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RESUMO

Estudos com espécies da familia Bignoniaceae possibilitaram o isolamento de
diversos compostos com potencial terapéutico. Pithecoctenium crucigerum (L.)
A.H.Gentry, também conhecida popularmente como “pente-de-macaco”, € uma
trepadeira lenhosa, cujo fruto possui uma casca seca e espinhos grossos. As
sementes dessa espécie sdo utilizadas, em alguns grupos étnicos, no tratamento
de algumas enfermidades como dores de cabeca e neuragia. Neste trabalho foi
desenvolvido um estudo quimico com a casca do fruto da P. crucigerum para
investigacdo e isolamento de possiveis moléculas bioativas. O material foi
coletado na Chacara Taquaral com as coordenadas 16°12’'41” S e 49°27°31” W.
Foi obtido extratos por maceracdo da casca: extrato hexanico (E.H), extrato
diclorometéanico (E.D), extrato acetato (E.A) e extrato hidroalcéolico(E.OH). O
estudo fitoquimico empregou técnicas cromatograficas para tracar um perfil
quimico, identificar, isolar e purificar compostos bioativos dos extratos. A triagem
fitoquimica realizada nos extratos (E.H, E.D, E.A e E.OH) indicou a presenca de
taninos, flavonoides, naftoquinonas, terpenos, esteroides, saponinas e
alcaloides. Nos extratos E.H e E.D foi possivel a identificacdo de acidos graxos
e terpenos, nos E.A e E.OH e a fragdo metandlica do E.D, com auxilio da
plataforma GNPS identificou-se flavonoides, triterpenos, iridoides, saponina,
isocumarina e neolignana. De uma fracdo proveniente do E.A resultou-se no
isolamento e elucidacdo estrutural de uma flavona, a diosmetina e de dois
alcaloides inddlicos, o indol-3-carboxaldeido e o indol-3-4cido carboxilico. Da
fracdo do E.OH foi possivel isolar e elucidar, o martinosideo, um fenilpropanoide
glicolisado. Esse estudo contribuiu para o conhecimento de novas substancias

presentes nessa especie.

Palavras Chave: Pithecoctenium crucigerum, Bignoniaceae, Metabdlitos
secundarios, GNPS, CLAE



ABSTRACT

Studies with species of the family Bignoniaceae allowed the isolation of several
compounds with therapeutic potential. Pithecoctenium crucigerum (L.)
A.H.Gentry, also popularly known as "monkey comb”, is a woody vine whose fruit
has a dry bark and thick spines. The seeds of this species are used, in some
ethnic groups, in the treatment of some diseases such as headaches and
neuragia. In this work, a chemical study with the fruit shell of P. crucigerum was
developed to investigate and isolate possible bioactive molecules. The extracts
were obtained by maceration of the bark: hexane extract (EH), dichloromethane
extract (ED), acetate extract (E.A) and hydroalcoholic extract (E. OH). The
phytochemical study employed chromatographic techniques to trace a chemical
profile, identify, isolate and purify bioactive compounds from the extracts.
Phytochemical screening in the extracts (E.H, E.D, E.A and E.OH) indicated the
presence of tannins, flavonoids, naphthoquinones, terpenes, steroids, saponins
and alkaloids. In the extracts E.H and E.D it was possible to identify fatty acids
and terpenes in E.A and E.OH and the methanolic fraction of E.D, with the aid of
the GNPS platform, flavonoids, triterpenes, iridoids, saponin, isocoumarin and
neolignan were identified. From a fraction from E.A resulted in the isolation and
structural elucidation of a flavone, diosmetine and two indole alkaloids, indole-3-
carboxaldehyde and indole-3-carboxylic acid. From the E.OH fraction it was
possible to isolate and elucidate the martynoside, a glycosylated
phenylpropanoid. This study contributed to the knowledge of new substances
present in this species.

