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RESUMO

de Oliveira, Débora Ramos. Estudo fitoquimico de espécies do género Urochloa (Poaceae)
e contribuicéo ao estudo de Cespedesia spathulata (Ochnaceae). 2019. P. Tese (Doutorado
em Quimica). Instituto de Quimica, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica,
RJ. 2019

As técnicas cromatogréaficas aplicadas nos extratos e particdes de Urochloa ruziziensis, aliado
a aplicacdo de métodos fisicos de analise organica, possibilitaram o isolamento e a identificacdo
de oito substancias; dentre elas os acidos organicos ja conhecidos no género, um flavonoide, a
tricina, e duas saponinas esteroidais, dioscina e collettinsideo 111, e as saponinas 3-O-f-D-
glicopiranosil-sitosterol e 3-O-B-D-glicopiranosil-estigmasterol. Como analise adicional ao
estudo fitoquimico classico, os extratos brutos de U. ruziziensis e U. humidicola foram
analisados por desreplicacdo com CLUE-EM. A comparacdo dos perfis cromatograficos e EM
permitiu perceber que apresentaram em comum a presenca de saponinas com esqueleto
diosgenina e penogenina, sendo frequente as unidades de agucar do tipo ramnose e glicose. Na
espécie U. ruziziensis foi possivel identificar mais sete substancias, dentre elas quatro
flavonoides, carlinosideo, schaftosideo, isoschaftosideo e ombuina 3-O-rutinosideo. As
saponina dioscina e/ ou collettinsideo I11, que também foram identificadas durante o isolamento
cromatografico, e a penogenina-3p- O- B-D-glicopiranosil-[(2-1)-O-a-L-ramnopiranosil-(4- 1)-O-a-
L-ramnopiranosil. Na espécie U. humidicola foi possivel identificar, através da desreplicacéo,
cinco substancias. Os flavonoides derivados da tricetina, a Tricetina-7-metil-eter-3’-O-p-D-
glicosil-5>-O-a-L-raminosideo e a sugestdo da inédita Tricetina 4’-O-B-D-glicosil-[(2-O-1)-a-
ramnosil-(1-O-1)-a-ramnosil. As saponinas Pariphyllin A, Solanigroside H, e 3-O-B-D-glicopiranosil-
(1-4)-a-L-ramnopiranosil-(1-4)-B-D-glicopiranosil-(1-4)-[a-L-ramnopiranosil-(1-2)]-p-D-
glicopiranosideo-espirosta-5-eno. Percebeu-se diferencas especificas principalmente nos tipos
flavonoides presentes em ambas, ja que em relacdo as classes de metabdlitos ja esperdvamos a
identificacdo das saponinas esteroidais e flavonoides. A contribuigdo ao estudo fitoquimico
com a especie Cespedesia spathulata, permitiu expandir os conhecimentos com relacdo a
composicgdo fitoquimica da espécie. Além do biflavonoide ochnaflavona ja identificado, os
processos cromatograficos e os métodos fisicos de analise permitiram identificar mais vinte seis
substéncias. As flavonas vitexina, orientina e 6°’-acetil-vitexina, duas flavan-3-ol catequina e
epicatequina, dois esteroides sitosterol e estigmasterol, o alcool fitol, (Z) 7-hexadecenal,
hexadecil (4-metil-1-pentila) oxalato, 4-heptil-y-lactona, 2-(5-oxohexil)ciclopentanona,
decanodiato de 2-etil-hexila e treze ésteres metilicos alifaticos. A parti¢cdo acetato de etila,
oriunda do extrato bruto das folhas desta espécie, e as substancias ochnaflavona, a mistura
catequina e epicatequina, isoladas da mesma particdo, tiveram seu potencial influenciador
enzimatico testado frente a acdo da enzima tirosinase. Apenas a particdo e as catequinas
demonstraram ativacdo sobre a agdo da enzima tirosinase, 104% e 384%, respectivamente.

Palavras chave: Uroclhoa ruziziensis, Uroclhoa humidicola, Cespedesia spathulata,
flavonoides, saponinas esteroidais, biflavonoides, tirosinase.



ABSTRACT

de Oliveira, Débora Ramos. Phytochemical study of species of genus Urochloa (Poaceae)
and contributon to the study of Cespedesia spathulata (Ochnaceae). 2019. P. Tese
(Doutorado em Quimica). Instituto de Quimica, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,
Seropédica, RJ. 2019

The chromatographic techniques applied to Urochloa ruziziensis extracts and partitions,
together with the application of physical methods of organic analysis, allowed the isolation and
identification of eight substances, among them the organic acids already known in the genus,
one flavonoid, tricin, and two steroidal saponins, dioscin and collettinside 111, and the triterpene
saponins 3-O-B-D-glycopyranosyl sitosterol and 3-O-B-D-glycopyranosyl stigmasterol. In
addition to the classical phytochemical study, the crude extracts of U. ruziziensis and U.
humidicola were analyzed by dereplication using UPLC-MS. Their profiles were compared,
being common the presence of diosgenin and penogenin skeleton saponins, together the sugar
type unities rhamnose and glucose. In the species U. ruziziensis it was possible to identify seven
more substances, among them four flavonoids, carlinoside, schaftoside, isoschaftoside and
ombuin 3-O-rutinoside. The saponin dioscin and / or collettinside Ill, that were also identified
during chromatographic isolation and protodioscin and penogenin 3p3- O- B-D-glucopyranosyl-
[(2-1)-O-a-L-rhamnopyranosyl-(4- 1)-O-a-L-rhamnopyranosyl. In U. humidicola it was
possible to identify, through dereplication, five substances. Tricetin derived flavonoid, tricetin
7-methyl-ether-3’-O-B-D-glucosyl-5’-O-a-L-rhamnoside and the suggestion of unprecedented
tricetin  4’-O-B-D-glucosyl-[(2-1)-a-rhamnosyl-(4-1)-a-L-rhamnopyranosil]. The saponins
Pariphyllin A, Solanigroside H and 3-O-B-D-glucopyranosyl-(1-4)-a-L-rhamnopyranosyl-(1-
4)-B-D-glucopyranosyl-(1-4)-[a-L-rhamnopyranosyl-  (1-2)]-B-D-glucopyranosyl spirost-5-
eno. Specific differences were noticed mainly in the flavonoid types presente in both, since in
relation to the metabolite classes we expected the identification of steroidal saponins and
flavonoids. The contribution to the phytochemical study with the species Cespedesia
spathulata, allowed expanding the knowledge regarding the phytochemical composition of the
species. In addition to the ochnaflavone biflavonoid already identified, chromatographic
processes and physical analysis methods allowed to the identification of additional twenty-six
substances. The flavones vitexin, orientin and 6’’-acetyl-vitexin, two flavan-3-ols catechin e
epicatechin, two steroids sitosterol and stigmasterol, the alcohol phytol, (Z)-hexadec-7-enal,
hexadecyl (4-methylpentyl) oxalate, 5-heptyldihydro-2(3H)-furanone, 2-(5-
oxohexyl)cyclopentanone, 1,10-bis(2-ethylhexyl)decanediate and thirteen aliphatic methyl
esters. The ethyl acetate partition, derived from the raw leaf extract of this species, and the
ochnaflavone, catechin and epicatechin mixture, isolated from the same partition, had their
enzymatic influencing potential tested against the action of the tyrosinase enzyme. Only the
partition and catechins showed activation on the action of the tyrosinase enzyme, 104% and
384%, respectively.

Key words: Urochloa ruziziensis, Urochloa humidicola, Cespedesia spathulata, flavonoids,
steroidal saponins, biflavonoids, tyrosinase.
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1. INTRODUCAO GERAL

O Brasil € considerado o pais com a flora mais rica do globo, isso se deve,
principalmente, a sua vasta extensdo territorial, e da diversidade de espécies vegetais
encontradas. Nessa diversidade ha um namero significativo de familias pouco ou ainda nao
estudadas (GIULLIETTI & FORERO, 1990). Pode-se considerar trés biomas de grande
destaque em sua formagdo, Amazonia, Cerrado e Mata Atlantica, por serem fontes de espécies
e familias com grande potencial a ser explorado tanto na composicao fitoquimica quanto em
relacdo ao seu potencial biolégico.

A pesquisa em Quimica de Produtos Naturais tem recebido muita atencdo de cientistas
de diferentes areas de conhecimento. A necessidade de obter novas drogas para diferentes areas
como a agricultura, alimentacdo humana e animal, obtencdo de novos medicamentos,
cosméticos, pesticidas, dentre outras, tem sido a principal motivacdo de profissionais das
diferentes areas de conhecimento procurarem os conhecimentos dos quimicos de produtos
naturais pela busca de novas substancias naturais.

A evolucdo tecnoldgica tem relacdo direta com os resultados obtidos nas pesquisas na
area de produtos naturais, mudangas como as condutas adotadas na selecdo e coleta de plantas,
técnicas de isolamento, evolugcdo em técnicas espectrométricas para a elucidacéo estrutural de
moléculas organicas, avaliacdo de atividades bioldgicas, preparacdo de derivados e propostas
biossintéticas, tem sido amplamente relatados em diversos trabalhos cientificos e livros
didaticos ou de divulgacdo cientifica, como os principais fatores para o progresso da area
(MACIEL et al., 2007).

As demandas atuais tém aproximado outras areas de conhecimento como a Botanica,
Agricultura, Ecologia Quimica, Zootecnia, Veterinaria e Farmacologia, da Quimica de
Produtos Naturais. O trabalho associado permite entender determinados femémenos
observados e buscar de substancias naturais que possam ser usados para solucionar problemas.

Este trabalho almejou contribuir com o conhecimento fitoquimico das espécies
Urochloa ruziziensis e U. humidicola (Poaceae), de grande interesse zootécnico, veterinario e
agrondmico pela sua utilizacdo no campo, tanto na alimentagdo animal quanto no plantio direto.
Ao obtermos informagdes sobre a constituicdo quimica e a comparagao entre as espécies, por
desreplicagdo, do perfil dos constituintes. Para o melhoramento da producdo animal e do plantio
direto faz-se necessario conhecer melhor a constituicdo quimica dos metabolitos presentes nas
espécies, em especial as substancias que podem ocasionar efeitos de fotossensibilizacdo e
alelopatia.

O presente trabalho abrange também ao estudo da espécie Cespedesia spathulata
(Ochnaceae), género monoespecifico, encontrados principalmente nas regides norte e centro-
oeste do Brasil (CHACON, 2011). Sobre a espécie sabe-se que biossintetiza os biflavonoides
ochnaflavona e 7°’-O-metil-ochnaflavona (LOBSTEIN et al., 2004) e a proximidade ao género
Sauvagesia, pela analise genética das mesmas (MATTHEWS et al., 2012). O estudo mais
aprofundado sobre sua constituicdo fitoquimica traz informagdes importantes para a
biossistematica e, através da comparagdo das classes de metabdlitos encotradas, ratifica a
proximidade com o género Sauvagesia.



2. OBJETIVOS GERAIS

e Contribuir com o conhecimento da composi¢do fitoquimica de espécies do género
Uroclhoa (POACEAE).

e Contribuir para o conhecimento da composigdo fitoquimica e avaliacdo de atividade
bioldgica do género Cespedesia (OCHNACEAE).

3. ESTUDO FITOQUIMICO DE ESPECIES DO GENERO Uroclhoa (POACEAE)
3.1. INTRODUCAO

A producédo alimenticia do Brasil tem se desenvolvido e atingido novos patamares
gracas ao desenvolvimento da pesquisa no ramo da agricultura e a pecuaria. Em busca de
melhoramento de seus resultados produtivos pesquisadores tem se empenhado em pesquisas
que oferecam ao produtor metodologias simplificadas que permitam maior produtividade,
menor consumo de defensivos agricolas e a conservacdo dos recursos naturais.

De acordo com pesquisa realizada pelo IBGE (2007) existem 170 milhdes de hectares
de pastagem no Brasil, dos quais mais de 120 sdo pastos cultivados, e o rebanho aproximado
em 190 milhdes de cabecas de gado. A sustentabilidade da pecuaria brasileira esta baseada na
pastagem, pois 90% da carne produzida no Brasil ocorre em sistemas de producao baseados,
exclusivamente, em pasto (BARCELLOS et al., 2001; ANUALPEC, 2004; MACEDO, 2005).
No centro oeste, por exemplo, entre 70 e 80 % dos pastos sdo formados por espécies de
Brachiaria (sinonimia Urochloa) (VALLE et al., 2001).

As gramineas da familia Poacea sdo muito utilizadas no Brasil na producdo animal,
destacam-se os géneros Panicum, Urochloa, Cynodon, Andropogon, Hemarthria, Avena,
Pennisetum, Sorghum, Paspalum como fontes das principais forragens no pais (MACHADO et
al., 2010). O consorciamento com outras espécies de leguminosas confere aumento da
capacidade nutritiva do pasto e melhora os niveis de nutrientes no solo, principalmente
nitrogénio que é fixado pelas bactérias do género Rizobium (MENDONCA et al., 2015). Com
a incluséo de uma leguminosa em um campo de graminea pura, ocorre uma melhor distribuicao
da producdo anual de forragem em oferta, devido a maior tolerdncia a seca que mostram
algumas espécies de leguminosas usadas em consorcio, em relagdo as gramineas forrageiras
(KLUSMANN, 1988).

Apesar de ser uma boa ferramenta para melhoria do solo, o consorcio entre gramineas e
leguminosas ndo é duradouro, devido a grande atividade alelopatica que as gramineas do género
Urochloa exercem. Os metabolitos secundarios deste género sdo capazes de inibir a atividade
de bactérias nitrificantes (GOPALAKRISHNAN et al., 2007; SUBBARAO et al., 2006),
afetando o desenvolvimento de espécies daninhas (OLIVEIRA et al., 2014), interferem no
desenvolvimento das espécies de leguminosas que, geralmente, sdo usadas no consorcio de
melhoramento de pasto (RIBEIRO et al., 2018; FEITOZA et al., 2018; PACIULLO et al.,
2003). Observando estes fatores 0 consorcio so apresenta efetividade caso haja manejo continuo
da &rea, adubacéo e irrigacdo por exemplo, e replantio das espécies de interesse que acabam,
com o tempo, desaparecendo do pasto.



A camada de palha, sobre o solo, é essencial para o0 sucesso do Sistema Plantio Direto
(SPD). Cria um ambiente extremamente favoravel as condicdes fisicas, quimicas e bioldgicas
do solo contribuindo para o controle de plantas daninhas, estabilizacdo da producdo e
recuperacdo ou manutencdo da qualidade do solo (ALVARENGA et al., 2001). Espécies do
género Urochloa tém sido usadas como cobertura morta para o plantio de culturas de interesse
econdmico, devido sua alta producdo de matéria seca e boa adaptacdo em diferentes solos.
Apesar dos beneficios que estas espécies tém apresentado na protegdo do ambiente, estudos
demonstram a influéncia sobre o desenvolvimento de culturas como feijdo, milho e soja, por
exemplo, devido ao seu potencial alelopatico (NEPOMUCENO et al., 2012; SOUZA et al.,
2006).

Tendo visto as problematicas que envolvem as espécies do género Urochloa,
pesquisadores das areas Zootecnia, Veterinaria, Agronomia e Biologia tem se aproximado da
Quimica com intensdo de obter respostas e melhoramento de técnicas para suas areas. Nos
Gltimos dez anos o Laboratério de Quimica de Produtos Naturais- PPGQ- UFRRJ tem recebido
alunos de outros departamentos para realizarem, em parceria, estudos com gramineas do
género. Nesse periodo foram publicados quatro trabalhos onde foi avaliado potencial
alelopatico dos extratos e do hidrolato de folhas e raizes de U. humidicola, que inibem a
germinacdo e desenvolvimento de radicula, frente a sementes de determinadas leguminosas
muito utilizadas no campo (RIBEIRO et al., 2018). Percebeu-se a interferéncia no
desenvolvimento radicular de Calopogonium mucunoides Desv. (Fabaceae) quando expostos
aos compostos fendlicos isolados de U. humidicola e seu extrato hidrometandlico (FEITOZA
et al., 2018). Esses estudos contribuiram para duas publicacBes sobre identificacdo de
metabolitos secundarios presentes nas folhas e raizes de U. humidicola descrevendo a presenca
de &cidos fendlicos, flavonoides e saponinas esteroidais (OLIVEIRA et al., 2017) além da
revelacdo da presenca de classes de metabdlitos secundarios e a descricdo da composicao
bromatoldgica do extrato metandlico de U. humidicola (FREITAS et al., 2017). A continuidade
deste trabalho sera apresentada nesta tese; onde aborda o estudo fitoquimico da espécie
Urochloa ruziziensis e a comparacao entre as espécies U. humidicola e U. ruziziensis.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Isolar, através de métodos cromatograficos classicos, e identificar metabdlitos
secundarios das folhas de Urochloa ruziziensis.

e Comparar o perfil fitoquimico das espécies U. himidicola e U. ruziziensis utilizando
dados espectrais obtidos a partir da analise por CLUE-EM.

3.3. REVISAO DA LITERATURA

3.3.1. Ordem Poaceae

Poaceae (Gramineae), pertencente a ordem Poales, que esta dividida em 12 subfamilias:
Anomochlooideae, Pharoideae, Puelioideae, Bambusoideae, Ehrhartoideae, Pooideae,
Aristidoideae, Arundinoideae, Chloridoideae, Centothecoideae, Panicoideae e Danthonioideae
(VIANA & LOMBARDI, 2007).



As gramineas representam o componente basico de diversos ecossistemas terrestres,
desempenhando papéis ecoldgicos diversos e contribuindo significativamente com a
biodiversidade local. Ecossistemas savanicos tropicais, como o Cerrado brasileiro e a savana
africana, caracterizam-se pelo extrato herbaceo composto por um tapete graminoso, que ocupa
biomassa expressiva, sendo uma base da cadeia alimentar (JACOBS et al., 1999; SHAW, 2000).
Nesses ecossistemas verificam-se altissima diversidade de espécies de Poaceae que se destacam
como uma das mais importantes familias na sua composicéo floristica (DAVIS et al., 1994;
MENDONCA et al., 1998).

Estudos sobre a diversidade agrostoldgica brasileira, Burman e colaboradores (1985)
citam 1368 espécies de gramineas para o Brasil. Este estudo precisa ser atualizado, uma vez
que nos ultimos 20 anos, tdxons novos foram descritos e diversas novas citacbes foram
registradas para o Brasil. Grande parte da diversidade de gramineas no Brasil concentra-se nos
dominios fitogeograficos do Cerrado, Pampa e Mata Atlantica (BURMAN, 1985). A Amazonia
e a Caatinga carecem de inventarios significativos com enfoque a familia Poaceae para que se
tenha uma nogdo mais concreta da sua diversidade de plantas forrageiras.

3.3.2. Género Urochloa

O género Urochloa pertence a familia das Poaceae, tribo Paniceae, também conhecido
como Brachiaria (MORRONE & ZULOAGA, 1992; VELDKAMP, 1996). A este género
foram incorporadas as do género Brachiaria que sdo caracterizados pela sua importancia, tanto
por servir como alimento para animais, como por serem de facil adaptacdo em diferentes tipos
de solo (LAPOINTE, 1993), além de serem usados como matéria morta em protecdo dos
sistemas agricolas em solos para uso em cultivo direto; gracas a sua relacdo carbono/nitrogénio,
0 que atrasa a decomposicéo e promove a sua utilizagcdo em diferentes regides (TIMOSSI et al.,
2007). Entre as espécies destacam-se o Urochloa decumbens, U. brizantha e U. humidicola
como as mais utilizadas na alimentacédo animal no Brasil.

Segundo Tokarnia (2012) as espécies do género Urochloa produzem determinados
metabdlitos secundarios que causam intoxicacdo em ruminantes. Estes metabdlitos sdo as
saponinas esteroidais, elas ocasionam indiretamente um quadro de intoxicacdo conhecido como
fotossensibilizacdo, identificado atraves de feridas cutaneas e, inclusive, podendo levar a obito.
Em estudos ja realizados com as espécies U. decumbens, U. brizantha e U. humidicola relatam
a presenca de saponinas esteroidais e ndo esteroidais nestas espécies (BRUM et al., 2009;
PIRES et al., 2002).

3.3.3. Urochloa humidicola

E originaria do leste e sudeste da Africa tropical, onde ocorrem naturalmente em é&reas
relativamente umidas (BOGDAN, 1977). E pouco exigente quanto ao solo, vegeta bem em
locais Umidos ou secos, sendo resistente a geada. Tem sido largamente utilizada para formagéo
de pastagens nas mais diferentes regides do pais, sendo muito promissora na regido amazonica
(ALCANTARA & BUFARAH, 1992).

A espécie vem sendo estudada pelo grupo de pesquisa LQPN-IQ-UFRRJ e seus parceiros
desde 2013. Assim com as demais espécies de Urochloa ela apresenta expressivo potencial
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alelopético frente as espécies de leguminosas (RIBEIRO et al., 2018; FEITOZA et al., 2018).
O estudo fitoquimico da espécie revelou a presenca de diferentes classes de metabdlitos
especiais, dentre eles flavonoides, acidos organicos, flavonas e saponinas esteroidais
(OLIVEIRA et al., 2017), cujas propriedades dos mesmos, nesse contexto, ainda carecem de
pesquisas.

3.3.4. Urochloa ruziziensis

A espécie Urochloa ruziziensis originaria da Africa, onde ocorre em condic@es imidas e
n&o inundaveis. Tendo sido encontrada no Zaire e oeste do Kenya. E uma espécie perene, sub
ereta, com 1 a 1,5 m de altura, apresenta a base decumbente (caracteristica comum a espécies
do género) e radicante nos nos inferiores. As folhas sdo lineares e lanceoladas, com 100-200
mm de comprimento e 15 mm de largura, pubescentes, verde amareladas. A inflorescéncia esta
formada por 3-6 racemos de 4-10 mm de comprimento. Raquis largamente alada, com 4 mm
de largura, geralmente de cor arroxeada. Espiguetas de 5 mm de comprimento, pilosas na parte
apical, bisseriadas ao longo da raquis. A gluma inferior tem 3 mm de comprimento e surge 0,5
a 1 mm abaixo do resto da espigueta. O flosculo fertil apresenta 4 mm de comprimento
(SENDULSKY, 1977; SERRAO et al., 1971).

U. ruziziensis tem aplicacdo na alimentacdo animal (MACEDO, 2009) como no
fornecimento de palha para sistemas de plantio direto, e assim, assegurar uma maior
sustentabilidade para ambientes produtivos (TORRES et al., 2008; MACHADO et al., 2010).
O consorcio de U. ruziziensis tem sido recomendado com milho safrinha (Zea mays), posterior
ao cultivo da soja afim de incrementar os nutrientes do solo (MENDONCA et al., 2015). Ceccon
(2008) observou parametros a serem considerados sobre U. ruziziensis que apresentou melhor
resultado como producdo de massa seca alternativa, massa seca de milho, massa seca total de
parte aérea e rendimentos de grdo de milho. Destacando os habitos decumbentes de
crescimento, maior fechamento dos espacos apos a colheita do milho e melhor cobertura do
solo, que garante uma protecdao a espécies invasoras e a conservacdo da humidade do solo,
constituindo fatores que a destacaram como a mais indicada para o consorciamento.

Segundo Palharini e colaboradores (2014), também indica o cultivo de U. ruziziensis
para cobertura de solo nos periodos de entressafras do milho e da soja pois a massa seca de
cobertura apresenta efeito inibidor no desenvolvimento simultdneo de espécies invasoras
presentes no banco de sementes do solo, fator associado ao seu efeito alelopatico.

3.3.5. Fotossensibilizacdo secundaria por consumo de Urochloa

A fotossensibilizacdo caracteriza-se por uma sensibilidade exagerada do animal aos
raios solares, cujas ondas causam as lesdes, em geral situados dentro da faixa do visivel, que é
determinado pelo agente fotossensibilizador, na maioria das vezes, um pigmento fluorescente
(TOKARNIA et al., 2012).

Existem dois tipos de fotossensibilizacdo: a primaria e a secundaria ou hepatégena. Em
ambos os casos a doenca € causada pela presenca de um agente sensibilizador na corrente
sanguinea. A fotossensibilizacdo primaria é caracterizada pelo consumo da planta que contém
0 agente fotossensibilizante e esse é absorvido diretamente no intestino do animal. A
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fotossensibilizacdo secundaria ocorre quando a planta ingerida possui uma substancia que
provoca alteracBes no parénquima hepatico ou nos ductos biliares com perturbacdes da
eliminacdo da filoeritrina (TOKARNIA et al., 2012).

A filoeritrina é subproduto da degradacao da celulose pela acdo de protozoarios que se
encontram dentro do estbmago dos ruminantes e equinos. O liquido biliar, elimina essa
substancia do trato intestinal. A ndo eliminag&o desta substancia leva a sua absor¢éo no intestino
e consequentemente acimulo no sangue, nas regides de pele clara e sob influéncia dos raios
solares, provocam as feridas na pele TOKARNIA et al., 2012).
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Figura 1. Reacdo de formacao da filoeritrina.

A fotossensibilizacdo relacionada as espécies do género Urochloa pode ser classificada
como do tipo secundaria, uma vez que determinada classe de metabdlitos presentes na espécie
levam ao mal funcionamento do figado e vesicula biliar. A classe de metabolitos associada ao
fendbmeno sdo as saponinas esteroidais, mais especificamente atribuida a substancia
protodioscina (Figura 2, pagina 8) (BRUM et al., 2009; FACCIN et al., 2014). Entretanto sabe-
se que as espécies do género produzem outros tipos de saponinas, ndo somente com esqueleto
esteroidal como também pela formacéo do anel espiro (PEREZ et al., 2016; OLIVEIRA et al.,
2017; NEPOMUCENQO et al., 2017).

Os estudos que abordam o tema fotossensibilizacdo, abordam a influéncia da exposicéo
solar (PORTO et al., 2013), casos de intoxicagdo em rebanhos jovens e experientes (FACCIN
et al., 2014), intoxicacdo por espécies de Urochloa em ovinos, caprinos, bovinos e equinos
(ROSA et al., 2016; MOREIRA et al., 2018; OGLIARI et al., 2018; AMADO et al., 2018),
concentracdo de saponinas em diferentes estagios do desenvolvimento da espécie estudada
(BRUM et al., 2009), por exemplo.

3.3.6. Alelopatia das espécies de Urochloa

Do ponto de vista etimolédgico do termo alelopatia significa prejuizo mutuo, um termo
composto de duas palavras, "Allelon” (*um do outro™) e "pathos" (*'sofrimento™) (MOLISH,
1937). A definicdo tradicional do fenémeno da alelopatia é descrito como "qualquer efeito
direto ou indireto causado por uma planta (incluindo microrganismos) a outro por meio da
producdo de substancias quimicas que escapam para o meio ambiente” (RICE, 1984).

Em uma definicdo mais abrangente a alelopatia, segundo a Sociedade Internacional de
Alelopatia em 1996, ¢ definida como “qualquer processo que envolve metabolitos secundarios
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produzidos por plantas, algas, bactérias e fungos que, afetam o crescimento e desenvolvimento
de sistemas biologicos e agricolas”. As plantas, apesar de autotroficas, sdo imoveis, nao
podendo por isso escapar dos ataques de inimigos. Por este motivo, a principal funcdo dos
aleloguimicos nas plantas € a protecdo ou defesa contra o ataque de fitopatdgenos e pragas ou
invasédo de outras plantas (WHITTAKER, 1970).

Os efeitos alelopaticos desempenhados pelas plantas estdo diretamente ligados as
formas de liberagio de seus metabdlitos no ambiente. E possivel classificar quatro possiveis
mecanismos de liberacgdo: volatilizacéo, lixiviacdo, decomposicdo e exsudacdo (RICE, 1984).
Fala-se sobre a acdo alelopatica de espécies do género Urochloa e ha algum tempo
pesquisadores tém buscado explicagdes para a supressdo de outras espécies, de interesse
econdmico ou daninhas, em pastos ocupados por espécies deste género.

Estudos realizados por Oliveira Jr e colaboradores (2014) comprovaram a eficacia do
efeito supressor da palha de Brachiaria ruziziensis (sinonimia para U. ruziziensis) sobre as
plantas invasoras Euphorbia heterophylla e Bindens pilosa, no cultivo de outras culturas como
milho e soja. O melhor resultado foi observado quando a palha foi irrigada, lixiviando
aleloguimicos ao solo.

O extrato hidrometandlico de B. decumbens inibiu o crescimento de raizes e brotacfes
de mudas de agrido (Lepidium sativum), alface (Lactuca sativa), timoteo (Phleum pratense) e
azevém (Lolium multiflorum) (KOBAIASHI & KATO-NOGUCHI, 2015). Exsudatos de raizes
de U. decumbens foram avaliados sobre o desenvolvimento de espécies nativas da Mata
Atlantica, Trema micranta (Cannabaceae), Heliocarpus popayanensis (Malvaceae) e Cecropia
pachystachya (Urticaceae) (pioneiras), Cariniana estrellensis (Lecythidaceae), Eugenia
brasiliensis (Myrtaceae) e Guarea kunthiana (Meliaceae) (ndo pioneiras). A area foliar total, o
peso seco das raizes e da parte aérea das mudas de espécies pioneiras, foram drasticamente
reduzidos pela agdo do exudato, enquanto os ndo pioneiros foram menos afetados
negativamente (DA SILVA et al., 2017). O extrato etandlico obtido de U. brizantha e U.
decumbes apresentou efeito inibitério na germinacgédo de crescimento e metabolismo de mudas
de Guazuma ulmifolia (Sterculiaceae) (OLIVEIRA et al., 2016)

Os exsudatos das raizes de U. humidicola demonstraram acdo sobre a nitrificacdo do
solo (GOPALAKRISHNAN et al., 2007). Os exsudatos de U. humidicola (Rendle) Schweick,
apresentaram influéncia sob a acdo da bactéria nitrificadora Nitrosomonas europoea, que age
na interface planta/ solo na conversao de nitrogénio (SUBBARAO et al., 2006).

