proantocianidinas, fenolicos e alcaloides
(SALATINO; SALATINO; NEGRI, 2007). Poucos flavonoides foram identificados a
partir da género Croton. Os 6leos essenciais (ALENCAR FILHO et al., 2017; BRITO
et al., 2018) e n-alcanos(COSTA-FILHO et al., 2012) foram identificados a partir das
folhas de C. heliotropiifolius. Diterpenos foram isolados das raizes (FIRMINO et al.,
2018) e 6leos essenciais (ANGELICO et al., 2014) e n-alcanos (COSTA-FILHO et al.,
2012) foram identificados em folhas de Croton blanchetianus. No entanto, ndo existe
relato de estudos quimicos sobre as flores dessas plantas.

Neste estudo, todos os compostos de C. heliotropiifolius e C. blanchetianus
foram identificados pela primeira vez nas flores destas espécies. Os flavonoides
glicosilados foram isolados das duas espécies: rutina, isoquercetina, quercetina-3-O-
B-D-galactosideo, quercitrina, 6"-O-p-coumaroil-S-galactopiranosil-canferol,
tilirosideo, 3'-metoxi-tilirosideo. O perfil quimico para ambas espécies € semelhante,
exceto para C. blanchetianus, que também mostrou a presenca de catequina, trimero
de proantocianidina e dois flavonoides metoxilados, 3,7-dimetoxiquercetina e
pachipodol. Portanto, um total de 12 e 14 flavonoides (incluindo flavonoides isolados)
foram identificados por UPLC-DAD-QTOF-MS-MS das flores de C. heliotropiifolius e
C. blanchetianus, respectivamente.

Relatos anteriores mostraram que as espécies do género Croton séo ricas em
diterpenoides como principais constituintes quimicos. No entanto, a investigacao
guimica sistematica das flores de C. heliotropiifolius e C. blanchetianus que sé&o
visitadas por abelhas na regido da Caatinga no Brasil, na fracdo AcOEt foram
identificados principalmente flavonoides glicosilados, sendo consistente com alguns
relatos, estes compostos também foram apresentados em Croton campestris
(SANTOS; SCHRIPSEMA; KUSTER, 2005), Croton caudatus (ZOU et al., 2010),
Croton glabellus (NOVOA et al., 1985), Croton gossypiifolius (SUAREZ et al., 2013),
Croton pedicellatus (LOPES et al., 2012) e Croton tonkinensis (GIANG; LEE; SOM,
2004). As flavonas metoxiladas foram identificadas em Croton. ciliatoglanduliferus
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(NOVOA et al., 1985), Croton brasiliensis (PALMEIRA JR.; CONSERVA; SILVEIRA,
2005), Croton cajucara (MACIEL et al., 2000), Croton rotocaudatus (ZOU et al., 2010),
Croton muscicapa (BARRETO et al., 2013) e Croton schiedeanus (GUERRERO et al.,
2002). Com excecdo das espécies coletadas na China (C. caudatus), todas as
espécies de Croton estudadas com presenca de flavonoides foram coletadas nas
Ameéricas Central (México) e Sul (Brasil, Colombia e Venezuela). Assim, as flavonas
glicosiladas e polimetoxiladas podem possivelmente servir como marcadores

quimiotaxondmicos Uteis para espécies deste género.



83

Figura 38- Cromatograma UPLC-DAD (284 nm) (A) e ESI pico ion base (BPI) (B) da fracdo acetato de etila de C. heliotropiifolius
analisadas por UPLC-QTOF-MS
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Figura 39- Cromatograma UPLC-DAD (284 nm) (A) e ESI pico ion base (BPI) (B) da fracdo acetato de etila de C. blanchetianus
analisadas por UPLC-QTOF-MS
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Tabela 12- Identificacdo dos compostos das flores de C. heliotropiifolius e C. blanchetianus por UPLC/QTOF-MSE

Comp Tr uv [M-H] [M-H] MS/MS Tentativa de C. C.
(min) amax (m/z) (m/z) identificacéo heliotropiifolius  blanchetianus
(nm) Cald.
la 2,01 278 865,1966 865,1965 577,1360 [M-H- unid procian], Procianidina v
407,0772 [M-H- unid procian — trimero
anel B procian]
289,0719 [M-H-2unid procian]
2a 2,07 277 865,1966 865,1965 577,1360 [M-H- unid procian], Procianidina v
407,0772 [M-H- unid procian- trimero
galoil], 289.0719 [M-H-2unid
procian]
3a 2,23 278 289,0718 289,0718 245,0819 [M-H-COg], 203,0713 Catequina v
da 3,75 254, 609,1462 609,1461 447,0920 [M-H-glicose],301,0372 Rutina* v v
353 [M-H-glicose-ramnose]
5a 353 463,0881 463,0884 301,0345 [M-H-galactose], Hiperina* v v
300,0226 [M-2H-galactose],
271.0204 [M-H-galactose-CH20]
6a 4,01 254, 463,0863 463,0884 301,0345 [M-H- glicose], Isoquercetina* v v
352 300,0226 [M-2H- glicose],
271,0204 [M-H-glucose-CH20]
7a 4,12 264, 593,1475 593,1300 433,0744 [M-H-hexose], 301,0313 Quercetina v v
346 [M-H-hexose-pentose] hexose pentose
8a 4,29 264, 593,1472 593,1300 433,0744 [M-H-hexose], 301,0313 Quercetina v v
350 [M-H-hexose-pentose] hexose pentose
9a 4,51 263, 447,0934 447,0934 285,0380 [M-H-glicose], 284,0315 Dihidroxi- v v
346 [M-2H- glicose] hexose-flavona
10a 459 254, 447,0911 447,0934 301,0336 [M-H-ramnose];, Quercitrina* v v
358 273.0247 [M-H-ramnose-COJ,
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1la 516 262, 431,0989 431,0984 285,0406 [M-H-hexose] Luteolina v
345 hexosideo
12a 5,92 266, 593,1301 593,1301 447,0920 [M-H-coumaroill, 6"-O-p- 4
313 285,0327[M-H-coumaroil- hidroxicoumaraoil
galactose] -3-0-B-D-
galactopiranosil-
canferol *
13a 6,00 266, 593,1301 593,1301 447,0920 [M-H-coumaroil], Tilirosideo* v
314 285,0327 [M-H-coumaroil-glicose]
14 6,10 254, 623,1400 623,1406 477,1068 [M-H-coumaroil], Metoxi- v
315 315,0500 [M-H-coumaroil- tilirosideo
galactose] isbmero
15 6,16 255, 623,1400 623,1406 477,1068 [M-H-coumaroil], 3’-Metoxi- v
314 315,0500 [M-H-coumaroil-glicose]” tilliroside*
16 8,72 329,0660 329,0667 315,0660 [M-H-CH3],299,0191 [M- 3,7- v
H-2CH3],271,0231[M-H-2CHs- Dimetoxiquercet
CO7J,227,0291 [M-H-2CH3-CO- ina*
COzJ
17 9,94 343,0801 343,0823 328,0511 [M-H-CH3], 313,0272 Pachipodol*® v

[M-H-2CHza], 285,0327 [M-H-
2CH3-OCHzaJ, 257,0392 [M-H-
2CH3-OCHs-COJ

Fonte:A autora (2019)-*compostos isolados e identificado por métodos espectroscépicos (RMN H e 2C).
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A espécie J. mollissima mostrou uma composi¢cdo quimica diferente
daquela apresentada por as espécies do género Croton. O cromatograma de
UPLC-DAD e pico ion base (BPI) é mostrado na (Figura 40). Um total de 14
compostos foram tentativamente identificados (Tabela 13), destes, 7 derivados
acidos (10b,11b,12b,13b,14b,15b e 16b), 5 taninos hidrolisados (1b, 2b, 3b, 5b
e 7b), um derivado de flavonoide C-glicosilado (4b) e um triterpeno pentaciclico
(8b).

O pico 1b em m/z 331,0673 [M-H] foi identificado como acido galoil
hexose, os ions produtos em m/z 271,0495 [M-H-60] e m/z 211,0237 [M-H-120]
foi devido a fragmentacdo do anel glicosideo, o que € indicativo da ligacdo C-
glicosideo, os fragmentos em m/z 169,0171 e m/z 162,8382 s&o formados pela
perda da acido galico e hexose.

O composto 2b em m/z 951,0747 [M-H] e ions produtos em m/z 933,0612,
m/z 613,0375 e m/z 461,0312, produzidos pela perda subsequente de H:0,
HHDP (acido hexa-hidroxidifénico) e uma unidade de galoil, o fragmento em m/z
300,9978 foi obtido pela clivagem de trés unidades trigaloil e a hexose (GU et
al., 2013), os compostos 5b e 7b mostraram uma fragmentacdo muito parecida
com o composto 2b com a Unica diferenca de perda de metoxi para formar o ion
produto em m/z 933,0632. Os compostos foram tentativamente identificados
como trigaloil-HHDP-hexose (2b) e derivado metoxilado do trigaloil-HHDP-
hexose (5b e 7b). O pico 3b apresenta pico da molécula desprotonada em m/z
633,0734 [M-H] -, os ions produtos em m/z 300,9970 (perda de galoil-glicose) e
m/z 463,0444 (perda de acido galico). A perda de acido galico indicou que a
unidade de galoil estava ligada diretamente a glicose (AABY; EKEBERG,;
SKREDE, 2007) estes dados permitem a identificacdo do composto 3a como
sendo o galoil-HHDP-glicose. A Figura 1.42 mostra os ions produtos propostos
para a molécula.

Os flavonoides C-glicosideos mostram uma série de fragmentos
caracteristicos em m/z [M-H-18], [M-H-60], [M-H-90] e [M-H-120] devido a
perda de agua e fragmentacdo do anel da moléculas de glicosideos. O pico 4b
com pico de molecula desprotonada em m/z 447,0934, ions produtos em m/z
357,0627 [M-H-C3HsOs], m/z 327.0521 [M-H-C4HsO4]:, que correspondem a
[M-H-90] e [M-H-120], respectivamente, a partir do fragmento principal

(CHEN et al., 2016). Este flavonoide do tipo C-glicosilado foi identificado como
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isoorientina, identificado no extrato aquoso de folhas de J. mollissima (GOMES
et al., 2016) e J. Gossypiifolia (FELIX-SILVA et al., 2014). O pico 8b foi
identificado como acido acetil uronico, ele mostrou um pico de ion molecular
desprotonado em m/z 497,3633 [M-H] e fragmentacdo especifica em m/z
469,0525, m/z 454,0451 e m/z 437,1105, formados pela perda de CO (28 Da),
grupo acetil e H20, além dos fragmentos em m/z 301,0024 [M-H-C12H2002]" e
m/z 195,8097 [M-H-C20H2902] carasteristico da fragmentacéo dos anel (LI et al.,
2014), identificado na espécie Mallotus apelta (RIVIERE et al., 2010).

Os picos 10b,11b,12b,13b,14b,15b e 16b com pico de ion molecular
desprotonado em m/z 273,1704 (10b e 11b), m/z 329,2328 (15b e 16b), m/z
347,2439 (12b) e m/z 345,2270 (13b) [M-H]", foram tentativamente identificados
como acidos graxos hidroxilados, ele mostraram o mesmo padrdo de
fragmentacao, perda de CO (28 Da), perda dos grupos carboxila, H20 e parte da
cadeia carbonada, eles foram identificados como derivados de acido-
hidroxitetradecanodidico (10b e 11b), acido-tetrahidroxioctadecanoico (12b) e
acido-dihidroxioctadecanodioico (13b) e acido-trihidroxioctadecanioico (14b,15b
e 16b) (JIMENEZ-SANCHEZ et al., 2016).

Estruturalmente os taninos hidrolisaveis, talvez sejam o grupo de
substancias mais complexas presente nas plantas, este € 0 grupo pouco
estudado. Segundo Salminen; Karonen (2011) as espécies de Euphorbiaceae
acumulam este tipo de substancias, como derivados ésteres de dehidro-HHDP.
Esses compostos ja foram isolados das partes aéreas de Euphorbia humifusa
(YOSHIDA et al., 1994) e Euphorbia heterophylla (TOSTES; SILVA; KUSTER,
2019). Estes estdao sendo relatados pela primeira vez para a espécie J.
mollissima. Acidos graxos foram encontrados em 6leo obtido de semente da
espécie J. curcas ,J. mollissima e J. Gossypiifolia (BARROS et al., 2015), mas

nao tem reporte da presenca em flores.
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Figura 40- Cromatograma UPLC-DAD (284 nm) (A) e ESI pico ion base (BPI) (B) da fracao acetato de etila de J. molissima analisadas
por UPLC-QTOF-MS
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Tabela 13- Identificacdo dos compostos das flores de J. mollissima por UPLC/QTOF-MSE
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Comp. Tr uv [M-H] [M-HJ MS/MS Tentativa de
(min) Amax (M/z) (m/z) identificacdo
(nm) calc

1b 0,37 274 331,0673 331,0671 271,0495 [M-H-C2H402], 211,0237 [M-H-2C2H402], Acido galico-
169,0171 [M-H-hexose], 162,8382 [M-H-acido galico] hexosideo

2b 1,08 275 951,0747 951,0745 933,0612 [M-H-H20]~613,0375 [M-H-2H20-HHDPT, Trigaloil-HHDP-
461,0312[M-H-2H20-HHDP-galoil]-, 300,9978[M-H- hexosideo
trigaloil-hexose], 169,0127 [M-H-2galoil-hexose-HHDP]

3b 1,15 273 633,0734 633,0733 463,0444 [M-H-acido galico],, 300,9970 [M-H-galoil- Galoil-HHDP-
hexose], 162,8391[M-H-galoil-HHDPT-. hexosideo

4b 1,79 347  447,0939 447,0933 357,0608 [M-H-C3Hs03],327,0495 [M-H- C4HsO2], Isoorientina*
295,0285 [M-H- C4HsO2-CH20]

5b 1,98 273 965,0839 965,0902 933,0632 [M-2H-CH30], 613,0375 [M-H- acido galico- Trigaloil-metoxi-
galoil],I,, 300,9978[M-H-trigaloil-hexose], 169,0127 [M-H- HHDP-hexosideo
2galoil-hexose-HHDPT

6b 2,03 1147,1025 NI

7b 2,21 273 965,0839 965,0802 933,0632 [M-2H-CH30]J, 613,0375 [M-H- &cido galico- Trigaloil-metoxi-
galoil]-,], 300,9978[M-H-trigaloil-hexose], 169,0127 [M-H- HHDP-hexosideo
2galoil-hexose-HHDPT

8b 280 278 497,3633 497,3636 469,0525 [M-H-CO],454,0451 [M-H-acetil],437,1105 [M-  Acetil-triterpeno
H-acetil-H20],301,0024 [M-H-C12H2002]", 195,8097 [M-H- &cido
C20H2002]

9b 3,89 378 607.5347 NI

10b 4,33 218 273,1704 273,1707 245,1408[M-H-CO],215,8917 [M-3H-2CO],197,2072[M-  Hidroxi-acido