Keywords: Pithecoctenium crucigerum, Bignoniaceae, secondary metabolites,
HPLC, GNPS.
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1 - INTRODUGAO

Os produtos naturais sao utilizados na medicina desde a antiguidade
como remédios para a cura de enfermidades e para a alimentacao, simbolizando
0 Unico recurso de muitas comunidades e grupo étnicos (ARGENTA et al., 2011).
Séo importantes fontes de substancias biologicamente ativas, sendo que a
maioria dos farmacos é desenvolvida a partir de produtos naturais ou por sintese
qguimica dos mesmos. Com sua grande biodiversidade, o Brasil € uma das
principais fontes dessas substancias (BARREIRO; BOLZANI, 2009).

As plantas sintetizam dois grupos de compostos, os metabdlitos primarios
e o0s secundérios. Os metabdlitos secundarios, também chamados de
metabdlitos especiais, sdo responsaveis pelos efeitos medicinais ou toéxicos das
plantas (LOPEZ, 2006; GOTTLIEB; BORIN, 2012). Com o desenvolvimento das
técnicas analiticas, foi possivel separar e elucidar diversos metabdlitos
especiais, sendo estes utilizados na sintese de farmacos (MONTANARI,
BOLZANI, 2001).

Algumas familias botanicas se destacam pelos componentes isolados e
pelo seu uso na medicina popular, um exemplo é a familia Bignoniaceae, com
destaque em sua espécie Pithecoctenium crucigerum (L.) A.H.Gentry.

Pithecoctenium crucigerum, com sinénimo de Amphilophium crucigerum,
também conhecida como “pente-de-macaco” (Figura 1), € uma trepadeira
lenhosa, com gavinhas robustas. Seu tronco (cipés) pode chegar a 10 cm de
didmetro, as flores séo tubulosas de cor branco-amareladas. Os frutos s&o secos
e tem a casca coberta por espinhos grossos, por isso a denominagao popular
(CARNEIRO, 2010;CASOTI; MANFRON; DE OLIVEIRA, 2016).
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Figura 1 - Espécie Pithecoctenium crucigerum.

Legenda: A. (Flor); B. (Ramo); C. (Detalhe do Fruto); D. (Fruto).

Fonte (CARNEIRO, 2010).

Utilizada na medicina popular para o tratamento de varias enfermidades
como: dores de cabeca, inflamacfes, picadas de cobras, entre outras (BYE,
1979;ANKLI, 2000; FRANCO; FONTANA, 2005; GONZALEZ, 2014)

Poucos sdo os estudos relacionados a esta espécie, dentre os quais
destacam-se alguns estudos fitoquimicos. Von Poser e colaboradores (2000)
isolaram iridoides glicosilados do caule (LINO VON POSER et al., 2000; MARTIN
et al., 2007). Casoti (2012) isolou dois flavonoides da semente do fruto, e De Pra
e colaboradores (2016) identificaram alguns metabdlitos secundarios presentes
na semente como iridoides, flavonoides, antraquinona e fenilpropanoides, por
espectrometria de massas.

Com a necessidade de desenvolvimento de novos farmacos, e um maior
conhecimento sobre a espécie P. crucigerum este trabalho tem como objetivo, o
estudo quimico da casca do fruto desta espécie, visando a identificagcdo de
metabdlitos secundarios com potencial atividade biolégica.
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2 - REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 - PRODUTOS NATURAIS

Os produtos naturais sdo uma das principais fontes quimicas, comumente
utilizados como materiais de partida para produtos farmacéuticos, defensivos
agricolas, entre outros. Proporcionam assim alternativas para a quimica
medicinal, como sintese de novos analogos e descoberta de novas moléculas
aplicaveis (KIRST, 2010; MISHRA; TIWARI, 2011).

A busca por farmacos oriundos de plantas € orientada por uma selecéo
criteriosa para a escolha das espécies que serdo empregadas noe estudo
cientifico. Esta escolha é determinada por fatores que incluem desde uma
escolha aleatéria, com um género ou familia especifica, ou até mesmo pelo seu
uso terapéutico ja conhecido (LOPEZ, 2006). Os estudos envolvidos tém como
objetivo, a descoberta de moléculas aplicaveis na sintese de farmacos (BRAZ
FILHO, 2010).