O interesse agrondmico do plantio direto sobre a palhada de espécies de Urochloa esta
também associado ao seu poder alelopatico em suprimir o desenvolvimento de espécies
consideradas daninhas que competem pelos nutrientes do solo com a cultura principal e por isso
sdo indesejadas, mas existem estudos que demonstram negatividade no plantio direto usando
espécies de Urochloa. A acédo alelopatica da palha de B. ruziziensis foi verificada sobre o
desenvolvimento de Euphorbia heterophylla e Bindens pilosa (OLIVEIRA et al., 2014). O
plantio direto de soja sobre campos de U. ruziziensis vem sendo estudado pelo grupo de
pesquisa da Faculdade de Ciéncias Agronémicas e Veterinarias, UNESP, Jaboticabal-SP,
publicaram em 2012 sobre o efeito que a espécie causava, mesmo ap0os a queimada, sobre a
germinacao, desenvolvimento e produtividade dos gréos de soja (NEPOMUCENO et al., 2012).
O trabalho levou a uma investigacdo mais detalhada sobre quais metabdlitos especiais que sdo
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produzidos por U. ruziziensis que poderiam afetar o desenvolvimento da soja; e confirmaram
que a responsabilidade da acdo era pela presenca de saponinas esteroidais (figura 2)
(NEPOMUCENO et al., 2017). A incorporacdo de parte aérea de B. decumbens no solo e a
avaliacdo do desenvolvimento de seis culturas (arroz, milho, trigo, soja, feijado e algodao),
mostrou que ap6s um intervalo de tempo, verificou-se que o desenvolvimento das espécies foi
reduzido e que houve reducgéo do teor de nitrato no solo (SOUZA et al., 2006).

RO,

Hidrolize acida

RO

R= unidade de agucar
R;=H ou OH

Figura 2. Esqueletos de saponinas esteroidais comuns em Urochloa, formacao do anel espiro
pela hidrdlise &cida.

3.3.7. Metabdlitos especiais identificados em espécies de Urochloa

O género Urochloa tem sido estudado em funcdo da utilizacdo de suas espécies,
destacando-se na alimentacdo de ruminantes, no plantio direto de culturas sobre a palhada e
pelo efeito alelopatico que apresentam. Alguns trabalhos abordam o valor nutricional das
espécies ao medirem determinados nutrientes como (Ca, Mg, P, K), teor de fibras e proteina,
voltando sua avaliacdo a producédo animal (OLIVEIRA etal., 2019; SARTO et al., 2019; LIMA
et al., 2019; EPIFANIO et al., 2019).

Os estudos realizados por Pires e colaboradores (2002) com as folhas de U. decumbens
identificaram a presenca de saponinas esteroidais e sapogeninas na particdo butandlica do
extrato metandlico. Neste trabalho foram identificadas as seguintes sapogeninas 3-p-metoxi-
lanost-9(11)-eno, diosgenina e yamogenina, as saponinas 3-O-B-D-glicopiranosil-24(S)-etil-
22E-deidrocolesterol, 3- O-B-D-glicopiranosil-24(R)-etil-22E-deidrocolesterol, protodioscina e
3-O-{a-L-ramnopiranosil-(1-4)-[a-L-ramnopiranosil-(1-2)]-a-D-glicopiranosil}-25(S)-
espirost-5-eno.

Em um trabalho apresentado na 34°RA SBQ (FREITAS et al., 2011) apresentou a
seguinte composicdo para a particdo n-butanol do extrato hidrometandlico das folhas de U.
humidicola, identificaram a presenca de quatro saponinas com esqueleto furostanico, a
protodioscina e a metilprotodioscina, pela primeira vez identificadas nas folhas da espécie além
de duas outras, o costusosideo-I e costusosideo-J.

Brum e colaboradores (2009) quantificaram saponinas do tipo protodiscina nas folhas
das espécies de B. decumbens e B. bizantha por espectofotometria no extrato etanélico das
folhas. A particdo butandlica foi submetida a cromatografia em camada fina eluida em
cloroférmio: metanol: dgua (16:9:2) e revelada com &cido sulfdrico 10% e reagente de Ehrlich,
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e a determinacdo do percentual de saponina foi feito em comparagdo com o padréo previamente
isolado a protodiscina. Neste trabalho conclui-se que o periodo de maior concentracdo de
saponinas nas folhas ocorre quando a planta esta no periodo de liberacédo de sementes, 0 estagio
maduro da planta seria o periodo de maior intoxicagdo nos ruminantes.

Um estudo com interesse de identificar os compostos liberados no solo foi feito
avaliando os exsudatos das raizes de U. ruziziensis e U. decumbens, os extratos metandlicos
obtidos de cada uma das espécies foram analisados por HPLC e neles foram identificados dois
acidos, o acido 1,3-di-O-trans-ferrulinico e sua versdo sem uma metoxila, ndo especificada
pelos autores, as plantas foram submetidas a condi¢6es de cultivo diferenciadas, em solo de alta
e baixa fertilidade. (WENZL et al., 2000).

As raizes de U. humidicola foram submetidas a extracdo com solugdo metandlica 70%, e
entdo uma particao liquido-liquido com acetato de etila, a fracao apolar foi analisada por HPLC,
nesta foi identificado os ésteres graxos: p-cumarato de metila e ferrulato de metila
(GOPALAKRISHMAN et al., 2007)

O estudo desenvolvido por Perez e colaboradores (2016), concluiu, atraves da
interpretacdo de analises quimiométricas, do extrato de U. decumbens e U. brizantha que as
espécies podem se diferenciar qualitativamente e quantitativas em relagdo os metabolitos
toxicos de ambas espécies. A quantificacdo da protodioscina em ambas ndo apresentou
diferenca consideravel, ndo podendo ser responsabilizada pela intoxicagdo em ruminantes, ja
que a espécie U. decumbens apresenta maior toxidez que a U. brizantha. Os autores apontam a
possibilidade de o estereoisdbmero, protoneodioscina ser o responsavel pela intoxicagdo. Neste
experimento também foram identificadas outras 20 substancias, dentre essas acidos fendlicos,
flavonas C- e O- glicosiladas, flavonol O-glicosilado, flavolignanas e saponinas esteroidais,
apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1: Substancias identificadas em espécies de Urochloa.

Substancia Espécie Referéncia
Saponinas
U. humidicola  Freitas et al., 2011
L U. brizantha Perez et al., 2016
1 Protodioscina
U. decumbens  Nepomuceno et al.,
U. ruziziensis 2017
2 Metilprotodioscina U. humidicola  Freitas et al., 2011
3 Costusosideo-I U. humidicola  Freitas et al., 2011
4 Costusosideo-J U. humidicola Freitas et al., 2011
5  Acetil-protodioscina U. decumbens  Perez et al., 2016
. U. decumbens  Perez et al., 2016
6 Protoneodioscina )
U. brizantha
7 Dioscina U. decumbens  Pires et al., 2002
U. humidicola Oliveiraetal., 2017
U. decumbens Pires et al., 2002
8  Collettinsideo Il A Nepomuceno et al.,
U. ruziziensis
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9  Penogenina U. humidicola  Oliveira et al., 2017
3-O-B-D-glicopiranosil- .
1 . . . P l., 2002
0 24(R)-etil-22E-diidrocolesterol U.decumbens Ires et al., 200
3-O-B-D-glicopiranosil- .
11 24(S)-etil-22E-diidrocolesterol U.decumbens  Pires et al., 2002
Sapogeninas
12 Diosgenina U.decumbens  Pires et al., 2002
13 lamogenina U.decumbens  Pires et al., 2002
14 3-B- metdxi-lanost-9(11)-eno. U.decumbens  Pires et al., 2002
Acidos organicos e derivados
15  Acido 1,3-di-O-trans-feruloilquinico U. ruziziensis - Wenz etal., 2000
U. decumbens
16 p-cumarato de metila U. decumbens Gopalakrishnan et al.,
2007)
17  ferrulato de metila U. decumbens Gopalakrishnan etal.,
2007)
18  Acido 2-hidroxi-3-metoxibenzoico U. humidicola  Oliveira et al., 2017
19  Acido trans-4-hidroxicindmico U. humidicola  Oliveira et al., 2017
20  Acido para-hidroxibenzoico U. humidicola  Oliveira et al., 2017
Flavonol
21  Quercetina 3- O-p-D- glucuronato de metila  U. humidicola  Oliveira et al., 2017
22 3,7-di-O —a -L- ramnopiranosilcanferol U. humidicola  Oliveira et al., 2017
23 Isorhamnetina 3-O- B-D-glicosideo U. humidicola  Oliveira et al., 2017
24 5,7,3”,4’-tretrahidroxi-3-O-ramnopiranosil- U. humidicola  Oliveira et al., 2017
flavona
25 Ombuina -3-O- rutinosideo U. brizantha Perez et al., 2016
Flavona
26  Tricina U. humidicola  Oliveira et al., 2017
27  Tricina 7-O-glucosideo
28  Orientina 2’-O-glucosideo U de_c umbens - Perez et al., 2016
U. brizantha
29 Carlinosideo u. de_cumbens Perez et al., 2016
U. brizantha
30 Schaftosideo u. de.cumbens Perez et al., 2016
U. brizantha
31 Orientina 7-O-raminosideo U. brizantha Perez et al., 2016
32  Apigenina 6,8-di-C-arabnosideo U. decumbens  Perez et al., 2016
33 2’4 _,5,7.-tetrah|drOX|-.flavone-8-C- U. brizantha Perez et al., 2016
arabinosil-7-O-glucosideo
34  Diosmetin-8-C-rhamnosil-7-O-glucosideo U. decumbens  Perez et al., 2016
35 Luteolina 6-C-pentosil-8-C-deoxihexosideo  U. decumbens  Perez et al., 2016
36  Apigenina 6-C-deoxihexosil-8-C-pentosideo  U. decumbens  Perez et al., 2016
37 Cassiaoccidentalin B U. decumbens  Perezetal., 2016
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U. brizantha

Catequina

38 Catequina-7-O-B-D-glicopiranosideo U. humidicola

Oliveira et al., 2017

Flavolignana

Tricina 4’-O- (B-guaiacilgliceril) éter 7-O-

(deoxihexosil)-glucosideo U. decumbens

Perez et al., 2016

1 e O
s 1: @5R) R;=H; R,=H Ram—Gli

2 2: (25R) R,;=H; R,= Me d ; (:: ;{)II:'_:::
1 3: (25R) R,= Gli; R,=H am . (25 R) .
fram 4: (25R) R,=Gli; Ry= Me P25 R)R=
5: (25R) R1= acetil
R, 6: (255) R,=R,=H
iy,
12: 25(R)
i 10: 24(R) 13: 25(5)
\o 11: 24(S) HO

COOH

n,,

HO

OH

OCH;

OH

Figura 3. Estrutura quimica das substancias isoladas em espécies do género Urochloa
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2.3.8. Desreplicagao

O método de andlise por desreplicacdo consiste em uma identificacdo rapida de
substancias presentes em amostras biologicas complexas. Utilizando o minimo de material,
produzindo pouco residuo, acelerando a identificacdo das substancias conhecidas e indicando a
presenca de novos constituintes (NIELSEN et al., 2011).

A desreplicacdo baseia-se em métodos analiticos hifenados como CLAE-UV, CLAE-EM,
CLUE-EM/EM e CG-EM, técnicas que tém sido extensivamente utilizadas em analises
metabolomicas de plantas. (ERNST et al., 2014; WOLFENDER et al., 2013; CARNEVALE et
al., 2013). O procedimento consiste na separacdo dos componentes das matrizes complexas
através de métodos cromatograficos, coleta de dados espectroscopicos pelo acoplamento aos
diferentes detectores e/ou coletor de fracGes, e com comparacao das informacdes obtidas em
bases de dados e, por fim, a deteccao de rota para proposta de estruturas de metabolitos (LANG
et al., 2008).

A espectrometria de massas (EM) tem sido utilizada na desreplicacdo de matrizes naturais
devido a sua versatilidade, rapidez e elevada sensibilidade, possibilitando o uso de menores
quantidades de amostra. A partir dos dados obtidos, como a massa molecular, de baixa ou alta
resolucdo, e as fragmentacgOes, realiza-se a proposta estrutural, atraves da busca da formula
molecular em bases de dados e, através de propostas mecanisticas de fragmentacao, justifica-
se a estrutura proposta (WOLFENDER et al., 2009).

As dificuldades encontradas pela desreplicacdo estdo na complexidade das matrizes
vegetais e, por isso, exige-se uso de ferramentas estatisticas que consigam extrair informacgdes
abrangentes dos dados adquiridos. Outra dificuldade que aumenta a complexidade deste
trabalho sdo as possibilidades de se encontrar isdmeros, com isto deve-se trabalhar com um
grande conjunto de dados que possa identificar metabolitos inéditos.

Além do método de fracionamento e detec¢do, o banco de dados apresenta-se como uma
ferramenta de extrema importancia para este tipo de andlise, conseguir identificar os padrbes
em fragmentacdo como, por exemplo, perdas de unidades de acglcar em moléculas C-
glicosiladas ou O-glicosiladas, e conhecimento na fragmentografia tipica de metabdlitos
oriundos de mesma origem biossintética (YANG et al., 2013; GU et al., 2013).

A utilizacdo de um analisador como a espectrometria de massas permite diferentes
abordagens para a analise de matrizes complexas como extratos brutos e fragdes obtidas por
particdo. Um fator que contribui para isso é a diversidade de métodos de ionizacédo e selecéo
que melhor se aplica a substancias de origem natural. A ionizacgdo feita a pressdo atmosférica
produz grande quantidade de ions moleculares e pouca fragmentagéo, dentre as que se destacam
nesta aplicacdo temos a APCI (ionizacdo a pressdo atmosférica), APPI (fotoionizacdo a pressao
atmosférica) e ESI (Electro Spray lonization) (NICULAU et al., 2016).

Além da indicacdo quanto ao peso molecular, as técnicas de ionizagcdo também apresam
outras indicacdes, por exemplo, a APCI é indicada para moléculas com polaridade que variam
de apolar a média, volateis e termicamente estaveis, opera tanto no modo negativo e quanto no
positivo. Na ESI gera-se goticulas altamente carregadas a partir das quais 0s ions sdo ejetados
por um processo de evaporacao do solvente, um campo elétrico gerado na ponta do pulverizador
pela aplicacdo da alta tensdo, consegue abranger bem moléculas de polaridades diferentes e
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pode, também, ser operado no modo negativo e positivo. A APPI é indicada para compostos
pouco ionizados por ESI e APCI, e contemplam grupos apolares ou de baixa polaridade, por
exemplo, hidrocarbonetos policiclicos aromaticos. Nesta técnica adiciona-se um dopante, uma
substancia ionizada preferencialmente, que atua como intermediario entre os fotons e o analito
(NICULAU et al., 2016).

Quanto as variacgdes dos analisadores de massa eles deverdo contribuir para os diferentes
tipos de analise que se deseja realizar. “A maioria dos trabalhos de quantificagcdo em CL-EM
usa quadropolos Unicos e triplo quadrupolos” (NICULAU et al., 2016). Para analises em que
se deseja obter EM/EM a sequéncia triplo quadrupolo é a mais usual, o primeiro funciona como
selecionador de ions, no segundo atua como a segunda cela de colisdo e o terceiro selecionador
de ions. Este analisador pode operar diferentes tipos de analise, modo “Full Scan” (verificagdo
total de ions), monitoramento de ions produtos e precursores, monitoramento de reacGes
selecionadas (SRM) ou monitoramento de rea¢6es maltiplas (MRM), monitoramento de ions
selecionados (SIM) e perda neutra (NL) (KOPKA et al., 2004; LU et al., 2008).

Em uma anéalise exploratdria, uma ampla faixa de massa deve ser adotada, o0 modo de
aquisicdo utilizado pode ser o EME, cuja aquisicdo independente de dados (DIA) nomeado MSE,
tornando-se um método simples e genérico (untargeted) para aquisicdo de dados de forma
compreensiva e completa. Em instrumentos TOF (time of flight) e QTOF, quando programados
a EME todos os fons gerados na fonte sdo transmitidos até a cela de colisdo, que alterna
sequencialmente entre funcdes de baixa e alta energia, enviando alternadamente precursores e
fragmentos ao analisador TOF. Assim, sdo adquiridos dados de massa exata de precursores e
fragmentos ao mesmo tempo (todos os dados, todo o tempo). Os dados sdo entdo processados
por software para deconvolucgdo, associando os fragmentos a seus precursores com base na
separacdo cromatogréafica previamente feita no CLAE ou UPLC (SILVA et al., 2006).

Separagao Baixa Energia

por UPLC
° - | v‘\‘
° \
0, ®

Alta Energia

\Mﬂu——k

Precursores e fragmentos alinhados por tempo de retencdo

mm—k

Figura 4. Esquema do processo de separacao e analise de uma amostra via CLAE-EM.

Disponivel em: <https://www.labnetwork.com.br/destaque/decodificando-a-espectrometria-de-massas/>
Acessado em: 02 jan. 2020.
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Pela diversidade de substancias e suas polaridades distintas, considerando a grande
diferenca de massa entre as saponinas e flavonoides, principais classes de substancias presentes
nos extratos de maior polaridade de Urochloa ruziziensis e U. humidicola, a ionizagdo por
electrospray foi utilizada para analisar as substancias presentes nos extratos.

3.4. MATERIAIS E METODOS
3.4.1. Materiais

Para o fracionamento cromatografico em coluna de vidro foi utilizado gel de silica 60
(230 - 400 ou 70 — 230 mesh) da Silicycle. Cromatografia por exclusdo molecular utilizou-se
Sephadex LH-20 da Sigma-Aldrich.

O acompanhamento por CCDA foi feita em cromatoplacas de gel de silica 60 F2s¢ sobre
aluminio das marcas Silicycle e Sorbent. Utilizou-se para revelacdo das cromatoplacas
irradiacdo com luz ultravioleta (254-366 nm); revelador quimico vanilina sulfarica [(1g de
vanilina em solugdo com 45 mL de agua destilada (H20), 45 mL de etanol (CH3CH,OH) e 10
mL &cido sulfurico (H2SO4)] seguido de aquecimento; solucdo aquosa 10% cloreto de aluminio
(AICI3) e vapores de iodo.

3.4.2. Equipamentos

Utilizou-se evaporador rotativo Fisaton 801 para concentracdo dos extratos brutos e
fragdes.

Os espectros de Ressonadncia Magnética Nuclear (1D e 2D) foram obtidos em
espectrdmetro Bruker AVANCE 1I, 9,4 T (400 MHz para 'H e 100 MHz para *3C),
espectrdmetro de RMN com 11,5 T (500MHz para *H e 125MHz para *3C), central analitica
IQ-UFRRJ. Como padrdo interno para referéncia de deslocamento quimico foi usado
tetrametilsilano (TMS). Os deslocamentos quimicos (d) foram obtidos em partes por milhdo
(ppm) e as constantes de acoplamento (J) em Hertz (Hz).

Os cromatogramas e 0s espectros de massas de baixa resolucdo foram registrados em
cromatdgrafo com fase gasosa (CG/EM), a Shimadzu modelo QP-2010 (Kyoto, Japan), HP-
5880 acoplado a espectrometro de massas de analisador de ions quadrupolo e ionizacdo por
impacto de elétrons, 70 eV.

As analises de CLAE foram feitas no equipamento HPLC Shimadzu LC-20AT, CBM-
20A, ICE-UFRRJ, pela colaboracéo da Prof. 2 Dr.2 Rosane Nora Castro.

Espectros de massas de alta resolucdo foram obtidos por Cromatografia Liquida de Ultra
Eficiéncia acoplada a Espectrometria de Massas de Alta resolucdo (CLUE/EM-EM), no sistema
UPLC-ESI-q-TOF (Acquity-Xevo, Waters), coluna Waters Acquity UPLC BEH C 18 (150 mm
x 2,1em, 1,7 pm), temperatura de 40 °C e fases méveis de 0,1% de acido formico e acetonitrila
com 0,1% de acido formico, realizada na Embrapa Agroindustria Tropical, Campus do Pici -
Fortaleza — CE.

3.4.3. Solventes
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Nos processamentos cromatograficos foram utilizados solventes orgéanicos grau
analitico (P.A.) das empresas Vetec e Neon. Para as analises de RMN *H e 13C foram utilizados
solventes deuterados (CDClIs, CsDsN, DMSO-ds, CD3OD) da marca Tedia.

3.4.4. Softwares

O programa ACD/Labs (versdo 12.0) e o MestReNova foram utilizados no
processamento dos espectros obtidos nos experimentos de RMN.

As estruturas foram desenhadas nos programas ChemWindow ou ChemDraw Ultra
12.0.

Os espectros de massas de baixa resolugao foram processados no programa GCMS Postrun
Analysis (Shimadzu).

As interpretacdes dos espectros de massas de alta resolugdo foram feitas com o auxilio
do software de espectometria de massas MassLynx (Waters).

3.4.5. Obtencdo de exemplares das espécies U. humidicola e U. ruziziensis

As duas espécies foram coletadas no campus da Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro, Seropédica-RJ. A cidade possui um clima classificado como Aw, com chuvas
concentradas no periodo de novembro a marco, precipitacdo anual méedia de 1.213mm e
temperatura media anual de 24,5°C.

A espécie U. humidicola existe em um pasto homogéneo que € utilizado como pastagens
para ovinos e caprinos. O setor de coleta foi a Caprinocultura do Instituto de Zootecnia da
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica-RJ, (latitude: 22°44°38” S;
longitude: 43°42°27” W; altitude: 26m).

A espécie U. ruziziensis ndo possuia area de cultivo pré-estabelecida em localidade
proxima ao campus da Universidade, sendo assim seu cultivo foi necessario. O plantio foi
desenvolvido em parceria no setor de forrageiras do Instituto de Zootecnia. Nessa etapa do
trabalho tivemos e valorosa colaboracgdo do Dr. Delci de Deus Nepomuceno (in memoriam)®.

3.4.5.1. Plantio da espécie U. ruziziensis

A Urochloa ruziziensis é uma espécie de cultivo tipico no sul do pais, ela € utilizada
principalmente na producdo extensiva de gado. Como citado acima, nas areas com culturas
previamente estabelecidas no campus Seropédica da UFRRJ ndo havia uma area de cultivo de
U. ruziziensis, sendo assim dentro do nosso planejamento foi necessario realizar o plantio de
uma area.

O plantio pode ser feito por mudas ou através de sementes, a Ultima a semeadura pode
ser feita a laco ou deve ser feito no periodo da primavera (setembro a dezembro) podendo se
estender ate fevereiro, neste periodo do ano a espécie tem maior tempo de exposicéo solar a luz
solar o que favorece o seu desenvolvimento adequado (PUPO, 1981).

As sementes foram doadas pela empresa Wolf Sementes. A area selecionada foi
preparada no dia 11/10/2015, pasto onde a espécie predominante era 0 Panicum maximum
(capim colonido) fez-se necessario sua remogdo por capina para entdo o cultivo da espécie
desejada. No momento do preparo da terra foi observada a presenca de algumas espécies
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invasoras tipicas como do plantio ao estagio de colheita sdo necessarios 3 a 4 meses e apds 0
primeiro corte de 35 a 42 dias.

O preparo da area e o plantio da espécie foram realizados em 10 de outubro de 2016, no
Campo Agrostoldgico localizado no Instituto de Zootecnia-UFRRJ (22°46° 27,8°" S; 43°41°14”’
0), o clima local é classificado, de acordo com a classificacdo Kdppen, com tipo Aw,
caracterizado como tropical umido com estagdo chuvosa no verdo e seca no inverno. O solo
local é do tipo Planossolo Haplico (EMBRAPA, 1999), a &rea reservada mede 3 x 10 m onde
foram feitos 7 canteiros com distancia média de 40 centimetros entre eles. O crescimento foi
acompanhado durante 3 meses até o ponto do corte.

Figura 5. Etapas de desenvolvimento da espécie U. ruziziensis. (1) plantio 10/10/2015, (2)

11/11/2015, (3) 10/12/2015 e (4) 10/01/2016 data do corte.
Fonte: Autoria prépria.

3.4.6. Coleta da espécie Urochloa humidicola e preparo dos extratos

Para a espécie U. humidicola nao foi necessario o plantio visto que ja existia um campo
homogéneo e bem estabelecido disponivel para a coleta. A parte aérea (folhas e colmo) foi
colhida em 11/08/2015 entre 8:00 h e 10:00 h, o material verde foi seco & temperatura ambiente
e ao abrigo da luz solar e posteriormente pulverizado em moinho de facas, ao final do processo
obteve-se 536,17g de material seco. A amostra para exsicata foi depositada no Herbario da
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro Departamento de Botanica e encontra-se sob o
codigo alfanumérico RBR 38719.

Os extratos foram preparados por maceracdo, utilizando com liquido extrator hexano e
solucdo hidrometandlica a 80%. A mistura foi deixada em maceragéo por sete dias, a 0 abrigo
da luz, entdo filtrada. As solucbes extrativas foram concentradas em evaporador rotativo e
reunidas, obtendo-se assim 0s extratos brutos.

A partir de 536,179 de U. humidicola foram produzidos 4,77 g de extrato hexanico
(UHFH), 45,69 g do extrato hidrometanolico (UHFM).
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3.4.7. Coleta da espécie U. ruziziensis e obtencdo dos extratos

A parte aérea (folhas e colmo) foi colhida em 11/01/2016 entre 8:00 e 10:00 horas, 0
material verde foi seco a temperatura ambiente e ao abrigo da luz solar e posteriormente
pulverizado em moinho de facas, ao final do processo obteve-se 1441,44 g. A amostra para
exsicata foi depositada no Herbario da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro
Departamento de Boténica e encontra-se sob o codigo alfanumérico RBR 387120.

Seguindo-se extracdo (maceragdo a frio) com hexano e solu¢do metanolica a 80% a
temperatura ambiente. As solugdes extrativas obtidas foram concentradas em evaporador
rotativo até completa eliminacdo do liquido extrator, obtendo-se assim o0s extratos brutos. A
partir de 1441,44 g de U. ruziziensis foram produzidos 12,37 g de extrato hexanico (URFH) e
175,84 g do extrato hidrometanélico (URMH:0).

O extrato hidrometandlico foi dissolvido em 50 mL de solu¢cdo metanol: H,O (70:30) e
entdo submetido a particdo com solventes organicos de polaridade crescente fornecendo as
fracOes (parti¢Bes): hexano (URMH20-H) 4,75 g, diclorometano (URMH:0-D) 9,12g, acetato
de etila 17,629 (URMH20-A) e butanol 41,26 g (URMH20-B), o residuo teve massa igual a
81,669g. Cada extracéo foi repetida 8 vezes utilizando 150,00 mL cada. As fra¢des foram secas
em evaporador rotativo até a completa eliminacéo do solvente.

URMH,0 Extrato dissolvido em MeOH:H-0 (70:30)
(175,84 g)

3x 150 mL de C6H14
——
URMH,O-H

475

Fracdo aquosa

4x 150 mL de CH2C|2

%
| |
URMH,0-D

9,12 g

Fracdo aquosa

4x 150 mL de AcOEt

—
|

—
URMH,O- A

1762 Fragdo aquosa

4x 150 mL de n-BuOH
%

Residuo 81,66 g

URMH,O- B
41,26 g
Fluxograma 1. Parti¢do do extrato bruto de Urochloa ruziziensis.
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3.4.8 Fracionamento das parti¢des oriundas do extrato hidrometandlico de Urochloa
ruziziensis

3.4.8.1. Fracionamento da fragdo URMH20-H

O extrato URMH20-H em sua totalidade (4,75g) foi submetido & cromatografia em
coluna aberta em gel de silica (230 - 400 mesh) (230,18g). Utilizou-se como eluentes, hexano,
diclorometano, acetato de etila e metanol, que combinados dois a dois proporcionaram
gradiente crescente de polaridade. Este fracionamento gerou 60 fragfes de 250 mL cada, que
foram concentradas em rotaevaporador. O perfil cromatografico das fragdes foi acompanhado
por cromatografia em camada delgada analitica (CCDA), observadas por luz ultravioleta e
reveladas com vanilina sulfarica. As fracGes que apresentaram similaridade na andlise por
CCDA foram reunidas em grupos de fracGes, conforme apresentado na Tabela 2, para
processamentos adicionais que visaram o isolamento de metabdlitos especiais.

Tabela 2. Grupos de fra¢des reunidos a partir do fracionamento da particdo URMH>0-H.

FracOes destaque Massa (9) Eluente
8 0,0325 CsH12: CH2CI2 (20:80)
21-24 0,0398 CH2Cl,: AcOEt (90:10)
28-30 0,1434 CHCl2: AcOEt (85:15)
53-55 0,9128 AcOEt: MeOH (60:40)

A fracdo 8 e a reunido 53 a 55 foram submetidas ao fracionamento subsequente pois,
pelo aspecto apresentado na analise em placa cromatogréafica, apresentardo poucos constituintes
0 que favoreceu sua selecéo.

3.4.8.1.1. Fracionamento de URMH20-H-8

No processo de secagem da fracdo de nimero 8 (0,0325 g) observou-se o aparecimento
de um precipitado de cor branca, ao utilizarmos hexano na lavagem do precipitado foi possivel
remover outras substancias que estavam presentes. Na analise por RMN *H e *C foi possivel
identificar as substancias 1 e 2.

3.4.8.1.2. Fracionamento de URMH20-H 53-55

O grupo de fracdes 53-55 foi reunido (0,9128 g) e ao ser dissolvido em diclorometano
apresentou um precipitado de coloracdo branca, insolivel nesse solvente, com massa igual a
0,4010 g, que foi submetido & analise de RMN H e 3C, em piridina, identificando-se as
substancias 1 e 2. A parte soltvel (0,5118 g) foi refracionada em uma coluna de gel de silica,
eluida em diclorometano e acetato de etila em gradiente de concentracdo, da qual obtiveram-se
40 fracOes de 50 mL cada. Ap6s concentradas em rotaevaporador as fragcdes foram submetidas
a cromatografia em camada delgada analitica (CCDA) observadas na camara ultravioleta e
reveladas com vanilina sulfarica. As fragdes que apresentaram similaridade foram reunidas.