3H-2C0-H20],125,8896 [ M-3H-2C0O-H20 -C3HsOz2]

tetradecanodioico
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11b 4,91 218 273,1704 273,1707 245,1408[M-H-COJ,215,8917 [M-3H-2CO];,197,2072[M-  Hidroxi- acido
3H-2C0-H207,125,8896 [ M-3H-2CO-H20-C3HsO2] tetradecanodioico

12b 5,44 219 347,2439 347,2439 273,1711 [M-H-COOH-C2Hs], 245,1387 [M-H-COOH- Tetrahidroxi-acido
C2Hs5-C2H2],215,8818 [M-H-COOH-C2Hs-C2H2-C2He] octadecanoico

13b 5.82 219 345,2270 345,2283 273,1693 [M-H-COO-C2Hs], 245,1398 [M-H- COO-C2Hs-  Dihidroxi-acido
C2H4], 199,8040 [M-2H- COO-C2Hs-C2H4-CHO2], octadecanodioico
116,9274 [M-2H- COO-C2H5-C2H4-CHO2-CsH11]

14b 6.69 329,2321 329,2333 273,1669 [M-H-C4Hs], 245,1987 [M-H- C4Hs-COJ, Trihidroxi-acido
197,8065 [M-H- C4Hs-CO-H20-C2Hs] octadeconoico

15b 6.86 329,2322  329,2333 273,1669 [M-H-C4Hs], 245,1987 [M-H- C4Hs-COJ, Trihidroxi-acido
197,8065 [M-H- C4Hs-CO-H20-C2Hs] octadeconoico

16b 7.67 329,2321 329,2333 273,1669 [M-H-C4Hs], 245,1987 [M-H- C4Hs-COJ, Trihidroxi-acido

197,8065 [M-H- C4Hs-CO-H20-C2aHs]

octadeconoico

Fonte:A autora (2019)-NI: ndo identificado; HHDP:Acido hexahidroxidifenico*. comparacdo com padréo
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Figura 41- lons produtos propostos para a molécula desprotonada m/z 633.0806 [M-H] por ESI (-) -MS /MS
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1.4.3.2 Analises por UPLC-PDA-qTOF-MS/MS da fracdo acetato de etila das
flores das espécies da familia Leguminosae (G. spinosa e M. tenuiflora)

-Geoffroea spinosa (Marizeira)

O perfil fendlico de UPLC-PDA da fracdo de acetato de etila das flores de
G. spinosa foi registrado a 284 nm (Figura 42) e os compostos foram
identificados por UPLC-QTOF-MS/MS como flavonoides (5a, 3c, 6a,4c, 5¢ e 6¢),
derivados do acido hidroxicinamico (1c, 2c e 7c) e derivados de amida do acido
hidroxicinamico (8c-12c) com base em seus picos caracteristicos de espectros
UV-vis e bem como na medicao precisa da massa dos ions precursor e produto.
Todos os compostos detectados estéo listados na Tabela 14. Os compostos 5a,
6a, 6¢ e 11c foram comparados com amostras padrdo auténticos. E interessante
notar que todas as tri-p-coumaroilespermidinas identificadas (8c-12c) tinham a
mesma formula molecular C3sH37N30Os. A0 comparar os espectros de UV (Figura
43) com os derivados de tri-p-coumaroilespermidinas descritos por Mori et al.
(2019), observa-se que o perfil dos espectros é semelhante. Os dados espectrais
obtidos por Mori et al. (2019) sugeriram que 0s oito compostos identificados s&o
possiveis isomeros E e Z da N, N°, N0-tri-p-coumaroilespermidina (EEE, EEZ,
EZE, ZEE, EZZ, ZEZ, ZEE e ZZZ), em que ligacBes duplas estdo presentes em
cada uma das trés por¢des p-coumaroil. Como a isomerizacdo das ligacdes
duplas olefinicas é catalisada pela luz, de acordo com esses dados, pode-se
sugerir que os derivados de tri-p-coumaroilespermidinas (8c-11c) identificados
em flores de G. spinosa também podem ser esses isbmeros, mas para
identificacdo € necessario o isolamento de compostos para elucidacao estrutural
completa. A fragmentagcdo em modo negativo MS/MS dos compostos 5a
(hiperina), 6a (isoquercetina) e 11c [N, N° N9-Tri-p-coumaroilespermidina
(EEE)] esta nas Figuras 44 - 46.

Os principais compostos 5a, 6a e 11c sao relatados pela primeira vez
para Geoffroea spinosa, no entanto, os flavonoides (incluindo derivados
glicosilados e prenilados) foram identificados na casca (JIMENEZ-ASPEE et al.,
2017), casca de caule (VILA et al., 1998), flores (SILVA; RUIZ; RUIZ, 2004) e
frutos (SILVA; RUIZ; RUIZ, 1999) de Geoffroea decorticans. Dos cinco derivados
da amida do acido hidroxicinamico identificados, quatro sado isdbmeros (8c-11c),
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sendo o composto N, N° N¥-Tri-p-coumaroilespermidina (EEE) o principal
constituinte das flores de G. spinosa (Figura 45). Os derivados da amida do acido
hidroxicinAmico sé@o produtos naturais fendlicos presentes em sementes, raizes
e orgaos reprodutivos das plantas (BASSARD et al., 2010). A presenca dessas
fenolamidas no gametoéfito masculino é uma caracteristica constante. Em
particular, conjugados di e tri-substituidos com hidroxicinamoil sdo os principais
metabdlitos detectados nos gréos de polen (FACCHINI; HAGEL; ZULAK, 2002)
e nas anteras (MORI et al., 2019). No decorrer das investigacdes sobre a relagéo
entre a fluorescéncia floral e o comportamento de forrageamento das abelhas
Mori et al. (2019) observaram que oito isbmeros E-Z de N, N° N2¥-tri-p-
coumaroilspermidina foram detectados em anteras néo fluorescentes como
constituintes principais das flores de Prunus mume. Como as flores de G.
spinosa séo frequentemente visitadas pelas abelhas no periodo seco da regiédo
da Caatinga, mais estudos sdo necessarios para determinar se existe uma
relagdo entre N, N5 N°-tri-p-coumaroilspermidina e isbmeros com o efeito

visual das abelhas.
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Figura 42- Cromatograma UPLC-DAD (284 nm) (A) e ESI pico ion base (BPI) (B) da fracdo acetato de etila de Geoffroea spinosa
analisadas por UPLC-QTOF-MS
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Tabelas 14- Identificacdo dos compostos das flores de G. spinosa por UPLC-DAD-QTOF- MSE
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Comp Tr UV Amax [M-H] [M-HJ MS/MS Tentativa de identificacao
(min)  (nm) (m/z) (m/z)
Calc.

1c 0,66 329 341,0876 341,0878 179,0328 [M-H-hexose], 162,8393 [M-H-cafeoil] Cafeoil-hexosideo

2c 0,80 329 341,0876 341,0878 179.0328 [M-H-hexose], 162,8393 [M-H-cafeoil] Cafeoil-hexosideo

5a 2,43 254,354 463,0881 463,0884 301,0345 [M-H-galactose], 300,0226 [M-2H- Hiperina*
galactose], 271,0204 [M-H-galactose-CH20]

3c 2,47 347 477,0671 477,0674 301,0333 [M-H- &cido glucurénico] Tetrahidroxi-flavona acido

glucuronico

6a 2,53 253,357 463,0883 463,0884 301,0345 [M-H-glicose], 300,0226 [M-2H- Isoquercetina*
glicose], 271,0204 [M-H-glicose-CH20]

4c 3,08 251,355 477,1035 477,1039 315,0550 [M-H-hexose],300,0710 [M-H-hexose- Isoramnetina hexosideo
CHgsJ, 271,0311 [M-H-hexose-CHs-COJ

5c 3,18 251,356 477,1034 477,1039 315,0550 [M-H-hexose],300,0710 [M-H-hexose- Isoramnetina hexosideo
CHgsJ, 271,0311 [M-H-hexose-CHs-COJ isdmero

6c 4,17 363 301,0352 301,0352 273,0379 [M-H-CQJ, 255,0244 [M-H-CO-H20] Quercetina*

7c 453 324 207,0653 207,0663 193,0500 [M-H-CHgs], 177,0550 [M-H-OCHjs] Metil-éster-acido ferulico

8c 4,75 293 582,2612 582,2610 462,2025 [M-H-(4-etenil-fenol)], 342.1445 [M-H- N, N°, N°-Tri-p-
4x-etenil-fenol)], 162,8383 [M-H-dicoumaroil- coumaroilespermidina
espermidina]

9c 486 293 582,2612 582,2610 462,2025 [M-H-(4-etenil-fenol)], 342.1445 [M-H- N, N°, N°-Tri-p-
4x-etenil-fenol)], 162,8383 [M-H-dicoumaroil- coumaroilespermidina
espermidinal

10c 494 293 582,2612 582,2610 462,2025 [M-H-(4-etenil-fenol)], 342.1445 [M-H- N, N®°, N°-Tri-p-

4x-etenil-fenol)], 162,8383 [M-H-dicoumaroil-
espermidina]

coumaroilespermidina
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1llc 504 293 582,2612 582,2610 462,2025 [M-H-(4-etenil-fenol)], 342.1445 [M-H- N, N°, N°-Tri-p-
4x-etenil-fenol)], 162,8383 [M-H-dicoumaroil- coumaroilespermidina(EEE)*
espermidinal

12c 518 294 612,2719 612,2715 492,2128 [M-H-(4-etenil-fenol)],, 462,2017 [M-H-  Feruloil-dicoumaroil-

(4-etenil-fenol)-CH20], 342.1483 [M-H-2x(4-
etenil-fenol)-CH20]

espermidina

Fonte:A autora (2019)-* comparagdo com padrao.
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Figura 43- Espectro de absorcdo UV das substancias 8c-11c (N*, N°, N¥°-tri-p-

coumaroilespermidina isbmeros)
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Figura 44- Espectro de massas do composto 5a (hiperina)
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Figura 45- Espetro de massas do composto 6a (isoquercetina)
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Figura 46- Espectro de massas do composto 11c [N, N5 N-tri-p-

coumaroilespermidina isdmero-(EEE)]
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-Mimosa tenuiflora (Jurema preta)

Alguns compostos conhecidos presentes nas flores da Jurema preta foram
identificados por comparacdo com padrbes auténticos de acordo com o0s tempos
de retencéo, dados de ultravioleta (UV) e espectros de massas. Os compostos ndo
conhecidos foram caracterizados pela andlise dos ions produtos (espectros MSF) e
pelos espectros de UV comparados com registros na literatura. Dos 30 compostos
analisados e identificados (Tabela 15), os compostos 3d, 4d, 8d, 9d e 26d foram
comparados com padrfes auténticos, todos sédo derivados fendlicos. Apenas um
compostos ndo é flavonoide aglicona: 1d (isoramnetina-glicosideo). Dos 29
flavonoides agliconas identificados 21 s&o flavonas/flavon6is e 8 séo
flavanonas/flavanondis. Os cromatogramas obtidos por UPLC-DAD e ion pico base
(UPLC-gTOF/MSE) em modo negativo da fracdo acetato de etila das flores de
jurema preta estédo nas (Figuras 47).

Composto 1d (isoramnetina-glicosideo) com m/z 477,2039 [M-H] mostrou a
perda de 162 Da, sugerindo a presenca de uma hexose na estrutura. O fragmento
em m/z 315.0502 [M-H-hexose] corresponde a molécula da isoramnetina
(quercetina metilada) desprotonada.

Os flavonoides agliconas foram separadas em dois grupos baseados nos
valores das absor¢des no UV (em torno de 290 nm para flavanona/flavanonol e
345-360 nm para flavona/flavonol) e nos ions produtos obtidos nos espectros de
massas, sendo a grande maioria isdmeros como: 3d, 26d (285 Da);
4d,10d,11d,13d,20d (301 Da); 22d, 28d, 29d (313Da); 6d, 12d, 14d, 21d (315 Da);
17d, 18d, 24d (329 Da); 25d, 30d (343 Da) 7d, 15d (345 Da). Os picos mais comuns
derivados da perda neutra de pequenas moléculas ou ions como por exemplo CO
(28 Da), H20 (18 Da) ou CHs (15 Da) estdo na Tabela 1.15. Geralmente a presenca
dos ions produtos resultantes da perda destas moléculas, também aparecem outros
fragmentos resultantes da quebra do anel C dos flavonoides, clivagem retro Diels-
Alder (RDA), pois com o0 aumento da energia de colisdo, ocorre uma completa
fragmentacdo a partir da molécula desprotonada. A clivagem RDA resulta em
fragmentos que revelam o padrdo de substituicdo nos anéis A e B. Os fragmentos
obtidos resultantes do anel A e B indicam um possivel padrdo de substituicao
nestes anéis relativo ao numero de hidroxilas e metoxilas presentes, embora néo

possa indicar a posi¢cdo exata destes grupos no anel. Isoramnetina € um flavonol
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gue apresenta o ion desprotonado em m/z 315,0506 [M-H]~. O espectro de massas
mostra a perda de metila em m/z 300,0285 [M-H-CH3s], perda de agua 283,0275
[M-2H-CH3s-H20] e subsequentes perdas de CO m/z 271,0248 [M-2H-CHs-COJ,
m/z 255,0310 [M-2H-CH3-H20-CO] e m/z 227,0358 [M-2H-CH3-H20-2COJ,as
flavonas metoxiladas primeiro perde a metila [M-H-CHs], depois ocorre a
desidratacéo [M-2H-CHs-H20] e a perda do grupo carbonila. A clivagem do anel C
referente a RDA forneceu os ions produtos em m/z 164,0111, m/z 149,9961, m/z
151,0025 respectivamente. O ion produto em m/z 164,0111 demonstra que a
metoxila esta ligada no anel B. A 7-metoxi-naringenina, representante de uma
flavanona apresentou o pico do ion desprotonado em m/z 285,0762 [M—H]. Os
principais ions produtos formados foram m/z 269,0383 [M-2H-CHs] e m/z 252,0089
[M-2H-CHs-H20], além dos ions referentes a RDA em m/z 165,0467 e m/z
119,0494. Compostos como apigenina, narigenina e outros derivados metoxilados
de flavanonas e flavonas foram isolada das folhas e galhos de Mimosa hostilis
(OHSAKI et al., 2006).