Em algumas regides, os produtos naturais sdo empregados em grande
escala, sendo as vezes 0 Unico recurso terapéutico. Muitas espécies de plantas
medicinais contém moléculas bioativas que podem ser utilizadas como
fitofarmacos. Por esse motivo, sdo bastante comercializadas em feiras, na forma
in natura ou como produtos derivados, tendo um valor mais acessivel as pessoas
de classes desfavorecidas economicamente (MACIEL et al., 2002; ARGENTA et
al., 2011).

As plantas medicinais beneficiaram e ainda beneficiam a sociedade,
credenciadas apenas pelo seu uso na terapéutica tradicional ao longo do tempo
(FERREIRA; PINTO, 2010). Com os primeiros estudos sobre as plantas
medicinais conseguiu-se isolar alguns principios ativos eficazes, que séo até
hoje utilizados no tratamento de certas doencgas, como por exemplo, a morfina
1, quinina 2, canfora 3 e cocaina 4 (Figura 2) (MONTANARI; BOLZANI, 2001,
COSTA, 2009).
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Figura 2 - Representacdo das Estruturas quimicas de alguns principios ativos.

O

O isolamento de principios ativos foi um passo decisivo para a criacdo da

(2]

industria farmacéutica. Os produtos naturais se constituiram na principal fonte
de insumos para a preparacédo de medicamentos (COSTA, 2009). A identificagéo
e isolamento de novos principios ajuda a medicina na obtencdo de prototipos

para novos farmacos.

Inicialmente, os estudos com produtos naturais eram relacionados a um
maior entendimento das plantas ja utilizadas popularmente. Entretanto, este fator

limitava o conhecimento de novas substancias ativas (VIEGAS JR et al., 2006).

Com a importancia das plantas para a medicina da época, houve uma
aproximacao das duas areas, quimica e a medicina, o0 que tornou possivel novas
pesquisas para um amplo conhecimento de novas substancias ativas, até hoje
empregadas em medicamentos. Um marco importante para o desenvolvimento
dos farmacos oriundos de produtos vegetais, foi o0 descobrimento dos salicilatos
obtidos de Salix alba, que posteriormente gerou o acido salicilico 5 e, o acido
acetilsalicilico (AAS) 6 (Figura 3) (VIEGAS JR et al., 2006).
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Figura 3 - Representacgéao estrutural de alguns salicilatos.
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O AAS 6, conhecido como aspirina, possui propriedades analgésicas e
anti-inflamatérias (COUTINHO et al., 2009), e foi o primeiro farmaco sintético
resultante de uma modificacdo estrutural do acido salicilico, através de reacao
de acetilacdo (VIEGAS JR et al., 2006).

A Aspirina® marcou o desenvolvimento de protétipos de farmacos e/ou
fitofarmaco, patenteado por uma grande industria Alema (Bayer) (BARREIRO;
BOLZANI, 2009). As industrias com desejos sociais e econdémicos, reativaram
interesses nos organismos vegetais para a producdo de substancias
anticancerigenas e outras atividades biologicas (BRAZ FILHO, 2010).
Intensificaram buscas principalmente pelas substancias com estruturas
moleculares complexas, de dificil obtencéo por processo sintético de baixo custo.
Com o desenvolvimento dos métodos analiticos de separacéo e elucidacéo de
novas substancias quimicas, foi possivel identificar um namero grande de
metabolitos secundarios (MONTANARI; BOLZANI, 2001).