Deste processo a fracao de numero 24 (0,010 g), que apresentou uma mancha principal
arroxeada, foi refracionada em sephadex LH20, eluida em CH,Cl,: MeOH (30:70). O perfil das
fragOes obtidas foi acompanhado por CCDA, as fra¢Ges de numero 11 e 12 (0,0062 g) foram
reunidas e analisadas por RMN H e 3C identificando-se as substancias 3 e 4.
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URMH,O-H (4,75 g)

| Coluna cromatogréfica (gel de silica)

Fr. 8 (0,0325 g) ‘ Fr.. 53-55 (0,9128 g)
I Coluna cromatografica
[ ] (gel de silica)
Substancias 1 e 2
(0,0325 g) Precipitado (0,4010 g) Soluvel (0,5118 g)
Substancias 1 e 2 \ L Substancias 3 e 4
(0,4010 ) (0,5118 g)

Fluxograma 2. Fracionamento do extrato hexanico de U. ruziziensis.
3.4.8.2. Fracionamento da particdo URMH:20-D

A particdo URMH0-D (8,27 g) foi fracionada em coluna aberta de gel de silica (70 —
230 mesh), 231,53 g para o recheio da coluna e para a pastilha utilizou-se 10,03 g. A fase mével
utilizada foi em gradiente crescente de polaridade, iniciando com diclorometano, passando por
acetato de etila e metanol até 100 % de metanol. Foram coletadas 74 fracGes de 125 mL cada,
concentradas em rotaevaporador.

O acompanhamento do perfil de cada amostra foi analisado por CCDA, utilizando como
eluente os mesmos solventes utilizados no fracionamento da coluna. As amostras foram
reunidas pela sua similaridade de acordo com seu perfil cromatogréafico, os grupos de fracbes
séo apresentados na Tabela 3.

Tabela 3. Grupos de fragdes reunidos a partir do fracionamento da particio URMH>O-D.

Fraces reunidas Massa () Eluente
37-38 0,0203 CH2Cl: AcOEt (60:40)
39-41 0,1103 CH2Cl: AcOEt (50:50)
42-43 0,0724 CH2Cl>: AcOEt (40:60)
58-59 0,072 AcOEt
67-68 0,6390 AcOEt: MeOH (70:30)

Dentre as amostras reunidas, destacaram-se os grupos de frac6es 37 e 38, que apresentou
uma mancha principal amarela quando revelada em vanilina sulfirica, e a reunido 67 e 68, que
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apresentou uma mancha principal rocha ao utilizarmos o mesmo revelado na analise por CCDA
apresentaram poucas manchas, estes grupos foram selecionados para posterior fracionamento.

3.4.8.2.1. Fracionamento de URMH20O-D 37-38

As fracBes de numero 37 e 38 apresentaram um precipitado amarelo em formato de
agulhas, e similaridade em placa, foram reunidas, totalizando 0,0203g. O residuo foi dissolvido
em acetona: metanol (3:7) e refracionado em sephadex LH20 utilizando como eluente a mesma
solucdo usada na dissolucdo. Este processo rendeu 13 fracGes, as de numero 5-6 (0,0025 g)
foram analisadas por RMN H e °C, cuja interpretacio dos dados permitiu a identificacio da
substancia 5.

3.4.8.2.2. Fracionamento de URMH20-D 67-68

A fracdo 67 e 68 foram reunidas apds avaliacdo do seu perfil cromatografico e renderam
0,6390 g. A amostras foi submetida ao fracionamento subsequente em sephadex LH20 com o
intuito de purificar a amostra.

Ambas as substancias foram identificadas por analises de RMN H e *3C além dos
experimentos bidimensionais. Neste processo foi isolada novamente as substancias 1 e 2 obtidas
inicialmente na fragdo URMH,0-H.

O diagrama a seguir apresenta um esquema resumido do processamento das fracGes de
interesse e indica a obtengdo das substancias isoladas na fragio URMH20O-D.

URMH,0-D
(8,27 0

Coluna Cromatografica

37-38 67-68
(0,0203 g) (0,63909)
Sephadex LH20 Sephadex LH20
Acetona: MeOH (2:8) (MeOH)
56 | 13-14
= (00025 9) (0,1009 g)
S5-7 J
l (0,0322 g)
Substancia 5 l
(0,0025g) Substancia 1 e 2

(0,0322 g)

Fluxograma 3. Esquema de fracionamento da parti¢do diclorometano.

21



3.4.8.3. Fracionamento da particdo URMH20-A

A particdo URMH>0-A (11,0 2 g) foi fracionada em coluna aberta de gel de silica (70 —
230 mesh), 200,64 g para o recheio da coluna e para a pastilha utilizou-se 18,52 g. O eluente
utilizado foi um gradiente crescente em polaridade partindo-se de diclorometano, passando por
acetato de etila e metanol até 100 %. Foram coletadas 78 fragfes de 125 mL cada, que foram
concentradas em rotaevaporador.

O acompanhamento do perfil de cada amostra foi analisado por cromatografia em camada
delgada analitica (CCDA), utilizando como eluente os mesmos solventes utilizados no
fracionamento da coluna, utilizou-se luz ultravioleta com comprimento de onda em 294 nm e
vanilina sulfarica como reveladores. As amostras foram reunidas pela sua similaridade de
acordo com seu perfil cromatografico, os grupos de fracdes estdo descritos na Tabela 4. O
grupo de fracdes 20 a 22 foi o Unico que, apds outras etapas cromatograficas nos permitiu
identificar as substancias presentes.

Tabela 4. Grupos de fragdes reunidos a partir do fracionamento da particio URMH,0-A.

FracOes reunidas Massa () Eluente
20-22 0,1612 CH2Cl2: AcOEt (60:40)
26-30 0,0260 CHCl>: AcOEt (10:90)
36-37 0,2918 AcOEt: MeOH (70:30)
41-42 0,8024 AcOEt: MeOH (60:40)

3.4.8.3.1. Fracionamento de URMH20-A 20-22

As fracbes de numero 20 a 22 foram reunidas pela semelhanca em placa, totalizando
0,1612 g. O residuo foi solubilizado em metanol e refracionado em sephadex LH20 utilizando
como eluente metanol. Este processo rendeu 12 fragfes e nas de numero 9-11 (0,1124 g) foi
purificada em coluna de gel de silica, o eluente utilizado foi a combinacdo dos solventes
diclorometano e acetato de etila na propor¢do 60:40, respectivamente, desta purificacdo
obteveram-se 17 fragBes. As fracdes 12 e 13 (0,0104 g) foram analisadas por RMN H e 3C,
possibilitando a identificacdo do conjunto de substancias 7, 8 e 9, em mistura.

3.4.9. Comparacdo dos perfis cromatograficos dos extratos hidrometandlicos de U.
humidicola e U. ruziziensis por desreplicacao

3.4.9.1. Levantamento bibliografico

Os estudos de desreplicacdo tem uma ferramenta de extrema importancia que é a
comparacdo dos resultados obtidos que sdo descritos na literatura, informacdes de massa,
espectromeétricas, espectroscopicas e estruturais. Nesse aspecto faz-se necessario um levantamento
de dados que deve ser orientado sobre duas vertentes, o conhecimento sobre o género e a familia a
qual a planta em estudo pertence; e a busca dentro das classes de metabolitos especiais que sao
bioproduzidas pelas espécies estudadas. Deste modo, foi necessario o levantamento de dados de
massas de moléculas ja reportadas para o género Urochloa e da Familia Poaceae.
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As bases de dados consultadas foram: Scifinder, Dictionary of Natural Products, Scopus,
PubChem, ScienceDirect. A consulta foi direcionada pela familia, género, além de analise de
trabalhos cientificos envolvendo, livros, artigos, teses e revisdes em busca de substancias presentes
no género. Foram pesquisadas diversas classes de metabolitos, mas a busca pelos flavonoides,
acidos organicos e saponinas foram o principal alvo. As informacBes levantadas estavam
relacionadas: ao desenho estrutural, massa monoisotdpica, massa monoisotépica protonada e
desprotonada, e a formula molecular.

3.4.9.2. Preparo da amostra

Nesta etapa foram utilizados os extratos obtidos por maceragdo, procedimento descrito
no item 3.4.6. (Pagina 17) e 3.4.6. (Pagina 18), e houve uma prepara¢do das amostras antes da
analise por CLUE-EM.

Cerca de 5 mg de cada extrato hidrometanolico, URMH>0 e UHMH,0O, foram dissolvidos
em solucdo metanol: agua (90:10) e submetido a uma purificacdo previa utilizando o método
por extracdo em fase solida, com cartucho C-18. Inicialmente o cartucho foi condicionado
utilizando 5 mL de solugdo metanolica 90%, a amostra foi entdo incorporada, lavada com 10
mL de &gua ultrapura e submetida a extracdo com 100% de metanol grau UPLC. A soluc¢édo
contendo o extrato foi seca em rotaevaorador, e dissolvida em 300 puL de metanol, o volume de
injecao foi 10 pL.

b Wi

= S RS St

Figura 6. Extracdo em fase s6lida com uso de Manifold e cartucho SPE.

3.4.9.3. Condices da andlise

A analise dos produtos de extracdo das duas espécies de Urochloa foi realizada por
Cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia acoplada a Espectrometria de Massas de Alta
Resolucdo (CLUE-EM) e em um sistema UPLC-ESI-g-TOF (Acquity-Xevo, Waters),
pertencente a Embrapa Agroindustria Tropical, Campus do Pici - Fortaleza - CE.

As corridas cromatograficas foram realizadas em uma coluna Waters Acquity UPLC
BEH C 18 (150 mm x 2,1cm, 1,7 um), com temperatura fixa de 40 °C. As fases moveis foram
compostas de agua com 0,1% de &cido férmico (A) e acetonitrila com 0,1% de acido férmico
(B), com gradiente variando 0-15 min (2-95%) de B, com fluxo de 0,4 mL / min e volume de
injecéo de 5 pl.

Os espectros de massa de alta resolugédo obtidos numa fonte de ionizagéo por eletrospray
(ESI) nos modos positivo (ESI+) e negativo (ESI-). O modo de a aquisicdo dependente de dados
(fragmentacéo sequencial de todos 0s picos detectados).
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As condigdes do analisador de massas XEVO-QToF no modo negativo foram faixa de
aquisicdo: 110-1180 Da; Temperatura da fonte: 120 ° C; Temperatura de dessolvatacdo 350 °
C; Fluxo do gas de dessolvatacdo: 500 L .h™. Cone de extracio: 0,5 v; Voltagem capilar: 3,2
KV; Padao “lock mass”: leucina encefalina. As condi¢fes do analisador de massas XEVO-
QToF no modo negativo foram Faixa de aquisi¢do: 110-1180 Da; Temperatura da fonte: 120 °
C; Temperatura de dessolvatacdo 350 ° C; Fluxo do gés de dessolvatagdo: 500 L .h. Cone de
extracdo: 0,5 v; Voltagem capilar: 3,2 kV; Padao “lock mass”: leucina encefalina; A func¢do do
padrao “lock mass” ¢ corrigir automaticamente todos os espectros adquiridos. O modo de
aquisicdo sera EM/EM. O controle do aparelho e a analise dos espectros gerados foram feitas
com o software Masslynx 4.1 (Waters Corporation), bem como o fornecimento das massas e as
férmulas moleculares.

3.5. RESULTADOS E DISCUSSOES

O processamento cromatografico dos extratos de folhas de Urochloa ruziziensis resultou
no isolamento e identificacdo de cinco substancias apresentadas na Figura 7. A elucidacao das
mesmas foi realizada através de analises espectrais e por comparac¢des com dados da literatura.
O detalhamento do procedimento de elucidacdo sera descrito nos proximos topicos.

o 0O 1(25=R)
HO—_Yo—)r 2 (25=S)

Ho—\ /O
Hol>=0 o
; 3: 22,23 diidro

4: A22:23

Figura 7. Substancias isoladas e identificadas das folhas de Urochloa ruziziensis.

3.5.1. Identificacdo das substancias isoladas da particdo URMH20-H
3.5.1.1. Identificagdo das substancias 1 e 2

As substancias 1 e 2, se apresentaram como um precipitado amorfo de coloragéo branca,
foram identificadas na fragdo URMH>O-H 8 e na fragdo URMH,O-H 53-55, a identificacéo foi
feita com a solubilizacdo do precipitado em piridina e analisado por ressonancia magnética
nuclear e por espectrometria de massas com ionizacao elétron spray (EM-IES). A interpretacdo
dos espectros de RMN H, °C e a comparagdo com dados da literatura demonstraram que se
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travam de duas saponinas com esqueleto do tipo furostanico. O carbono 22, quaternario
duplamente oxigenado, com deslocamento quimico proximo a 109 ppm, caracteriza o sistema
espiro com os aneéis furano e pirano na estrutura, nesta regido foi observada a presenca de dois
sinais 110,26 e 109,79 ppm (Espectro 3, Pagina 30).

Com a presenga de dois valores para C-22 foi investigado entdo o comportamento do
centro quiral 25 que, dependendo da sua estereoquimica, provocaria diferencas de
deslocamento quimico dos carbonos do anel furostanico. A aglicona pode ser classificada como
diosgenina (25-R) ou yamogenina (25-S), a definicdo depende da posicdo da metila C-27,
equatorial (25-R) ou axial (25-S). A posicdo da metila provoca uma varia¢do no deslocamento
quimico do C-25, uma diferenca em torno de 2 ppm, quando a metila estd em equatorial
observa-se 8¢ 31,10 para C-25 e quando a metila esta em axial d¢c 28,03 para 0 mesmo carbono
(PIRES et al., 2002 e ESPEJO et al., 1982).

O comportamento do C-23 e seus respectivos hidrogénios também é afetado pela
posicao da metila 27. O efeito gama de protecdo que a metila C-27 axial exerce sobre o carbono
23 faz com que o seu deslocamento quimico seja menor, dc 26,88 e 0s hidrogénios
diasterotopicos absorvem em on 1,45 e 1,92; enquanto que, quando a metila 27 estd em
equatorial, observa-se dc em 30,66 e os hidrogénios diasterotopicos absorvem em 6x 1,88 e
2,07. Mediante esta analise e a comparacdo dos dados obtidos na literatura (PIRES et al., 2002
e ESPEJO et al., 1982), concluimos que existem duas saponinas furostanicas com a
diferenciacdo no centro quiral C-25. Os carbonos com deslocamento quimico especifico para
cada aglicona foram assinalados nos espectros com letras entre parénteses, para 1 (D) e para 2
©).

As unidades de agUcar presentes na saponina foram propostas com a analise do espectro
de RMN *3C que permitiu a indicacéo de trés unidades cujos deslocamentos em 100,77; 102,57
e 103,40 ppm correspondem aos carbonos anoméricos de cada um. O primeiro acucar ligado é
uma glicose, ligada ao C-3 da aglicona. Observou-se facilmente o acoplamento a longa
distancia entre o H-3 e o carbono anomérico C-1° (100,77 ppm) no experimento HMBC
(Espectro 10, Pagina 35).

Os outros dois aglcares sdo ramnoses e estdo conectados diretamente a glicose nas
posicdes C-2” e C-4’. A presenca de quatro carbonos metinicos com deslocamento entorno de
78 ppm demonstram que houve variacdo nos deslocamentos quimicos de C-2° ¢ C-4°,
caracterizando a substituicdo na glicose. Sem a substitui¢do a glicose apresentaria dois carbonos
com deslocamentos dcH 78,8 (C-3) e dcH 78,7 (C-57). Quando substituidos por ramnoses 0s
valores dos carbonos C-2’ e C-4’ apresentam-se com maiores valores de deslocamento quimico
variando de dcH 75,5 para dcH 78,32 (C-2”) ¢ dcH 71.8 para ocH 79,03 (C-4°). As interaches no
mapa de contorno HMBC onde apontam o acoplamento dos hidrogénios do carbono anomérico
H-1"’ e o carbono C-2’, H-1">" e o carbono C-4’ (espectro 11). Esses dados justificam a
substituicdo em C-2 e C-4.

A interpretacdo de RMN H e 3C (espectros 1 a 5) e 2D-HMBC (espectro 9 a 11)
permitiram fazer a completa atribuicdo dos valores de RMN H e 3C das substancias 1 e 2
apresentados na Tabela 5 (Pagina 27).

Os resultados obtidos confirmam que a saponina em questdo corresponde a 3-O-B-D-
glicopiranosil-[(4’-1°"")-O-a-L-ramnopiranosi-(2°-1°")-O-a-L-ramnopiranosil]-25(R)-
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espirosta-5-eno (Dioscina, 1) e 3-O-B-D-glicopiranosil-[(4’-1""")-O-a-L-ramnopiranosi-(2’-
1”?)-O-a-L-ramnopiranosil]-25(S)- espirosta-5-eno (Collettinsideo Il1, 2). As saponinas 1 e 2
foram encontradas na B. decumbens (PIRES et al., 2002) e a saponina 1 em U. humidicola
(OLIVEIRA et al., 2017).

O espectro de massas de alta resolucdo da substancia (Espectro 12, P4gina 36), feito
em modo positivo, apresenta ions em m/z 869,4952 [M+H]*, 723,4363[(M+H)- 146]", 577,3753
[(M+H)-146-146]", 415,3194[(M+H)-146-146-162]", 146 e 162 correspondem a massa perdida
apo6s a eliminacdo de ramnose e glicose, respectivamente O pico com m/z 869,4952 [M+H]" é
compativel com a férmula molecular CssH73016 (cal. 869,4898). Os demais valores de m/z
justificam a presenca das trés unidades de agUcar, duas ramnoses e uma glicose Esquema 1
(Pagina 36).
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4m 4"
HO . HO 4

HO HO

Tabela 5. Dados de RMN *H e 1C das substéncias 1 e 2 e comparacio com os dados da Dioscina e Collettinsideo 111 (PIRES et al., 2002;
ESPEJO et al., 1982).

D'O(s’lc)'”a (gzpfjg) 32 J3 Collettinsideo 111 (Z'SSS)
oc OH oc dc OH J2 J3 oc

1 38,0 1,00 1,75 37.4 1 38,00 1,00 1,75 37,6
2 29,76 1,47 32,2 2 29,76 1,47 30,3
3 78,56 3,89 (m) 78.4 r 3 78,56 3,89 78.1
4 39,46 2,81: 27,9 38,5 35 2:6:10 4 39,46 2,81: 27,9 39,1
5 141,29 - 1404 5 141,29 : 140,9
6 12233 5,32 (sI) 1225 6 122,33 5,32 (sI) 121,9
7 32,32 1,68 32,2 7 32,32 1,68 324
8 31,10 1,52 317 8 31,10 1,52 31,8
9 50,78 0,90 50,3 9 50,78 0,90 50,4
10 3764 ; 37,1 10 37,64 i 37,2
11 21,60 1,48 215 11 21,60 1,48 21,2
12 4035 1,10 1,70 39,9 12 40,35 1,10: 1,70 39,9

N
~N



13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25

26

27
gli
1,
2’
3,
4°
5’
6,
ram
19’
2’9
395
493
28

40,93
57,12
32,69
81,69
63,18
16,85
19,92
42,95
15,56
110,26
30,66
29,76
31,10

65,58
17,84

100,77
78,43
78,32
79,03
77,42
61,77

102,57
73,05
73,05
74,60

1,064
1,88; 2,03
4,50
1,80
0,83 (s)
1,06 (s)
1,91
1,16 (d; 7Hz)
1,88 ;2,07
1,59

3,51; 3,58
0,71 (d; 5Hz)

4,95
4,23
4,23
4,39
3,66 (d; 9Hz)

5,88 ()
471s

4,39

40,5
56,6
31,7
81,1
62,9
16,4 12; 17 14;
19,4 10 9;5
42,0
15,0 20; 22 17
109,3
29,9
29,3
30,6
66,9 97
17,3 25 26

102,9 3
78,8
76,9
78,1
77,9
61,3

100,3 20 50
725
727
73,9

22; 24:;

13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25

26

27
gli
1,
2,
39
4°
57
6,
ram
19’
297
37,

40,93
57,12
32,81
81,61
63,36
16,80
19,92
42,47
15,40
109,79
26,88
26,69
28,03

67,37
17,84

103,40
78,43
78,32
79,03
77,42
61,77

100,77
73,05
73,05
74,60

1,064
1,88; 2,03
4,50
1,80
1,08 (s)
1,06 (s)
1,97
1,16 (d; 7Hz)
1,45;1,92
2,16;1,38

3,36:4,05 25
071(d;5Hz) 25 26

4,95
4,23
4,23
4,39
3,66 (d; 9Hz)

5,88 (s)
471s

4,39

40,5
56,7
32,3
81,2
63,0
16,4
19,5
42,5
15,0
109,4
26,5
26,3
27,6

65,2
15,2

100,4
77,9
78,2
78,6
77,0
61,3

102,1
72,6
72,7
74,2



59,

6’

ram
1
272
327
4°°
52
6’

70,91
19,02

103,40

73,33
73,23
74,40
70,04
19,17

3,66 (d;
9,5Hz)
1,66 (d; 6Hz)

6,42 (S)
4,86
4,39
4,39

4,97 (m)

1,80 (d; 6Hz)

69,6
18,5

102,0

74,1
72,8
73,7
70,4
18,6

59’

6’

ram
1
272
327
4°*
522
6’

70,91
19,02

102,57

73,33
73,23
74,40
70,04
19,17

3,66 (d;
9,5Hz)
1,66 (d; 6Hz)

6,42 ()
4,86
4,39
4,39

4,97 (m)

1,80 (d; 6Hz)

69,6
18,8

103
72,9
72,8
74,0
70,5
18,6
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pdata/1 o

AMOSTRA: URMH20-A8-Pa (PR@'ON) - 500MHZ
Solvente: Pyr

OPERADOR DO NMR - MAURICI

—5.88

5.32
_-4.97
~-4.86

\ 4.96

~&. 2200000

2000000
1800000
1600000

1400000

1200000

1000000

800000

600000

400000

200000

-0

-200000

e e e e e e e e e L e e e e B L e e e L A B e A s e
7.1 7.0 6.9 6.8 6.7 6.6 6.5 6.4 6.3 6.2 6.1 6.0 59 58 57 56 55 5.4 53 52 51 50 4.9 4.8 4.7 4.6 4.5 44 4.3 4.2 4.1 4.0 3.9 3.8 3.7 3.6 3.5 3.4
1 (ppm)

Espectro 1. Expansio do espectro RMN tH (500 MHz; Piridina-ds) substancias 1 e 2.

pdata/1. SR 8% TNZg 8 RR
AMOSTRA: URMH20-A8-Pa (PROTON) - 500MHZ a4 S M s Sso
Solvente: Pyr
OPERADOR DO NMR - MAURICIO N N NN ! N L 3000000
2500000
2000000
H-19
1500000
H-18 (C) T H-18 (D)
6™ 6" H-21
H-6 H-6 \ i / 1000000
i I 500000
-0
2.6 2.5 2.4 2.3 2.2 2.1 2.0 1.9 1.8 1.7 1.6 1.5 1.4 1.3 1.2 1.1 1.0 0.9 0.8 0.7 0.6 0.5 0.4
f1 (ppm)
~ 1 . e ge A .
Espectro 2. Expanséo do espectro RMN “H (Piridina, 500 MHz) substancias 1 e 2.
pdata/1 24 ] SR SHER
AMOSTRA: URMH20-H8-Pa (DEPT Q) - SO0MHZ — o~ oS o Mmoo - 1.5E+08
Solvente: PYR E ﬁ z 9 9 8 8
OPERADOR DO NMR - VITOR
| N 0_22\ I
(c)
- 1.0E+08
Cc-22
(D)
c-1"

|- 5.0E+07
Cc-5 \

| N it L o.0e+00
| I
/N e

Cc-1'" C-1'
T T T T T T T T
o 135 130 125 120 115 110 105 100 o5

f1 (ppm)

T T T T T T T T T
180 175 170 165 160 155 150 145 1

»

Espectro 3. Expansdo do espectro RMN *C-DEPTQ (125MHz; Piridina-ds) das substancias
le2.
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oo RhE o messy  gonned g g 2 & ga g g
AMOSTRA: URMH2Q-H8-Pa (DEPT ng@l% N FEMME® S o N 0 Mmoo N |2.0E+08
Solvente: PYR 0 0 0 NNNNN NNNNNN N N Lo} O 0 O (o] n
OPERADOR DO NMR~ETOR NN N SN I N/ \ \
c-2 | 1.5E+08
c2™
c-4'
C-3 I 1.0E+08
.3 c-2"
c-3 c-4™ c-3"
C-26(C) c-6' |- 5.0E+07
T C-26(D) ‘
|
! A F0.0E+00
! T JI T
C-16 (D;C) l l L P/ \ C-14 [-5.0E+07
s c-5" c-5™ T
Cc-5' C-4 |-1.0E+08

85 8 8 8 8 8 79 78 77 76 75 74 73 72 71 70 69 68 67 66 65 64 63 62 61 60 59 58 57
f1 (ppm)

Espectro 4. Expansdo do espectro RMN *C-DEPTQ (125MHz; Piridina-ds) das substancias 1

e2.

f@ata/1 AT Ne 83 23BS8R 388 83 583888 °
AMOSTRA: URMH20-H8-Pa (DEPT Q) ROMHGS &3 ¢ a3 o NaNdS g @88 S Goaan~d gy || 6ES
Solvente: PYR T < T T ™ m m mmmnmmnaN N AN N ~N B I B B BRI

OPERADOR DO NMR - VITOR \ [ N [N I N NSNS N/ P LaERos
C-23 (D) F1.2E+08
C-15 t1.0E+08

(D) c-21
c12 c-4 ¢ (C) C-24 C-23 (C) c-19 (C)—s.os+oy
(D) C-24 (C) C-21 [60E+07
\ C-11 c-27 (D) I 4.0E+07
Lo |Cc-10 | I ‘ \ L 2.0E+07
0.0E+00
T -2.0E+07
\ L l l\ - -4.0E+07

c9 (D) Cc-18
. C-25 \--6.0E+07

C-20 (C) C8;7 c ©) *
© c-6™ c-18 t--8.0E+07
@ Lo
C-20 (D) c-6
S1 50 49 48 47 46 45 44 43 42 41 40 39 38 37 36 35 34 33 32 31 30 29 28 27 26 25 24 23 22 21 20 19 18 17 16 15

Espectro 5. Expansdo do espectro RMN C-DEPTQ (125MHz; Piridina-ds) das substancias 1

e2.

f1 (ppm)
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pdata/1
AMOSTRA: URMH20-A8-Pa (HSQCETGP) - 500MHZ
Solvente: PYR

OPERADOR DO NMR - VITOR 60
g
e
Z 70
& .
= . ,
B h=d @ L 80
ey
90
{4.97,101.09 . .
L {6.42,102.91} (5 88 103.59 H-1'/C-1 L 100

H-1"/C-1"™ H-1"/C-1"
110

{5.33,122.67% 120

H-6/ C-6

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
70 68 6.6 64 6.2 6.0 58 56 54 52 50 48 46 44 42 40 3.8 3.6 3.4 3.2 3.0
f2 (ppm)

Espectro 6. Expansdo do mapa de contorno HSQC (500/ 125 MHz, Piridina-ds) das
substancias 1 e 2.

T

pdata/1 Q
AMOSTRA: URMH20-A8-Pa (HSQCETGP) - 500MHZ
Solvente: PYR 58
OPERADOR DO NMR - VITOR
I-60
te2
te4
I-66
l-e8
70
72
74
H-2"/C-2
k76
78
H-3/C-3 t-80
H-16/C-16 © I
H-4'/C-4' H3'/C-3'
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
64 62 60 58 56 54 52 50 48 46 44 42 40 38 36 34 32 3.0 28 26 24 22
2 (ppm)

Espectro 7. Expansdo do mapa de contorno HSQC (500/ 125 MHz, piridina-ds) das
substancias 1 e 2.

f1 (ppm)

1 (ppm)
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pdata/1 H-18/C-18 (C) k10
AMOSTRA: URMH20-A8-Pa (HSQCETGP) - 500MHZ H-21/C-21
Solvente: PYR - - H 18/C-18 (D)
OPERADOR DO NMR - VITOR H-6"/ C-6 H-6"/ C-6"
k15
— /‘

; © 20
] H-24/C-24 (C)
H-27/C-27 [25
H-23/C-23 (C
— @

£ H-23/C-23 (D) <\@ H-24/C-24 (D)
O

H-19/C-19

30
H-11/C-11

¥ " * H-21C-2 I
H-15/C-15 H-7/C-7 H-8/C-8 §
_ H4/C4 = HICA o
— (x> 40
— ()] (<)
— \
+45
H-20/C-20 (c/
H-12/ C-12
50
I H-20/C-20 (D) =
H-9/ C-9 t55
L
60
H-14/ C-14

H-17C17
_?= o
65

—r-~r-~-rr~r~r~r-~r~rr-r-rr-r-rr-r-rrr- o+ rr - Tr 1 1o T T T T T T T T
29 28 27 26 25 24 23 22 21 20 19 18 17 1.6 15 14 13 12 11 10 09 08 07 06 05 04 03
f2 (ppm)

Espectro 8. Expansdo do mapa de contorno HSQC (500/ 125 MHz, piridina-ds) das
substancias 1 e 2.