A analise melissopalinolégica do méis de abelha branca mostrou uma maior
porcentagem de pélens coletados da espécie Mimosa tenuiflora com o indicativo
que as abelhas visitaram esta espécie vegetal com maior frequéncia
(SANTISTEBAN et al.,, 2019), os meis de abelha branca foram coletados para
extracdo e analise por UPLC-DAD-qTOF-MS/MS, os cromatogramas estdo na
(Figura 48). As andlises dos cromatogramas mostraram que todos os flavonoides
(5-34) presentes nos méis de abelha branca sdo os principais constituintes das
flores da jurema preta, ou seja, em relacédo a estes compostos tanto os méis como
a flor de jurema preta apresentam o mesmo perfil quimico. Estes dados reforgcam
que os méis analisados apresentam a maior constituicdo do néctar coletado das
flores desta espécie vegetal como mostrado na analise palinolégica.Os dados
obtidos neste trabalho mostram o forrageamento especifico das abelhas nativas em
espécies vegetais também nativas da caatinga brasileira, indicando que os
meliponineos ndo apenas interferem nos aspectos sociais e econémicos, mas
também em processos ecolégicos e no ecossistema. Neste sentido existe a
necessidade de preservacdo para a manutencdo da diversidade vegetal e da flora
nativa aumentando os sitios de nidificacdo para as abelhas sem ferrdo e

manutencao do equilibrio na regido semiarida do Nordeste.
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Figura 47- Cromatograma UPLC-DAD (284 nm) (A) e ESI pico ion base (BPI) (B) da fracdo acetato de etila de Mimosa tenuiflora
analisadas por UPLC-QTOF-MS
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Figura 48- Cromatograma do ion pico base obtido por MSE (UPLC-qTOF/MSE) em modo negativo da fragdo SPE metandlica (amostra
3) do mel de abelha branca
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RT  Amax  [M-HJ [M-H]: MS/MS Tentativa de identificacao
(min) (nm) (m/z) (m/z2)
Calc.
1d 3,65 345 477,1039 477,1039 315,0502 [M-H-glicose] Isoramnetina-glicosideo
2d 3,99 287 287,0558 287,0561 259,9099 [M-H-COJ Tetrahidroxi-flavanona
3d 4,15 359 285,0400 285,0405 257,0378 [M-H-COJ Luteolina*
4d 4,36 345 301,0305 301,0353 283,0178 [M-H-H207, 273,0399 [M-H-COJ Quercetina*
5d 4,52 345 331,0437 331,0459 316,0200 [M-H-CHs], 301,0304 [M-H-2CHs], 272,0483  Pentahidroxi-metoxi-flavona
[M-2H-2CH3s-COJ
6d 4,59 356 315,0576 315,0510 300,0258 [M-H-CHs], 271,0230 [M-2H-CH3-COT, Tetra-hidroxi-metoxi-flavona
272,0288 [M-H-CH3-CQJ, 255,0301 [M-2H-CHs-CO-
H20]
7d 4,74 358 345,0608 345,0608 330,0374 [M-H-CHs], 315,0137 [M-H-2CHs], 287,0194  Pentahidroxi-dimetoxi-
[M-H-2CH3s-COJ flavona
8d 4,80 288 271,0606 271,0611 253,0455 [M-H-H20] Naringerina*
9d 4,89 345 269,0451 269,0455 241,3104 [M-H-COJ Apigenina*
10d 5,04 290 301,0790 301,0716 286,0473 [M-H-CHs] Trihidroxi-metoxi-flavanona
11d 5,10 288 301,0710 301,0716 285,0385 [M-2H-CH3s] Trihidroxi-metoxi-flavanona
12d 5,16 360 315,0505 315,0510 300,0261 [M-H-CHg3], 272,0299 [M-H-CHs-COJ, Tetrahidroxi-metoxi-flavona
271,0230 [M-2H-CH3-COJ, 243,0287 [M-2H-CH3-2CQOJ
13d 5,22 286 301,0701 301,0716 286,0464 [M-H-CHs] Trihidroxi-metoxi-flavanona
14d 5,28 345 315,0506 315,0510 300,0238 [M-H-CHgs],, 283,0275 [M-H-CH3s-H207, Isoramnetina
271,0248 [M-2H-CH3-COJ, 255,0301 [M-2H-CH3-CO-
H20]" 227,0358 [M-2H-CH3-H20-2COJ
15d 5,35 346 329,0638 329,0666 314,0409 [M-H-CHgs], 299,0177 [M-H-2CHj3], 271,0231  Tetrahidroxi-dimetoxi-

[M-H-2CH3-COJ

flavona
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16d 5,44 349 299,0558 299,0561 284,0302 [M-H-CHgs], 255,0276 [M-2H-CHs-COJ, Trihidroxi-metoxi-flavona
227,0328 [M-2H-CH3-2COJ

17d 5,61 339 329,0663 329,0666 314,0415 [M-H-CHs], 299,0180 [M-H-2CHs], 271,0232  Trihidroxi-dimetoxi-flavona
[M-H-2CH3-COJ

18d 5,67 355 329,0663 329,0666 314,0394 [M-H-CHj3], 299,0163 [M-H-2CHjsJ, Trihidroxi-dimetoxi-flavona
271,0261[M-H-2CH3-COJ, 243,0272

19d 5,84 346 359,0772 359,0772 344,0544 [M-H-CHs], 329,0302 [M-H-2CHjs], 301,0359  Trihidroxi-trimetoxi-flavona
[M-H-2CH3-COJ, 286,0110 [M-H-3CH3-COJ

20d 5,98 286 301,0716 301,0716 283,0501 [M-H-H20] Trihidroxi-metoxi-flavanona

21d 6,12 287 315,0878 315,0874 285,0410 [M-H-2CHs] Dihidroxi-metoxi-flavanona

22d 6,23 333 313,0714 313,0717 298,0471 [M-H-CHs], 283,0235 [M-H-2CH3], 255, 0291 Dihidroxi-dimetoxi-flavona
[M-H-2CH3-COJ

23d 6,30 359 329,0666 329,0666 314,0435 [M-H-CHs], 299,0202 [M-H-2CHs], 271,0266  Trihidroxi-dimetoxi-flavona
[M-H-2CH3-COJ

24d 6,59 357 329,0655 329,0666 314,0415 [M-H-CHs], 299,0178 [M-H-2CHs], 271,0234  Trihidroxi-dimetoxi-flavona
[M-H-2CH3-COJ

25d 6,72 245 343,0808 343,0823 328,0567 [M-H-CHs], 313,0329 [M-H-2CHs], 298,0099  Dihidroxi-trimetoxi-flavona
[M-H-3CHs]

26d 6,94 287 285,0762 285,0768 269,0383 [M-2H-CHs] 7-metoxi-naringenina*

27d 7,11 345 283,0610 283,0611 268,0362 [M-H-CHs] Dihidroxi-metoxi-flavona

28d 7,32 346 313,0714 313,0718 298,0453 [M-H-CHs], 283,0211 [M-H-2CHs], 255, 0273  Dihidroxi-dimetoxi-flavona
[M-H-2CH3-COJ

20d 7,59 357 313,0694 313,0718 298,0453 [M-H-CHs], 283,0211 [M-H-2CHs], 255, 0267 Dihidroxi-dimetoxi-flavona
[M-H-2CH3-COJ

30d 7,82 345 343,0811 343,0813 328,0560 [M-H-CHa], 313,0325 [M-H-2CHgs],, 285,0378  Dihidroxi-trimetoxi-flavona

[M-H-2CHs3-COJ, 270,0139 [M-H-3CH3-COJ

Fonte:A autora (2019)-*Comparado com padréao autentico.
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1.4.3.3 Andlises por UPLC-PDA-qTOF-MS/MS da fracdo acetato de etila das flores
das familias Cleomaceae (Cleome spinosa), Combretaceae (Combretum leprosum)

Nyctaginaceae (Boerhavia difusa)

-Cleome spinosa

A analise por UPLC-PDA-gTOF-MS no modo negativo (Figura 49), possibilitou
a identificagdo de 12 substéncias. A maior parte delas flavonoides glicosilados. Os
compostos identificados estao resumidos na Tabelal6.

Os compostos 2e e 3e apresentaram pico da molécula desprotonada em m/z
609,1462 [M-H], com ions produtos em em m/z 447,0920 [M-H-hexose] perda de 162
Da, m/z 301,0372 [M-H-2hexose] perda de 146 Da, os compostos foram identificados
como sendo derivados diglicosilados da quercetina, anteriormente relatados na
espécie Cleome droserifolia (EL-ASKARY et al., 2019). Os compostos 4e e 5e
apresentaram o pico m/z 593,1512 [M-H], com padrbes de fragmentacdo iguais
caracteristico de flavona glicosilada ligada a um derivado do acido cumarico, os ions
produtos em m/z 447,0920 (perda da por¢cdo coumaroil) e m/z 285,0327 (perda da
porcdo coumaroil-hexose), sugerindo que os compostos sejam deverivados do
canferol-coumaroil-glicosideo (AABY; EKEBERG; SKREDE, 2007). O pico 6e exibiu
um pico da molécula desprotonada em m/z 463,0880 [M-H] e um fragmento em m/z
301,0276 [M H - 162], indicativo da perda da hexose, o composto foi identificado como
um glicosilado da quercetina. O pico 7e em m/z 447,0933 [M-H], produziu os ions
produtos 285,0381 [M-H-hexose]-, 255,0292 [M-H-hexose-COJ, os dados de massas
estdo de acordo com os reportados na literatura, ele foi tentativamente identificado
como um derivado glicosilado do canferol (CHEN et al., 2016). O composto 8e com
pico em m/z 477,1039 [M-H] foi identificado tentativamente como metil-hexosideo
trinidroxi-flavona e apresentou os ions produtos m/z 315,0498 [M-H-162 Da]
representativo da perda de uma unidade de hexose e m/z 285,0398 [M-H-30], que
corresponde a perda de grupo metoxila. O composto 9e com pico da molécula
desprotonada em m/z 815,2044 [M-H] -, foi caracterizado como cinamoil-dihexosideo-
trinidroxi-flavona de acordo com os fragmentos detectados. O espectros de massa
mostraram o0s ions produtos m/z 609,1520 [M-H-206], caracteristico de perda de
cinamoil, m/z 447,0899 [M-H-cinamoil-162] produzido pela perda de hexose e m/z

285,0493 [M-H-cinamoil-2xhexose], formado pela perda de 162 Da, indicando a
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existéncia de duas unidades de acucar ligadas a aglicona (QUIROS-GUERRERO et
al., 2019). O pico 10e exibiu o ion molecular desprotonado em m/z 489,1033[M-H]J,
com ions produtos em m/z 300,0238, indicando a perda do grupo acetil mais a hexose,
m/z 271,0205 e m/z 197,8067 perdas de CO e C3HsO por clivagem caracteristica de
retro Diels-Alder (RDA) do anel C (AABY; EKEBERG; SKREDE, 2007; CHEN et al.,
2016), ele foi identificado como acetil-hexosideo-tetrahidroxi-flavona, reportados em
flores de Cleome viscosa (SINGH; MISHRA; MISHRA, 2018). O composto 12e
apresentou pico de molécula desprotonada em m/z 515,1191 [M-H], com ions
produtos carateristicos em m/z 497,3367 [M-H-18], referente a perda de agua,
431,0850 [M-H-84 DaJ, indicando a perda de duas unidades acetil e 285,0389 [M-H-
84-146] exibindo a perda das duas unidades acetil mais a hexose o composto 12e foi
tentativamente identificado como sendo o diacetil-hexosideo-trihidroxi-flavona.

Os flavonoides metilados e glicosilados séo carasteristicos nas espécies do
género Cleome (SHARAF; EL-ANSARI; SALEH, 1997). Da parte aérea de sete
espécies do género Cleome foram encontrados diferentes flavonoides metoxilados
(WOLLENWEBER; VALANT-VETSCHERA; ROITMAN, 2007).
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Figura 49- Cromatograma UPLC-DAD (284 nm) (A) e ESI pico ion base (BPI) (B) da fracéo acetato de C. spinosa analisadas por
UPLC-QTOF-MSE
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Tabela 16- Identificacdo dos compostos das flores de C. spinosa por UPLC-DAD-QTOF- MSE
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Comp. Tr uv [M-H] [M-H] MS/MS Tentativa de
(min) Amax(nm) (M/z) (m/z)Calc. identificacdo
le 0,37 210 332,0090 N.I
2e 1,96 353 609,1462 609,1461 447,0920 [M-H-hexose],301,0372 [M-H-2hexose]: Tetrahidroxi-flavona
dihexosideo
3e 2,22 346 609,1462 609,1461 447,0920 [M-H-hexose],301,0372 [M-H-2hexose]- Tetrahidroxi-flavona-
dihexosideo
de 2,29 344 593,1512 593,1512 447,0920 [M-H-cumaroil],285,0327[M-H-cumaroil-  Trihidroxi-cumaraoil-
hexose]J flavona-hexosideo
5e 2,33 344 593,1512 593,1512 447,0920 [M-H-Cumaroil]-, 285,0327[M-H- Trihidroxi-cumaroil-
cumaroil-hexose] flavona-hexosideo
6e 2,52 353 463,0880 463,0882 301,0345 [M-H-hexose], 271,0248 [M-H-hexose-  Tetrahidroxi-flavona-
C0QJ,255,0295 [M-H-Hexose- CO- H20] hexosideo
7e 3,01 347 447,0932 447,0933 285,0381 [M-H-hexose],255,0292 [M-H-hexose- Tetrahidroxi-flavona-
COy hexosideo
8e 3,16 345 477,1031 477,1039 447,1000 [M-H-CH20],315,0498 [M-H-hexose] Trihidroxi-metoxi-
,285,0398 [M-H-hexose-CH207, flavona-hexosideo
9e 3,28 319 815,2044 815,2048 609,1520 [M-H-cinamoil],447,0899 [M-H-cinamoil-  Trihidroxi-cinamoil-
hexose],285,0493 [M-H-cinamoil-2hexose] flavona-dihexosideo
10e 3,34 345 489,1033 489,1039 300,0238 [M-H-acetil-hexose],271,0205 [M-H- Tetrahidroxi-acetil-
acetil-hexose-CHO],197,8067 [M-H-acetil-hexose- flavona-hexosideo
CHO-C3HeOJ
lle 4,26 315 614,2506 614,2502 452,2070 [M-H-cafeoil],332,1558 [M-H-cafeoil- Coumaroil-Dicafeoil-
(etenil-fenol)] espermidina
12e 4,47 345 515,1191 515,1195 497,3367[ M-H-H20],431,0850 [M-H-2acetil] Trihidroxi-diacetil-
,285,0389 [M-H-2acetil-Hexose]- flavona-hexosideo
1lic 504 293 582,2596 582,2610 462,2025 [M-H-(4-etenil-fenol)], 342.1445 [M-H- N2, N°, NO-Tri-p-

4x-etenil-fenol)], 162,8383 [M-H-dicoumaroil-
espermidinal

coumaroilespermidina
(EEE)*

Fonte:A autora (2019)-* comparacao com padrdes; NI: Nao identificado.
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-Combretum leprosum

Os cromatogramas de UPLC-DAD e dos picos ions base (BPI) mostrados
na Figura 50. Os compostos tentativamente identificados estdo resumidos na
Tabela 17.

Nos compostos 1f, 4f, 5f, 6f e 7f foi observado um ion produto referente
a clivagem da ligacéo glicosidica e a perda das por¢es de agucar, eles foram
classificados como flavonoides O-glicosilados (PAREJO et al., 2004; SANCHEZ-
RABANEDA et al., 2003). O composto 1f apresentou fragmento em m/z
271,0248 devido a perda de CO e o fragmento em m/z 195,8300 obtido pela
perda do anel B da estrutura da aglicona (FABRE et al., 2001). Os compostos 4f
e 5f diferem apenas na posicao do substituinte de aglcar e no tipo de ligacéo,
em ambos os casos foi observada a perda do radical acetil e da unidade de
hexose para formar os ions produtos m/z 463,7742 e m/z 300,0238 para ambos
0s compostos, além dos picos em m/z 271,0205 e m/z 197,8067 caracteristicos
de aglicona; no caso dos compostos 6f e 7f mostraram o mesmo padrao de
fragmentacao dos compostos anteriores s6 difierem na unidade de agUcar (perda
de 146 Da).

Os compostos 6¢, 6d, 18d, 24d, 25d e 29d foram classificados como
flavonas do tipo aglicona. O composto 6¢ apresentou o pico da molécula
desprotonada em m/z 301,0352 [M-H]- com ions produtos m/z 273,0379 [M-H-
COJ, m/z 255,0244 [M-H-CO-H20], m/z 193,0108 [M-H-fragm anel B], baseado
nestes dados o composto foi tentativamente identificado como quercetina
(FABRE et al., 2001). O composto 6d detectado em m/z 315,0500 [M-H] exibiu
uma fragmentacdo especifica com a perda do radical CHs da molécula de
aglicona desprotonada, dando assim os ions produtos m/z 300 [M-H CHs]", m/z
271,0260 [M-H-CH3-CQO] e m/z 197,8065 [M-H-CH3-CO-C3HesO2] perda de parte
do anel B, este composto foi identificado como um isémero da isoramnetina com
base dos fragmentos de ions obtidos, os quais estavam totalmente em
concordancia com aqueles relatados na literatura (PAREJO et al., 2004;
SANCHEZ-RABANEDA et al., 2003). Os espectros dos compostos 18d, 24d e
25d revelaram ions produtos m/z 315,0660 e m/z 299,0191 (18d e 24d); m/z
328,0511 e m/z 313,0272 (25d) pela perda de um ou dois radicais metila (15 Da),
além dos m/z 271,0231 e m/z 285,0329 formado pela perda de CO (FABRE et
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al., 2001), o composto 29d mostrou um fragmento m/z 283.0244 produto da
perda de OCHs, também foram observados os fragmentos m/z 255,0287 e m/z
197,8073 produto da perda de H20, OCH3s e CO esta fragmentacéo é consistente
com os reportados na literatura para agliconas metoxiladas (FABRE et al., 2001;
JUSTESEN, 2001). Compostos do tipo aglicona de flavona ja foram isolados das
flores de Combretum leprosum (FACUNDO et al., 2008; PEREIRA et al., 2017).

Os compostos isébmeros 2f e 3f [M-H]T m/z 497,3336 produziram
fragmentacdes semelhantes, os fragmentos m/z 469,0525 [M-H-28] referentes
a perda de CO seguido da perda de unidades de radical CHs (15 Da) e agua (18
Da), para formar os ions produtos m/z 467,1312[M-H-2CHs]-, m/z 437,1105 [M-
H-2CH3s-2CHa]", m/z 374,2130[M-H-7CHs-H20], assim como m/z 454,0451 [M-H-
acetil], estes compostos foram classificados como derivados triterpenos
pentaciclicos acido acetilado, este tipo de triterpeno ja foi isolado de folhas e
flores de Combretum leprosum (FACUNDO et al., 2008) e das raizes do
Combretum racemosum (GOSSAN et al., 2016).
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Figura 50- Cromatograma UPLC-DAD (320 nm) (A) e ESI pico ion base (BPI) (B) da fracédo acetato de etila de C. leprosum analisadas
por UPLC-QTOF-MSE
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Tabela 17- Identificacdo dos compostos das flores de C. leprosum por UPLC-DAD-QTOF- MSE
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Comp. Tr uv [M-H] [M-H] MS/MS Tentativa de
(min) Amax (M/z) (m/z) identificacdo
(nm) Calc.

1f 2,53 353 463,0881 463,0882 301,0345 [M-H-hexose],271,0248 [M-H-hexose-COJ Hexosideo-
,255,0295 [M-H-hexose-CO-H20], 195,830 [M-H-hexose- tetrahidroxi-flavona
anel B]

2f 2,89 219 497,3336 497,3336 469,0525 [M-H-CO];467,1312 [M-H-2CH3s]-,454,0451 [M-  Acetil-triterpeno acido
H-acetil],437,1105 [M-H-2CH3-2CHgsJ

3f 2,70 217 497,3336 497,3336 469,0525 [M-H-CO];467,1312 [M-H-2CH3s]",454,0451 [M-  Acetil-triterpeno acido
H-acetil],437,1105 [M-H-2CH3-2CHgsJ

4f 3,61 357 505,0981 505,0988 463,7742 [M-H-acetil],300,0238 [M-H-acetil-hexose] Acetil- hexosideo-
,271,0205 [M-H-acetil-hexose-CHO],197,8067 [M-H- tetrahidroxi-flavona
acetil-hexose-CHO-C3HsOJ

5f 3,66 357 505,0981 505,0988 463,7742 [M-H-acetil],300,0238 [M-H-acetil-hexose] Acetil- hexosideo-
,271,0205 [M-H-acetil-hexose-CHO],197,8067 [M-H- tetrahidroxi-flavona
acetil-hexose-CHO-C3HsOJ

6f 4,05 345 489,1033 489,1039 447,0729 [M-H-acetil],285,0291 [M-H-acetil-hexose] Acetil- hexosideo-
,255,0240 [M-H-acetil-hexose-CHO],197,8067 [M-H- tetrahidroxi-flavona
acetil-hexose-CHO-C3HsOJ

7f 4,15 345 489,1033 489,1039 447,0729 [M-H-acetil],285,0291 [M-H-acetil-hexose] Acetil- hexosideo-
,255,0240 [M-H-acetil-hexose-CHO],197,8067 [M-H- tetrahidroxi-flavona
acetil-hexose-CHO-C3HsOJ

6C 4,17 372 301,0352 301,0354 273,0379 [M-H-COJ,255,0244 [M-H-CO-H20],193,0108 Quercetina*
[M-H-fragm anel BJ

6d 461 356 315,0500 315,0510 300,2030 [M-H-CH3],271,0260 [M-H-CHs-CHOJ Tetrahidroxi-metoxi-

,197,8065 [M-H-CH3-CHO-C3HsO2]

flavona
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18d 571 357 329,0660 329,0667 315,0660 [M-H-CH3],299,0191 [M-H-2CH3],271,0231 [M-  Trihidroxi-dimetoxi-
H-2CH3-COJ flavona
24d 6,63 357 329,0660 329,0667 315,0660 [M-H-CH3],299,0191 [M-H-2CH3],271,0231 [M- Trihidroxi-dimetoxi-
H-2CH3-COJ flavona
25d 6,80 355 343,0801 343,0823 328,0511 [M-H-CH3],313,0272 [M-H-2CH3],285,0327 [M-  Dihidroxi-trimetoxi-
H-2CH3-COJ, 199,8040 [M-H-2CH3-CO-CH30-C3H20T flavona
29d 7,50 350 313,0715 313,0718 283,0244 [M-H-CH30],255,0287 [M-H-CH30-H20] Dihidroxi-dimetoxi-
,197,8073 [M-H-2CH30-H20-COJ flavona
8f 8,22 222 519,3293 N.I

Fonte:A autora (2019)-*Comparado com padrdes.



115

-Boerhavia diffusa

A andlise por UPLC-PDA-qTOF-MS (Figura 51), no modo negativo
possibilitou a identificacdo de 12 substancias, a maior parte sendo flavonoides.
Os compostos identificados estado resumidos na Tabela 18.

O pico 1g com pico de molécula desprotoda em a m/z 191,0564 [M-H] e
ion produtos em m/z 173,0461 [M-H20], m/z 127,0403 [M-H20-CO] e m/z
93,0344 [M-3H20-CO]. Com base na interpretacédo dos fragmentos, o pico 1 foi
identificado como o &cido quinico.

Oito compostos foram identificados como glicosideos da quercetina (29,
39, 49, 5g, 5a, 7a, 9a e 10a), dois foram identificados como glicosideos do
canferol (6g e 8g) e um como glicosideo metoxilado do canferol (11g). A
observacédo dos residuos de glicosideos arabinosil (132 Da), ramnosil (146 Da)
e glucosil (162 Da) foram clivados sequencialmente e geraram fragmentos de
agliconas caracteristicos comparados com a literatura. Os isbmeros 3g e 5g com
pico de ion desprotonado em m/z 609,1462 [M-H], com ions produtos m/z
447,0920 [M-H-162] e m/z 301,0372 [M-H-162-146]", o primeiro pela perda de
uma unidade de hexose e o0 segundo referente a perda de duas unidades de
hexose, foram identificados como quercetina-rutinosideo, encontrados no caules
de Boerhavia erecta (STINTZING et al., 2004) e Hyptis suaveolens (THOMFORD
et al., 2018).

Os isdmeros 7g e 9g com pico em m/z 447,0932 e ion produto em m/z
300,0273 [M-H-146] formado pela perda da hexose; foram identificados como
derivados de quercetina-ramnosideo. Os compostos 2g, 4g e 5a apresentaram
0s picos das moléculas desprotonadas em m/z 755,2041 [M-H], m/z 595,1304
[M-H] e m/z 463,0882 [M-H] respectivamente, eles mostraram um ion fragmento
em m/z 301,0354 devido a perda das unidades de hexose, esse fragmento
corresponde a massa da quercetina, indicando que estes compostos séo
derivados tri,di glicosilados da quercetina, o composto 5a identificado como
hiperina, descrito anteriormente. A perda de unidades de hexose (146 Da e 162
Da) e unidades acetil (42 Da) foi observada para os picos 10g e 11g, no entanto,
0 pico 10 também mostrou pico de ion produto em m/z 284,0326 formado pela
perda do grupo metdxi, indicando que este pico € um derivado do canferol-acetil-

hexosideo e o composto 11g é um derivado da quercetina-acetil-hexosideo.
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Os compostos 6g e 7g com pico em m/z 593,1513[M-H] e m/z 623,1617
[M-H]- foram identificados como cumaroil-hexosideo-canferol e cumaroil-
hexosideo-metoxicanferol. Ambos apresentaram um ion produto em m/z
285,0327 resultado da perda [M-H-coumaroil-hexose] para o composto 6g e [M-
H-cumaroil-hexose-metoxi] para o composto 7g.

Os flavonoides glicosilados derivados da quercetina e canferol foram
isolados das folhas (MISHRA et al., 2014; THIRUNAVOUKKARASU, 2016) e
raizes da planta Boerhavia difusa (PEREIRA et al.,, 2017), além de ser
encontrados em outras espécies do género Boerhavia (PATIL; BHALSING,
2016).
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Figura 51- Cromatograma UPLC-DAD (320 nm) (A) e ESI pico ion base (BPI) (B) da fracéo acetato de etila de B. diffusa por UPLC-
QTOF-MSE
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Fonte:A autora (2019)
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Comp Tr uv [M-H] [M-H] MS/MS Tentativa de identificagao
: (min) imax  (M/z) (m/z2)
(nm) Calc.

1g 0,36 215 191,0562 191,0561 173,0461 [M-H20]; 127,0403 [M-H20-COJ];  Acido quinico
93,0344 [M-3H20-COJ

29 1,89 356 755,2041 755,2040 609,5953 [M-H-hexose],463,1030 [M-H-2 Tetrahidroxi-flavona-trihexosideo
hexoses],301,0354 [M-H-3hexose]

39 2,20 357 609,1462 609,1461 447,0920 [M-H-hexose],301,0372 [M-H- Tetrahidroxi-flavona-dihexosideo
2hexose]

49 2,29 350 595,1304 595,1305 433,0882 [M-H-hexose],301,0354 [M-H- Tetrahidroxi-flavona-dihexosideo
2hexose]

59 2,43 353 609,1462 609,1461 447,0920 [M-H-hexose],301,0372 [M-H- Tetrahidroxi-flavona-dihexosideo
2hexose]

5a 2,54 353 463,0881 463,0882 301,0354 [M-H-hexose],271,0248 [M-H- Hiperina*
hexose-CH20], 255,0295 [M-H-hexose-CO-
H20]

69 2,90 346 593,1513 593,1512 447,0920 [M-H-Cumaroil], 285,0327 [M-H-  Cumaroil- trihidroxi-flavona-
cumaroil-hexose] hexosideo

749 3,01 347 447,0932 447,0933 300,0273 [M-H-hexose],271,0247[M-H- Tetrahidroxi-flavona-dihexosideo
hexose-CO],243,0298 [M-H-hexose-2COT,

89 3,04 350 623,1617 623,1618 593,1971 [M-H-OCHj3]", 285,0327 [M-H- Metoxi-cumaroil- trihidroxi-flavona-
CHs0O- cumaroil-hexose] hexosideo

9g 3,18 353 447,0932 447,0933 300,0273 [M-H-hexose],271,0247 [M-H- Tetrahidroxi-flavona-hexosideo-
hexose-CO],243,0298 [M-H-hexose-2COJ

10g 3,36 345 489,1033 489,1039 300,0238 [M-H-acetil-hexose],271,0205 [M- Acetil- tetrahidroxi-flavona-
H-acetil-hexose-CHO],197,8067 [M-H- hexosideo
acetil-hexose-CHO-C3HsO]

11g 354 353 519,1144 519,1144 315,0577 [M-H- acetil-hexose],284,0326 Acetil-metoxi-trihidroxi-flavona-

[M-H- acetil-hexose-CH20]

hexosideo

Fonte:A autora (2019)-*Comparagdo com padrdo.
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1.4.4 Determinacédo do teor de fendlicos totais

Os compostos fendlicos sdo 0os maiores responsaveis do potencial antioxidante
em frutos. Para que eles sejam considerados antioxidantes e possam exercer seu
papel biologico é necessario que em baixas concentracdes sejam capazes de impedir,
retardar ou prevenir a auto oxidacdo ou oxidacdo mediada por radicais livres e que 0
produto formado apds a reacédo seja estavel (SOARES, 2008).

A andlise do teor de fendis totais pelo método de Folin-Ciocalteau dos extratos
e fracOes das flores das plantas estudadas (Tabela 19), revelou que houve uma maior
concentracdo de fendlicos para as frac6es acetato de etila das espécies J. mollissima,
C. heliotropiifolius, C. blanchetianus e B. difusa. Uma maior quantidade de fendlicos
nem sempre ira apresentar uma maior quantidade de flavonoides, até porque ha
outras substancias fendlicas de outras classes. N&o foi encontrado na literatura
nenhum relato a respeito do teor de fendlicos totais com as flores das plantas em

estudo, sendo este resultado inédito.