S e s

HO Yo Dioscina (1)




pdata/1
AMOSTRA: URMH20-A8-Pa (HMBCGP) - 500MHZ _

= Solvene (=) -~ Q@ e o 9 e ®
= OPERADORDO NMR - S#TOR = ® )

) : (=)
4 . ©
= o 00 S,

g 6 3 1
4 : 9 & o g
i Cleeni) = & © @{)}
s 7
— 00 @ 0 0
(@) 4
10, B
=4 Qo u@m) = &5519
(&) o

3 D 5

= 2
- =00

~ 1

i 0 ®o @v

J ' 0

2.0 1.9 1.8 1.7 1.6 1.5 1.4 1.3 1.2 11 1.0

f2 (ppm)

0.9 0.8 0.7 0.6

r10

r20

r30

L40

50

60

r70

80

90

100

+110

120

130

140

f1 (ppm)

1: J> H-27/C-25 ; 2: 3¥ H-27/C-26; 3: J? H-18 (D)/C-12; 4: J* H-18(D)/ C-14; 5:J%: H-18(D)/C-17; 6: J* H-19/ C10;
7: ¥ H-19/C-9; 8: J* H-19/C-5 ; 9: J2 H-21 (C)/C-20; 10: J® H-21 (C)/C-17; 11: J2 H-21 (C)/C-22; 12: * H-6"’/C-

5775 13: P H-6"/C-4"7; 14: 2 H-67/C-57; 15: I3 H-67/C-4".

Espectro 9. Expansdo do mapa de contorno HMBC (500/ 125 MHz, Piridina-ds) das

substancias 1 e 2.

OH ¢

4 5"
HO.
o gl pOH
HO=—"Ho} +—©
3 O
61 5" (o]
HO 3"
yo

HO HO

2" " 3 3
»o—J» Dioscina (1) HO Yo—J
ye
HO /. HO
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pdata/1
L AMOSTRA: URMH20-A8-Pa (HMBCGP) - 500M 3 H-4/C-
= Solvente: Pyr @ % @@\ J3 H-4/C-2 20
- OPERADOR DO NMR - VITOR J3 H-26 (D)/C-27 T
d o
__;; ®) 004 o - 30
]
= )
T+ O J3 H-26 (D)/C-24 i [0
B J3 H-4/C-10 [ %°
£ I 60
B J2 H-4/C-3 0
— ® D, & 9 4
= " : ® g
J3 H-3/C-1"
I 90
q; J3 H-26 (D)/C-22
= b o' I 100
= o 9 c r
] 0o J3 H-4/C-6 | 110
—_— ®» [
J2 H-4/C-5
~130
'T . ! L I 140

T T T T T T T T T T
49 48 47 46 45 44 43 42 41 4.0

Espectro 10. Expansdo do mapa de contorno HMBC (500/ 125 MHz, Piridina-ds) das

substancias 1 e 2.

T T T T T T T T T T
39 3.8 37 3.6 35 34 33 32 31 3.0
f2 (ppm)

T T T
29 28 27

0 JJuw

pdata/1
F AMOSTRA: URMH20-A8-Pa (HMBCGP) - 500MHZ

Solvente: Pyr J3 H-1 "/ C-5"

OPERADOR DO NMR - VITOR J3 H-1""/ C-5""
J J2 H-1""/ C-27 J2 H-5""/ C-4™"
r J2 H-1"/ C-2"

T

/U

J3 H-1""/ C-2'

Vb

J3 H-1"/ C-4' J3 H-1" C-3

Espectro 11. Expanséo do mapa de contorno HMBC (500/ 125 MHz, Piridina-ds) das

substancias 1 e 2.

5.8 6 55 54 53 52 51 5.0

5.7 5.
f2 (ppm)

T T T
49 48 4.7

64

66

68

70

72

74

~76

~78

80

-82

I84

86

88

f1 (ppm)

f1 (ppm)
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UPLC-QToF_3363 1208 {10.634) 1" TOF MS ES+

1.75e+003

100 4153194

] 3973103 18433

\

. 577.3753
% 2712058

1 253.1963 116364 | L

' (783615

4 147 NCAG | W& 5=0i 871 &) -

| 147.0649 £5 1779 1576 285 / 71.5030 10155710 1161 637
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200 300 400 500 600 700 800 %00 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600

Espectro 12. EM-IES, modo positivo, [M+H]" da substancia 1 e 2.

H

HO. [e]
HO. (o]
HO’ [e]
OH
w0 e m/7 869,4952
" wo cal. m/z 869,4893
OH HO \
I HO
(o]
HO /
HO
OH
0 0. (o]
OH +
Cy7Hy 05" wo Lt C3Hgz012
m/z397,3103 H,0 Ho m/z 723,4363
cal. m/z 397,3101 /' cal. m/z 723,4314
q
H
| OH
O HO
= HO. o
OH
O
HO :'H\\
Cortliay %" m/z 577,3753
" m/z 415,3194 b ’

cal. m/z 577,3735
cal. m/z 415,3207

Esquema 1. Proposta de fragmentacdo de massas das substancias 1 e 2.

3.5.1.2. Identificacdo das substancias 3 e 4

O grupo de fragdes 53-55 (0,9128 g), apresentou um precipitado de coloracédo branca
insoltivel em diclorometano que, entéo, foi submetido a analise de RMN H e 13C, em piridina.
A interpretacdo dos dados levou a identificagdo das saponinas esteroidal dioscina (1)
previamente identificada em Urochloa humidicola (OLIVEIRA et al., 2017), e collettinsideo
I11 (2). A parte soltvel foi purificada, conforme descrito no item 3.4.8.1.2. (Pagina 19), a fracdo



24 foi analisada por RMN *H e *C, sendo possivel identificar a mistura de esteroides
glicosilados, 3-O-B-D-glicopiranosil-sitosterol (3) e 3-O-p-D-glicopiranosil-estigmasterol (4),
os dados obtidos foram comparados com a literatura (BILIA et al.,, 1996 e
PRACHAYASITTIKUL et al., 2009).

A fracdo foi analisada por RMN H e 3C. No espectro de RMN H (Espectro 13,
P&gina 38) observou-se a presenca de singletos em &y 0,66 a 0,99 provenientes dos grupos
metilas, sinais dos hidrogénios de agucar d1 5,09 (m, H-17), identificado através da analise do
experimento de HSQC (espectro 16); o+ 4,32 (m, H-3” ¢ H-4"); 64 4,58 (m, H-5") e o 4,45 ¢
5,36 referentes aos hidrogénios diasterotopicos do C-6’.Na expansio do espectro de RMN **C
(espectro 15), em campo baixo, verificou-se a presenca dos sinais 6¢c 139,39 para C-22 (4) e
130,00 para C-23 (4), 141,45 para C-5 e 122,48 para C-6; em &¢c 103,11 sinal de C-1°, carbono
anomérico. Ainda no espectro 15, temos os valos dc 79,15 e 79,05 que correspondem aos
carbonos oxigenados C-3, ¢ 78,5 para C-5°, 75,89 para C-5°, 72,23 para C-4’ e 63,36 para C-
6’. As demais atribui¢des dos respectivos carbonos encontram-se no espectro 14. Os valores de
deslocamento de carbono encontram-se listados na Tabela 6.

4

HO +-OH
HO\ =0 4
¥ 3: 22,23 diidro

HO 4: A22.23

Tabela 6. Dados de RMN 3C das substancias 3 e 4 e comparagdo com a literatura para 3-O-f-
D-glicopiranosil-sitosterol e 3-O-B-D-glicopiranosil-estigmasterol (BILIA et al., 1996/
PRACHAYASITTIKUL et al., 2009).

Substancias 3-O-p-D-glicopiranosil-sitosterol/

(i dﬁ i/nt- ds) 3-O-p-D-glicopiranosil-estigmasterol
oc oc
1 38,02 37,6
2 30,80 30,3
3 79.15 79,7
4 39,88 39,4
5 141,06 141,0
6 122,08 123,8
7 32,70 32,3
8 30,59 32,1
9 50,88 50,5
10 37,47 37,0
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11 21,82 21,4

12 40,05 40,0
13 43,02 42,7
14 57,37 57,0
15 25,06 24,6
16 29,10 28,7
17 56,78 56,4
18 12,52 12,1
19 19,75 19,4
20 36,94 36,5
21 20,53 20.93
22 34,35/ 139,39 34,3/138,11
23 26,91/ 130,00 26,4/ 129,05
24 46,57 46,1
25 29,99 29,5
26 19,56 19,3
27 19,97 20,1
28 23,94 23,4
29 12,71 12,2
glicosideo
i 103,11 102,0
2’ 75,89 75,2
3 79,05 78,1
4 72,23 71,8
5' 78,65 77,9
6 63,36 63,7

patars i 2 | BeN3s X9y 232805
AMOSTRA: URMH20-H S3 (24) 11-12 (PROTON) - 500MHZ o v ¢ < N AN A S oo oo
Solvente: PIRIDINA-D
OPERADOR DO NMR - MAURICIO ! ! SN P T r2.5E+07
~2.0E+07
- 1.5E+07
- 1.0E+07
H-6
X ~5.0E+06
|
J ‘
0.0E+00

1.0 10.5 10.0 9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5
1 (ppm)

Espectro 13. RMN H (500 MHz; Piridina-ds;) das substancias 3 e 4.



plaart s 2 B, & 988%3 ¥ =3832 %8 8508 R o
AMOSTRA: URNMHZQ-H S3 (24) 11—1223EPT Q) - 50QMHZ - S o BN O < oA S oo O M — o o a N
Solvente: PIRIDINW-D n < < T MO MMM [} mm oMo N NN N —
OPERADOR DO NMR - MAURICIO | | | NOSN Y | e <N N NS N
c-1
C-15
Cc-2
c-16 c-28
C-22(3;
c-4 ) c-23 (3) c-11 c-18
c-10 T T
Cc-7

c-21 /

c-25 ¥ \

C-24

T
62 60 58 56 54 52 50 48 46 44 42 40 38 36 34 32 30 28 26 24 22 20 18 16 14 12
f1 (ppm)

- 5.0E+07

F-4.0E+07

I 3.0E+07

-2.0E+07

- 1.0E+07

- 0.0E+00

- -1.0E+07

{--2.0E+07

+-3.0E+07

Espectro 14. Expansdo do RMN 3C - DEPTQ (125 MHz; Piridina-ds;) das substancias 3 e 4.

= 5.0E+0/

r4.0E+07

- 3.0E+07

r2.0E+07

r 1.0E+07

r-1.0E+07

pdata/1 n o o 0 —
AMOSTRA: URMH20-H S3 (24) 11-12 (DEPT Q) - 504MHZ  ; &8 p= N - 23838&RA *
Solvente: PIRIDINA-D T ™ a N S DI ™
OPERADOR DO NMR - MAURICIO '_; '7 "" "" "" '\\'/\/'\/'\ '/\ “"
C-5
C-3
C-6'
C-5' !
‘ / L
\ I |-0.0E+00
| M
C-6
c-1
c-4'

C-22

-2.0E+07

-3.0E+07

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
190 185 180 175 170 165 160 155 150 145 140 135 130 125 120 115 110 105 100 95 90 85 80 75 70 65
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Espectro 15. Expansdo do RMN 3C- DEPTQ (125 MHz, Piridina-ds;) das substancias 3 e 4.

3: 22,23 diidro
4: A22:23
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Espectro 16. Experimento HSCQ (500/125 MHz; Piridina-ds) da mistura de substancias 3 e
4,

3.5.2. Identificacéo da substancia 5 isolada de URMH:0-D

A substéncia 5, apresentou-se como um cristal em formato de agulhas de coloracéo
amarela, foi identificada pela interpretacio de espectro de RMN *H e *3C. No espectro de RMN
'H (espectro 17) observaram-se os sinais na regido dn 8,0 e 6,0 valores caracteristicos de
hidrogénio de sistema aromatico compativeis com um flavonoide. Os sinais em &4 7,40 (s, 2H)
referentes aos hidrogénios 2’ ¢ 6’, 0S sinais revelam a simetria entre os substituintes do anel B
pois ndo houve acoplamento entre os estes hidrogénios, sinais em dn 6,27 (d, 2,2 Hz) e 6,57
ppm (d, 2,2 Hz) foram atribuidos aos hidrogénios 6 e 8, respectivamente, o valor da constante
de acoplamento revela o acoplamento meta desses hidrogénios; o singleto 61 6,75 foi atribuido
ao H-3. O singleto em &1 3,98 (6H) € referente as metoxilas que estdo ligadas a C-3” e 5°, as
interagOes foram observadas no experimento de HMBC (espectro 20). Esses valores obtidos
nos espectros da substancia 5 estdo apresentados na Tabela 4 e a comparacdo com o0s dados
obtidos da tricina (ZIELINSKA et al., 2008).

O espectro de massas de alta resolucdo da substancia 5 (espectro 21), feito em modo
negativo, apresenta picos em m/z 329,0623 [M-H]’, 314,0402 [(M-H)-15]", 299,0185[ (M-H)-
307, 271,0224 [(M-H)-30-28]".0 pico em m/z 329,0623 [M-H] é compativel com a férmula
molecular C17H1307 (cal. 329,0667). As justificativas para os principais picos estdo descritas
no Esquema 2.
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OH

Tricina (5)
Tabela 7. Dados de RMN *H e 3C das substancias 5 em comparagio com valores da
literatura para a Tricina (ZIELINSKA et al., 2008).

Substancia 5 Tricina
(C3DsO) (piridina-ds)
oc OH J? J3 oc
2 164,12 - 164,07
3 104,63 6,73(s) 2,4 10; 1° 103,56
4 182,19 - 181,74
5 158,79 - 157,30
6 99,70 6,25(s) 8;10 98,79
7 162,96 - 163,61
8 94,94 6,55(s) 9 6 94,14
9 165,25 - 161,37
10 105,08 - 103,72
1’ 122,30 - 120,41
2’ 105,08 7,37(s) 1,35 2,43 104,42
3’ 149,06 - 148,18
4 140,63 - 139,88
5’ 149,06 - 148,18
6’ 105,08 7,37(3) 104,42
OCHs 56.87 3,96(s) 3,5 56,36
OPERADOR DO NMR - MAURICIO | | N
f I
OCH3
H-2'; 6'
H-3
| T H-8
. .
| H-6
A ey :
16 15 14 13 12 1 10 % oo 8 7 s 4 3 2

Espectro 17. RMN H (C3DsO; 400 MHz) da substancia 5.
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Espectro 18. RMN *°C - DEPTQ (C3D¢O, 100 MHz) da substancia 5.
400/218
AMOSTRA: URMH20-D 37P (7e8) (HSQCEDETGP) - 400MHz
SOLVENTE: ACETONA-D
OPERADOR DO NMR - MAURICIO @ ) L 30
k40
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" e
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70
80
H-2',6'/C-2',6' H-8/C-8
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i : t 100
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Espectro 19

. Mapa de contorno HSQC (400/ 100 MHz) da substancia 5.
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400/219 F70
AMOSTRA: URMH20-D 37P (7e8) (HMBCGP) - 400MHz
SOLVENTE: ACETONA-D
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—3 ~a ! k140
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190
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f2(ppm)
2Espectro 20. Mapa de contorno HMBC (400/ 100 MHz) da substancia 5.
Tricina (10x)
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Espectro 21. EM-IES [M-H] da substancia 5, Tricina.
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Cy7H1407

C\H 305
330,0740 17137

m/z 329,0620
cal. m/z 329,0667

Ci6t110g° Cy5Hy,05°
m/z299,0182 m/z 271,0224
cal. m/z 299,0561 cal. m/z 271,0612

Ci6H1007”
m/z 314,0402
cal. m/z 314,0432

Esquema 2. Proposta de fragmentagéo para justificar os principais picos apresentados no
EM-IES, [M-H*]" da substancia 5.

3.5.3. Identificacédo das substancias 6, 7 e 8 identificadas de URMH20-A

A identificacdo das substancias 6, 7 e 8 (0,0104), foram identificadas em mistura seu
aspecto foi um solido amorfo de colocaracdo creme, foi realizada por interpretagdes de
espectros de RMN *H (Espectro 22 e 23, Paginas 46 e 47) e °C (Espectro 24, Pagina 47),
experimentos bidimensionais COSY (Espectro 25, pagina 48), HSQC (Espectro 26, Pagina
49) e HMBC (Espectros 27 e 28, Paginas 49 e 50). Os dupletos de 16 Hz, o1 7,61 e 6,28
correspondem a ligacdo dupla em trans, hidrogénios 7 e 8, respectivamente, da substancia 7.
Os dupletos com 8.5 Hz, on 7,43 € 6,79 foram atribuidos aos hidrogénios 2;6 e 3;5 da substancia
7, enquanto os dupletos o+ 7,88 e o1 6,84 correspondem aos hidrogénios 2;6 e 3;5 da substancia
8, as interagBes homonucleares entre esses hidrogénios sdo observadas no experimento *Hx!H-
COSY. A identificacdo da substancia 6 foi feita com identifica¢do do sinal dn 7,56 referente ao
hidrogénio 2, além dos dois dupletos de 8,5 Hz, 61 6,82 e 7,56 , referentes aos hidrogénios 5 e
6. O espectro de HSQC revela as interagfes a uma ligacao entre carbonos e seus respectivos
hidrogénios, fator que contribuiu a adequada atribuicdo dos valores de deslocamento dos
carbonos de cada substancia. A diferenca na intensidade dos sinais permite sugerir a mistura
das mesmas.

O padrdo de substituicdo AA’BB’ ¢ observado nas substancias 7 e 8, a constante de
acoplamento entre 0s sinais € a mesma (8,5Hz), com isso, além do espectro 1D, foi necessaria
para a correta atribuicdo de cada dupleto a analise do experimento COSY que demostra a
interacdo entre hidrogénios vizinhos (Espectro 25, Pagina 48). As correlagcfes a longa distancia
podem ser observadas nos experimentos de HMBC (Espectro 27 e 28, Paginas 49 e 50), os
dados coletados estéo listados nas proximas trés tabelas. O resultado das analises de RMN H
e 1*C puderam confirmar, nessa fracdo, a existéncia do acido 4-hidroxi-3-metoxi-benzdico (6),
do &cido trans-4-hidroxicinamico (7), acido p-hidroxi-benzoico (8), além da comparagdo com
os valores da literatura propostos por Wang (2011) (7) e Pouchert & Behnke (1993) (6 e 8).
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HO

OCH,

Acido 3-hidroxi-4-metoxi-benzoico (6)
Tabela 8. Dados de RMN da substéncia 6 e comparacdo com os dados do acido -3-hidroxi-4-
metoxi-benzoico (POUCHERT & BEHNKE, 1993)

Acido 3-hidroxi-4-

Substancia 6 . .
metoxi-benzdico

(MeOD) (DMSO-de)
oc OH ) dc
1 - 121,74
2 11376 7,56 (3) 112,62
3 148,6 - 147,02
4 152,52 i 150,95
5 11376 6,82 (d: 8,5 H2) 114,84
6 12521 7,56 (d; 8.5 Hz) 2 123,56
7 166,03 - 167,46
OCH; 56,36 3,83 (s) 3 55,55

HO

Acido trans-4-hidroxicinamico (7)

Tabela 9. Dados de RMN !H e °C da substéincia 7 e comparacdo com os dados de acido trans-
4-hidroxi-cinamico (WANG et al., 2001).

Substancia 7 Acido trans-4-hidroxi-

Clnamico

(MeOD) (DMSO-do)

oc OH J? J? dc
1 127,28 i 125,18
> 13103  743(d;85Hz) 1 47 129,96
3 11678  679(d;85Hz) 4 1 115,66
4 161,09 i 159,47
5 11678 6,79 (d; 8,5 Hz) 115,66
6 131,03  7.43(d;85 Hz) 129,96
7 14640  7.61(d; 16 Hz) 9:2e6 144,07
8 11599  628(d:16Hz) 9 1 115,24
9 17150 i 167,86
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Acido p-hidroxi-benzéico (8)

Tabela 10. Dados de RMN H e 3C da substéncia 8 e comparaco com os dados do acido p-
hidroxi-benzéico (POUCHERT & BEHNKE, 1993).

Substancia 8

Acido p-hidroxi-

benzdico
(MeOD) (CDCls + DMSO-ds)
dc oH NN dc
1 121,00 - 121,40
2 132,97 7,88 (d; 8,5 Hz) 131,46
3 115,78 6,84 (d: 8,5 Hz) 1 114,96
4 163,26 - 161,55
5 115,78 6,84 (d; 8,5 Hz) 131,46
6 132,97 7,88 (d; 8,5 Hz) 4 131,46
7 166,03 167,49
CPERADORDO NMR'%%RI\‘%I% RLRIIBB AN 2 ;
RRGLU PR A S Y] T
w«_kkao

5.0
1 (ppm)

Espectro 22. RMN H (500MHz; MeOD) das substancias 6, 7 e 8.
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Espectro 23. Expanséo do espectro de RMN H (500 MHz; MeOD) das substancias 6, 7 e 8.
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Espectro 24. RMN *C — DEPTQ (125 MHz; MeOD) da substancia 6, 7 e 8.
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Espectro 25. Mapa de contorno COSY (500/ 500 MHz; MeOD) das substancias 6, 7 e 8.
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Espectro 26: Mapa de contorno HSQC (500/ 125 MHz; MeOD) das substancias 6, 7 e 8.
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Espectro 27. Mapa de contorno HMBC (500/ 125 MHz; MeOD) das substancias 6, 7 e 8.



pdata/1
AMOSTRA: URMH20-A 20/9/12-13 (HMBCGP) - S500MHZ
Solvente: MEOD L110
L OPERADOR DO NMR YMHNW
{6.83,115.58,
= ' {ﬂ I ]
(6.86,121489{1ﬂ L 120
L ] (6.83,125.9% <6.29,125.54%
4 y
{7.46,129.65
O o f % o +130
140
{7.47,145.1
. Qﬁ {6%'147.2% (3.91,147.09{0 T
) 1 &
M 150 p
J3 OCH31C-3 (A)
{7.46,159.5: {6.83,159.67,
(7.90,161,7%ﬁ {e L 160
{7.59,170.09, {6.32,170.17,
' ﬁ {ﬂ 170
180
-190

T T T T T T T T T T T T T
9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0
f2 (ppm)

Espectro 28. Mapa de contorno HMBC (500/ 125 MHz; MeOD) das substancias 6, 7 e 8.

0] 0]
OH

HO HO

6) OCH, 7 ®

3.5.4 Estudo por desreplicacédo das folhas de Urochloa humidicola e Urochloa ruziziensis
por EM-IES

Os extratos brutos URMH20 e UHMH0 (representado no cromatograma pela sigla
BHFMH0), foram submetidos a analise por CLUE-EM, tanto no modo positivo quanto no
negativo. A interpretacdo das substancias presentes foi feita, sempre que possivel, pela selecdo
do pico observado nos dois modos. As Figuras 8 e 9 (Pagina 51) correspondem a varredura de
fons totais obtidos do extrato URMH20O no modo positivo e negativo. As Figuras 10 e 11
(Pagina 51 e 52) sdo os cromatogramas obtidos em cada modo de ionizacdo do extrato
UHMH-0. Observam-se, obviamente, diferencas entre eles, ja que cada substancia interage de
maneira diferente em cada modo e que cada analise contou com uma energia de ionizagdo
diferenciada.

50



URMHZO (10x)
AToF 32493 TOF MS ES

100- 10 88
1‘1{1 921
368 %79 ‘
B71 ) 080.|
‘ l |
| 109
i
i 4% 5.94 \ 113
| |
‘ 1013 Siai
a8
\ \ 8
4 JIi]dSE B 903 | '\ |
It \ | [ Laad / 17.36
) .b_‘ |,’ \ ’ \‘: | AW W\ 17.36
Lo _v Viaa) N N NS y - E AR BRSPS
i T T T T T T T T T T T T T Ty 1 T T SCan
200 40 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000

Figura 8. Varredura de ions totais do extrato URMH20 [H20 + 1% AF (A), ACN + 1% AF
(B), 2-95% de A em 18 min] modo negativo.
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Figura 9. Varredura de ions totais do extrato URMH20 [H20 + 1% AF (A), ACN + 1% AF
(B), 2-95% de A em 18 min], modo positivo.
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Figura 10. Cromatograma de CLUE-EM do extrato UHMH:20 [H20 + 1% AF (A), ACN +
1% AF (B), 2-95% de A em 18 min], modo negativo.
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Figura 11. Cromatograma de CLUE-EM do extrato UHMH:20O [H20 + 1% AF (A), ACN +
1% AF (B), 2-95% de A em 18 min], modo positivo.

Os resultados apresentados para as substancias presentes no extrato URMH>O foram
obtidos a partir da interpretacdo dos espectros de massas em modo negativo, este modo foi
selecionado pois as substancias produziram fragmentos melhor justificaveis. Enquanto as
substancias presentes no extrato UHMHO foram justificadas a partir dos espectros de massas
obtidos via modo positivo, os fragmentos obtidos nos conduziram a melhor identificagdo das
substancias.

Nas Tabelas 11 e 12 (Paginas 52 e 53) sdo apresentadas as substancias identificadas,
sua massa de alta resolucdo detectada, a calculada, formula molecular, os fragmentos de maior
relevancia para a identificacdo da molécula, nome, e a referéncia onde comparamos 0s
fragmentos das moléculas ja conhecidas na literatura.

Justificando os dados apresentados nas tabelas de identificagdo, os espectros de massas
(espectros pertencentes a URMH0; espectros pertencentes a UHMH20) e a proposta de
fragmentacdo para cada substancia identificada, ordenadas de acordo com seu tempo de
retencao, estdo apresentados apos a tabela nos itens 3.5.4.1. e 3.5.4.2.
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Tabela 11. Substancias identificadas via desreplicagdo do extrato hidrometandlico de Urochloa ruziziensis.

o m/z m/z ¢ Lo Formula A A
N tr Observado Calculado lons Diagnosticos (%) Molecular Substéncia Referéncia
579.1393 (100); 489.1146 Perez et al
9 | 345  579,1333 [M-HJ 579,1355 (11); 459.0981 (15); C26H28015 Carlinosideo .
399.0822 (8)
563,1385 (100); 473,0986 Perez et al
10 | 3,67 563,1352 [M-H] 563,1406 (10); 443,1038 (10); Ca26H28014 Schaftosideo 2016 N
353,0704 (5)
563,1352(100); 473.1109
11 | 371 5631352 [M-H[ 563,406 (10): 443.1009 (10) CagHasO Isoschaftosideo Colormbo etal.
353.0689 (10)
637,1790 (100); 607,1752
1 (40); 577,1614 (18); Ombuina 3-0O- Perez et al.,
12 | 470 6371790 [M-HI 6371774 503 1469 (4); 3200710 ~ CxeHuOu rutinosideo 2016
(12); 299,0588 (6)
1093,5508 (15);
13 | 579 +Log%<535|38 b 10935431 1047,5400 (100); Cs1HeiO2 Protodioscina Per%fga"'
- 901,4771 (2,5)
329.0624 (100); 314.0375
14 | 6.73 329.0682 [M-H] 329,0637 (52); 299.0172 (68); C17H1407 Ombuina/ Tricina
271.0135 (14)
Penogenina-3- O- B-D-
929,4756 (22); 883,4715 glicopiranosil-[(2-1)-O- .
15 | 9,03 [M+I?I%:96£gli6— ap 9294752 (1007374147 (75)  CisHuOn  o-L-ramnopiranosil-(4- O"Vggi‘fta"'
591,2686 (2,4); 1)-O-0-L- '
ramnopiranosil
913,4776 (30); 867,4618 -
913,4753 N, ' iy . Oliveira et al.,
16 10,88 [M+HCOOH —H] 913,4802 (100); 721,4085 (5); C4sH72016 Dioscina 2017.

575,1081 (2,5)
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Tabela 12. Substancias identificadas via desreplicacdo do extrato hidrometandlico de Urochloa humidicola.

54

o m/z m/z ¢ o Formula A A
N tr Observado  Calculado lons Diagnosticos (%) Molecular Substancia Referéncia
i , Tricetina 4°-O-B-D-glicosil-
757.2247; 611,1616 (6); A
17 3,97 757,2247 757,2186 , Cs33H100420 [(2-O-1)-a-ramnosil-(1-O- *
465,0973 (6); 303,0464 (100) 1)-o-ramnosil]
579,1711 (7); 479,0870 (10);
4,57 579,1714 433,1125 (22); 303,0461 (100); Tricetina +276*
287,0543 (45)
Tricetina-7-metil-eter- 3°-O-
625.1799(7); 479.1095 (7); Tl il S o 1 Sharaf et
18 4,86 625,1799 625,1763 317,0646 (100); 303,0502 (31) Ca2sH32016 B-D gllco_sn 5 O-a-L al.. 1999,
raminosideo
3-O-b-D-glicopiranosil-[(2-
1193,6204 (100); 1031,5718 0O-1)-a-L-ramnopiranosil]-
(7); 885,4999 (25); 739,4366 (4-0-1)-b-D-glicopiranosil- ~ Ohtsuki et
19| 597 11936204  1193,5950 (15); 577,3762 (25); 415,3221 CsrH5202 (4-0-1)-a-L-ramnopiranosil-  al., 2006
(7) (4-O-1)-b-D-glicopiranosil-
espirosta-5-eno
1047,5490 (7); 1029,5487 (14);
885,4825 (14) 867,4838 (7); Zhou et al
20 8,86 1047,5490  1047,5371  739.4399 (11); 721,4272 (64); Cs1Hg2022 Solanigrosideo H 2006 N
575,3643 (85); 431,3171 (21); '
413,3055 (100); 395,2932 (42);
1031,5571 (12); 869,5073 (17);
723,4396 (100); 577,3805 (65); . — Man et al.,
21 10,57 10315571  1031,5421 415,3222 (87); 397,3102 (62); Cs1Hs3021 Parifillina A 2009.

271,2071 (45)

* Proposta de substancia inedita.



3.5.4.1. Espectros de Massas e justificativas para cada substancia identificada no extrato
URMH20

URMH20 (10x)

UPLC-QToF_3293 383 (3.462) 2:TOF MS ES-
5.82¢4001
579.1352
100+ ,0
"] /580.1462
| 811726 §79.1035
0 m2

200 300 400 500 80 700 800 %00 000 1100

Espectro 29. EM-IES [M-H]  da substancia 9.

H
C23H21012

m/z 489.1044 (11.4 %) OM
(cale m/z 489.1033) H,C=0

OH CaoH1901;
m/z 459.0884 (13.6 %)
(calc m/z 459.0927)

CaH1g01y
m/z 459.0884 (13.6 %)
(calc m/z 459.0927)

OH S C22H 1901y X CoH.0
o m/z 459.0884 o M " 2H1901,
N m/z 459.0884 (13.6 %)

(calc m/z 459.0927)
(calc m/z 459.0927)

OH OH
o J/ oH
o
o
O 0

HO

f

Ca0H1500
m/z 399.0551 (6.8 %)
(calc m/z 399.0716)

N CaoH1504 o
m/z 399.0551 (6.8 %) OH
(calc m/z399.0716)

OH

Esquema 3. Proposta de fragmentacéo para justificar os principais picos apresentados no
EM-IES, [M-H] da substancia 9 (URMH:O).
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URMH20 (10x)

UPLC-QToF 3293 406 (3 673) 2 TOF MSES-
§.8%+002
i 563.1365
o |
1 15641443
4
5651442
] 4431038 4730986 [ )
olueeganie WO Ty s (N 7552428 789.5622 .
DL TR N W (RSUIS EUTM ..~ ORI e o027
200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100

Espectro 30. EM-IES [M-H] da substancia 10.

Ca3Hy 04y
m/z 473,0986
cal. m/z 473,1089

HOCH=CHOH
- HO'
Cagty7014

Schaftosideo m/z 563,1385
cal. m/z 563,1406 o

H,C=0

HOCH=CHOH
< 0
Ci9H3077 OH CH9049°
m/z 353,0704 m/z 443,1038
cal. m/z 353,0667 cal. m/z 443,0984

Esquema 4. Proposta de fragmentacéo para justificar os principais picos apresentados no EM-
IES, [M-H] da substancia 10 (URMH.0O).

URMH20 (10%)
UPLCOToF 3263 411 (3715) 2 TOF MS ES-
73264002
- 563.1352
%_
1 564 1395
b
[oS30689  M3109 o R e Rutm
=% \ 4Bl 620361 795 2003 742 6076 &
] . . [ 2 B3 eIy ] oF | i'* s i L7 & | 5 : !
375 400 425 450 475 500 525 500 575 600 625 650 675 700 725 790 7/5 800 825 80 875 0

Espectro 31. EM-IES [M-H] da substéancia 11.
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OH

CH;~0 Co3Hy 04y
HOCH=CHOH /s 473,1109
OH o cal. m/z 473,1089
C,Hp0 -
564,147 CaellarOns
’ m/z 563,1352
Isoschaftosideo cal. m/z 563,1406
CH,=0
HOCH=CHOH
5}
CioH1307
m/z 353,0689 CyoH 904¢”
cal. m/z 353,0667 m/z 443,1099

cal. m/z 443,0984

Esquema 5. Proposta de fragmentacgéo para justificar os principais picos apresentados no
EM-IES, [M-H] da substancia 11 (URMHO).

URMH20 (10x)

UPLC-QToF 3233 520 {4.698) 1" TOF MSES-
1.53+002
00 637.1790
~
-
1 607.1752  [p38.1835
1 STT1614 | 727 2071
1 5as: i 3290710 =0 15 3 639.1863 | 739.2205 957 2 o
= /.49:;@3299.3:,: | a0 m.ug% ul a ,/_L = %09 2603 35«2533 1053.3972
L L L B L L ) B B R LA Ly B Ly AR LRy KA Raa aa s il 4
200 300 400 500 500 700 800 900 1000 1100

Espectro 32. EM-IES [M-H] da substéncia 12.
HO%

OCH, O OCH;
HO
HaCO o O HCo © o H.CO
O I OH I J OH 3

o o / R

(] 0 C,7H ;0

OH © Hm OH O Hm 5 17H1307
v o OH O m/z 329,0710

HO

o]
o
3-rutinosil-ombuina HO cal. m/z 329,0667
w"b,_' CoH33016" o orPH
o m/z 637,1790

OCH3 cal. m/z 637,1774
o O o CH,0 o O CH0
o
OH O HO 534 0H CH;0 (o} o
o /_‘ OH O HO L5 o |
o

- HO OH
m(/:zzxii(:;?;ssz OMQ‘H Cay7Hp90,4” % OH O
‘ m/z5TIA614 e
cal. m/z 607,1668 cal. m/z 577,563 Cigt1106
m/7299.0588

cal. m/z 299,0561

Esquema 6. Proposta de fragmentacéo para justificar os principais picos apresentados no EM-
IES, [M-H] da substancia 12 (URMH.O).
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URMH20 (10x)

UPLC-QToF 3293 641 (5.789) 2 TOF MSES-
1.4324003
— 1047 5400
] 1048 5471
%] /
10495544
4
4091990 502.2065524.3849 901 4771 1045538 | 10355818
s LS T 0 e e s L e e e s e 0 Al S A ) L i M Ml L W i b mz

350 400 430 500 550 600 650 700 750 800 650 900 950 1000 1050 1100

Espectro 33. EM-IES [M-H] da substéncia 13.

OH
o OH

Ho
o
,TQ/OH HO__~OH.OH
o]
5 K

Cs1Hg302"
m/z 1047,5400

o] Chemical Formula: C5;Hg,0,,

/& Exact Mass: 1048,5454 OH O cal. m/z 1047,5381
OHO
o7 o zze] °&<
o . o
HO Omo%\7 Protodioscina Hoﬁ\j

O
Ho L o OEO%§OHH0%\7
) OH
+HCOOH

-H

(0] OH

C52H85024

m/z1093,5508 oH 0 . oH

OH O Aduto ‘ CysH73015
/{y(){ cal. m/z 1093,5431 oS OH m/z 901,4771
g\; > ™\, ﬁ\% cal. m/z 9014802
O
o w HO
HO. T OF’{“O &3 1, OH

Esquema 7. Proposta de fragmentagéo para justificar os principais picos apresentados no EM-
IES, [M-H] da substancia 13 (URMH.0O).

URMH20 (10%)
UPLC-OToF 3293 747 (6.731) 2 TOF MSES-
8.3%+001
. 329.0637
314.0445 7334271
N 299.0210 |
%l 1740 4411
oz | | f0% -
1610483 3 131 5952 7854263 6394857 e
T | SR 454 9371 533.1342 £87.2080 L 413813 | 10495079
[ N T P PN IFIIRST FTYFITFPORNS N RTINS & SRR
| | I | | | | I I ] 1 | | | 15 | | | i 1 ]
400 500 800 700 800 300 1000 1100

Espectro 34. EM-IES [M-H] da substéancia 14.
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H OH O —vA» OoH

[0]
OH O — > CoHLO- Ci6H11Og CysHy 05
Cy7H140, T m/z299,0210 m/z 271,0221
m/7 329,0637
330,0740 cal. m/z 299,0561 . cal. m/z271,0612
cal. m/z 329,0667 o :
Ombuina
‘cHy  CO o Cietli0r”
m/z 314,0446

cal. m/z 314,0432

Tricina Cy7H307 CiH 106 oH m/z 271,0221
m/z 329,0637 . m/z299,0210 cal. m/z 271,0612
cal. m/z 329,0667 cal. m/z 299,0561
CH, OCH,

Cit 1007~
OH O m/z 314,0446
cal. m/z 314,0432

Esquema 8. Proposta de fragmentacao para justificar os principais picos apresentados no EM-
IES, [M-H] da substancia 14 (URMH.0O).

Observagéo: Os ions (m/z 1047,5547; 899,4857; 739,4271) detectados no espectro 34 (Pagina
58) sdo tipicos de saponina, entretanto ndo foi possivel identificar qual a substancia
correspondente. Destaca-se um tipico caso de co-eluicdo de substancia, j& que podemos
identificar dois grupos de ions correlacionados entre si.

URMH20 (10x)

UPLC-QToF 3253 1002 {9.033) 2 TOF MSES-
1.07e+002
100+ 8834715
B84 4722
%
i 9234736
J ?369 9554 352830 5912686 73‘71“-.5 E?SHF':? | 304518 .103246:8)_;0&5‘13! 1787460
el W) b g U b bt L B L) et Ll W e e U ) e e b R b s s el

400 450 500 50 600 60 700 750 800 80 W0 950 1000 1050 1100 110

Espectro 35. EM-IES [M-H] da substancia 15.
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O
. S
Dioscina %, S

H o _
0" /™\H 9) C39Hg1 013
- /7 137,4147
Ho HO'  On o C4sH71017 1 z/ g
o m/z 883,4715 Ho o cal. m/z 737,4118
HO cal. m/z 883,4697 no A
HO

9
oH $
HCOOH HO
I | - HO
- HCOOH o
< OH
HO
HO. o Cy3Hs 09"
0 m/z 591,2686
OH HO cal. m/z 591,3539
o
HO. (0]
o o m/z 929,4756
HO o cal. m/z 929,4752
CRE
Aduto
HO o
L HO _
OH

Esquema 9. Proposta de fragmentacéo para justificar os principais picos apresentados no EM-
IES, [M-H] da substancia 15 (URMH.0).

URNEL20 (10%)
UPLC-QToF_3293 1209 (10.8%) 2 TOF MSES-
79764002
A0 8674518
] 868 4708
2 /
9134776
44878
o|_woe BUUES TN 4y 7214082 8334315 9154753 H041% 10643162
III l'”l» IHI IIII ."ll III] 'IHI' H]I ll” ] Hlu Illl ‘ll'lu IITI: !Ill'

. 1161, 7%”\2
¥ = 2} i 1 T IHI"T"xIIII'N-”II]“”Il:1':![[!!'-1:‘IIITH"I'|!I ”Il'l-'
B0 40 450 500 S50 600 60 00 750 800 830 %00 950 1000 1050 1100 1130

Espectro 36. EM-IES [M-H] da substéancia 16.
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o
C3oHg1012”
HO. o o m/z 721,4082
S g\v%o\/ cale m/z 721,4169
o CysH71046° HCOOH - ©
o m/z 867,4618 |
HO calc m/z 867,4748 o
HO 2 S HO
HO'
- HCOOH
o
o
HO. s}
o ° ) Aduto
Ho. o) CyH73015
HO OH m/z913.4776
o cale m/z 913,4802 _J
HO
— HO  on
C33H5,05°
H m/z 575,4081
+HCOOH

cal. m/z 575,3589

CysH72016
868,4820

HO

OH
o
HO, o
o 0
HO
HO' OH 0
Ho\w
HO

Esquema 10. Proposta de fragmentacao para justificar os principais picos apresentados no
EM-IES, [M-H] da substancia 16 (URMHO).

3.5.4.2. Espectros de Massas e justificativas para as substancias identificadas no extrato
UHMH20

BHFAM20_Dr_Braz
UPLC-OToF 4721 441 (3981 - TOF MSES+

5.8%e+002
103 0464

147
q Tl A AGTO nEq4 284 a AN 220 2480 ] AG ATOR Aa04
N ey )] | . 9042878.951341211333308 13104116 1513 4436.1566 3961
(rapsrme et e e e e e e M2
200 300 400 500 600 700 €00 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600 1700

Espectro 37. EM-IES [M+H]" da substancia 17.
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m/z 7572126 m/z 611,158
cal. m/z 757,2186 cal. m/z 611,1607

HO. O:.
(]
OH ]
Ci6H,30;"
m/7 303,0494 m/7 465.1018
cal. m/z 303,0499 cal. m/z 465,1028

Esquema 11. Proposta de fragmentacao para justificar os principais picos apresentados no EM-
IES, [M+H]* da substancia 17 (UHMH:O).

BHFM20 _Dr Braz

UPLC-GToF_4721 508 (4.579) 1 TOF MS ES+
1.442+003
100- 303.0461
o] 2870543

W3 4BNS
| BBB2s7053 | | 305050 4190610 579 1711611.1827 573 2181

: 7880975 g4 1294302321

| OS% T /
e e e e e e T T T e e e T MiZ

2 ‘ T
200 300 400 500 600 700 800 500 1000

Espectro 38. EM-IES [M+H]" da substancia com tr 4,579 (UHMH-0).

CysH 107"
m/z 303,0461

ca. m/z 303,0499 +276.125

Neste espectro de massas destaco a presenca do ion de massa 303,0499, condizente com
0 esqueleto basico da flavona tricetina acrescida de um préton. Na busca pela molécula
correspondente & massa observada (579,1711), ndo foi identificada uma molécula que
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correspondesse a massa total observa, por isso

indicamos a possibilidade de ser
[tricetina+276,125].
C:0-60 H:0-80 0040
BHFM20_Dr_Braz

UPLC-QToF 4721 540 (4.865) 1 TOF MSES+

708002
- 317.0646
%
3030502
N baoses
] urosey 70 BB1N5 4791095 5
T vk I o7 36 2 T8I 75545 5172510
C Il;_l.lll‘lIllelll‘I-llll.l]]ll I]I 'I\lll'l IIII ‘l]l’ l]l‘llln‘.lnl ll‘l,l”] "Il‘\lll'|' 'l]l Il'l l'llIA|,|l)l‘llll.“ll;lllI:l<|l|"Ll]‘lll][l "L"Z
%) 200 20 00 30 40 40 N0 B0 60 60 W0 70 80 850

Espectro 39: EM-IES [M+H]" da substancia 18.

H

'

'

h OH
HO

o OH

OH

O OH

O CyHy0p"

m/z 479,1095
CasH33046° o\ Bh <
7-metil-eter- 3'-O-B-D- m/z 625,179 cal. m/z 479,1184
glicosil-5'-O-a-L-raminosil- tricetina

cal. m/z 625,1763

OH

CysH;, 077 “CHy Ci6H 307"
m/z 303.0502 m/7 317.0646
cal.m/z 303,0499 cal. m/z 317,0656

Esquema 12. Proposta de fragmentacao para justificar os principais picos apresentados no
EM-IES, [M+H]" da substancia 18 (UHMHO).

BHFM20_Dr_Braz
UPLC-QTToF 4721 651 (5.972) 1 TOF MS ES+

22164003
. 11936204

] 1194 6187

o

1 1195.6309

577.3762 8354999 ’

1 ot rmaals 739.4366 gacsoes 10895751  [1196.6277 - I

] o 4:0.?22670,3@44;79,3786 Lot wf L K 13407223 15017452 ‘
Ot T T T T R T T T e T T Ty MiZ

200 300 400 500 600 700 800 900

1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600 1700

Espectro 40. EM-IES [M+H]" da substancia 19.
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? o
oH o o on Ho.
Qo o & o= o
HO/ ‘o No.
Ho: HO o | ol /
o +H HO on
oH +o. Ho- ~

o + ko
OH Cs7Hg3026 W o oH

m/7 1193,6204 o>
N cal. m/z 1193,5950 o
", N

CisHy3007"
m/z 885.4999  HO
cal. m/z 885,4842

HO:

N
HO o Cs1Hg305,

., A 9
% How m/z 1031,5718
A=y on Wb
Of

cal. m/z 1031,5421

on
/&%&) OH i
HO’ Q o% ’
HO: HO. 0
O . Cs3Hs305 Cy7Hy305
C39Hg3013 Ho. m/z571.3762 Ho. o m/z 4153221
) o . Ho. Vi 2413,
m/z 739,4366 H;\Z\[\ZQH cal. m/z 577,3735 \a\z"“ cal m/z 415,3207
cal m/z739,4263 "

Esquema 13. Proposta de fragmentacao para justificar os principais picos apresentados no
EM-IES, [M+H]" da substancia 19 (UHMH,O).

BHFM20 Dr Braz
UPLC.QToF 4721 984 (3.860) 1 TOF MSES*
5 T8e+002
4133065

100 5753543

7214072
] 2931224 _
4 4313171 5763635 72408

SB319  [ 7agsneg 0674838 o

] [ T03a0 o s 1023.5487 1350 538

\ {
H

200 300 400 500 600 700 800 %0 1000 1100

Espectro 41. EM-IES [M+H]" da substancia 20.
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Solanigrosideo H

(o]
° M40, o

HO HO\QJ N % b\

OH o\
. o o O)HO How Cs1Hg30n" HO™ o e O " CysH73017" HO. o
Ho = Ho m/z 1047,5490 m/z 8854828 N
on O calm/z: 10475371 cal. m/z 8854842 "o

OH

H
@ C R
"o Cy7Hy304" H% o C33Hs300"
m/z 4313212 N m/z 5933766 £ . .
wd C39Hg3013
cal. m/z 431,3156 OH cal. m/z 593,3684 iz 7394395
cal. m/z 739,4263

H
|,
H,0 Y, S

B

CyHy 05"
m/7 413,3066
cal. miz 413,3050

HO'

Esquema 14. Proposta de fragmentagéo para justificar os principais picos apresentados no EM-
IES, [M+H]* com a manutencdo da hidroxila em C-17, da substancia 20 (UHMH0).

Solanigrosideo H

OH

o

7
o
LA I G\, CysH710,6"
e 2 m/z 867.4838
OH

HO’
OH
HO C51H33022+ Cs,Hg 0y, cal. m/z 867,4737
m/z 1047,5490 m/71029.5487
cal. m/z 1047,5371 i cal. m/z 1029,5265 ] e I
" HO'

cal. m/z 721,4158

o w0 07N m/z 721.4241
Cy7Hy, 057 Ho o o Cy3H;, 08 o ° e nT

m/z 413.3066 N m/z 575,3593 L
cal. m/z 413,3050 OH cal. m/z 575,3578

Cy7H300,"
m/z 395,2972
cal. m/z 395,2945

Esquema 15. Proposta de fragmentacdo para justificar os principais picos apresentados no EM-
IES, [M+H]", a partir da eliminacdo de 4gua em C-17 e C-16, da substancia 20 (UHMH;O).
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BHFM20 Dr Braz

UPLC-QToF 4721 1173 (10.573) I: TOF MS ES+
4.97e+002

1234396

1 373102 5773805

124 4485

2ne 1100725 446 8R9.5073 909.3504
PAAZAA. BT 1031 5671

40 50 600 700 800 900 1000

Cs1Hg30," Ho—=d OOH CasHrsO16” e HOO/
Parifillina A > m/z 10315571 m/z 869.5073 .
Ho—g cal. m/z: 1031,5421 cal. m/z 869,4893 i si‘

CyoHg3015"
. o
o on N Cy3Hs305 w ] miz 723,439
27H41 02 27H4303 on m/z 577.3805 "
m/z 397.3102 m/z 415.3222 cal mz 7234314

a cal. m/z 577,3735
cal. m/z 383,3101 cal. m/z 415,3207,

-CsHy60,

| CioHp0"
m/z 271,2071
HO' cal. m/z

271,2056

Esquema 16. Proposta de fragmentacao para justificar os principais picos apresentados no
EM-IES, [M+H]" da substancia 21 (UHMH;O).

3.5.4.3. Consideragdes sobre as substancias identificadas no extrato URMH20

A interpretacdo dos espectros de massas feitos em modo negativo do extrato
hidrometandlico de Urochloa ruziziensis nos permitiu a indicar a presenca de oito substancias
(Figura 12, Pagina 67). A justificativa é baseada na analise dos espectros de massas de cada
tempo de retencdo destacado, comparando a massa de alta resolucdo observada com a da
substancia apresentada na literatura, comparando também os fragmentos encontrados com a
literatura sempre quando disponivel.
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(6) R,=OH; R,=OH; R;=0OCH3;R,=H Ombuina
R,=H; R,=R,= OCH;4 Tricina

Figura 12. Substancias identificadas no extrato URMH2O por desreplicacéo.

Durante a etapa de preparo da amostra € adicionado acido férmico, com intuito de
facilitar a protonacéo das substancias quando analisadas em modo positivo. Esta mesma solucéo
é usada na analise em modo negativo e neste caso observamos a formacdo de adutos nos
espectros de massas das saponinas indicadas na tabela e também nas propostas de fragmentacéo.
Foi confirmada a presenca das saponinas 1 e 2, pela comparagdo do tempo de retencdo do
padrdo e proposta de fragmentacdo de massas, outra saponina furostanica foi identificada, com
aglicona do tipo penogenina, a 3p- O- B-D-glicopiranosil-[(2-1)-O-a-L-ramnopiranosil-(4-
1)-O-a-L-ramnopiranosil-penogenina (tr = 9,03), ndo isolada nos processos cromatografico.
A substancia foi confirmada pela comparagdo com o tempo de retencéo e o espectro do padréo,
previamente identificada na espécie U. humidicola (OLIVEIRA et al., 2017). A presenca da
saponina protodisciona (TR= 5,79) é uma proposta ja que apenas trés fragmentos gerados
condizem com a molécula, mesmo analisando o espectro obtido em energia mais alta de
ionizagéo.
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As unidades de agUcar presentes nas saponinas identificadas sdo sempre do tipo glicose,
observa-se a eliminacdo de uma unidade com massa igual a 162, e ramnose, observa-se a
eliminacdo de uma unidade de massa igual a 146, esse padrdo ja havia sido observado nas
substancias que foram isoladas por metodologias classicas de isolamento tanto no trabalho ja
executado com pelo grupo de pesquisa com a espécie U. humidicola (OLIVEIRA et al., 2017),
em outras publicacBes com as espécies U. decumbens e U. brizantha (PIRES et al., 2002;
PEREZ et al., 2016), e com as substancias 1 e 2 apresentadas neste trabalho de tese.

No trabalho de isolamento realizado com a espécie U. humidicola foram identificados
flavonoides livres ou C-O glicosilados (OLIVEIRA et al., 2017). Esperava-se 0 mesmo perfil
para os flavonoides identificados em U. ruziziensis, mantendo o padrdo, por isolamento, foi
identificada a flavona tricina. Por desreplicacdo foi possivel identificar a ombuina 3-O-
rutinosideo (tr 4,70) e a indicacdo da aglicona ombuina ou tricina (tr 6,73). Os demais
flavonoides identificados sdo C-C glicosilados revelando a diferenca entre as espécies.

Por comparacdo com os dados obtidos por Perez e colaboradores (2016), através de
anélise em CLUE-AR-QTOF-EM, verificamos que a espécie U. ruziziensis apresenta em
comum flavonoides C-C glicosilados como carlinosideo (tr 3,45), schafitosideo (tr 3,67),
presentes também na espécie U. ruziziensis, e isoschafitosideo (tr 3,71) com as espécies U.
brizantha e U. decumbens. Flavonoides C-C glicosilados ndo foram isolados por cromatografia
em nenhuma das espécies trabalhadas.

3.5.4.4. Consideracdes sobre as substancias identificadas no extrato UHMH20

A interpretacdo dos espectros de massas feitos em modo positivo do extrato
hidrometandlico de Urochloa humidicola nos permitiu a indicar a presenca de cinco substancias
(Figura 13). A justificativa é baseada na anélise dos espectros de massas de cada tempo de
retencdo destacado, comparando a massa de alta resolucdo observada com a respectiva
substancia e seus fragmentos informados na literatura, sempre quando disponiveis.
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(3) 3-O-B-D-glicopiranosil-[(2-O-1)-a-L-ramnopiranosil]-(4-O-1)-f-D-glicopiranosil-(4-O-1)-a-L-
ramnopiranosil-(4-O-1)-B-D-glicopiranosil- espirosta-5-eno

Figura 13. Substancias identificadas por desreplicagdo no extrato hidrometanolico de U.
humidicola (continua).
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Figura 13. Continuag&o.

As saponinas furostanicas presentes no extrato apresentam-se com dois tipos de
aglicona, substancias 3 e 5 do tipo diosgenina (identificavel pelo fragmento com m/z = 415
[M+H]" observado nos espectros) e substancia 4, a versdo com hidroxila no carbono 17,
penogenina (fragmento observado nos espectros com m/z = 431 e, apos eliminacdo de agua, o
fon m/z = 413 [M+H]") (Figura 14).

Diosgenina Penogenina

Figura 14. Agliconas presentes nos extratos de U. humidicola e U. ruziziensis.

Outro fator observado para as saponinas e os flavonoides, substituidos por unidades
glicosidicas, € que as unidades de agucar presentes sdo sempre do tipo glicose e/ ou ramnose.
Quanto ao padrdo de substitui¢cdo nas unidades de agucar das saponinas, comumente observa-
se substituintes nos carbonos 2 e 4, entretanto na substancia 5, Parifillina A, a glicose apresenta-
se substituida em 3 e 4 saindo do formato mais comum observado inclusive nas demais
saponinas identificadas no extrato UHMH,O e URMH>0. A devida atribuicdo desse tipo de
conexdo sO pode ser feita utilizando outros métodos fisicos de analise como a ressonancia
magnética nuclear.
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Com relagdo as saponinas identificadas em U. humidicola, todas estéo sendo informadas
pela primeira vez na espécie. A confirmacdo, para a devida atribuicdo das conexdes entre
unidades de acucar e a definicdo da estereoquimica do centro quiral 25, faz-se necessario o
isolamento e a analise por RMN ja que estas moléculas ja foram identificadas previamente,
possibilitando a comparacdo com os dados da literatura.

Foram observadas algumas diferencgas entre os flavonoides identificados no extrato
URMH;0 e no UHMH-0. No extrato hidrometandlico de U. humidicola foram detectados
flavonoides com um Unico tipo de esqueleto basico, a tricetina (m/z = 303 [M+H]"), enquanto
que no extrato hidrometandlico de U. ruziziensis foi possivel identificar variagdes nas agliconas,
foram identificados flavondis e flavonas.

A interpretacdo dos espectros de massa demonstrou-se uma tarefa complexa, para
determinados tempos de retencdo foi observada a nitida co-eluicdo de substancias. Vide o
Espectro 43, onde o ion de massa 331,0811, caracteristico de flavonas com esqueleto tricina é
observado, enquanto que os valores m/z 1031.5679; 885.5062; 739,4243; 723.4354; 577,3753
e 415,3228 sdo valores que correspondem a uma saponina esteroidal, inclusive ja demonstramos
a proposta de fragmentacéo justificando esses ions em outros tempos de retencéo.

BHFM2O Dr Braz
UPLC-QToF _4721 766 (7.052) I: TOF MS ES*

5 044002

331 0B11

Espectro 43. EM-IES [M+H]" da substancia com TR 7,09.

OCHs

HO. O
OH o OH ©
C,,H,,0, Cy7H;50;"
cal. m/z 330,0740 m/z 331,0811

cal. m/z 331,0812

Figura 15. Protonacéo da tricina, obtencéo do ion (100%) do espectro com TR 7,092.
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3.6. CONSIDERACOES

Através dos processos cromatograficos descritos na metodologia, e o uso de diferentes
técnicas espectrométricas de analise de substancias, foi possivel identificar oito constituintes
presentes nas folhas de Urochloa ruziziensis, sendo que seis delas estdo sendo descritas pela
primeira vez na espéecie. Assim como outras espécies do género foram identificados acidos
organicos, saponinas furostanicas, esteroides e um flavonoide.

A presenca de saponinas furostanicas em todas as partigdes sugere sua alta concentragdo
no momento inicial de maturacdo da espécie U. ruziziensis, devido aos problemas de
fotosensibilizacdo podemos ndo recomendar o consumo da espécie no terceiro més apds o
plantio.

A técnica desreplicacdo nos permitiu identificar oito substancias no extrato URMH-0,
dentre essas apenas uma foi isolada através das técnicas cromatograficas descritas neste
trabalho. Enquanto que na andlise do extrato UHMH20, foi possivel identificar cinco
substancias e, mesmo tendo realizado um trabalho prévio de isolamento e identificacdo que
permitiu a identificacdo de 11 substancias (OLIVEIRA et al., 2017), por desreplicacdo foi
possivel identificar 5 diferentes substancias presentes nesta espécie, dentre elas sugerimos que
uma seja inédita. A comprovacdo exige que facamos o isolamento e, através de técnicas
espectroscopicas, facamos a devida identificacdo dos deslocamentos quimicos e possamos
definir a localizacdo das unidades de acUcar presente, bem como a defini¢do da esteroquimica
dos mesmaos.

Os resultados das analises por desreplicagdo nos permite identificar algumas
similaridades entre as espécies como o tipo de aglicona encontrada nas saponinas furostanicas,
penogenina e dioscina, e as unidades de agtcar sempre do tipo ramnose e glicose. As diferencas
foram detectadas principalmente nos tipos flavonoides presentes em ambas, os padrdes de
substituicéo das agliconas e a conetividade entre os substituintes glicosilados. A conexéo entre
a aglicona e a unidade de agucar, no extrato UHMH:0, é do tipo C-O-C, enquanto no extrato
URMH:O observamos principalmente o padrdo de substituicdo C-C. Outra diferenca que
podemos destacar é que na espécie U. humidicola os acucares identificados sdo apenas glicose
e ramnose, enquanto na U. ruziziensis foi observada tambeém a presenca de xilose.

4. CONTRIBUICAO AO ESTUDO DE Cespedesia spathulata (OCHNACEAE)

4.1. INTRODUCAO

Espécies pertencentes a familia Ochnaceae estdo distribuidas nas regides tropicais e
subtropicais do mundo. Muitas espécies sdo utilizadas na medicina caseira de paises como
Brasil, Camardes, Nigéria, Congo e Gab3o da Africa (BOUQUET, 1969). Nesta familia
destacam-se quatro géneros, Quratea, Sauvagesia, Luxemburgia ¢ Ochna (TIH et al., 1989;
MESSANGA et al., 2002; LIKHITWITAYAWUID et al., 2001; TIH et al., 1992; ZAPPI,
2018).

O grupo de pesquisa em Quimica de Produtos Naturais da UFRRJ, sob o comando dos
professores Dr. Mario Geraldo de Carvalho e Dr. Raimundo Braz Filho, vem desde 1994
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estudando espécies da familia Ochnacea, em especial espécies do género Luxemburgia e
Ouratea. As publicac6es de autoria do grupo relatam a identificacdo, elucidagdo estrutural de
substancias isoladas e atividades bioldgicas de espécies da familia Ochnaceae. Dentre as classes
de metabolitos presente destacam-se os flavonoides e biflavonoides (CARVALHO et al., 2002;
2005; 2008.a; 2008.b; FIDELIS et al., 2012; 2014; NASCIMENTO et al., 2009; SUZART et
al., 2007; 2016). Além da investigacdo com relacdo a composicéo fitoquimica de espécies desta
familia o grupo de pesquisa, também se dedica a investigacdo potenciais bioldgicos que as
espécies, através de seus extratos brutos, fracdes ricas e mesmo substancias isoladas possam
apresentar, no paragrafo seguinte sdo apresentadas algumas publica¢fes contendo atividades
bioldgicas de algumas espécies estudadas.