Tabela 19- Teor de fendis totais dos extratos brutos e fracdes obtido das flores de
plantas da Caatinga

Amostra Fendlicos Totais (mg EAG/Q)
Ext. EtOH Fr. Hex Fr. AcOEt Fr. MeOH
C. 98,25+20,34 68,87+5,16  573,33+69,37 66,82+13,08

heliotropiifolius
C. blanchetianus 167,23+8,364 33,33+10,67 470,05%+98,55 386,66+31,97
J. mollissima 105,64+22,77 44,71+496 833,02+109,44 357,33%+57,57

G. spinosa 16,23+6,20 4,46+1,08 263,89+24,36 170,56+22,49
M. tenuiflora 82,00+5,46  30,69+13,16 193,23+12,40 113,64+15,55
C.spinosa 78,35+22,66  10,41+3,54 53,53+2,51 112,51+1,97
C. leprosum 83,38+6,06 108,82+10,35  46,25%+5,25  134,25+14,10
B. diffusa 159,07+19,59 16,35+6,19  462,87+68,66 221,74+16,96

Fonte:A autora (2019)-Ext: extrato; Fr: fracao

1.4.5 Atividade antirradicalar

Na analise dos resultados do potencial antioxidante frente aos radicais DPPH
(Tabela 20) e ABTS** (Tabela 21) considerou-se como valor de referéncia a CEso de
8,470 + 1,09 ug/mL-* do &cido ascérbico (controle positivo para DPPH) e CEso de 5,765
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+ 0,094 pg/mL* do Trolox (controle positivo para ABTS*®*) para comparar com a
atividade antioxidante dos extratos e fracoes.

A CEso (ug/mL) é concentragdo necessaria para inibir num 50% a concentragao
inicial do radical DPPH e ABTS**, levando em consideracdo que um ECsp baixo esta
diretamente associado a uma alta atividade antioxidante. Aqueles extratos ou
substancias com valores de CEso < 65 pg apresentan uma boa atividade; atividade
média (65 pug < CEso <152 pg e uma baixa atividade (CEso> 152 ug) (MELO et al.,
2010).

Utilizando essa classificacéo, das 40 fracBes e extratos analizados para DPPH,
17 apresentaram boa atividade, 6 apresentaram atividade média, e as outras 17
apresentaram baixa atividade ou ndo foram ativas, e quanto a ABTS, 23 apresentaram

boa atividade, 5 apresentaram atividade média e 3 apresentaram baixa atividade.

Tabela 20- Atividade antioxidante dos extratos brutos e fracées obtido das flores de
plantas da Caatinga avaliada pelo método do sequestro do radical DPPH

Amostra CE s0x E.P.M(ug/mL)

Ext. EtOH Fr. Hex Fr. AcOEt Fr. MeOH

C. heliotropiifolius 17,14 + 1,17 190,00+ 3,46 9,33+0,15 47,21 + 2,47
C. blanchetianus 10,20 £ 0,23 141,30 + 22,07 3,33 +0,04 8,04 £ 0,16

J. mollissima 36.77 £ 0,04 7,53+ 0,08 4,35+ 0,04 5,14 + 0,16
G. spinosa - 477,73+551 29,63+0,70 211,16+2,10
M. tenuiflora 70,26 +1,86 - 4954 +181 72,39+1,44
C.spinosa 533,66 + 17,82 - 250,33 £ 2,40 -

C. leprosum 166,16 + 2,63 - 183,93+ 2,06 87,98 + 3,46
B. diffusa 30,27 £ 1,89 277,76 £10,08 5,60 + 0,65 518+ 1,17
Controle positivo 8,47 + 1,09 (acido ascorbico)

Fonte:A autora (2019)-CEso: concentragdo minima necessario para o antioxidante
diminuir em 50% o radical; E.P.M: erro padrdo da média; Ext: Extrato; Fr: Fracao;
espacos em branco indicam que as amostras ndo sao ativas.
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Tabela 21- Atividade antioxidante dos extratos brutos e fragcdes obtido das flores de
plantas da Caatinga avaliada pelo método do sequestro do radical ABTS

Amostra CE sox E.P.M (ug/mL)

Ext. EtOH Fr. Hex Fr. AcOEt Fr. MeOH
C. heliotropiifolius 29,30 £ 1,13 67,58 + 1,50 8,10 £ 0,15 30,39 £ 0,50
C. blanchetianus 10,15+ 0,19 56,08 +2,74 4,69+ 0,07 5,29 +0,19
J. mollissima 4,22+0,10 17,99 +0,08 2,13+ 0,07 4,50+ 0,15
G. spinosa 65,45 + 3,22 35,04 £0,48 20,78+0,18 38,33+1,93
M. tenuiflora 41,66 £0,49 54293+1281 39,54+1,06 53,94+1,86
C. spinosa 68,47 £1,09 562,73 £23,70 130,00+4,62 111,80+ 0,62
C. leprosum 91,39 +2,40 895,00+64,68 87,09+0,86 36,33+0,77
B. diffusa 78,27 £ 3,15 54,18 £ 2,05 4,24+ 0,15 28,68 + 0,09
Controle 5,76 = 0,09 (Trolox)
positivo

Fonte:A autora (2019)-CEso: concentracdo minima necessario para o antioxidante
diminuir em 50% o radical; E.P.M: erro padrdo da média; Ext: Extrato; Fr: Fracao.

O potencial antioxidante dos extratos frente ao radical DPPH medida em CEso
variaram entre 3,33 pg/mL e 533,66 pg/mL, sendo que a fracdo AcOEt de C.
blanchetianus (3,33 pg/mL), J. mollissima (4,35 pg/mL) e B. diffusa (5,60 pug/mL),
assim como a fracdo MeOH de B. diffusa (5,18 pg/mL), J. mollissima (5,14 yg/m)L e
C. blanchetianus (8,04 pg/mL) e a fracdo hexanica de J. mollissima (7,53 ug/mL),
mostraram uma maior atividade em comparacao ao acido ascérbico. Quanto a captura
do radical ABTS* os valores de ECsovariam entre 2,138 ug/mL e 895,00 ug/mL sendo
que as fragcbes AcOEt e MeOH de J. mollissima (2,13 pyg/mL e 4,0 ug/mL) e C.
blanchetianus (4,69 pg/mL e 5,29 ug/mL) assim como a fracdo AcOEt de B. diffusa
4,24 pyg/mL mostraram maior atividade antirradicalar em comparacao ao Trolox.

O bom potencial antioxidante apresentado por as espécies, possivelmente seja
atribuida a presenca e a concentracdo de compostos fenolicos como acido fendlico,
taninos e flavonoides cuja atividade antioxidante ja € conhecida (ZHANG et al., 2016),
estes tipos de metabolitos secundarios estdo presente nas amostras analisadas.
Esses compostos derivados de plantas com atividades antioxidantes tem sido isolado
das mais diversas familias de plantas (AQUINO et al., 2017; MERINO et al., 2015;

RAMOS et al., 2003), o potencial antioxidante € diferenciado, devido principalmente
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ao numero e posicdo de hidroxilas fendlicas livres presentes nas molécula
(BANJARNAHOR; ARTANTI, 2014; MELO et al., 2008).

O potencial antioxidante tem sido descrito para as folhas de C. blanchetianus e
C. rhamnifolius (AQUINO et al., 2017; MELO et al., 2010) e em algumas outras
espécies de Croton, como na casca de caule de C. cordiifolius (ALVES et al., 2017),
no extrato de Croton bonplandianum (QAISAR et al., 2013).

O potencial antioxidante da fracdo acetato de etila da espécie J. mollissima
pode ser devido a presenca de taninos, acidos e flavonoides. Estudos fitoquimicos de
J. mollissima, demonstraram a presenca de flavonoides, esteroides, taninos e
terpenos, corroborando com os dados encontrados neste trabalho (BRAQUEHAIS et
al., 2016; MELO et al., 2010).

Foi determinado que as folhas, caules e raizes de B. diffusa exibe uma atividade
antioxidante significativa frente ao radical DPPH (AKHTER et al., 2013; BHARDWAJ;
YADAV; SHARMA, 2014).

A composicdo quimica dos produtos obtidos das abelhas como méis, prépolis
e geopropolis € influenciada pela flora local. Em estudo da composi¢ao quimica destes
derivados foram identificados compostos fendlicos (flavonoides, acidos fendlicos e
taninos) como um dos principais componentes e responsavel pela atividade
antioxidante de estes produtos.(ALVES; KUBOTA, 2013; SILVA et al., 2013a), Estes

resultados corroboram a correlacao existente entre abelhas e flor
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1.5 CONCLUSAO

A analise quimica mostrou que todas as espécies analisadas apresentaram a

presencga de compostos fendlicos do tipo flavonoides glicosilados.

Das flores das espécies C. heliotropiifolius e C. blanchetianus foram isolados os
flavonoides glicosilados: rutina, isoquercetina, quercetina-3-O-p-D-galactosideo,
quercitrina, 6"-O-p-coumaroil-B-galactopiranosil-kaenferol, tilirosideo, 3'-metoxi-
tilirosideo, sendo os flavonoides agliconas 3,7-dimetoxi-quercetina e pachipodol

isolados apenas de C. blanchetianus.

A espécie J. mollissima mostrou a presenca de taninos hidrolisaveis e acidos graxos
e G. spinosa além da presenga de flavonoide foram encontrados derivados de
espermidinas com acidos cinadmicos, substancias comumente encontradas em polens

apicolas.

Os principais flavonoides presentes nas flores da Mimosa tenuiflora também sdo os
constituintes principais no mel de abelha branca, indicando o forrageamento
especifico das abelhas nativas por espécies vegetais nativas da Caatinga brasileira.

Os testes antirradicalares (DPPH e ABTSY) das fracdes AcOEt e MeOH de B. diffusa,
C. blanchetianus, C. rhamnifolius e J. mollissima, mostraram uma boa capacidade de
sequestrar os radicais analisados sugerindo um relevante potencial antioxidante para

as amostras.
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2 ALCALOIDES INDOLICOS DO TIPO PLUMERANO IDENTIFICADOS NAS
FLORES DE ASPIDOSPERMA PYRIFOLIUM MART (PEREIRO)

2.1 INTRODUCAO

Os alcaloides constituem uma das maiores classes de metabdlitos secundarios,
apresentando uma ampla diversidade estrutural e um elevado numero de atividades
bioldgicas. Eles sdo encontrados predominantemente em plantas angiospermas e sao
biossinteticamente formados a partir de aminoacidos: ornitina/arginina, lisina,
histidina, fenilalanina/tirosina, triptofano, &cido antranilico e &cido nicotinico
(FUMAGALI et al., 2008). A caracteristica estrutural basica destes compostos € a
presenca de um ou mais atomos de nitrogénio heterociclico que conferem
caracteristicas basicas, importantes para a quimica desses metabdlitos (EL-SAYED,;
VERPOORTE, 2007). Podem ser classificados de acordo com o tipo de esqueleto
bésico que incluem, entre outros, os alcaloides inddlicos (HESSE, 2002). Os
alcaloides inddlicos sdo derivados do aminoacido triptofano e caracterizam-se
estruturalmente pela presenca de um sistema biciclico, formado pelo anel benzénico
fundido com o anel pirrélina (Figura 52). As origens metabdlicas da porcéo restante
consistem em uma cadeia de dez atomos de carbono, de origem terpendide e sao
identificadas como secologaninas (secoiridoides), Gtil para dividir estes alcaloides em
nove subclasses dentre as quais é encontrada a subclasse plumerano (GUIMARAES:;
BRAZ-FILHO; VIEIRA, 2012; VARGAS et al., 2004).

Os alcaloides inddlicos sédo encontrados principalmente em plantas das familias
Apocynaceae, Loganiaceae, Rubiaceae e Nissaceae. Tém sido alvo de muitos
estudos devido a grandeza de suas diversidades estrutural e farmacoldgica, (EL-
SAYED; VERPOORTE, 2007)

Figura 52- Nucleo béasico dos alcaloides indolicos
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A presenca de alcaloides nas plantas aumenta as taxas de reproducéo das plantas,
melhora as defesas contra estresses bioticos e abidticos, atuan como repeléntes de
predadores por sua toxicidade ou sabor amargo, como atraente de polinizadores
pelas propriedades estimulantes de alguns alcal6ides, enquanto a duracéo da visita
pode ser controlada (MATSUURA; FETT-NETO, 2015).

A familia Apocynaceae apresenta 5.556 espécies com 410 géneros de plantas
gue ocorrem principalmente em climas tropicais e subtropicais em quatro continentes
(APOCYNACEAE - THE PLANT LIST 2013). No Brasil existem cerca de 78 géneros
e 782 espécies, das quais 426 sdo endémicas distribuidas em diversas formacdes
vegetais (APOCYNACEAE FLORA DO BRASIL, 2020). Entre os géneros da familia
Apocynaceae de ocorréncia no Brasil, destaca-se Aspidosperma que apresenta 64
espécies com distribuicdo neotropical e ocorrem desde o México até a Argentina
(exceto Chile) com 56 espécies encontradas no Brasil, sendo 23 endémicas
(CASTELLO et al., 2019; MACHATE; ALVES; FARINACCIO, 2016; PEREIRA et al.,
2007) com distribuicdo nas Florestas Pluviais, Cerrados, Caatinga, Campos de
Altitude e Restinga (VITAL, 2018).

As plantas deste género sdo importantes fontes de alcaloides inddlicos
biologicamente ativos (FUMAGALI et al., 2008). Véarios estudos comprovam que 0S
alcaloides inddlicos sdo constituintes tipicos das espécies de Aspidosperma e
apresentam grande diversidade estrutural (DO NASCIMENTO et al., 2019; OLIVEIRA
et al., 2009). Diversas atividades biologicas sao atribuidas aos alcaloides indolicos
isolados de diferentes espécies de Aspidosperma como hipotensora, analgésica,
antimicrobiana (PEREIRA et al., 2007), além das atividades anti-inflamatoria,
anticancer, antitlcera, antileishmania e cicatrizante (GUIMARAES; BRAZ-FILHO;
VIEIRA, 2012; OLIVEIRA et al., 2009).

Um estudo com 33 espécies de Aspidosperma de ocorréncia no Brasil resultou
no isolamento de mais de 100 alcaloides inddlicos, o que levou a conclusdo da
predominéancia desta classe de alcaloides neste género (PEREIRA et al., 2007).