A capacidade antioxidante, ini¢cdo das enzimas a-amilase e a-glucosidase foi verificada
utilizando o extrato metanolico obtido de inflorescéncia de Ouratea hexasperma (FIDELIS et
al., 2019). Os biflavonoides obtidos de Ouratea hexasperma e O. ferruginea apresentaram acado
antinoceciptiva e anti-inflamatdria (OLIVEIRA et al., 2019). Flavonoides isolados de O.
ferruginea também apresetaram acdo anticAncer e quimiopreventiva (FIDELIS et al., 2012). As
parti¢Oes acetato de etila e n-butanol obtidas do extrato metandlico de folhas de O. hexasperma
apresentaram acdo antifingica de contra células de Candida albicans (DE ARAUJO et al.,
2013). Os biflavonoides agathisflavone e 7" -metil-agathisflavone, isolado das folhas de O.
parviflora apresentaram atividade antiviral (DE ARAUJO et al., 2011). O biflavonéide 2", 3"-
diidroochnaflavona, isolado das folhas de Luxemburgia nobilis, apresentou atividade citotdxica
para carcinoma de Ehrlich murinho, células K562 de leucemia humana e acdo inibidora
enzimatica de topoisomerases | e 11-a. do DNA humano (OLIVEIRA et al., 2005)

O presente trabalho teve como objetivo incorporar conhecimento sobre a quimica da
familia Ochnaceae tendo como objeto de pesquisa a espécie Cespedesia spathulata. E assim,
ao realizar o estudo quimico desta espécie identificagdo de constituintes, como flavonoides,
biflavonoides, entre outros, avaliar atividades bioldgicas de extratos e substancias isoladas e
fazer consideragcGes sobre aspectos quimiossistematicos, etnofarmacologicos e biolégicos do
género Cespedesia.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Desenvolver o estudo fitoquimico da espécie Cespedesia spathulata;
e Fazer avaliacdo do potencial bioldgico de fracdes dos extratos obtidos e com as
substancias isoladas de folhas de Cespedesia spathulata sobre a enzima tirosinase;
e Fazer correlacdo dos constituintes identificados com a classificagdo boténica da planta;

4.3 REVISAO DA LITERATURA

4.3.1. Familia Ochnaceae
A familia Ochnaceae esté inserida na ordem Theales (DAHLGREN et al., 1980), possui
27 géneros e aproximadamente 600 espécies, com distribui¢do pantropical (AMARAL 1991).
De acordo com o Catdlogo de Plantas e Fungos do Brasil, existem 14 géneros, 197 espécies
(116 endémicas), 2 subespécies (nenhuma endémica), 5 variedades (4 endémicas) no nosso
pais. A familia é caracterizada por apresentar folhas simples, alternas, com estipulas; flores
pentameras, dialipétalas, dialissépalas, andréginas, hipoginas; pedicelos articulados; anteras
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poricidas ou rimosas, estaminddios presentes ou ndo; gineceu sincarpico; sementes com ou sem
albamen. Esta familia botinica estd no maior grupo das angiospermas (possuem flores e fruto).
Algumas espécies de Ochnaceae sdo utilizadas como ornamentais ou medicinais (MONTEIRO,
1877; CORREA, 1984; LORENZI & SOUZA, 2001; LORENZI, 2002a, b; SIMONI et al.,
2002). Apresenta quatro gé€neros de grande destaque, sdo eles o Ouratea, Sauvagesia,
Luxemburgia e Ochna (TIH et al., 1989; MESSANGA et al., 2002; LIKHITWITAYAWUID
etal., 2001; TIH et al., 1992; ZAPPI, 2018).

O género Ouratea Aubl. apresenta uma distribui¢do neotropical, compreende cerca de
310 binémios, dos quais 160 sdo baseados em plantas brasileiras encontradas em florestas,
cerrados, campos de altitude e restinga. O numero de espécies validas que compreende o género
¢ indefinido, devido a espécies que podem ser sinonimizadas e ao grande nimero de espécies
novas sendo descritas (YAMAMOTO, 1995). Virias espécies deste género foram estudadas
pelo grupo LQPN-UFRRJ com divulgacao de diversas substancias novas, novos derivados e
deteccao de varias atividades bioldgicas (FIDELIS et al., 2012; 2014; NASCIMENTO et al.,
2009; CARVALHO et al., 2002; 2005; 2008.a; 2008.b)

O género Sauvagesia L. ¢ neotropical e apresenta 40 espécies. No Brasil ocorrem 20
espécies sendo encontradas principalmente em cerrados, campos de altitude e restinga
(SASTRE 1997).

O género Luxemburgia ¢ um género exclusivamente brasileiro, seus exemplares sao em
geral arbustos com flores amarelas que ocorrem na vegetacao de campo rupestre do Brasil, em
regides com altitude acima de 1000 metros. Estao distribuidas em Minas Gerais, Bahia (Serra
do Espinhaco), Goias, Rio de Janeiro e Espirito Santo (FRAGA & FERES, 2007). Este género
também se destaca pela biossintese de biflavonoides (CARVALHO et al., 2009), inclusive
pode-se destacar a proximidade deste género ao Ouratea através da avaliacdo de seus
constituintes sintetizados (SUZART et al., 2007).

O género Ochna apresenta cerca de 85 espécies de arvores perenes e arbustos, esta
distribuido amplamente pela Asia tropical, Africa e América (RENDLE, 1952) onze espécies
tem ocorréncia na India (KIRTIKAR & BASU, 1980).

4.3.2 Género Cespedesia

O género Cespedesia esta inserido na tribo Luxemburgeae, subfamilia Ochnoidaea
(STEVENS, 2001). O género foi descrito inicialmente por Goudot (1844) e foi revisado por
Sastre (1975), que sinonimizou as oito espécies descritas para o género com trés combinagdes
feitas em apenas uma TUnica espécie: Cespedesia spathulata, tornando um género
monoespecifico. As diferenciacdes observadas que justificavam a existéncia de outras espécies
se tratavam de variagdes na morfologia foliar que, segundo Sastre (1975), eram variagdes
possiveis de serem observadas num mesmo individuo (CHACON, 2011).

A espécie Cespedesia spathulata tem distribuicdo geografica na regido Norte
(Amazonas, Acre, Para e Rondénia), regido Centro Oeste (Goids, Mato Grosso) (CHACON,
2011) e, também, presente em outros paises da América do Sul e Central como Equador,
Nicardgua, Peru, Panama, Colombia, Costa Rica e Venezuela (SASTRE, 2003).
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Cespedesia spathulata pode ser encontrada como arvore ou arbusto, de 2 a 15 metros
de altura, apresenta ramos glabros. E reconhecida por suas folhas espatuladas (aparentam uma
forma de espatula ou colher) a obovais, sdo grandes, coriaceas, alternadas, as margens
denteadas e inflorescéncias em paniculas terminais com flores amarelas (CHACON, 2011).

Figura 16: Cespedesia spathulata.

Fonte: http://hasbrouck.asu.edu/neotrop/plantae/imagelib/imgdetails.php?imgid=185626 ;
https://herbariovaa.org/imagelib/imgdetails.php?imgid=185632

O extrato etanolico (95%) obtido de Cespedesia macrophilla, foi avaliado in vivo em
celulas tumorais de carcinoma de célon 38, melanoma B16 e leucemia P388 demonstrando seu
potencial citotoxico (SUFFNESS & ABBOTT, 1988).

Com relacdo a composicdo quimica da espécie conhece-se a presenca de dois
metabdlitos a ochnaflavona e 7°’-O-metil-ochnaflavona que foram identificadas através de
técnicas espectroscopicas como ressonancia magnética nuclear e espectrometria de  massas
(LOBSTEIN et al., 2004). A identificacdo do biflavonoide ochnaflavona levou a Lobstein e
colaboradores (2014) a afirmarem a proximidade da espécie com o género Ochna uma vez que
o biflavonoide € considerado marcador do género (RAO et al., 1997; JAYPRAKASAN et al.,
2000) ja& que foi isolado em diversas espécies do género como Ochna pumila, O. obtusata, O.
beddomei, O. intetegerrima, O. ochna lanceolata, (JAYAKRISHNA et al., 2003;
LIKHITWITAYAWUID & KAEWAMATAWONG, 2005; REDDY et al., 2008; RAO et al.,
1997; A ZINTCHEN et al., 2007).

A partir desta data ndo foram publicados outros trabalhos sobre estudo quimico desta
espécie. Visto a grande diversidade de metabdlitos sintetizados pelos demais géneros e a vasta
distribuicdo nacional das espécies pertencentes a familia Ochnaceae, selecionamos a espécie
Cespedesia spathulata para estudo mais aprofundado de sua composi¢do quimica cujas
informacdes poderdo contribuir para a confirmacédo da classificacdo botanica e/ou a deteccao
de metabolitos com possiveis atividades bioldgicas.

4.3.3. Género Sauvagesia

Cladograma € uma ferramenta que demonstra a proximidade entre géneros pertencentes
a mesma familia. Analise evolutiva das espécies pertencentes a familia Ochnaceae (Figura 17,
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pagina 75) revela via cladograma a maior aproximacdo entre os géneros Cespedesia e
Sauvagesia. A Figura 17 demonstra que as trés familias, Ochnaceae, Quiinaceae e
Medusagynaceae, estdo proximas e todas se encontram dentro de um mesmo clado (grupo de
familias) maior, Ochnaceae sl. A aproximacéo entre estes géneros foi definida através da analise
genética de 13 genes especificos verificado em cada espécie listada (MATTHEWS et al., 2012).
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Figura 17. Cladograma dos géneros da familia Ochnaceae s/ (MATTHEWS et al., 2012).

Sauvagesia é predominantemente neotropical, com excecdo da espécie pantropical, S.
erecta L. (DWYER, 1945). Compreende aproximadamente 40 espécies, sendo 31 brasileira e
destas 14 sdo endémicas do Brasil (CHACON, 2011). O género esta distribuido pela América
do Sul, exceto no Chile e na Argentina, ocorrem em campos, cerrados, savanas, restingas e
raramente em matas. (DWYER, 1945).

O artigo publicado por Paris e colaboradores (1978) a identificou nas folhas de S. erecta
quatro flavonas c-glicosiladas vitexina (1), vicentina-2 (2), isoorientina (3) e orientina (4).
Albuquerque (2012) identificou a presenca dos triterpenos sitosterol (5) e estiguimasterol (6),
lupeol (7), a-amirina (8) e P-amirina (9), acido ursolico (10), a isoflavona 5,7,4’-
trimetoxisoflavona (11), as saponinas 3-O-B-D-glicopiranosil sitosterol (12) e 3-O-B-D-
glicopiranosil estigmasterol (13), e novamente a flavona vitexina (1). O extrato bruto desta
mesma espécie apresentou atividade antifangica avaliada por Kongstad e colaboradores (2014).
Todas as estruturas estdo devidamente representadas na Figura 18 (Pagina 76). Os
constituintes isolados desta espécie e de Cespedesia podem ser usados para o entendimento da
proximidade entre os dois géneros.
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Figura 18: Substancias identificadas no género Sauvagesia.

4.3.4. Tirosinase e a pigmentacao de tecidos

A tirosinase € uma oxidase multifuncional, glicosilada e contém cobre, que catalisa
duas primeiras etapas da melanogénese em mamiferos e é responsavel por reacfes enzimaticas
de escurecimento em frutos danificados durante 0 manuseio e processamento pos-colheita. A
melanogénese é 0 processo que leva a formacdo de pigmentos macromoleculares escuros, ou
seja, a melanina. A melanina é formada por uma combinacao de rea¢Ges quimicas catalisadas
enzimaticamente (CHANG et al., 2009).

A tirosinase catalisa as primeiras etapas da formacdo da melanina, etapa limitante da
sintese ja que as demais ocorrem de forma espontanea dependendo apenas do pH fisioldgico
(HALABAN et al., 2002). A dopaquinona é convertida em dopa e dopacromo através de uma
reducdo. A dopa é também o substrato da tirosinase e € novamente oxidada para a dopaquinona
pela enzima. Finalmente, a eumelanina é formada através de uma série de reacdes de oxidacédo
do dihidroxiindole (DHI) e do é&cido dihidroxiindol-2-carboxilico (DHICA), que sdo o0s
produtos da reacdo do dopacromo. Na presenca de cisteina ou glutationa, a dopaquinona é
convertida em cisteinildopa ou glutationildep. Subsequentemente, a feomelanina é formada.
Além da eumelanina e da feomelanina, outras “melaninas” que dependem de monomeros
fendlicos diferentes da tirosina sdo denominadas alomelaninas (CHANG et al., 2009).
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Figura 19. Via biossintética da melanina. TYR, tirosinase; TRP; proteina relacionada com
tirosinase; dopa, 3,4-di-hidroxifenilalanina; DHICA, ido 5,6-di-hidroxiindole-2-
carboxico; DHI, 5,6-di-hidroxiindole; ICAQ, &cido 5-indol-2-carboxilico-5-quinona; Ql,
indole-5,6-quinona; HBTA, 5-hidroxi-1,4-benzotiazinilalanina (CHANG, 2009).

Os inibidores da melanogénese se apresentam com seis diferentes propostas de acéo,
podem atuar reduzindo a o-dopaquinona a dopa, desta forma impedem a continuidade do
processo, pois ndo formam dopacromo e melanina, por exemplo, o &acido ascorbico.
Sequestradores de o-dopaquinona, sua presenga retarda a melanogénese até que todo o
sequestrador seja consumido, retomando assim as taxas originais do processo. Compostos
fenolicos que competem com a dopa, pela interacdo com a enzima, evitando a formacao de
dopacromo, este processo ndo € considerado um mecanismo inibidor. Substancias que inativam
a acao da enzima, podem ser acidos ou bases, que ao desnaturar a enzima inibem sua atividade.
Ha inativadores especificos de tirosinase, também chamado de “substrato suicida”, ao serem
catalisados pela enzima ocorre uma ligacdo covalente que ndo se desfaz, ocorrendo a inativacédo
irreversivel da enzima. Por fim os inibidores especificos de tirosinase que se ligam de forma
irreversivel a enzima e reduzem sua capacidade catalitica (CHANG, 2009).

Dentre as drogas utilizadas no combate a melanogénese destaca-se a classe dos
polifendis que sdo os maiores grupos de inibidores da tirosinase. A principal via de acdo
inibitéria desses fenois é que eles sdo aceitos pela tirosinase como substrato. E sua acao
inibitoria depende da existéncia e da posicao dos substituintes adicionais (CHANG, 2009).

Em sua revisdo Chang destaca os polifendis como inibidores de tirosinase. Dentre eles
estdo flavonoides, cujo modo inibitdrio geralmente esta na inibigdo competitiva para a oxidagao
da L-dopa pela tirosinase e a por¢ao 3-hidroxi-4-ceto da estrutura do flavonol atua como o papel
chave na quelacdo do cobre. A Figura 20 (Pagina 78) mostra as principais flavonas,
flavanonas, flavanois, isoflavonoides, chalconas e estilbenos que apresentam agao sobre esta
enzima, alguns ensaios inclusive compararam a acdo destas moléculas frente aos principais
inibidores, o 4cido kojico, tropolona e L-minosina (Grupo A).
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4.3.5. Relevancia do trabalho

Apesar de a literatura relatar um estudo fitoquimico Cespedesia spathulata, ha poucas
informacdes sobre a espécie, como demonstrado no topico anterior. Seu potencial bioldgico e
demais metabdlitos ainda ndo foram devidamente explorados, ou a0 menos, nao relatados na
literatura.

A literatura aponta extratos e metabdlitos especiais isolados de espécies da familia
Ochnaceae com influéncia enzimatica, como por exemplo, as biflavonas isoladas de Ouratea
spectabilis com a capacidade de inibir a acdo da aldose redutase (FELICIO et al., 1995),
agatisflavona isolada de Ouratea polyantha apresentando potencial inibitério sobre a enzima
G-6-pase (BERMUDEZ et al., 2012). O biflavonoide 2*,3’-diidroochnaflavona, isolada de
Luxemburgia nobilis, demonstrou influéncia sobre a topoisomerase | e Il (PENUMALA et al.,
2017). Os extratos obtidos de Ochna obtusata demonstraram influéncia sobre a agdo das
acetilcolinesterase, butirilcolinesterase e a-glucosidase (OLIVEIRA et al., 2005). Baseado
nesses estudos decidiu-se explorar os potencias de influéncia enziméatica dos extratos e
substancias isoladas de C. sphatulata sobre a tirosinase.

No presente trabalho foi possivel identificar um biflavonoide, duas flavan-3-ol, duas
flavonas, uma sequéncia de metil ésteres, dois esteroides, e um alcool de cadeia longa (Figura
23, Pagina 88). A diversidade metabolica apresentada pela espécie revela-a como promissora
fonte de moléculas bioativas entre as espécies da familia Ochnaceae. Justificando-se, assim, a
realizacdo de estudos quimicos e bioldgicos adicionais para a espécie Cespedesia spathulata

4.4. PARTE EXPERIMENTAL
4.4.1. Materiais

Para o fracionamento cromatogréafico em coluna de vidro foi utilizado gel de silica 60
(230 - 400 ou 70 — 230 mesh) da Silicycle. Cromatografia por exclusdao molecular utilizou-se
Sephadex LH-20 da Sigma-Aldrich.

O acompanhamento por CCDA foi feita em cromatoplacas de gel de silica 60 F2s¢ sobre
aluminio das marcas Silicycle e Sorbent. Utilizou-se para revelacdo das cromatoplacas
irradiacdo com luz ultravioleta (254-366 nm); revelador quimico vanilina sulfarica [(1g de
vanilina em solugdo com 45 mL de agua destilada (H20), 45 mL de etanol (CH3CH,OH) e 10
mL &cido sulfurico (H2SO4)] seguido de aquecimento; solu¢do aquosa 10% cloreto de aluminio
(AICl3) e vapores de iodo.

4.4.2. Equipamentos

Utilizou-se evaporador rotativo Fisaton 801 para concentracdo dos extratos brutos e
fragoes.

Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear (1D e 2D) foram obtidos em
espectrdmetro Bruker ADVANCE 11, 9,4 T (400 MHz para H e 100 MHz para 3C),
espectrdmetro de RMN com 11,5 T (500MHz para *H e 125MHz para *3C), central analitica
IQ-UFRRJ. Como padrdo interno para referéncia de deslocamento quimico foi usado
tetrametilsilano (TMS). Os deslocamentos quimicos (8) foram obtidos em partes por milhdo
(ppm) e as constantes de acoplamento (J) em Hertz (Hz).

Os cromatogramas e 0s espectros de massas de baixa resolugdo foram registrados em
cromatografo com fase gasosa, HP-5880 acoplado a espectrémetro de massas computadorizado
HP-5897A de analisador de ions quadrupolo e ionizagdo por impacto de elétrons, 70 eV,
CG/EM Varian Saturn 2000 da UFRRJ.
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As andlises de CLAE foram feitas no equipamento HPLC Shimadzu LC-20AT, CBM-
20A, ICE-UFRRJ, pela colaboracéo da Prof. 2 Dr.2 Rosane Nora Castro.
Espectros de massas de alta resolucéo foram obtidos por Cromatografia Liquida de Ultra

Eficiéncia acoplada a Espectrometria de Massas de Alta resolucdo (CLUE/EM-EM), no sistema
UPLC-ESI-g-TOF (Acquity-Xevo, Waters), coluna Waters Acquity UPLC BEH C 18 (150 mm
x 2,1cm, 1,7 um), temperatura de 40 °C e fases moveis de 0,1% de acido formico e acetonitrila
com 0,1% de &cido formico, realizada na Embrapa Agroindustria Tropical, Campus do Pici -
Fortaleza — CE.

4.4.3. Solventes

Nos processamentos cromatograficos foram utilizados solventes organicos grau
analitico (P.A.) das empresas Vetec e Neon. Para as analises de RMN *H e 13C foram utilizados
solventes deuterados (CDCls, CsDsN, DMSO-ds, CD30D) da marca Tedia.

4.4 4. Softwares

O programa ACD/Labs (versdo 12.0) e o MestReNova foram utilizados no
processamento dos espectros obtidos nos experimentos de RMN.

As estruturas foram desenhadas nos programas ChemWindow ou ChemDraw Ultra
12.0.

Os espectros de massas de baixa resolucdo foram processados no programa GCMS
Postrun Analysis (Shimadzu).

As interpretacdes dos espectros de massas de alta resolucéo foram feitas com o auxilio
do software de espectometria de massa MassLynx (Waters).

4.4.5. Material vegetal, coleta e preparo dos extratos

As folhas de Cespedesia spathulata foram coletadas em 05 de setembro de 2016 no
Jardim Boténico do Rio de Janeiro pelo pesquisador Dr. Marcus Nadruz, o registro da espécie
foi feito no Herbario do Jardim Botéanico do Rio de Janeiro, n°® RB 777053. O material foi
submetido a secagem a sombra e entdo pulverizado em moinho tipo Willey, etapa realizada no
Instituto de Zootecnia da UFRRJ. Depois de triturado obtiveram-se 1,55 Kg de po que entéo
foram conduzidas ao processo de extracdo por maceracdo com hexano e solucdo
hidrometandlica 20%. O extrato obtido com hexano rendeu 21,77 g e o hidrometandlico 242,23

g.
4.4.6. Particdo dos extratos

Parte do extrato hidrometandlico obtido (149 g) foi conduzido a parti¢do liquido-liquido
com solventes organicos hexano, diclorometano, acetato de etila e n-butanol, respectivamente,
nesta ordem. 149 g de extrato foram suspensas em solucdo metandlica 70% (350 mL), com
auxilio de um funil de separacdo para realizar 0 processo de particdo onde cada solvente, em
ordem crescente de polaridade, foi utilizado por quatro vezes com um volume de 200 mL. Cada
porcdo organica extraida foi conduzida a evaporacdo a pressdo reduzida e seus rendimentos
foram: CSMH>0-Hexano 17 g, CSMH,O-Diclorometano 8,40 g, CSMH,0O- Acetato de etila
26,7 g e CSMH20-Butanol 22,32 g. O Fluxograma 4 (Pagina 81) mostra o resumo desse
procedimento.
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Fluxograma 4. Particdo do extrato hidrometanolico de Cespedesia spathulata.

4.4.7. Fracionamento da particdo CSMH20-H

Separou-se 4,00 g da particio CSMH>O-H (Cespedesia spathulata metanol agua-
hexano), e submeteu-se ao fracionamento por cromatografia em coluna aberta com gel de silica
(70 — 230 mesh), utilizando 80,7 g) para o recheio da coluna e 1,57 g de no preparo da pastilha.
A eluicdo em gradiente crescente iniciou com hexano, diclorometano, acetato de etila, até
metanol 100%. Foram coletadas 75 fragdes de 125 mL cada, que foram concentradas em rota
evaporador, analisadas em cromatografia em camada delgada analitica (CCDA), e reunidas de
acordo com suas similaridades, as fragOes utilizadas para fracionamento posterior estdo
apresentadas na Tabela 13.

Tabela 13. Grupos de fracGes reunidos a partir do fracionamento da particio CSMH,0O-H.

Frac0Oes reunidas Massa (9) Eluente
10-11 (0,1941 g) CsHu4: CHCI2 (90:10)
18-20 (0,4822 g) CsHi4: CH2CI2 (60:40)
24-26 (0,0929 g) CsHu4: CH,CI2 (40:60)

Apos andlise do perfil das fragdes por CCDA os grupos de fragdes 10-11 (0,1941 g) e
18-20 (0,4822 g) foram submetidas diretamente a analise com CG-EM, conduzindo a
identificacdo de 19 substancias, enquanto o grupo de fragdes 24-26 (0,0929 g) foi reconduzido
a outro processo de fracionamento descrito no item a seguir. O Fluxograma 5 esquematiza o
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fracionamento desta particio e mostra em quais fragdes foi possivel identificar respectivas
substancias 1-19.

As analises por cromatografia a gas aplicada as fragdes selecionadas da particao
CSMH20-H ocorreram sobre as seguintes condi¢6es: o equipamento usado foi 0 GCMS-
QP2010 Plus (Shimadzu), a coluna HP-5 (30X0.25X0.25), a injecdo tipo Split e a temperatura
da injecdo 250 °C, corrida em gradiente de temperatura, iniciando em 60 °C e terminando em
290 °C; o tempo de analise durou 40 minutos.

4.4.7.1. Fracionamento de CSMH20-H 24-26

O grupo CSMH»0-H-24-26 (0,0787 g) foi fracionado em sephadex LH-20, eluindo com
diclorometano: metanol (3:7). Coletou-se 23 fracGes de aproximadamente 10 mL cada, que
foram analisadas em CCDA, as fracOes que apresentaram perfil similar foram reunidas
formando o grupo 14-22 (52 mg). Foi feita uma coluna filtrante do material reunido, eluida com
mistura de diclorometano e acetato de etila em polaridade crescente. Foram coletadas 24 fragoes
e analisadas em CCDA. Obtendo-se 45,1 mg de CSMH»0-H-24/14(18-23) que apresentaram
perfil similar e foram encaminhadas para analises de RMN*H e *3C, e CG-EM. Nesta amostra
foram identificadas as substancias 20 e 21.

CSMH,0-H
(4,00 g)

Coluna cromatografica (gel de silica)

| ]
Fr.: 10-11 (0,1941 g) Fr.: 18-20 (0,4822 g) Fr.: 24-26 (0,0787 g)

Sephadex LH20
CH,CI,: MeOH (3:7)
Substancias 1 a 13 Substancias 14 a 19 .

(0,1941 g) (0.4822 g) Fr.: 14-22 (0,057 g)

CC: CH,CI,: Acetato de etila (30:70)

Fr.: 22-23 (0,0319 g)

|

Substancias 20 e 21
(0,0319 g)

Fluxograma 5. Resumo do fracionamento e identificagdo das substancias identificadas em
CSMH:0-H.
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4.4.7.2. Preparacao de tio éter

A anélise por CG-EM da fragdo CSMH0-H 10-11 revelou a presenca de um éster
insaturado, cuja definicdo da posicao da ligacdo dupla foi feita através de uma reacao de adicéo
a dupla (Figura 21) utilizando o método proposto por Carvalho e colaboradores (2000). Em
um baldo de 50 mL foram adicionados dimetildissulfeto (2,0 mL), a fracdo contendo o éster
insaturado (5 mg), um agitador magnético e 0,5 mL de uma solucdo clara de I>em
dimetildissulfeto (3 mL). O baldo foi fechado com um septo e purgado com argbnio usando
duas agulhas. Apos agitacdo por 24 horas a temperatura ambiente, a reacédo foi encerrada. O
produto foi analisado através de injecdo direta no cromatografo a gas acoplado com
espectrometro de massas (CG-EM).

/\/\/\/E/\/\/\/\nzo\ + CH,SSCH,4
0

g
O\

HsC-S  S-CH, o

Figura 21. Reacgéo de derivatizacdo do éster metilico insaturado (Z) 9-octadecenoato.
4.4.8. Fracionamento da particdo CSMH20-D

A particdo CSMH,0-D (Cespedesia spathulata metanol agua - diclorometano) foi
fracionada em coluna aberta com gel de silica, no recheio da coluna foi usado 76,9 g de silica.
A particdo (3,05 g) foi solubilizada em metanol e incorporado em silica gel (6,89 g) para a
confeccdo da pastilha. A coluna foi eluida com os solventes organicos diclorometano, acetato
de etila e metanol, individualmente ou em mistura binaria de forma a obter um gradiente
crescente da polaridade. Foram coletadas 36 fragdes de 125 mL cada, que foram concentradas
em evaporador rotativo. O perfil de metabdlitos presentes em cada uma das fracdes foi
acompanhado por cromatografia em camada delgada analitica (CCDA) e, de acordo com a
similaridade, as fracGes foram reunidas e pesadas, 0s grupos reunidos estéo descritos na Tabela
14,

Tabela 14. Grupos de fragdes reunidos a partir do fracionamento da particgdo CSMH,O-D.

Frac6es Reunidas Massa () Eluente
11-12 0,1085 CH2Cl2: AcOEt (60:40)
18-20 0,0567 CH2Cl2: AcOEt (20:80)
20-22 0,0135 AcOEt
23-24 0,3786 AcOEt: MeOH (90:10)
25-27 0,0014 AcOEt: MeOH (70:30)
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A informacéo obtida pela CCDA revelou a presenca de uma mancha princial amarelada
nas fracdes 23-24, elas entdo foram reunidas e selecionadas para o refracionamento, descrito no
item a sequir.

4.4.8.1. Fracionamento de CSMH20-D 23-24

As fragdes de nimero 23-24, recolhidas em uma faixa de solvente de AcOEt: MeOH
(90:10), apresentaram semelhanca na CCDA, foram reunidas e conduzidas a fracionamento em
sephadex LH20, eluindo com solu¢do CH2Cl>: MeOH (30:70). O fracionamento de CSMH,0-
D 23-24 (0,378 @), produziu 42 fracBes das quais as de numero 40 a 42 apresentaram uma
mancha amarela majoritaria, ao revelar com vanilina sulfarica, foram reunidas (0,0051 g) e
analisadas por RMN H e 1*C, e EM-AR, nesta fracio foi possivel identificar o biflavonoide
ochnaflavona (22).

4.4.9. Fracionamento da particdo CSMH20-A

O extrato CSMH,0-A (Cespedesia spathulata metanol agua - acetato de etila) foi
fracionado em coluna aberta com gel de silica, no recheio da coluna foi utilizado 84,14 g de
silica. O extrato (7,20 g) foi solubilizado em metanol e incorporado em silica gel para a
confeccdo da pastilha. A coluna foi eluida com os solventes orgénicos diclorometano, acetato
de etila e metanol, individualmente ou em mistura binéria de forma a aumentar a polaridade
gradualmente. Foram coletadas 67 fracbes de 125 mL cada, que foram concentradas em
evaporador rotativo. O perfil de metabdlitos presentes em cada uma das fracdes foi
acompanhado por CCDA e, de acordo com a similaridade, as frages foram reunidas e pesadas,
cada grupo formado esta descrito na Tabela 15.