A espécie Aspidosperma pyrifolium é popularmente conhecida como "pereiro"
ou "pau-pereiro” (Figura 53). E uma arvore nativa da Caatinga, principalmente em
varzeas fluviais e terrenos proximos a elevagées de terra. E uma arvore de tamanho
médio, com 7-8 m de altura, lactescente, com caule bem desenvolvido, ereto e de

copa normal em ambientes ndo degradados, com folhas simples, flores aglomeradas
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em pequenas cimeiras terminais e de perfume muito agradavel que se espalha pela
Caatinga. Os frutos sédo lenhosos, em forma de gota achatada, castanho-claros, rico
em lenticelas de cor cinza (pequenos pontos) que se abrem na sua deiscéncia em

duas bandas e deixam cair as sementes (SOUSA et al., 2014)

Figura 53- Espécie Aspidosperma pyrifolium

f .
Fonte: Silva T. M. S. (2018)

Aspidosperma pyrifolium é utilizada na medicina popular contra a maléria, para
o tratamento da inflamacéo do trato urinario e dermatites (AGRA; DE FREITAS;
BARBOSA-FILHO, 2007; DOLABELA et al., 2015). Varios alcaloides inddlicos ja foram
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isolados de diferentes partes desta planta (Figura 54). Os alcaloides aspidofilina (1),
pirifolina (2), aspidospermina (3) e 15-demetoxipirifolina (4) foram isolados das folhas
(CRAVEIRO; MATOS; SERUR, 1983), 15-desmetoxipirifolina (4), aspidofractinina (5)
e N-formilaspidofractinina (6) foram isolados das cascas do caule (DE ARAUJO et al.,
2007), das sementes da planta foram isolados: aspidospermina (3),
desmetoxiapidospermina (7) ,N-acetilaspidofractinina (8), pirifolina (2) e 15-
desmetoxipirifolina (4) (NOGUEIRA et al.,, 2014) e da casca de sementes e caule
também foram isolados, vincadifformina (9), aspidospermidina (10), 10-
metoxiapidospermidina  (11), palosina (12), O-desmetilpalosina (13), N-
formilaspidospermidina (14), vallesina (15), dehidroxihaplocidina (16), haplocina (17),
acuammicina (18), aspidospermina (3) e demetoxiaspidospermina (7) (MITAINE et al.,
1996).

Embora varios alcaloides tenham sido isolados das folhas, cascas das raizes e
galhos de A. pyrifolium, ainda ndo ha relatos do estudo quimicos das flores desta
espécie, fato que motivou o presente estudo para investigacdo dos metabdlitos
existentes nesta parte da planta e contribuir com a quimiotaxonomia da espécie. O
trabalho também faz parte do estudo quimico das flores visitadas por abelhas no

bioma Caatinga, Nordeste do Brasil.
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Figura 54- Alcaloides inddlicos isolados das folhas, raizes e casca do caule de

Aspidosperma pyrifolium
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2.2 OBJETIVOS

2.2.1 Geral

-Identificar os alcaloides presentes nas flores da espécie Aspidosperma pyrifolium
Mart. (pereiro).

2.2.2. Especifico

-Analisar o perfil quimico por UPLC-DAD-gqTOF-MS/MSW da fracdo alcaloidal obtida
das flores de A. Pyrifolium

-Isolar os principais alcaloides presentes na fracdo alcaloidal das flores de A.
pyrifolium através de técnicas cromatograficas e identificar as estruturas quimicas

através de técnicas espectroscépicas de RMN 3C e H uni e bidimensional.
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2.3 MATERIAIS E METODOS

2.3.1 Material vegetal e extracao dos alcaloides

2.3.1.1 Material vegetal

As flores de Aspidosperma pyrifolium foram coletadas no Sitio Riacho,
municipio de Vieiropolis, Paraiba, Brasil, bioma Caatinga. Uma exsicata da planta esta
depositado no Herbario Vasconcelos Sobrinho, da Universidade Federal Rural de
Pernambuco, sob niumero 53527 e registrado no Sistema Nacional de Gestdo do

Patrimonio Genético (SisGen), niumero A0492CA.

2.3.1.2 Extracao dos alcaloides

As flores frescas de A. pyrifolium (750,0 g) foram maceradas com etanol e
submetidas a extracdo com auxilio de banho de ultrassom. A solucdo extrativa foi
filtrada e concentrada sob pressédo reduzida para produzir o extrato etanodlico bruto
(80,2 g). Uma porcéo deste extrato (30,0 g) foi dissolvida com acido acético 10% e
extraida com acetato de etila. O filtrado aquoso acido foi alcalinizado com NH4OH e
deixado em repouso durante a noite fornecendo ao final 1,1 g de fracao alcaloidal
(esquema 3). Para a analise em HPLC-DAD analitico, a fracéo alcaloidal (5,0 mg) foi
solubilizada em 1 mL de (MeOH:H20 acidificada) e injetada em HPLC-DAD, modelo
CMB-20A (Shimadzu Corporation, Kyoto, Jap&o) equipado com um detector UV-Vis
(SPD-20A), forno da coluna (CTO-20A), bomba de solvente (LC-20AD) e Coluna Luna
Phenomenex C-18 (Phenomenex, Aschaffenburg, Alemanha) (250 x 4,6 mm; 5 um) a
40 °C, fluxo de 1 mL/min, faixa de comprimento de onda 220 a 400 nm. As fases
moveis foram agua acidificada 0,1% &acido formico solvente (A) e metanol (B), no
seguinte programa de elui¢do: 1-10 min 70% B, 10-15 min 100% B, de 15-17 min 70%
B. Para o isolamento dos alcaloides, a fragéo alcaloidal (0,9978 g) foi submetida a
cromatografia semipreparativa, utilizando coluna Luna C-18 (250 mm x 21,2 mm x 4
pum) (Phenomenex, Aschaffenburg, Alemanha) utilizando o mesmo sistema de eluigéo
da injecéo analitica e fluxo de 14 mL/min, sendo coletadas ao final 14 fragdes

(Esquema 4).
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Esquema 3- Marcha para extracdo dos alcaloides das flores de A. pyrifolium

1-Acido acético 10%
2-Extracdo com AcOEt

1-NH,OH até pH=9
2-Repouso em frio por 12h

1-Lavagem com H,O
2-Rotoevaporagéo

Fonte:A autora (2019)

Esquema 2- Isolamento das substancias presentes na fracéo alcaloidal das flores de
A. pyrifolium

CLAE-DAD semipreparativo

Fonte:A autora (2019)

As fracBes PP-8(8), PP-9(13) e PP-12(16 e 17) foram submetidas as analises

espectrométricas. Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear de H e 13C
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(incluindo experimento em 2D) foram obtidos em espectrometros Bruker DPX- 500
(Bruker, Rheinstetten, Alemanha) (500 e 125 MHz, para H e 13C) respectivamente.
Como referéncia interna foi utilizado tetrametilsilano (TMS) ou residuo do solvente
CHCIs (0w 7,27) e o pico central do CDCls em (dc¢c 77,00). Os espectros de absorcdo
no infravermelho foram obtidos em pastilhas de KBr obtido em espectrémetro Varian
640-FTIR (Varian, Palo Alto, CA, EUA) com um acessoério PIKE ATR operando na
faixa de 4000-400 cm™. Os valores de rotagGes Opticas foram medidos a 20°C
([«]2°) no polarimetro digital (A. Kriiss Optronic GmbH, Hamburgo, Alemanha,
espessura 1,0 dm). Utilizou-se uma cubeta de 2,5 mm de diametro por 100 mm de
caminho 6ptico. As medicBes foram feitas em triplicatas e o tempo de duracéo de cada

analise foi de 15 segundos.

2.3.2 Anédlises por UPLC-PDA-qTOF-MS/MS

Os experimentos foram realizados utilizando um cromatografo liquido de ultra
eficiéncia ACQUITY UPLC H-Class (Waters Corporation, Milford, MA, EUA), acoplado
a um espectrémetro de massas Quadrupolo-Tof (Xevo G2-XS QTof, Waters, EUA)
com ionizacdo por eletrospray (ESI). O detector analitico foi um detector Waters
Acquity PDA, que foi ajustado para uma faixa de comprimento de onda de 200-800
nm. As separagfes cromatograficas foram realizadas utilizando uma coluna Acquity
BEH C-18 (2,1 mm x 50 mm,1,7 um de tamanho de particula) (Waters, Milford, MA,
EUA). A temperatura foi mantida a 40°C. A fase movel binaria consistiu de uma
solucé@o aquosa de acido formico 0,1% (solvente A) e acetonitrila 0,1% &cido formico
(solvente B). O gradiente de elui¢ao utilizado foi: 0 -5 min, 5% - 10% de B; 5 - 9 min,
10% - 95% de B, com o fluxo 0,4 mL.min! e volume de inje¢do 5,0 pL. O espectrémetro
de massas foi operado em modo positivo de ionizacdo (ESI), sendo a deteccdo
realizada no metodo centroide MSE em faixa de variagdo 50 - 1200 m/z. As condicdes
da fonte sdo as seguintes: voltagem do capilar 2,0 kVpara ESI, gas de dessolvatacao
(N2) 800 L h't e 600 °C, taxa do fluxo de gas do cone 100 L h1, temperatura da fonte
120 °C, energia de colisdo em rampa de 10-30 eV. Todas as andlises foram realizadas
utilizando o lockspray para garantir a precisdo e reprodutibilidade dos valores de
massas. Leucina-encefalina (200,0 pg mL™) foi utilizado como padréo/referéncia para
calibragdo. A aquisicdo e analise dos dados foi realizada utilizando o software Waters

MassLynx 4.1.
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2.4 RESULTADOS E DISCUSSAO
2.4.1 Caracterizagdo de compostos por UPLC-DAD-QTOF-MS/MS

A fracao alcaloidal das flores de Aspidosperma pyrifolium foi submetida a
andlise por UPLC-DAD-QTOF-MS para analise do perfil quimico e caracterizagédo
estrutural de alcaloides. Dezoito alcaloides indolicos do tipo plumerano foram
caracterizados e o0s quatro principais alcaloides foram isolados por HPLC-DAD
semipreparativo e as estruturas foram identificadas por RMN 1D (RMN de *H e 3C),
2D-RMN (*H-'H COSY, HSQC, HMBC e NOESY) e espectros MS/MS. A Tabela 22
resume 0s ions produtos mais caracteristicos observados nos espectros de MS/MS.
Os Cromatogramas de UPLC-DAD e do pico ion base (BPI) sdo mostrados na (Figura
55 A e B), respectivamente. A identificacdo dos compostos foi possivel de acordo com
as absor¢Bes maximas de UV, valores de massa dos ions protonados e comparagao
com dados publicados na literatura. Os alcaloides mostraram uma banda de absor¢éo
de UV a 250-284 nm. Os padrdes de fragmentacédo séo consistentes com a estrutura
dos alcaloides inddlicos (AGUIAR et al., 2010; LI et al., 2015). Dos dezoito alcaloides
identificados, quatorze sdo compostos por anéis de seis membros (1-13 e 15) e quatro
com anéis de cinco membros (14 e 16-18). Como exemplo, a proposta de formacao
de ions produtos para os anéis de seis membros (13, pirifolina) e anéis de cinco
membros (16, aspidospermina) sdo mostrados (Figura 56 e 57). Esta analise pode ser
estendida para a formacédo dos ions produtos dos outros alcaloides com o0 mesmo
perfil.

Os compostos 1-13 com anéis de seis membros apresentaram 0 mesmo
esqueleto basico nas estruturas que a aspidofractinina e seu isbmero (alcaloides 2 e
3) com m/z 281,2014 [M+H]*. Exceto os alcaloides 1 (m/z 325,1911), 4 (m/z 369,2172),
9 (m/z 323,2123), 13 (m/z 383,2223) e 15 (m/z 399,2270), todos 0s outros compostos
2 e 3 (m/z 281,2014), 5 e 6 (m/z 309,1964), 7 e 8 (m/z 339,2064), e 10, 11 e 12 (m/z
353,2230) séo grupos de alcaloides isdmeros. Os compostos mostraram presenca de
grupos hidroxila, metoxila, formila ou acetila na estrutura.

Geralmente, as perdas neutras de H20, CO, MeOH, Cz2Hs, CH2CO e C2H7N
foram observadas a partir das estruturas. A perda de H20 é caracteristico de um grupo

OH, a perda de CO é a fragmentacao caracteristica dos alcaloides N-formil e a perda
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de MeOH de [M+H]* é atribuida a estrutura com grupo metoxila. A eliminacdo do
CH2CO ocorreu nos compostos que apresentaram o grupo N-acetil. Os fragmentos
C2H4 e C2H7N foram comuns a todos os compostos. Os alcaloides também mostraram
ions produto em m/z 168, 144 e 130 na faixa de baixa massa como ions caracteristicos
da parte indol (Li et al., 2015).

O composto isolado 13 (pirifolina), alcaloide inddlico plumerano hexaciclico
exibiu um ion molecular protonado em m/z 383,2323 [M+H]*. Os ion produtos em m/z
341,2175 [M+H-CH2CO]* e m/z 313,1854 [M+H-CH2CO-C2H4]* resultou das perdas
de CH2CO e depois de C2Ha4, respectivamente. O ion produto em m/z 309,1908 [M+H-
CH20H-CH2CQ]* é formado por perdas de CH20H e CH2CO da molécula protonadas.
O ion produto em m/z 313,1854 [M+H-CH2CO-C2H4]* forneceu os ions em m/z
255,1462 [M+H-CH2CO-2C2H4-CH20]*, formados pelas perdas subsequentes de
CH20 e C2Ha4. O ion produto em m/z 281,1589 [M+H-CH2CO-2CH:Q]*, resulta de m/z
341,2175 por perdas de 2CH20 e finalmente a perda de CH2NH de m/z 281,1589
resultou no pico em m/z 252,1318 [M+H-CH2CO-2CH20-CH2NH]*. Como exemplo é
mostrada de fragmentacdo para o alcaloide pirifolina (13) (Figura 11.5). Esta
propriedade pode ser estendida para os outros alcaloides inddlicos de plumerano
hexaciclico

A aspidospermina (16), alcaloide indol do tipo pentaciclico, apresentou um ion
molecular protonado em m/z 355,2380 [M+H]*. O espectro MS? apresentou
fragmentos consistentes com o grupo metoxila no anel indélico, em m/z 323,2062
[M+H-MeOH]* e 325,2184 [M+H-CH20]* e presenca de grupo N-acetil m/z 283,2004
[M+H-CH20-CH2COQOJ*. As perdas das moléculas neutras de CH3sNH2 e CHzCH2NH2 do
ion produto em m/z 283,2004 originaram os fragmentos em m/z 252,1642 [M+H-
CH20-CH2CO-CHsNHz]* e m/z 238,1517 [M+H-CH20-CH2CO-CH3CH2NHz]*,
respectivamente. A perda subsequente de C2Hes e CsHs, a partir de m/z 238,1517
fornece os ions produto em m/z 208,1087 [M+H-CH20-CH2CO-CH3CH2NH2-C2He]* e
m/z 196,1062 [M+H-CH20-CH2CO-CH3CH2NH2-C3Hs]*. Os ions produto em m/z
144,0741 [M+H-CH20-CH2CO-CsH12]* e m/z 130,0636 [M+H-CH20-CH2CO-
CHsCH2NH2-CsH12]* na faixa de baixa massa sdo as caracteristicas ions da parte
indol. A fragmentacdo proposta do composto 16 € mostrada na (Figura 11.6). Esta
propriedade pode ser estendida para os outros alcaloides inddlicos do tipo plumerano
pentaciclico.