Tabela 15. Grupos de fragdes reunidos a partir do fracionamento da particdo CSMH,0O-A.

Frac6es Reunidas Massa () Eluente
7-9 0,0295 CH2Cl,: AcOEt (90:10)
12-13 0,0288 CH2Cl2: AcOEt (80:20)
24-26 0,0368 CH2Cl2: AcOEt (40:60)
27-29 0,0291 CH2Cl>: AcOEt (30:70)
32-33 0,0441 AcOEt
35 2,0734 AcOEt
36-37 0,0677 AcOEt

Os grupos de fracbes 24 a 26 e a fracdo 35 foram selecionados para o fracionamento
subsequente. A escolha foi feita pelo perfil apresentado em placa cromatogréafica, apresentando
poucas manchas e boa resolugcdo. O Fluxograma 6 (Pagina 86) esquematiza o fracionamento
desta particdo e indica as substancias que foram identificadas a partir dessa parti¢do.

4.4.9.1. Fracionamento de CSMH20-A 24- 26

As fracbes de 24-26 apresentaram uma mancha vermelha majoritaria quando
acompanhadas em CCDA, utilizando vanilina sulfarica como revelador, ela foram entdo
conduziu-se a fracionamento em sephadex LH-20, utilizando metanol como eluente. A
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fracionamento de 24-26 (0,0368 g) produziu 16 fragcdes. A mancha vermelha predominou nas
subfracdes de numero 11-15 (0,0304 g), estas fracdes foram reunidas e conduzidas entdo a
analises de RMN *H e 3C, uni e bidimensionais. Nesta amostra foi possivel identificar a
presenca das substancias catequina (23) e epicatequina (24).

4.4.9.2. Fracionamento de CSMH20-A 35

A fracdo de numero 35 (2,0734 g) apresentou um precipitado que foi separado por
solubilizacdo parcial em uma mistura de acetado de etila: metanol (40:60), a parte soluvel
(1,782 g) foi submetida a fracionamento em sephadex LH-20, eluinda em metanol, obteveram-
se 90 fracdes que foram acompanhadas por CCDA e reunidas de em grupos acordo com a
similaridade.

e A sequéncia de 20-23 (0,0508 g) foi reconduzida ao fracionamento em sephadex LH-20,
eluido com metanol, onde as de numero 14-17 (0,0190 g) foi mais uma vez fracionada em
sephadex LH-20 onde um grupo de fragdes foi reunido, 9-14 (0,010 g), e entdo conduzida
ao fracionamento por purificada em CLAE-DAD.

Os parametros cromatograficos foram injetor manual Rheodhyne, detector DAD SPD-

M20A, forno CTO-20A, coluna Betasil-Thermo C18 (25cm x 4,6mm x 5um), sistema
isocratico: FM= B: MeOH (35%) e H2O: AcOH 1%(65%), gradiente T= (15 min 30- 70%;
17 min 15-85%; 19min 35-65%), temperatura do forno 26 °C, fluxo 1,0mL/min-
340nm(PDA 200-500nm), pressao= 161kgf/com e volume 20UI. Esta atividade teve a
colaboragdo da prof.* Dr.* Rosane Nora Castro.
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Figura 22. Cromatograma da fracio CSMH,0-A 35/20/14-17/ 9-14.

Da fracao de codigo 9-14 foi isolado o pico majoritario, com tempo de retengao em
8,285 min, CLAE-DAD semi-preparativo e através de analises de RMN 'H e *C, uni e
bidimensionais, e EM-ESI MS/MS conduziu a identifica¢ao da substancia 6’’-O- acetil-
vitexina (25).

e As fracdes de numero 29 a 31 (0,0251 g) foram submetidas a anélise por RMN 'H e 1°C,
e seu perfil foi analisado via CLAE-UV. O cromatograma apresentado na figura a seguir
demonstra a presenca de suas substancias majoritarias com tempo de retencdo 4,85 min e
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6,01 min. A interpretagdo dos dados obtidos por RMN permitiu identificar as duas
substincias majoritarias como vitexina (26) e orientina (27).

CSMH,0-A
(7,20 g)
I Coluna cromatografica (silica gel)
| |
Fr. 24-26 Fr. 35
(0,0368 9) (2,0735g)
Sephadex LH20 (MeOH) Sephadex LH20 (MeOH)
| |
Fr. 11-15 Fr. 20-23 Fr. 29-31
(0,0304 g) (0,0508g) (0,0324 g)
l Sephadex LH20 (MeOH) l
Substancia 23 e 24 Fr. 14-17 Substancia 26 ¢ 27
(0,0304 g) (0,01909) (0,0324 g)
Sephadex LH20 (MeOH)
Substancia 25 Fr. 9-14
(0,010 g) * (0,010 g)

* Purificagdo via CLAE-UV.
Fluxograma 6. Fracionamento e identificagcdo das substéncias isoladas na particio CSMH0O-

A
4.4.10. Ensaio Biologico

4.4.10.1 Efeito modulador de extratos e substéncias isoladas sobre a acdo da enzima
tirosinase.

4.4.10.2 Selecédo de amostras e substancias para o ensaio

Compostos polifenolicos sdo biossintetizados como metabdlitos secundarios em plantas
superiores, apresentando algumas atividades biologicas importantes desde a prote¢do contra
radiagOes até a inibigcdo de diferentes enzimas. Alguns flavonoides, por exemplo, o canferol,
quercetina e morina demonstram atividades de inibi¢do da tirosinase enquanto outras, como
exemplo, as catequinas, podem atuar como cofatores ou substrato para a tirosinase (BAYAILA
BA NJOCK et al., 2012). Nesse sentido, a triagem do potencial regulador da tirosinase foi
avaliada a partir de alguns extratos, flavonoides e biflavonoide presente nas folhas de
Cespedesia spathulata.

As particbes de diclorometano e acetato de etila, CSMH20-D e CSMH,0-A,
respectivamente, foram selecionados para a realizagdo deste ensaio. Individualmente foram
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preparadas solugées em DMSO com concentragdo 10 mg ml™. Algumas substéncias isoladas a
partir destes extratos que apresentaram massa suficiente para o teste também foram testadas.
Sdo elas, ochnaflavona (oriunda da particdo diclorometano) e a mistura de catequina e
epicatequina (isoladas em mistura da particdo acetato de etila). A partir destes isolados foram
preparadas duas solugdes de concentragdo 10 mmol ml* cada.

4.4.10.3 Metodologia de analise

Determinou-se a influéncias dos extratos e fragdes analisadas sobre a agéo da tirosinase
através da exposicao de aliquotas com diferentes concentra¢fes das solugdes preparadas sob o
meio reacional contendo tirosinase (50-70 unidades), EDTA (0,022 mmol L), o substrato L-
DOPA (0,17 mmol L), em tampéo de fosfato (50 mmol L, pH 6,8) a temperatura ambiente.
Todos os experimentos foram realizados em triplicata. A formagdo da dopaquinona foi
determinada apés trinta minutos através do monitoramento da absorbancia utilizando o
espectrofotbmetro UV-VIS Shimadzu, modelo Mini 1240, Japdo, a 475 nm e a temperatura
ambiente. O percentual de inibicdo ou ativacdo para cada extrato ou substancias foi calculado
através da equacéo proposta por Soares e colaboradores (2017).

% Inibicao ou Ativacéo = {[(Bso — Bo) — (Amazo — Amo)] / (Bso — Bo)} x 100 1)

Nesta equacdo, Bo e Bz sdo os valores de absorvancia de controle ( L-DOPA +

tirosinase) no tempo zero e no tempo 30 minutos, respectivamente. Ao e Aso S80 as absorvancias

do teste (L-DOPA + tirosinase + inibidor/ativador) no tempo zero e ap6s 30 minutos,
respectivamente.

4.4.10.4 Determinacao do mecanismo de ativacio sobre a tirosinase

O grafico de Lineweaver-Burk avalia o mecanismo de inibi¢do da enzima tirosinase
pela oxidagcdo da L-DOPA. Este grafico expressa os parametros cinéticos da acdo da enzima
pelas variaveis Km e Vmax. Pelo perfil ativador apresentado pela fragdo acetato de etila e pela
mistura de catequinas, suspeitou-se que essas matrizes apresentaram efeito competitivo pelo
sitio da enzima e com isso aplicamos um mecanismo diferenciado na produgao de pontos para
o grafico. Nesta analise fo1 utilizada diferentes concentragdes de L-DOPA (0; 167; 233 e 333
pmol mL") como substrato competidor e diferentes concentragdes para a mistura de catequinas
(33; 50; 100, 166, 233 e 333 pmol mL™!), sendo este o substrato preferencial. Apés a incubacio
por 30 minutos a temperatura ambiente, a absorbancia foi medida em 475 nm, a absorcao foi
determinada no intervalo de 0 a 60 minutos, com 10 minutos de entre os intervalos.

4.4 RESULTADOS E DISCUSSOES

O processamento cromatografico dos extratos de folhas de Cespedesia spathulata resultou
no isolamento e identificacdo de vinte e cinco substancias apresentadas na Figura 23. A
elucidacdo das mesmas foi realizada através de analises espectrais e por comparagfes com
dados da literatura. O detalhamento do procedimento de elucidacao sera descrito nos proximos
topicos.
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Figura 23. Substancias identificadas nas folhas de Cespedesia spathulata.



4.5.1. Identificac@o das substéncias presentes na fragdo CSMH20O-H 10-11

A interpretacdo dos dados obtidos na analise via CG-EM (Figura 23, Pagina 88) e
espectros de RMN 'H e C da fragdo CSMH,0-H 10-11 (Espectro 44 e 45, Pagina 92)
permitiram a identificacdo de uma mistura de ésteres metilicos graxos. Os ésteres metilicos
saturados com mais de cinco carbonos, ao serem bombardeados com elétrons de alta energia
dédo origem a fragmentos de tipo ions de alquila e ions contendo oxigénio da fungdo éster. De
um modo geral, a fragmentacdo dos ésteres metilicos apresenta o pico do ion molecular pouco
intenso. Em comparacdo com o pico base, a intensidade do pico do ion molecular tende a
aumentar com o aumento do tamanho da cadeia. Os treze componentes principais (Figura 26,
Tabela 16, Pagina 90 e 91) foram identificados através da comparacdo com a biblioteca NIST,
com similaridade superior a 90 %. Comparando os espectros de massas de cada substancia
identificada (Figura 24) destacam-se a presenca de ions comuns como 0 m/z 74, massa tipica
verificada apos o rearranjo de McLaferty, e os ions m/z 87, 101, 115 e 129 correspondentes a
perda radicalar e formagdo de um cation heterociclico de quatro, cinco, seis e sete membros,
respectivamente, todos justificados na Figura 25.

Chromatogram CSM H20-H 10 -11 C:\Users'Débora'Documents'doutorado \CGMS'CSM H20-H 10-11.g=d

20,000,000

-
- - 4

{ L __|-mic00
' 30.0
nun
Figura 24. Cromatograma da fragdo CSMH,0-H 10-11.
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Figura 25. Espectro de massas da substancia com tr 16,1, 17,3 e 18.1 min (continua).
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m/z 129.0911

Figura 26. Proposta de fragmentacao justificando os ions m/z 74, 87, 101 e 129, presentes nos

espectros de massa dos ésteres graxos.
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Tabela 16. Substancias identificadas por CG-EM em CSMH>0-H 10-11.

tr Substancia identificada Sinjilgridade Porcentagem
biblioteca
1 15.033 Tetradecanoato de metila 96 1.22
2 16.117 Pentadecanoato de metila 97 3.00
3 17.242 Palmitato de metila 97 37.94
4  18.142 Heptadecanoato de metila 96 7.50
5 18.867 (Z) 9-octadecenoato de metila 95 13.07
6 19.100 Estearato de metila 96 13.73
7 19.967 Nonadecanoato de metila 97 1.10
8 20.833 Icosanoato de metila 94 2.96
9 22467 Docosanoato de metila 93 3.31
10 23.233 Tricosanoato de metila 94 3.24
11 23.975 Tetracosanoato de metila 92 5.68
12 24,742 Pentacosanoato de metila 93 3.54
13 25.617 Hexacosanoato de metila 93 1.55

o
WJ\O/

Tetradecanoato de metila (1)

[e]
Mo/

Pentadecanoato de metila (2)

(0]
MO/

Palmitato de metila (3)

o]
WJ\O/

Heptadecanoato de metila (4)

g
/O

(Z) 9-octadecenoato de metila (5) °

o
MO/

Estereato de metila (6)

:

15 /

Nonadecanoato de metila (7)

(@]
\M{\)J\O/

Icosanoato de metila (8)

Hexacosanoato de metila (13)

Figura 27. Estruturas das substancias identificadas na fracdo CSMH,0O-H 10-11.
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A interpretacdo dos espectros de RMN 'H e '3C da mistura permitiu perceber
informacdes que confirmaram as estruturas propostas. Na figura 13 pode-se observar os valores
de deslocamento quimico tipicos para os hidrogénios de CH3 alifatico em 64 0,84 (t), os
deslocamentos do CHz o e B a carbonila em 61 1,98 (t) e 61 2,27 (1), respectivamente. O sinal
em &n 3,63 (s) corresponde a metila do éster. O sinal em 615,31 corresponde ao deslocamento
quimico dos hidrogénios da instauracdo da substancia (Z) 9-octadecenoato de metila. Na
interpretacdo do espectro de RMN *C (Espectro 45) sdo observados sinais de carbonos
metilicos (6n 51,14 e 13,88), metilénicos (varios valores de cadeias alifaticas) e os metinicos
sp? em duc 129,73 e 129,48. Os deslocamentos em 174,05 e 177,68 correspondem aos valores
tipicos de carboxilas de éster.

pdata/1

AMOSTRA: CSMH20-H 10-11 (PROTON) - 500MHZ a S

Solvente: CDCL3

OPERADOR DO NMR - MAURICIO ~

5.31
3.63
2.29
2.27
2.26
—1.58
0.87
0.85
0.84

~— r4.5E+08
4.0E+08

3 ‘ I 3.5E+08
F%C\W\/\\ - CHy
O

n 2 I 3.0E+08
o CHy,)
3 ‘ | 2.5E+08

H,C o F2.0E+08

OCI-B r 1.5E+08

R% CcH= C)—% R | 1oevos
CHy
CHZ‘ @ L 5.0E+07
| cmey| |
| +0.0E+00

9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0

4.5 X
f1 (ppm)

Espectro 44. Espectro de RMN!H da fragio CSMH,0-H 10-11 (500 MHz) em CDCls.
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AMOSTRA: CSMH20-H 10-11
Solvente: CDCL3
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29.53

~24.76

\ 22.50
—13.88

r5.0E+08
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{12948
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33.86
{31.75

o)

=2,

177568
— 174505
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~3.0E+08
r2.0E+08

-CH=CH-
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Espectro 45. Espectro de RMN *C (DEPTQ) (125 MHz; CDClIs) da fragdo CSMH,0-H 10-
11.
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A substancia (Z) 9-octadecenoato de metila (5), é o Unico éster insaturado identificado
na amostra CSMH>O-H 10-11, de acordo com a interpretacdo da anélise de RMN realizada e
do espectro de massas nédo foi possivel determinar a posicéo da dupla ligacdo ao longo da porcao
alifatica do éster. As figuras 12 e 13 apresentam 0 espectro de massas correspondente a
substancia 5 e a proposta de fragmentacgao que justificam os ions produzidos, respectivamente.

Lmes:f B Time:189(Scar:1965)

10“_ 5 o

B0 -

o A '

4H

7 123 264

I T 137 152 15 180 m

14 194 207 235 M8 6 296

30 40 30 60 TO B0 90 100 110 120 130 140 130 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260 270 280 290 300
m'z

Figura 28. Espectro de massas antes da reacdo de adi¢do do dimetildissulfeto da substancia (Z)
9-octadecenoato de metila com tempo de retencéo 18.8.
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_‘ 4+
C3HGO,
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Figura 29. Proposta de fragmentacdo que justifica os principais picos detectados no espectro
de massas do (Z) - 9 - octadecenoato de metila.

A localizacdo da ligacdo dupla foi feita apds submetermos a amostra a reagdo de adigdo
a ligacdo dupla utilizando como substituinte o reagente dimetildissulfeto (4.4.7.2., Pagina 83),
o resultado desta analise esta apresentado no item a seguir.
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4.5.1.1. Andlise do ditiometil éter, derivado do éster insaturado

O produto da reacdo de adicdo de ditiometil éster da amostra CSMH20-H 10-11 foi
submetido a analise por CG-EM, segundo as condi¢des de analise, obteve-se o cromatograma
(Figura 30), a substancia com tempo de retencdo 24,01 min corresponde ao produto, seu
espectro estd destacado na Figura 31. A Figura 32 (P&gina 94) mostra as propostas de
fragmentacédo para justificar os principais picos detectados. Merecem destaques 0s picos em
m/z 173 (90 %) e 217 (100 %), que justificam a quebra da ligacdo que sustenta 0s grupos
tiometilicos. Valores que estdo de acordo com localizacdo desses grupos nas posi¢oes 9-10.
Sendo assim, a ligagdo dupla foi localizada nos carbonos 9 e 10.

Clromatogram CSMH20-H 10-11 SMe C'Users Debora' Documents' doutorado 'CGMS{CSMH20-H 10-11 SMe (1) qed
15,000.000 £

i } ; i TIC*1.00
- 3= A —————% ——
0 100 X0 0o
2
Figura 30. Cromatograma da fragdo CSMH,0-H (MeS).
Lme=24 R Tmme?4 1(Scan=2393)
100 — —z
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8+
H 2=
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104 3 263 aer 208 311 200 M3 350 "
(i el e i i e i e i e e b i i Lo ikl i b e e i o i k1 i
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Figura 31. Espectro de massas do produto da reacdo 9,10-ditiometiléter dodecanoato de metila.
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Figura 32. Proposta de fragmentacgéo para justificar os principais picos detectados no espectro
de massas do derivado 9,10-ditiometiléter obtido do (Z) 9-octadecenoato de metila.

4.5.2. Identificacdo das substancias presentes na fracdo CSMH20-H 18-20

O cromatograma da fracdo CSMH,O-H 18-20 esta apresentado na Figura 33. O
principal componente desta fragdo apresentou tempo de retencdo 19,11 que foi identificado
como fitol, constituindo quase 86% do material analisado. Os componentes minoritarios,
propostos de acordo com a biblioteca, estdo apresentados na Tabela 17 e Figura 34. Assim
como a amostra anterior, fez-se analise dos espectros de RMN *H e'*C (Espectros 46, 47 e 48,
Paginas 97 e 98) que confirmaram a presenca do fitol como componente principal na fracéo.
A pequena quantidade dos demais componentes ndo conduziu a detecgdo de sinais de
deslocamentos quimicos que confirmassem os mesmos. Os dados, apresentados na Tabela 17,
estdo de acordo com literatura (GOODMAN et al., 1973). O fitol € um alcool terpénico alilico
constituinte de parte da clorofila, frequente em plantas e com diversas atividades biologicas.
Como exemplo pode-se destacar a acdo bactericida; é usado, também, em tratamento de
tuberculose, obesidade, diabetes e dislipidemia (GOTO et al., 2005).

Chromatogram CSM H20-H 18-20 C:\Users'sheik'DesktoptCGMSWCSM HI0-H 18-20.gad

30,000,000

E—STET

£3 T ATIC*1.00
ek @LL_%__) - -
70

180 190 | 200 | 210 = 2320 | 230 240 230 280 | 270 0

Figura 33. Cromatograma da fragdo CSMH>0-H 18-20.
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Tabela 17. Substancias identificadas na fragdo CSMH,O-H 18-20.

Similaridade

N°  tr Substancias identificadas - Porcentagem
biblioteca

14 17,133 (Z2) 7-hexadecenal 84 2,44

15 18,725 Oxalato de hexadecil, 4-metil-1-pentila 84 1,61

16 18,883 4-heptil-y-lactona 85 2,32

17 19,108 Fitol 98 85,43

18 19,292 2 (5-oxohexil) ciclopentanona 82 4,23
19,842 N&o identificado 85 2,11

19 24,575 Decanodiato de 2-etil-hexila 95 1,86

(Z) 7-hexadecenal (14) |o

L

Fitol (17)

[o}

o)‘\/\/\/\/\’(
/\/\(\ Decanodiato de 2-etil-hexila (19) o

/\/\/\/&o

o
4-heptil-7-lactona (16)

hexadecil (4-metilpentil) oxalato

2(5-oxohexil)ciclopentanona (18)

A

Figura 34. Substancias identificadas na fragdo CSMH>O-H 18-20.

Tabela 18. Dados de RMN **C do Fitol (17) e comparagido com os dados obtidos por
GOODMAN et al., 1973.

Substancia 17 Fitol
(CDCls) (55 MHz, CDCls)
oc oc
1 58,96 59,44
2 123,18 123,4
3 139,41 139,9
4 39,26 39,95
5 25,05 25,28
6 37,32 36,80
7 32,66 32,80
8 37,26 37,49
9 24,69 24,56
10 37,18 37,55
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11 32,58 32,89
12 36.59 37,42
13 24.37 24,85
14 39,79 39,50
15 27,85 28,04
16 22,60 22,72
17 16,00 16,17
18 19,62 19,80
19 19,58 19,80
20 22,50 22,72
HO Z 4 : g 10 12 N 16
S s 7 1 ! is
Fitol (17)

-1

H-16

H-18

H-19

H-20

T

Espectro 46. Espectro de RMN*H (500 MHz, CDClIs) do fitol presente na fragdo CSMH,0-H

18-20.
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Espectro 47. Espectro de RMN *C-DEPTQ da fragio CSMH,0-H 18-20 (125 MHz; CDCl3),
indicando os sinais de deslocamentos quimicos de carbonos do fitol.
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Espectro 48. Expanséo do espectro de RMN **C da fragio CSMH20-H 18-20, indicando os
sinais de deslocamentos quimicos de carbonos do fitol.

4.5.3. Identificacao das substancias na fracdo CSMH:20-H 24-26

A interpretacdo dos espectros de RMN H e *C (Espectros 49 a 52, Paginas 101 e
102), aliado ao resultado obtido na anélise de CG-EM (Figura 35), permitiu identificar a
mistura dos esteroides: sitosterol (20) e estigmasterol (21). A analise via CG-EM demonstra a
presenca de dois compostos majoritarios.

98



Foram detectados 12 picos de diferentes componentes na fragdo, segundo a anélise do
cromatograma da fragdo CSMH,0-H 24-26, porém apenas as duas descritas na Tabela 19
foram identificadas e obtiveram maior indice de similaridade com a biblioteca, tendo o
sitosterol (20), como substancia majoritaria. Apesar da baixa similaridade do estigmasterol
(21), os dados de RMN confirmaram sua proposta. A Tabela 20 apresenta os deslocamentos
quimicos dos carbonos e hidrogénios de ambas as estruturas bem como a comparagdo com 0s
dados propostos por Pateh e colaboradores (2008) e Pouchert e colaboradores (1993).

Chiroostogruens CSNFEOSTE 240220008 OO MSsobotiont Dbt rogoct POAsod 0 bor it 2OTEVCSAM TR0 HE 24941422 VIA) g
HLINNEX n
1 ’
: 3 =A% | / ! .
i AN | LS 1]

Figura 35. Cromatograma da fragdo CSMH>0-H 24-26.

Tabela 19. Substancias identificadas por CG-EM na fracdo CSMH>0-H 24-26.

tr Substancias Similaridade Porcentagem
identificadas biblioteca
20 21.312 Sitosterol 95 65.03
21 21.715 Estigmasterol 88 26.32

20. Sitosterol: 22,23-diidro
21. Estigmasterol: A\ 22.23

Tabela 20. Dados de RMN *H e 3C da substancia 20 e 21em comparagdo com os dados obtidos
por PATEH et al., 2008 e POUCHERT et al., 1993.

SUb?éang )(20) Sub(séaggla;)(m) Sitosterol Estigmasterol
oc o1 (mult. J) oc on(mult. J) oc oc
C
5 140,74 - 140,74 - 140,73 140,73
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Espectro 49. Espectro de RMN *H da fragdo CSMH,0-H 24-26.
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H 24-26.
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4.5.4. Identificacdo de Ochnaflavona (22) em CSMH:0- D 3/41-42

A fracdo CSMH,O- D 23/41-42 apresentou-se com uma cor castanha e solivel em
metanol. O espectro de RMN 'H (Espectro 53, Pagina 105) demonstrou sinais compativeis
com estrutura de biflavonoide pela quantidade de sinais e a identificacao de dois sistemas, um
AA’BB’ ¢ outro ABC em anel aromatico. O sistema AA’BB’ apresentou um par de dubletos
em oy 7,02 e 8,04 com J= 8,5 Hz, atribuidos aos hidrogénios H-2""’/6’"’e H-3"""/5"",
respectivamente, a interagdo entre eles também pode ser observada no experimento COSY
(Epectro 55, Pagina 106). O sistema ABC foi determinado pelos sinais em & 7,87 (s, H-2’),
7,89 (d, 8,8 Hz, H-6") ¢ 7,13 (d, 8,8 Hz, H-5"), cujo espectro COSY apresentou sinais de
interacdo entre 0s mesmos. Foi observado sinal em 6y 6,85 (s) relativo aos hidrogénios H-3 ¢
H-3”. O deslocamento quimico on 6,18 (d, 3,75 Hz), foi atribuido aos H-6 ¢ H-6"". O singleto
em Oy 6,48 foi atribuido a H-8 e H-8”’. Em on 12,94 ¢ 12,87 referentes aos sinais compativeis
com hidrogénio de hidroxilas queladas HO-5""e HO-5.

O experimento NOESY permitiu verificarmos a interagdo espacial ente hidrogénios H-
3 e o sistema ABC (Espectro 59, Pagina 110), o nOe foi observado entre os sinais em &4 6, 85
(s) (H-3) e 0 7, 89 (dd, H-6") ¢ 7,87 (d, H-2”) permitiu propor 0 esqueleto da flavona com
sistema ABC no anel B; Também houve nOe entre 64 6,85 (H-3) e o dupleto, 8,5 Hz, em 7,02
ppm (2°”’; 6°*) da outra flavona com sistema AA’BB’ no anel B.

O espectro de RMN °C (Espectro 54, Pagina 106) mostrou sinais compativeis com
um biflavonoide formado por duas unidades flavona, com ligagdo C-O-C entre os mondmeros.
Os sinais em Oc 181,70 (C-4) e 181,76 (C-4’) sdo sinais caracteristicos de carbonila, a
atribuicdo de sinais para cada unidade de flavona foi feita pela anélise no mapa de contorno
HMBC, que demonstra a relagao entre o H-3 com C-4 (Espectro 57, Pagina 108), uma vez que
na estrutura de flavona, a carbonila encontra-se conjugada com a ligagdo dupla nos carbonos
C-2eC-3.0Os sinais 0c 161,4, 164,41, 161,85, 161,4 ¢ 164,67 foram atribuidos a carbonos de
sistema aromatico ligados a hidroxila C-5, C-7, C-4’, C-5"" ¢ C-7’, respectivamente. Em oc
128,42 (C-2°"°/6"") e 116,06 (C-3°"/5"") foram observados os carbonos do anel B com sistema
AA’BB’. Aos carbonos C-6"’, C-8”’, C-3”°, C-1""" ¢ C-10"’ foram atribuidos aos sinais dc
98,93; 94,11; 103,96; 124,27 e 103,65 , respectivamente. Foi observado um sistema ABC com
os sinais em Oc 121,22; 118,17 e 125,43 conferidos aos carbonos C-2’, C-5’ ¢ C-6’. Os demais
sinais caracteristicos da flavona com sistema ABC foram observados em doc 163,04; 103,96;
99,05; 94,11; 103,65; 124,27 ¢ atribuidos aos carbonos C-2, C-3, C-6, C-8, C-10 e¢ C-1°,
respectivamente.

Através dessas andlises e comparagdo com os dados obtidos por Son e colaboradores
(1992) foi possivel propor a estrutura de biflavonoides conhecido como ochnaflavona, isolado
em varias espécies do género Ochna.
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Ochnaflavona (22)

Tabela 21. Dados de RMN *H e 3C da substancia 22 em comparagio com dados da

ochnaflavona (SON et al., 1992).

Substincia 22 y P Ochnaflavona
(DMSO) (300MHz, DMSO)

dc Ou (mult. J) dc

2 163,04 - 163,0

3 103,96 6,85 (s) 2;4 10; 1° 103,6

4 181,70 - 181,7

5 161,4 - 161,4

6 99,05 6,18 (d; 3.75Hz) 7 8; 10 98,9

7 164,41 - 164,1

8 94,11 6,48 (d;3.75Hz) 7;9 6; 10 94,0

9 157,3 - 157,4

10 103,65 - 103,7
1’ 124,27 - 122,3

2’ 121,22 7,87 (s) 1 6’ 121,2

3 141,77 - 141,6

4 161,85 - 153,2

5’ 118,17 7,13 (d; 8,8 Hz) 1’;3 117,2

6’ 125,43 7,89 (d; 8,8 Hz) 1’ 1253

2” 162,84 - 162,6
3” 103,96 6.85 (s) 2: 4 10; 1° 104,0
4” 181,76 - 181,7
5” 161,4 - 161,4
6 98,93 6,18 (d;3,75Hz) 7 87; 107 98,9
7’ 164,67 - 164,2
8” 94,11 6,48 (d;3,75Hz) 7;9 6; 10 94,0
9> 157,3 - 157,3
10> 103,65 - 103,8
1> 124.27 - 124,4
2°” 128,42 7,02 (d; 8,5Hz) 27,4 128,4
3 116,06 8,04 (d; 8,5Hz) 4 1’ 116,1
4 160,91 - 160,7
5 116,06 7,02 (d; 8,5Hz) 116,1
6>’ 128,42 8,04 (d; 8,5Hz) 128,4
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Espectro 55. Mapa de contorno RMN- COSY (125/125 MHz, DMSO-ds) da substéncia 22.
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Espectro 56. Mapa de contorno RMN- HSQC (500/125 MHz, DMSO-ds) da substancia 22.
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Espectro 57. Mapa de contorno RMN- HMBC (500/125 MHz, DMSO-ds) da substancia 22.
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Espectro 58. Mapa de contorno RMN- HMBC (500/125 MHz, DMSO-ds) da substancia 22.
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Espectro 59. Expansdo do espectro NOEDIF (500 MHZ; DMSO-ds) da substancia 22.