Figura 55- Cromatogramas UPLC-DAD (254 nm) (A) e ESI pico ion

Aspidosperma pyrifolium analisadas por UPLC-QTOF-MSE
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Tabela 22- Identificacédo dos alcaloides indélicos do tipo plumeranos das flores de Aspidosperma pyrifolium por UPLC/QTOF-MSE

Comp. Rt Amax [M+H]* [M+H]* MS/MS Tentativa de
(min)  (nm) (m/z) (m/z) identificacéo
Calc.
1 1,01 250 325,1911 325,1910 307,1743 [M+H-H20]*, 279,1794 [M+H-CO]*, 251,1481 Hidroxi-N-formil-
[M+H-CO-C2Ha4]* aspidofractinina
2 1,8 283 281,2014 281,2012 253,1617 [M+H-C2H4]*, 208,1064 [M+H-C2H4-C2H7N]*, Aspidofractinina ou
180,0752 [M+H-2C2H4-C2H7N]* isbmero
3 1,46 284  281,2014 281,2012 253,1617 [M+H-C2Ha4]*, 208,1064 [M+H-C2H4-C2H7N]*, Aspidofractinina ou
180,0752 [M+H-2C2H4-C2H7N]* isdbmero
4 151 253  369,2172 369,2172 339,2275 [M+H-CHsOH]*, 321,1886 [M+H-CH3OH- H20]*  Hidroxi-metoxi-N-acetil-
aspidofractinina
5 1,61 251  309,1964 309,1961 281,1520 [M+H-CQ]*, 264,1744 [M+H-C2H7N]*, 253,1696  N-formil-aspidofractinina
[M+H-CO-C2H4]*, 236,1075 [M+H-C2H7N-COJ*, 208,1051  ou isdmero
[M+H-C2H7N-CO-C2Ha4]*
6 1,84 251  309,1969 309,1961 281,1520 [M+H-CQ]*, 264,1744 [M+H-C2H7N]*, 253,1696  N-formil-aspidofractinina
[M+H-CO-C2H4]*, 236,1075 [M+H-C2H7N-COJ*, 208,1051  ou isdmero
[M+H-C2H7N-CO-C2Ha]*
7 1,97 253  339,2064 339,2067 309.[M+H-CH30H]*, 281.1651 [M+H-CH30OH-COJ", Hidroxi-N-acetil-
264,1787 [M+H-CH3OH-C2H7N]*, 253,1696 [M+H-CH3OH-  aspidofractinina
CO-C2H4]*, 236,1075 [M+H-CH3OH-CO-C2H7N]*
8 2,22 253  339,2069 339,2067 311,1703 [M+H-CQO]*, 307,1751 [M+H-CH3OH]*, 283,1745 N-formil-15-methoxi-
[M+H-CO-C2H4]*, 279,1437 [M+H-CH3COJ*, 253,1269 aspidofractinina*
[M+H-CO-C2Hs-CH20]*, 222,0847 [M+H-CO-C2Ha-
CHsNHz]*, 194,0897 [M+H-CO-2C2Hs-CH3O]*
9 2,35 252 323,2123 323,2117 297,1885 [M+H-CH2CO]*, 280,1639 [M+H-C3HoN]", N-acetyl-aspidospermine
269,1590 [M+H-CH2CO-C2Ha4]*
10 2,563 252  353,2231 353,2223 323,2063 [M+H-CH3OH]*, 311,2005 [M+H-CH2COJ*, Demetoxipirifolina ou

294,1822 [M+2H-CH3OH-C2Ha]*, 283,1744 [M+H-CH>CO-
CoHa]*, 252,1313 [M+H-CH2CO-C2Ha-C2H7NJ*

isbmero
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11

2,61

252

353,2232

353,2223

323,2063 [M+H-CH3OH]J*, 311,2005 [M+H-CH2COJ",
294,1822 [M+2H-CH3OH-C2Ha]*, 283,1744 [M+H-CH>CO-
CoHa]*, 244,1462 252.1313 [M+H-CH2CO-C2Ha-CH3NH2]*

Demetoxipirifolina ou
isbmero

12

2,69

257

353,2230

353,2223

323,2063 [M+H-CH30H]*, 311,2005 [M+H-CH2COJ*,
294,1822 [M+2H-CH30H-C2H4]*, 283,1744 [M+H-CH2CO-
C2H4]*, 252,1313 [M+H-CH2CO-C2H4-CH3sNH2]*

Demetoxipirifolina ou
isbmero

13

2,88

257

383,2323

383,2329

351,2022 [M+H-CH3OH]*, 341,2175 [M+H-CH2COJ*,
313,1854 [M+H-CH2CO-C>H4]*, 309,1908 [M+H- CH2CO-
CH3OHJ*, 281,1589 [M+H-CH2CO-2CH:0]*, 255,1462
[M+H-CH2C0O-2C2H4-CH20]*, 252,1318 [M+H-CH2CO-
2CH20-CH2NHJ*, 224,1011 [M+H-CH2CO-C2H4-C3HsN-
CH3OHJ*

Pirifolina*

14

3,18

250

341,2224

341,2223

323,2043 [M+H-H20]*, 299,2074 [M+H-CH2CO]*, 281,1939
[M+H-CH2CO-H20]*, 253,1619 [M+H-CH2CO-H20-C2H4]*

Hidroxi-N-acetil
aspidospermina

15

3,34

256

399,2270

399,2278

371,2287 [M+H-COJ*, 354,1896 [M+H-C2H-NJ*, 353,2125
[M+H-C2HsOHJ*, 339,1996 [M+H-CO-CH3OH]*

Fendlerina

16

3,77

250

355,2380

355,2380

325,2184 [M+H-CH20]*, 323,2062 [M+H-CH30OH]*,
283,2004 [M+H-CH20-CH2CQJ*, 252,1642 [M+H-CH20-
CH2CO-CHsNHz]*, 238,1517 [M+H-CH20-CH2CO-
CH3CH2NH2]*, 208,1087 [M+H-CH20-CH2CO-CH3CH2NH:-
C2He]*, 130,0638 [M+H-CH20-CH2C0O-CH3CH2NH:-
CsHi2]*, 196,1062 [M+H-CH20-CH2CO-CH3CH2NH2-
CsHe]*, 144,0741 [M+H-CH20-CH2CO-CsgH12]*

Aspidospermina*

17

3,97

253

385,2480

385,2485

353,2168 [M+H-CH3OH]*, 323,1683 [M+H-2CHgs]*,
339,2002 [M+H-CH3-CH30]*, 311,2042 [M+H-CH3OH-
CH2COJ, 281,1662 [M+H-2CH3-CH2CO]J*, 266,1474 [M+H-
CH30OH-CH2CO-C2H7N]*

15-metoxi
aspidospermina*

18

4,10

253

371,2324

371,2329

353,2125 [M+H-H20]*, 339,1992 [M+H-CH3OH]*, 311,2061
[M+H-CH2COJ*, 296,1808 [M+H-CH3OH-CHsCOJ"*,
266,1474 [M+H-CH2CO-CaH/N]*

Aspidocarpina

Fonte:A autora (2019)-*Compostos isolados e identificados por métodos espectroscépicos incluindo experimento de RMN 1D e 2D .



Figura 56- Proposta de fragmantacdo MS/MS para o pico em m/z 383,2323 para o alcaloide plumerano hexaciclico pirifolina (13)
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Figura 57- Proposta de fragmantacdo MS/MS para o pico em m/z 355,2380 para o alcaloide do tipo plumerano pentaciclico
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2.4.2 Determinagéo estrutural dos compostos isolados

O composto 8 foi obtido como um p6 branco, [a]4°= - 88,0 (c 0,05 g/mL, MeOH),
com teste positivo ao reagente de Dragendorff apos analise por cromatograifa em
camada delgada analitica.

O espectro de UV do composto 8 (Figura 58), mostrou bandas com maximo de
absorcdo em 251 nm, o que pode ser caracteristico de um cromoforo de alcaloide
inddlico substituido. O espectro de FT-IR (Figura 59) exibiu banda em 2937 cm,
caracteristica de ligacées C-H de carbono sp3, bandas em 1082 cm?, caracteristica
de ligacdo C-N, em 1667 cm associada com o grupo carbonila e 1595 e 1476 cm™
para o anel aromatico.

Os espectros de 'H e 3C NMR do composto 8 exibiram sinais caracteristicos
de um alcal6ide indolico 2,3-dissubstituido. O espectro de *H RMN (Figura 60) indicou
a presenca de quatro prétons aromaticos a éu 7,31 (dd; 1,0, 7,5; H-9), &x 7,09 (dt; 1,0,
7,5; H-10), du 7,20 (dt; 1,0, 7,5; H-11), du 8,0 (d; 1,0, 7,5; H-12), comprovando a
presenca do nucleo indol livre de substituintes, cinco sinais para hidrogénios ligados
a atomos de carbono nitrogenados, sendo quatro sinais multipletos para protons
metileno a &u 3,17 (m, H-3B), 3,03 (m, H-3a), 3,21 (m, H-5B), 3,07 (m, H-5a) e um
singleto a &n 3,08 de préton H-21. Adicionalmente, dois singletos foram observados a
~ 3,35 e ~ 8,3 correspondendo aos grupos metoxi e formilo nas posicdes 15 e 21,
respectivamente. Estes resultados sugerem que o composto 8 consiste num alcaloide
indol de tipo plumerano hexaciclico. A partir do espectro 3C NMR APT (Figura 61), os
resultados foram ainda suportados pela presenca de sinais de um carbono carbonilico
a oc 158,12, cinco carbonos quaternarios a 6c 141,6 (C-8), 139,8 (C-13), 71,5 ( C-2),
57,5 (C-7) e 38,0 (C-20), seis metinicos a 6c 121,6 (C-9), 125,2 (C-10), 127,3 (C-11),
117,4 (C-12), 85,5 (C-15) e 68,8 (C-21), oito metilenos a 6¢ 50,8 (C-5), 46,1 (C-3), 35,
(C-6), 20,6 (C-14), 25,0 (C-16), 22,0 (C-17), 32,5 (C-18) e 30,2 (C-19), e um grupo
metoxi a d¢c 57,2. Todas as ressonancias de protons acima foram inequivocamente
associadas com atomos de carbono usando o espectro de HSQC ( Figura 62). A
comparacdo do composto 8 com o composto 5 (309 Da) e seu isbmero 6 (N-formil-
aspidofractinina) isolado da casca do caule de A. pyrifolium (DE ARAUJO et al., 2007),
mostrou que o composto 8 apresenta 30 Da de diferenca, que corresponde a um grupo
metoxila adicional na estrutura. A comparacao dos valores de delocamento quimico
do C-15 no composto 8 (6c 85,5) e N-formil-aspidofractinina em (6c 29,0) (DE



159

ARAUJO et al., 2007), pode-se concluir que o grupo metoxila no composto esta no
carbono-15. Esta declaracéo foi confirmado pelo espectro de HMBC (Figura 63) que
mostrou uma correlacéo entre C-15 (6c¢ 85,59) e o grupo metéxi em 61 3,35. A porcao
hexaciclica indolica e plumerana foi atribuida a partir de suas correlagbes proton-
préton no espectro *H-'H COSY (Figura 64), e as correlacdes de longo alcance entre
prétons e carbonos pelo espectro de HMBC. Em particular, no espectro de HMBC foi
observado os picos cruzados H-3 (on 3,03) com C-5 (6c¢ 50.8), C-21 (éc 68,8), C-14
(6c 20,6); H-21 com C-5 (éc¢ 50,8); C-6 (6c 35,5), C-7 (6c 57,5); H-12 com C-8 ( oc
141,6); C-10 (6c 125,2); e C-13 (6c 139,8). Por outro lado, o pico de HMBC do H-22
(6n 8,3) com o carbonila em d¢c 139,8 (C-13) nos permitiu identificar o grupo N-formil.
A orientacdo pseudo-equatorial para o grupo metoxila na posicdo C-15 foi
estabelecida com base nos valores das constantes de acoplamento para H-15 obtidos
pelas ressonancias magnéticas de RMN-'H. Um duplo dupleto a du 2,93 mostrou os
valores da constante de acoplamento iguais a 12 Hz e 5 Hz, indicando que H-15 tem
um angulo préximo de 180° em relacéo a H-14B e aproximadamente 60° em 14a. A
andlise do espectro de espectroscopia de efeito nuclear de Overhauser (NOESY)
(Figura 65), permitiu corroborar a estereoquimica relativa do H-213 em én 3,08
mostrou acoplamentos dipolares com grupo metoxil a o+ 3,35 e H-19B (6n 2,05). Os
dados de RMN 1D e 2D estdo apresentados na Tabela 23.

O espectro de massas mostrou ion de molécula desprotonada em m/z
339,2069 [M+H] * (calculado m/z 339,2067), consistente com férmula molecular de
C21H29N202. O espectro MS/MS (Figura 66) mostrou um ion produto em m/z 309,1589
correspondendo perda de metanol [M+H-MeOH]*. O formil foi prontamente eliminado
como CO para produzir o ion produto em m/z 281,1651 [M+H-CH3OH-CO]J*. Os ions
produtos em m/z 264,1787 [M+H-CH3OH-C2H7N]* e m/z 236,1075 [M+H-CH3OH-CO-
C2H7N]*, correspondiam a perda de um fragmento relacionado com o anel de cinco
membros. Com base nos resultados descritos, a estrutura do composto 8 foi

estabelecida como 15-metoxi-N-formilaspidofractinina.
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Tabela 23- Dados de RMN H e 3C (500 e 125 MHz, CDCI3) de 8 (N-formil-15-methoxi-

aspidofractinina)

C 6 13C o H 2JcH 3JcH
2 71,5 -
3 461 3,03 (m) H-5
3.17 (m)
5 50,8 3.07 (m) H-3, H-21
3.21 (m)
6 35,5 2,54 (ddd, 3,5; 9; 14) H-5, H-21 H-21
1,67 (M)
7 57,5 - H-21 H-5, H-9, H-16, H-17
8 141,6 - H-10, H-12
9 121,6 7,31 (dd, 1,0; 7,5) H-10
10 1252 7,09 (dt 1,0;7,5) H-12
11 1273 7,20 (dt, 1,0; 7.5) H-9
12 117,4 8,0(d,1,0;7,5) H-11 H-10
13 139,8 - H-12 H-9, H-11, H-22
14 20,6 1,62 (m) H-3, H-15
15 855  2.93(dd, 5,0; 12,0) H-14 H-19, OCHa
16 25,0 2,29 (m) H-17 H-18
2,10 (ddd, 3,5; 7,0; 10,5)
17 22,0 1,76 (m) H-16 H-15, H-19, H-21
1.89 (m)
18 32,5 1,53 (m) H-19 H-16, H-20
1.88 (m)
19 30,2 1,20 (m) H-18
2.05 (m)
20 38,0 - H-15, H-19 H-14, H-18
21 688  3,08(s) H-3, H-5
22 1581 83 (s)
OCHs 57,2  3.35(s) H-15

Fonte:A autora (2019)
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Figura 58- Espectro UV do composto 8 (N-formil-15-metoxi-aspidofractinina)
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Figura 60- Espectro de RMN!H (A) e expansdo (B) de N-formil-15-methoxi-

aspidofractinina em CDCls (500 MHz)
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Figura 61- Espectro de APT de N-formil-15-methoxi-aspidofractinina em CDCIs (125
MHz)
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Figura 62- Espectro de RMN 2D H- C-HSQC(A) e expansodes( B,C,D) de N-formil-
15-methoxi-aspidofractinina (500 MHz)
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Figura 63- Espectro de RMN 2D H,'H- COSY (A) e expansdes (B e C) de N-formil-
15-metoxi-aspidofractinina (500 MHz)
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Figura 64- Espectro de RMN 2D 'H-3C-HMBC(A) e expansoes (B e C) de N-formil-
15-metoxi-aspidofractinina (500 MHz)
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Figura 65- Estruturas de N-formil-15-methoxi-aspidofractinina com setas duplas
mostrando os acoplamentos dipolares detectados no experimento NOESY
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Figura 66- Fragmentacdo MS/MS no modo positivo de N-formil-15-metoxi-aspidofractinina
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O alcaloide inddlico conhecido (+) pirifolina (13) foi obtido como um sdlido
branco, com [a]%=+ 96,0 (c 0,5 g/mL, MeOH). [a]3’=+ 56,7 (c 0.05, MeOH);
(NOGUERA et al., 2014). O espectro de IV (Figura 67) exibiu bandas em 3341 cm™,
indicando a presenca de ligacdo N-H, em 2937 e 2865 cm™ caracteristica de ligacGes
(C-H) e 1658 (C=0) associada com o grupo carbonilo, bandas em 1076 cm,
caracteristica de ligacdo C-N.

O espectro de RMN *H (Figura 68) indicou a presenga de um simpleto em &n
2,24, integrado para trés hidrogénios, condizente com grupo metila desprotegido,
provavelmente devido a proximidade com um grupo retirador de elétrons, e outros dois
simpletos em &1 3,71 e dH 3,26, caracteristicos de hidrogénios de grupos metoxilas. O
espectro também permitiu observar a presenca de dupletos, em 6+ 6,98 (d J = 8,0 Hz,
H-9) e &1 6,78 (d J = 8,0 Hz, H-11) e um tripleto em 7,09 (t, J = 8,0 Hz, H-10), com
base no acoplamento esperado para um sistema indolico com um nico substituinte
no anel aromatico. Além destes, foram visualizados diversos multipletos entre 3,5 e
1,0 ppm.

O espectro de RMN APT (Figura 69 ) apresentou um conjunto de 21 sinais,
permitindo definir os seguintes grupos: carbono carbonilico em &c 170,3, seis
carbonos quaternarios (6c= 149,2 (C-12); 146,4 (C-8); 130,5(C-13); 71,7 (C-2);
58,2(C-7) e 37,3 (C-20)), cinco carbonos metinicos (dc= 125,2 (C-10); 114,3(C-14);
110,7(C-11); 85,7 (C-15) e 68,9(C-21)), oito carbonos metilénicos (dc= 51,0 (C-5), 46,3
(C-3), 34,4 (C-6), 30,1(C-18), 28,4 (C-19), 25,4 (C-16), 22,2 (C-17) e 21,3 (C-14) e trés
metilas (6 57,5, 55,9 e 24,3(C-23)). Os C-3 e C-14 sofrem uma variacdo muito
pequena nos seus deslocamentos quimicos quando sdo comparados aos hao
substituidos, entdo pode-se concluir que o grupo metoxila ndo esta ligado nestes
carbonos, e sim no carbono 15 (OLIVEIRA, 1999). Os dados obtidos no espectro
HSQC (Figura 70) foi possivel a atribuicdo de cada um dos prétons com cada carbono.

O espectro HMBC (Figura 71) mostrou que a metoxila em &c 55,4/6n 3,82
estava diretamente ligada ao carbono em &c 149,2(C-12), enquanto a metoxila em &c
57,1/6H 3,31 estava ligada ao carbono em &c 85,7 (C-15), devido as correlagbes, a
trés ligacdes, entre os referidos hidrogénios metoxilicos e esses carbonos.

No experimento COSY *H - 'H (Figura 72) foi possivel confirmar o acoplamento
entre os hidrogénios em ox 7,07 (H-10) com os hidrogénio em on 6,96 (H-9) e
OH6,78(H-11), mostrando a existéncia de trés hidrogénio ligado a carbono aromatico,
assim como entre os hidrogénios a 6+ 3,18 (H-3) e 6+ 1,61 (H-14); &n 3,25 (H-5) e dH
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2,63 (H-6); dn 2,61 (H-16) e dn 1,74 (H-17) e 01 1,98 (H-18)com o1 1,43(H-19)
(OLIVEIRA,1999). Os dados de RMN 1D e 2D estao apresentados na Tabela 24.

O espectro de massas (Figura 73) do composto 13 apresentou pico do ion
molecular em m/z 383,2322 (calculado m/z 383,2329) [M + H]*, indicando uma férmula
molecular C23H30N203, que em conjunto com as informagdes presentes nos espectros
de RMN de uni e bi dimensionais aliado ao valor positivo da rotacéo especifica além
da comparacdo com os dados da literatura, confirmou a estrutura do composto como
sendo o alcaloide (+) pirifolina, previamente isolado das sementes (NOGUEIRA et al.,
2014), folhas (CRAVEIRO; MATOS; SERUR, 1983), casca de raiz e caule (MITAINE
et al., 1996) de A. pyrifolium.
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Tabela 24- Dados de RMN *H e '3C (500 g 125 MHz, CDCls) de 13 (+ Pirifolina)

C 513C & 2JcH 3JcH *vB3C *®H

2 717 - H-6 1,7 -

3 46,3 3,18-3,02 H-5 46,2 3,18-3,00
5 51,0 3,25-3,05 H-21 50,9 3,26-3,16
6 34,4 2,63-1,76 H-5 H-21 34,4 2,5-1,80
7 58,2 - H-21/6  H-9 58,2 -

8 146,4 - H-10/21 146,3 -

9 114,3 6,96 H-11 114,3 6,98

10 125,2 7,07 1259 7,07

11 110,7 6,78 H-10 H-9 110,7 6,78

12 149,2 - H-11 H-10/ OCHs-12 149,1 -

13 1305 - H-11/9 130,0 -

14 21,3 1,61 21,2 1,80-1,64
15 85,7 2,87 OCHs3-15 85,6 2,85

16 25,4 2,61-2,31 25,4 2,65-2,30
17 22,2 1,74 H-21 22,3 1,80-1,44
18 30,1 1,98-1,06 30,1 1,98-1,06
19 28,4 1,79-1,43 28,4 1,80-1,44
20 37,3 - 37,3 -

21 68,9 2,92 68,9 3,43

22 170,3 - H-23 170,3 -

23 243 2,13 243 2,24)
OCHs 554 3,82 554 3,81
(C-12)

OCHs 57,1 3,31 57,2 3,33
(C-15)

Fonte:A autora (2019)-*Dados da literatura.
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Figura 67- Espectro de IV do composto 13 (pirifolina) em pastilha de KBr
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Figura 70- Espectro de RMN 2D H- C-HSQC(A) e expancgdes (B e C) de 13
(pirifolina) (500 MHz)
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Figura 72- Espectro de RMN 2D H,'H- COSY (A) e expansdes (B e C) de 13
(pirifolina) (500 MHz)
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Figura 73- Cromatograma de UPLC-MS em modo positivo de 13 (pirifolina)
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Os alcaloides inddlicos aspidospermina (16) e 15-metoxi-aspidospermina (17)
foram isoladas em mistura, obtido como um sélido amerelo amorfo. No espectro de
infravermelho (Figura 74) pode-se observar uma banda de absorcdo a 1657 cm™,
carasteristico de carbonila de amida. O espectro de RMN de *H (Figura 75) mostrou
a presenca de trés grupo metilas, um singleto em du 2,22 da metila do grupo N-
acetamida e outros dois sinais em &1 3,90 e &1 3,23 0 espectro também permitiu
atribuir os demais protons com base nos acoplamentos esperados para um sistema
indolico mono sustituido.

Todos os carbonos forom revelados no espectro RMN de 3C (APT) (Figura 76)
e com o espectro de HSQC (Figura 77), com base nos deslocamentos quimicos e em
comparacao com os dados da literatura Tabelas 25 e 26. A segunda metoxila em uma
das estrutura foi indicada pelo deslocamento quimico, como o deslocamento quimico
de C-3 a oc 52,8 e C-14 a &c 24,0 apresentaram uma variagdo muito pequena,
concluimos que a metoxila sé poderia estar ligada no C-15.

O espectro HMBC (Figura 78) mostrou que a metoxila em &c 55,4/6n 3,82
estava diretamente ligada ao carbono em &c¢ 149,22(C-12), enquanto a metoxila em
0c 57,14/6H 3,31 estava ligada ao carbono em &c 85,74 (C-15), devido as correlacdes
a trés ligacOes entre os referidos hidrogénios e esses carbonos.

No experimento COSY H-'H (Figura 79) foi possivel confirmar o acoplamento
entre os hidrogénios em &n 7,07 (H-10) com os hidrogénio em &1 6,96 (H-9) e dH
6,78(H-11), mostrando a existéncia de trés hidrogénios ligados a carbono aromatico,
assim como entre os hidrogénios a 6+ 3,18 (H-3) e 6n 1,61 (H-14); dn 3,25 (H-5) e o1
2,63 (H-6); dn 2,61 (H-16) e on 1,74 (H-17) e ®n 1,98 (H-18)com &n 1,43(H-19)
(OLIVEIRA,1999).

O espectro de massas (Figura 80) apresentou picos de molécula desprotonada
em m/z 355,2380 [M+H]* (355,2380 calculado para C22H30N202) para aspidospermina
eHR-ESI/MS m/z 385,2480 [M+H]* (m/z 385,2485 calculado para C23H32N203) para
15-metoxi-aspidospermina. A estrutura foi identificada por RMN de 'H e 3C incluendo
2D (HMBC, HSQC, and COSY) e comparacdo com os dados da literatura. Estes
compostos ja foram previamente isolados da casca da raiz, caule, folhas e raizes de
A. pyrifolium (CRAVEIRO; MATOS; SERUR, 1983; DE ARAUJO et al., 2007; MITAINE
et al., 1998).
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Tabela 25- Dados de RMN *H e 13C (500 e 125 MHz, CDCIz) de 16 (Aspidospermina)

C 6 13C oH 2JcH 3JcH *®13C *6H
2 66,1 4,20(dd; 6,10) 64,0 45m
3 53,7 3,26-2.28 53,5 3,0-1,9
5 52,2 3,26-2,28 52,8 3,11-2,25
6 38,0 2,11-1,61 H-2 38,0 2,05-1,55
7 52,2 - H-2 52,4
8 127,4 - H-2 128,0
9 1154 6,82 (d: 8,2) H-11 1154 6,82 (d; 8,0)
10 1261 7.05(t 7.9  H-9 1259 7,08 (t; 8,0)
11 1103  6.82(d: 8.2) 1100  6.80 (d: 8.7)
12 149,0 - OCHs 148,0
C-12
13 - H-2/H-11  141,0
14 215 225218 21,5  1,73(qt;13,4)
1,15
15 34,2 2,05-1,13 34,1 1,6-1,05m
16 24,3 1,86-1,39 24,7 1,95-1,35 m
17 22,7 2,39-1,57 23,0 2,0-1,1m
18 6,7 0,66 H-19 6,7 0,6 (t;7,1)
19 301 127 H-18 299 1,2 (dq;14:7,1)
0,89 0.8 (dq:14:7.1)
20 35,4 - H-18 35,4
21 71,2 2,27 71,0 2,23 (s)
22 161,1 - H-23 160,0
23 23,2 2,24 22,9 2,2 (s)
OCHs 554  3.88(s) 553  3.87 (s)
(C-12)

Fonte:A autora (2019)-*Dados da literatura
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13C (500 e 125 MHz, CDCls) de 17 (15-

C S 13C o H 2JcH 3JcH * 13C *$ 1H
2 66,2 4,20 66,9 4,70 q
3 52,7 3,26-2,28 52,8 3,18-2,22
5 52,9 3,26-2,28 52,8 3,48-2,40 m
6 38,2 2,11-1,61 H-2 37,1 2,20-1,80 m
7 53,7 - H-2 53,7 -
8 - H-2 143,3 -
9 115,4 6,82 H-11 115,3 6,82 (8,0)
10 126,3 7,0 H-9 H 126,2 7,8 (d;8,0)
11 110,8 6,82 111,8 6,82 (d;8,0)
12 149,1 - OCHs 149,5 -
(C-12)

13 138,9 - H-2/H-11 130,1 -
14 24,0 2,35-1,12 24,0 2,0-1,60
15 75,4 3,50 OCHs-15 75,5 3,22 (m;

14,5:7,0)
16 25,2 1,86-1,42 24,5 1,30-2,4
17 22,5 2,26 22,5 1,10-2,18
18 6,8 0,68 H-19 6,8 0,63
19 30,1 1,46-0,89 H-18 29,9 0,75-1,22
20 35,8 - H-18 35,6 -
21 71,2 2,35 71,6 2,20
22 168,6 - H-23 171,2 -
23 23,2 2,24 23,0 2,22
OCHs 556 3,90 (s) 553 3,90 ()
(C-12)
OCHs 56,2 3,37 (s) H-15 56,3 3,33 (s)
(C-15)

Fonte:A autora (2019)-*Dados da literatura
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Figura 74- Espectro de IV do compostos 16 (aspidospermina) e 17 (15-
metoxiaspidospermina) em pastilha de KBr
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Figura 75- Espectro de RMN*H dos compostos 16 (aspidospermina) e 17 (15-
metoxiaspidospermina) em CDCls (500 MHz)
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Figura 77- Espectro de RMN 2D H- C-HSQC (A) e expancgdes (B e C) de 16

(aspidospermina) e 17 (15-metoxiaspidospermina) (500 MHz)
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Figura 79- Espectro de RMN 2D !H,'H- COSY (A) e expansdes (B e C) de 16
(aspidospermina) e 17 (15-metoxiaspidospermina) (500 MHz)
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Figura 80- Compostos isolados a partir da fragdo alcaloidal das flores de
Aspidosperma pyrifolium
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2.5 CONCLUSOES

Os compostos (+) -Pirifolina (13), (-)-N-formil-15-metoxiaspidofractinina (8), 15-
metoxiaspidospermina (16) e aspidospermina (17), foram isolados e identificados por
meétodos espectroscopicos. O composto N-formil-15 metoxiaspidofractinina € inédito
na literatura.

A andlise por espectrometria de massas UPLC-DAD-qTOF-MS/MS da fragéo
alcaloidal das flores de Aspidosperma pyrifolium permitiu identificar 18 alcaloides
inddlicos todos eles do tipo plumerano o que mostrou que a espécie é realmente uma
fonte deste tipo de compostos

Todos os compostos estdo sendo relatados pela primeira vez nas flores da
espécie A. pyrifolium
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