4.5.5 Identificacido de Catequina (23) e Epicatequina (24) em CSMH:0-A 24-26

A substancias 23 e 24 foram isoladas por cromatografia em Sephadex LH20,
identificadas por RMN 'H e 13C (Espectros 60-68). O espectro de RMN 'H apresentou sinais
caracteristicos com o de esqueleto de catequina. Pela quantidade de sinais logo percebeu-se que
se tratava de uma mistura.

Os sinais que distinguem as duas substincias foram assinalados nos espectros de RMN
'H 61 e 62 (Paginas 113 e 114), com a letra (C) para Catequina, substancia n° 23, e (E) para a
Epicatequina, substancia n° 24. Foram observados sinais tipicos de anel trissubstituido, em on
6,73(d, H-6"), 7,84 (d, H-2") ¢ 6,75 (d, H-5"), comuns as duas substancias. A diferenciagdo entre
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elas j& pode ser observada no deslocamento quimico do H-2, 4,57 (d, 9,4Hz) para C ¢ 4,81 (d)
para E, em funcdo da sobreposi¢do do sinal da agua ndo foi possivel calcular a constante de
acoplamento. Os deslocamentos atribuidos aos H-3(C) e H-3(E) sao respectivamente 3,98 (m)
e 4,17 (m). Os hidrogénios diasterotopicos H-4(C) apresentam deslocamento quimico em 2,50
e 2,87, a correlagdo entre eles foi detectado no experimento de COSY (Espectro 66, Pigina
116), a mesma correlagdo para H-4(E), com valores ou 2,75 e 2,83 , foi detectada no mesmo
experimento. Em &y 5,86 (d) e 6,84 (d) foram atribuidos a H-8 e H-6, respectivamente.

Os sinais em d¢ 120,19 (C-6’), 116,23 (C-5) e 115,38 (C-2’) sdo tipicos de sistema
ABC ¢ foram atribuidos aos carbonos do anel B da catequina (23). Cinco sinais referentes a
carbono quaterndrios foram observados em oc 157,69 (C-5); 157,92 (C-7); 157,01 (C-9); 145,88
(C-3’) e 146,36 (C-4’), os mesmos foram atribuidos aos carbonos de sistema aromatico,
sustentando grupos hidroxilas. Outros dois carbonos quaternarios, nao oxigenados, foram
identificados em d¢ 132,29 (C-1") e 100,95 (C-10). Os carbonos metinicos com deslocamentos
Oc 82,95 (C-2) e 68,92 (C-3) oxigenados. Outros dois metinicos, ndo oxigenados, do anel A dc
96,41 (C-6) e 95,63 (C-8). O carbono metilénico C-4 com deslocamento quimico em 28,64
ppm.

Os sinais em 119,52 (C-6’), 116,04 (C-5’) e 115,43 (C-2’) caracterizam o sistema ABC
da epicatequina (24). Cinco sinais referentes a carbono quaternarios de sistema aromatico da
epicatequina (24) foram observados em 6c 157,75 (C-5); 158,10 (C-7), 157,47 (C-9), 100,21
(C-10), 146,04 (C-3") e 146,33 (C-4’). Outros dois carbonos quaternarios foram identificados
pelos sinais em ¢ 132,39 (C-1) e 100,21 (C-10). Os carbonos metinicos de sistemas aromaticos
estdo representados pelos sinais em oc 96,52 (C-6) e 96,02 (C-8). Os carbonos metinicos
oxigenados do anel C com os sinais em d¢ 79,92 (C-2) e 67,60 (C-3), e o carbono metilénico
C-4 com deslocamento quimico em 28,64 ppm. Os deslocamentos quimicos podem ser
verificados nos espectros 19, 20, 21 e 22.

A interpretacdo do experimento de HSQC (Espectro 67, Pagina 117) ¢ HMBC
(Espectro 68, Pagina 118) permitiram confirmar as atribuigdes dos deslocamentos quimicos
dos carbonos pertencentes a cada uma das substancias. Os dados espectrais e a comparagdo com

os dados da literatura estao descritos nas Tabelas 22 e 23 (Paginas 111 e 112).
OH

OH

OH Catequinha (23)

Tabela 22. Dados de RMN 'H e '*C da substancia 23 em compara¢iio com dados da literatura
para catequina (LU & FOO, 1999).

Substincia 23 Catequina
(MeOD) (C3H6O)
dc 8 (mult. J) J? J? dc

111



2 82,95 4,57 (d; 9,4Hz) 10 4,2:6%9 82,56
3 68,92 3,98 (m) 2 10; 1° 68,33
4 28,64 2,50 (dd; 16.08 Hz)  3; 10 2,9 28 66
2,87 (m; 16.08 Hz) :
5 157,69 - 157,14
6 9641 5,93 7 8; 10 96,17
7 157,92 - 157,63
8 9563 5,86 (d; 2.24 Hz) 9 6; 10 95,45
9 157,01 - 156,82
10 100,95 - 100,60
I’ 132,29 - 132,09
2 115,38 6,84 (d; 1.76 Hz) 3 2,6 115,20
3 145,38 - 145,58
£ 146,36 - 145,64
5 116,23 6,75 (sl) 115,33
6 120,19 6,73 (d; 1.76 Hz) 2,2 120,04
OH

OH Epicatequina (24)

OH

Tabela 23. Dados de RMN 'H e *C da substancia 24 em comparagio com dados da literatura
para epicatequina (LU & FOO, 1999).

Substancia 24 Epicatequina
(MeOD) (CsH60)
dc Ou (mult. J) J? J? dc
2 79,98 4.81 (d) r 2,6 79,05
3 67,60 4.17 (m) 66,59
4 29,38 2.75 (dd; 16.8 Hz) 3; 10 2;9 28,48
2.83 (dd; 16.8 Hz)

5 157,75 - 157,01
6 96,52 5.93 7 8; 10 96,07
7 158,10 - 157,20
8 96,02 5.86 (d; 2.24 Hz) 9 6; 10 95,35
9 157,47 - 156,62
10 100,21 - 99,58
r 132,39 - 131,66
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2’ 115,43 6.97 (d; 1.48) 3’ 2;6 115,05

3 146,04 - 144,93

4 146,33 - 145,07

5 116,04 6.77 (d; 2.48) 1’; 3 115,50

6’ 119.52 6.79 (d; 1.76) 119,05
°

Chemical Shift (ppm)

Espectro 60. Espectro de RMN 'H (500 MHz, MeOD) da substincia 23 e 24.

1 iresp VerticalScaleFactor = 1

Espectro 61. Expansio do espectro de RMN 'H (500 MHz, MeOD) das substancias 23 e 24.

113



J00.257.001.11.e5p
0.40 o

025 ] H-5'E
B T H-6'C

020 o

Normalized Intensity

I
>
6.7573

015 4

T T T ARn T T LA R o RN R R e s S R
71 7.0 69 68 67 66 65 6.4 63 6.2 61 60 59 58 57
Chemical Shift (ppm)

Espectro 62. Expansio do espectro de RMN 'H (500 MHz, MeOD) das substancias 23 e 24.
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Espectro 63. Espectro de RMN 3C (125 MHz, MeOD) das substancias 23 e 24.
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Espectro 64. Expansio do espectro de RMN 'H (500 MHz, MeOD) das substancias 23 e 24.
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Espectro 65. Expansio do espectro de RMN 'H (500 MHz, MeOD) das substancias 23 e 24.
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Espectro 66. Mapa de contorno COSY (500 MHz, MeOD) das substancias 23 e 24.
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Espectro 67. Mapa de contorno HSQC (500/ 125 MHz, MeOD) das substancias 23 e 24.
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Espectro 68. Mapa de contorno HMBC (500/ 125 MHz, MeOD) das substancias 23 e 24.
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4.5.6. Identificacao da 6’’-0-acetil-vitexin (25) de CSMH:0-A

O espectro de RMN 'H (Espectro 69) apresentou sinais caracteristicos de flavonoide
contendo um glicosideo. Em 0n 6,63 ¢ 6,24 foram observados dois singletos tipicos de H-3 e
H-6 de esqueleto de flavona, respectivamente. Os sinais em o, 8,06 (d, 8,5 Hz) ¢ 6,97 (d, 8,5
Hz) foram atribuidos aos hidrogénios do sistema AA’BB’ do anel B, H-2’;6" ¢ H-3’5’,
respectivamente, as interagdes puderam ser observadas também no experimento COSY
(Espectro 71, Pagina 121). Um singleto intenso observado em dy 1,80 foi atribuido aos
hidrogénios de metila (H-8”’) podendo ser de uma unidade de acetato. Foram observados sinais
caracteristicos de carboidratos, em on 5,08 (s/, H-1""); 5,53 (m, H-2""); 3,72 (m, H-3""); 3,72
(m, H-4"") 3,52(m, H-5"), 3,99 e 3,85 (m, H-6"); os valores informados estdo de acordo com
uma unidade glicosidica ligada ao esqueleto da flavona. A ausé€ncia do sinal tipico de H-8 no
anel A, permitiu propor que nesta posi¢do esteja sustentando o carboidrato. Os valores de
deslocamentos quimicos de carbono (Tabela 24, Espectro 70, Paginas 120 e 121)
correlacionados com os respectivos hidrogénios através do espectro HSQC (Espectro 72 e 73,
Paginas 122 e 123) permitiu propor se tratar de um sistema C-glicosideo. Em d¢ 99,12 (C-6)
existe um sinal de carbono ligado ao hidrogénio com valor de ou 6,24. O sinal em 103,74 foi
atribuido ao C-8, o aumento no deslocamento quimico € o esperado para uma ligacdo C-
glicosideo com uma unidade de glicose, compativel com a correlagdo entre os dcu 73,14 e dOn
5,08. O valor dos deslocamentos quimicos do CH»-6" (&¢ 63,05) e H-6” (61 3,99; 3,85) sdo
compativeis para a localizagdao de substituinte em 6”. A presen¢a de sinais em d¢ 172,08 (O-
C=0) e 20,69 (CH3) permitiu propor a presenca de um grupo acetila ligada ao C-6’’do
carboidrato. As informac¢des de RMN 'H e '*C foram comparadas com os dados obtidos por Oh
& Kim (1993), que identificou a 6’’-O-acetil-vitexina em Crataegus pinnatifida (Rosaceae).

A substancia 25 foi analisada por espectrometria de massa (EM-IES). O espectro de
EM/EM (Espectro 76, Pagina 126) realizado em modo negativo, mostrou um pico m/z
473.1136 [M-H] sendo este reconhecido como o ion molecular menos uma unidade com a perda
de um H O valor do ion molecular (m/z 474) ¢ compativel com a férmula molecular C23H22010.
O Esquema 17 (Pagina 126) demonstra proposta de fragmentagdes para justificar os principais
picos detectados no espectro de massas (EM/EM) para a substancia 25. Essa andlise de massas
contribuiu muito para a decisdo das propostas com andlise de RMN. Todos esses dados
conduziram a proposta da estrutura da substancia 25 como sendo a 6’’-O-acetil-vitexina.

25: 6”’-0O-acetil-vitexina
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Tabela 24. Dados de RMN 'H e >C da substancia 25 em comparacio com dados da literatura
para 6’’-O-acetil-vitexina (OH & KIM, 1993).

Substincia 25 6°’-0-acetil-vitexina
(MeOD) (200 MHz; DMSO-de)
ocC Ou(mult. J) J? J3 oc

2 166.85 - 164.0
3 103.78 6.63 2;4 10; 1° 102.7
4 184.30 - 182.2
5 163.12 - 160.8
6 99.12 6.24 8; 10 98.4
7 164.11 - 162.8
8 103.74 - 104.3
9 158.72 - 156.2
10 105.86 - 104.3
I 123.78 - 121.8

2’e6’ 130.29 8.06 (d, 8,5Hz) I 2; 4 128.7

3’es 117.12 6.97 (d, 8,5 Hz) 4 1’ 116.1
4 162.93 - 161.3
1> 73.14 5.08 (d; 10,05 Hz) 8;2” 7;9;3;5” 73.8
2 74.21 5.53 (m) 3” 70.9
3 77.90 3.72 4 78.6
4 72.36 3.72 3” 70.5
5” 83.28 3.52 79.7
6’ 63.05 3.99; 3.85 64.2
7’ 172.08 - 170.5
8 20.69 1.80 7 20.8
] o

o 4 28 5577 20 =y 28
ER & I-* o 24 - RE

Espectro 69. Espectro de RMN 'H (500 MHz, MeOD) da substancia 25.
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Espectro 72. Mapa de contorno HSQC (500 MHz, MeOD) da substancia 25.
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Espectro 73. Mapa de contorno HSQC (500 MHz, MeOD) da substancia 25.

123



Mario-Debora.166.001.2rr.esp

J®H-1"/C-2"
J2H3"/C-4" 64

3.7,72.68,0.07
5.08,74.51,0.09
— ] 72

8,83.56, 0.04

J®H4a"/C-3" 80
F———— 3.71,78.12,0.03
5.53,78.16, !
88
2
H-2'/C-3"
J /-3 13 H-1"/C-5" J¥H-1"/C-3" %

3 al 104

5.08,104.17,007 J2H-1"/C-8 g
112 &
T‘EZ
120 2
B ©
L
128 E
2 3
<
o
136
w

144

3
J°H1"/C-9 152

/ 160
5.08,158.33,0.06

5.07,164.33,005 33 H_.1"/C-7 i J®HB"IC-T"

I,

168

176
1.79,172.29,0.79

L e e
6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0
F2 Chemical Shift (ppm)
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Esquema 17. Proposta de fragmentacao para a 6’’-O-acetil-vitexina baseados nos ions
presentes no espectro de alta resolugao.
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3.5.7. Identificacdo da vitexina (26) e da orintina (27) em CSMH:0-A 35/29-31

As substancias presentes na fracio CSMH>O-A 35/29-31 foram identificadas em
mistura. O perfil da amostra foi analisado por CLAE-UV, vide o cromatograma apresentado na
Figura 36.

ChLabSolutions\Data\Usu drics\Débarai30_01_1MCSMHZ0-4 35_29-313003 led
maAl

FLA Multi 4

26

200 /

27

200 l

100+

4 555

707

Figura 36. Cromatograma da fragdo CSMH,O-A 35/29-31.

A 1identificacao dos dois metabolitos principais presentes na fragdo foi por analise de
RMN 'H e *C. O espectro de RMN 'H (Espectro 77, Pagina 130) apresentou sinais
caracteristicos de flavonoide com uma glicose ligada. A integragdo no espectro RMN 'H
demonstra que a vitexina (26) encontra-se em maior concentracdo quando comparada a
orientina (27), evidéncia também verificada no cromatograma (Figura 36).

A interpretacio do espectro de RMN 'H (Espectro 77 e 78, Pagina 130) permitiu
identificar sinais em ou 6,57 € 6,42 que podem ser propostos como os singletos tipicos de H-3
de esqueleto de flavona, respectivamente, para substancias 26 ¢ 27. Em 6, 7,95 ¢ 6,87 foram
atribuidos aos hidrogénios do sistema AA’BB’ do anel B, H-2’; 6’ e H-3’; 5°, respectivamente,
para a substincia 26. Ja os deslocamentos 6,73 e¢ 7,42 (d, 8,5Hz) correspondem ao sistema
“ABC” da substancia 27.

Foram observados sinais caracteristicos de carboidratos, em ou 4,71 (s/, H-1""); 3,84 (s,
H-2"%); 3,25 (m, H-3"); 3,29 (m, H-4"") 3,20 (m, H-5""), 3,73 ¢ 3,30 (m, H-6") cujos valores
estdo de acordo com uma unidade glicosidica ligada ao esqueleto de flavona. A auséncia do
sinal tipico de H-8 levou a concluir que a conexdo do aclcar se encontram nessa posi¢ao, o
valor em dw (4,72 ppm, H-1"") que esta ligado ao carbono com 8¢ 73,80, permite a proposta de
sistema com ligagao C-glicosideo. Esta informagdo foi tirada com base na analise do
experimento de HSQC que correlaciona os hidrogénios aos devidos carbonos (Espectro 81,
Pagina 132). Com esse experimento tornou-se possivel correlacionar os deslocamentos
quimicos dos hidrogénios da unidade glicosidica com seus respectivos carbonos. Os
deslocamentos quimicos de '*C para cada molécula sio apresentados na Tabela 25 ¢ 26 9
(Pagina 128 e 129). Em funcao da pouca massa da amostra e da mistura de trés substancias,
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como demonstrado no cromatograma da Figura 36 (Pagina 127), os carbonos quaternarios
oxigenados que deveriam ser observados entre 140 e 160 ppm ndo foram detectados.

Os deslocamentos quimicos de '*C (Espectro 79 e¢ 80, Pagina 131) detectados
caracterizam o sistema AA’BB’ da vitexina pelos sinais o. 128,49 (2;6”) e o 115,79 (3°;5°),
ao C-1’ foi atribuido o sinal em 121.87 ppm, o deslocamento de C-4’ ndo foi detectado. O anel
B da orientina ¢ caracterizado pelos sinais em 121,87 (C-1°), 119,39 (C-6’), 115,44 (C-5") e
112,48 ppm (C-2’), os deslocamentos de C-3’ e 4’ ndo foram detectados.

Os carbonos detectados na regido de 60 a 85 ppm correspondem aos carbonos da glicose,
dc 61,46 (C-6"), dc 70,71 (C-4""), & 78,94 (C-3"") e dc 81,65 (C-5""). O valor de C-1"" foi
mensurado através do experimento de HSQC (Espectro 81, Pagina 132). Nele observa-se a
correlacdo a uma ligagdo entre o sinal do hidrogénio e seu respectivo carbono, o singleto em
4,72 ppm esta correlacionado diretamente com o dc 73,8, que corresponde ao valor esperado
para o carbono metinico glicose ligada ao flavonoide por uma ligagdo C-C. As informagdes de
RMN 'H e *C foram comparadas com os dados obtidos por Krafczyk & Glomb (2008) feito
em DMSO-D¢ a 500MHz.

26: Vitexina
Tabela 25. Dados de RMN H e *3C da substancia (26) em comparagdo com dados da vitexina
(KRAFCZYK & GLOMB, 2008).

Substancia 26 Vitexina
(DMSO-Ds) (DMSO-Ds)
oc SH (mult. J) oc
2 160,74 - 163,91
3 101,83 6,57 (S) 102,41
4 181,10 - 182,06
5 - 160,35
6 5,92 (s) 98,10
7 - 162,51
8 104,70 - 104,60
9 - 155,96
10 104,94 - 104,58
1’ 121,87 - 121,57
2’ 128,49 7,95 (d; 8,0 Hz) 128,92
3’ 115,79 6,87 (d; 8,0 Hz) 115,77
4 - 161,10
5 115,79 6,87 (d; 8,0 Hz) 115,79
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6’
Gli
1
23
3
47
50
6

128,49

73,80
71,15
78,94
70,71
81,65
61,44

7,95 (d: 8,0 Hz)

4,72 (sl)
3,86
3,33
3,30
3,25

3,5; 3,73 (dd)

128,92

73,34
70,80
78,63
70,51
81,81
61,26

27: Orientina
Tabela 26. Dados de RMN H e *C da substancia (27) em comparagdo com dados da vitexina
(KRAFCZYK & GLOMB, 2008).

Substancia 27 Orientina
(DMSO-Ds) (DMSO-ds)
dc S (mult. J) dc
2 - 164,05
3 100,98 6,42(s) 102,36
4 - 181,98
5 - 162,50
6 5,97 (s) 98,06
7 - 160,34
8 104,70 - 104,51
9 - 156,95
10 105,39 - 103,99
I 121,87 - 122,98
2’ 112,48 7,36 (sl) 114,04
3 - 145,77
4 - 149,77
5 115,44 6,73 (d; 8,5 Hz) 115,61
6’ 119,39 7,44 (dd) 119,32
Gli
1 73,80 4,72 (sl) 73,35
2 71,15 3,86 70,73
3” 78,94 3,33 78,78
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4 70,71 3,30 70,66

5” 81,65 3,25 81,96
6 61,46 3,5; 3,73 (dd) 61,60
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Espectro 78. Expanséo do espectro de RMN *H (500 MHz, DMSO-ds) das substancias 26 e

27.
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Espectro 79. Expansio do espectro de RMN *3C- DEPT (125 MHz, DMSO-ds) das substancias

26 e 27.
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Espectro 80. Expanséo do espectro de RMN C-DEPT (125 MHz, DMSO-dg) das substancias

26 e 27.
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Espectro 81. Mapa de contorno HSQC (500/ 125 MHz, DMSO-dg) das substancias 26 e 27.

26: Vitexina 27: Orientina
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Espectro 82. Mapa de contorno HMBC (500/ 125 MHz, DMSO-ds) das substancias 26 e 27

26: Vitexina 27: Orientina

133



4.5.8. Resultados da influéncia sobre a tirosinase

A solubilidade em DMSO da particdo diclorometano e do biflavonoide, oriundo da
mesma particdo, apresentou certa limitagdo, desta forma foi possivel testar as seguintes
concentragdes: parti¢io diclorometano (133 pg mL™!) e o biflavonoide ochnaflavona (333 uM).
Utilizando estas concentra¢des obtivemos a¢ao inibitdria da atividade da tirosinase em 20%
para a particdo e 2,0% para a biflavonoide. Por outro lado, extrato de acetato de etila (666 pg
mL-1), + catequinas (catequina e epicatequina - 800 uM) aumentaram a atividade da tirosinase
em 104% e 384%, respectivamente.

Como pode ser visto na Figura 37, as catequinas podem ativar significativamente a
tirosinase de maneira dose-dependente. Assim, o extrato de acetato de etila de C. spathulata
(rico em catequinas) e a mistura de catequinas poderiam ser usadas como um potencial
tratamento para a doenca de hipopigmentacdo causada pela agdo fracassada da enzima

tirosinase.

400

+ Catechins

300

Equation y=a+b*
Plot ?$0P:A=1
Weight No Weighting
Intercept 40.71384 £5.703
Slope 0.44076 +0.0138
Residual Sum of Squar ~ 352.25955
Pearson's r 0.99803
R-Square(COD) 0.99606

Adj. R-Square 0.99507

-5 200

% (Activation)

100 4

Ot+——T———T——7— —T

L —
0 100 200 300 400 500 600 700 800 900
Concentration (uM)

Figura 37. Efeitos de ativacdo dose-dependente das catequinas sobre a acdo da tirosinase.

As variagdes dos valores de Km e Vm para os ativadores de tirosinase nao foram
descritas na literatura, entdo uma experiéncia semelhante ao método de Lineweaver-Bruk foi
aplicada para determinar o mecanismo de ativagcdo das catequinas.
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Figura 38. Experiéncia semelhante ao método de Lineweaver-Bruk para avaliar Km e Vm em
ensaio de tirosinase. O substrato foi a mistura de catequina e epicatequina, e as concentracdes
de L-DOPA para cada etapa foram 0 (m), 167 (¥), 233 (A) and 333 (®) uM.

O grafico da Figura 38 ¢ os resultados da Tabela 27 revelaram que K diminui, Viax
aumenta e a relagdo Kw/Vim diminuiu na presenga de L-DOPA.

Tabela 27: Velocidade constante ¢ méaxima de Michaelis para atividade de tirosinase na
presenga de + catequina.

[L-DOPA (pM)] Ko Vi K/ Vin
0 220 16,8 11,9
167 45,4 24,8 3,6
233 37,0 26,4 1,4
333 25,6 29,2 0,87

A constante de Michaelis (Km) € a concentragdo de substrato, na qual a taxa de reagao
corresponde a metade da velocidade maxima. Portanto, se houver um aumento na atividade
catalitica da enzima na presen¢a de baixas concentracdes de substincias, que também
apresentam afinidade pelo seu sitio ativo, indica um efeito competitivo desses compostos no
sitio ativo da enzima. As catequinas demonstraram ser um substrato preferencial quando
comparada a presenc¢a de L-DOPA.

4.6. CONSIDERACOS

Os estudos botanicos sobre o género Cespedesia ratificam a existéncia de um unico
exemplar, a Cespedesia spathulata. A espécie apresenta caracteristicas estruturais que a
distinguem de todos os outros exemplares dos demais géneros que também pertencem a familia

Ochnaceae, justificam assim a existéncia do um género monoespecifico. A anélise genética das
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espécies da familia Ochanceae estdo representadas por cladograma proposto por Matthews e
colaboradores (2012) onde apontam a proximidade entre Cespedesia spathulata com o género
Sauvagesia.

No estudo fitoquimico realizado neste trabalho ¢ possivel detectar outros pontos que
corroboram com a aproximagao destes géneros, a similaridade entre os metabolitos secundario
biossintetizados por C. spathulata e os ja identificados em Sauvagesia. Podemos destacar as
flavonas vitexina (26) e orientina (27), presentes em ambos géneros, a outra flavona identificada
a 6’ -acetil-vitexina (25) demonstram um padrao de substituicao com unidades C-glicosidados,
condi¢do nao frequente em espécies de outros géneros de Ochnaceae. Os esteroides sitosterol
(20) e estigmasterol (21) também estdo presentes em ambos os géneros.

Ao todo foram identificadas 27 substancias, considerando as substancias ja mencionadas
na literatura, foi possivel incorporar mais 26 substancias como constituintes dessa planta.
Foram identificados treze ésteres graxos (1-13). As substancias (Z) 7-hexadecenal (14),
hexadecil (4-metil-1-pentila) oxalato (15), 4-heptil-y-lactona (16), Fitol (17), 2-(5-
oxohexil)ciclopentanona (18) e decanodiato de 2-etil-hexila (19). O biflavonoide ochnaflavona
(22) que ja havia sido indentificada na espécie. As flavan-3-ol catequina (23) e epicatequina
(24).

As diferentes particbes obtidas das folhas de C. spathulata apresenta atividade de
inibigdo baixa a moderada (CSMH20O-D e ochnaflavona) e se mostraram ativadoras da enzima
tirosinase (CSMH20O-A e a mistura de catequina e epicatequina). No modelo competitivo as
catequinas demonstraram ser um substrato mais interessante a enzima que a propria L-DOPA.
Este experimento nos possibilita indicar a acdo do produto natural como uma ferramenta que
pode ser utilizada no tratamento de problemas como a hipopigmentacao.

5. CONCLUSOES

Este estudo permitiu identificar 46 substancias e ampliar o conhecimento sobre a
composi¢do quimica do género Urochloa (Poaceae) e do Cespedesia (Ochnaceae). O uso de
metodologias classicas permitiu a identificacdo de 8 substancias em U. ruziziensis e com 0 uso
da técnica de desreplicacdo apliamos o conhecimento em mais 7 substancias. A mesma técnica
permitiu identificar 5 outras substancias, ndo antes identificadas no trabalho prévio de
isolamento e identificacdo realizado por Oliveira e colaboradores (2017). Com relacdo a espécie
Cespedesia spathulata foram identificadas 27 substancias, 26 delas isolados pela primeira vez
na espécie.

O processo de desreplicacao permitiu ainda demonstrarmos a similaridade entre quatro
espeécies do género Urochloa (U. hudicola, U. ruziziensis, U. brizantha e U. decumbens) pela
analise das informacdes obtidas e comparacdo da literatura. Dentre flavonoides C-glicosilados,
isoschaftosideo, carlinosideo e schaftosideo, identificados em U. ruziziensis, os dois ultimos
também estdo presentes em U. brizantha e U. decumbens (PEREZ et al., 2016).

Dando destaque a presenca das saponinas, classe de metabolitos responsaveis pelos
efeitos fotossensibilizante e pela alelopatia na germinacdo de gréos, (TOKARNIA, 2012;
NEPOMUCENDO et al., 2017) vemos que em todas as quatro espécies existem a saponina
protodioscina; dioscina esta presente nas trés espécies U. humidicola, U. ruziziensis e U.
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decumbens; collettinsideo 111 presente em U. ruziziensis e U. decumbens; penogenina-3B- O- B-
D-glicopiranosil-[(2-1)-O-a-L-ramnopiranosil-(4- 1)-O-a-L-ramnopiranosil foi identificada na
espécies U. humidicola e U. ruziziensis; as saponinas solanigroside H, pariphyllin A e 3-O-8-
D-glicopiranosil-(1-4)-a-L-ramnopiranosil-(1-4)-p-D-glicopiranosil-(1-4)-[a-L-ramnopiranosil-(1-2)]-
B-D-glicopiranosideo- espirosta-5-eno séo apresentadas pela primeira vez na espécies U. humidicola.

O estudo fitoquimico relizado com a espécie Cespedesia spathulata permitiu a
descoberta de substancias pertencentes a outras classes além do biflavonoide ja identificado,
ochnaflavona. A semelhanca com o género Sauvagesia também pode ser verificada pela
identificacdo de flavonoides C-glicosilados como a 6’’-O-acetil-vitevixa, a vitexina e a
orientina, as duas ultimas também foram encontradas na espécie Sauvagesia erecta. Nos outros
géneros pertencentes a Ochnacea o padrao observadado séo flavonoides O-glicosilados.

O ensaio bioldgico realizado com constituintes de Cespedesia spathulata, o
biflavonoide, as catequinas, e as parti¢cdes confirmam a acdo promotora da tirosinase. Indicando
gue a espécie, seu extrato e as catequinas podem ser utilizados no tratamento de alguma doenca
despigmentadora da pele.
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