2.2 - METABOLITOS SECUNDARIOS

As plantas produzem produtos quimicos, os quais podem ser divididos em
dois grandes grupos. O primeiro grupo, 0s metabodlitos primarios, séo
macromoléculas essenciais as plantas, com funcdes vitais definidas, nesse
grupo se encontram os lipideos, protideos e glicideos. O segundo grupo, os
metabdlitos secundarios, sao micromoléculas que apresentam estruturas
complexas e com variadas atividades bioldgicas (importantes para a area
farmacéutica). Estes metabdlitos secundarios possuem funcdes variadas, como
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por exemplo, defensivos da planta contra herbivoros e micro-organismos, a
protecdo contra os raios UV e a atracdo de polinizadores ou animais dispersores
de sementes (KREIS et al., 2017) .

Nos metabdlitos secundarios encontra-se variados principios ativos,
podendo ou ndo ser toxicos. Alguns principios ativos identificados sao os
alcaloides, flavonoides, taninos, saponinas, quinonas, lignanas, iridoides e 6leos
essenciais (Quadro 1) (LOPEZ, 2006; TUNDIS et al., 2008; SIMOES et al., 2017).

Quadro 1 - Caracteristicas de alguns principios ativos

Principio Ativo Propriedades

Alcaloides Atuam no sistema nervoso central (calmante, sedativo,
estimulante, anestésico, analgésico). Alguns podem ser
cancerigenos e outros antitumorais.

Flavonoides Anti-inflamat6rio, fortalece os vasos capilares, antiesclerético,
antidematoso, dilatador de coronarias, espasmolitico,
antihepatotéxico, colerético e antimicrobiano.

Taninos Adstringente e antimicrobiano (antidiarreico). Precipita proteinas

Saponinas Apresentam frequentemente acao antifingica e
hipocolesterolemiante

Quinonas Atividades laxantes

Lignanas Propriedades anti-inflamatérias, antioxidante, antifingica,
antiviral, anticonvulsivante, antiespamaédica, antialérgica, entre
outras.

Iridoides Propriedades antimicrobianas e antifingicas

Oleos essenciais Bactericida, antiviral, cicatrizante, analgésico, relaxante,

expectorante e antiespasmadico.

Fonte: Adaptada de: (LOPEZ, 2006; TUNDIS et al., 2008; SIMOES et al.,
2017).

Alguns fatores podem variar a coordenacdo ou a taxa de producdo dos
metabdlitos secundarios, sendo estes a sazonalidade, indice pluviométrico,
radiacdo UV, ritmo circadiano, composicao atmosférica, temperatura, altitude,
idade, entre outros. Estes fatores podem afetar na condicdo final dos
metabdlitos, sendo necessario um estudo para a determinacdo da época e
condigéo de cultivo e a coleta da planta para ter uma concentracdo desejada e
significativa do principio ativo (GOBBO-NETO; LOPES, 2007).
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Esses principios ativos sdo de grande importancia para a terapéutica, por
esse fator, estudos fitoquimicos vém sendo realizados em plantas medicinais,
especialmente em algumas familias, por exemplo, a familia Bignoniaceae que
apresenta ocorréncia de alguns metabdlitos secundarios com diversas

atividades bioldgicas.

2.3 - FAMILIA BIGNONIACEAE

A familia Bignoniaceae engloba cerca de 82 géneros e 827 espécies, é
encontrada principalmente na Africa e América do Sul. A familia é dividida em
oito tribos Tecomeae, Bignonieae, Crescentieae, Eccremocarpeae, Tourrettieae,
Oroxyleae, Coleeae e Schlegelieae. Sendo que apenas as trés primeiras sao
encontradas no Brasil, facilmente identificadas pelo habitat e a estrutura dos
frutos ( MARTIN et al., 2007; CIPRIANI et al., 2012).

Os jacarandas [Jacaranda brasiliana (Lam.) Pers.] e ipés amarelo e roxo
[Tabebuia alba (Cham.) Sandwith e Tabebuia avellanedae (Lor. ex Griseb.)
Speg.] sdo os exemplos mais conhecidos da familia Bignoniaceae. No Brasil, as
plantas desta familia ocorrem desde o norte até o sul do pais, ndo dispondo de
um Unico habitat, sdo encontradas no Cerrado, Mata Atlantica e regido
Amazonica (PAULETTI; DA SILVA BOLZANI; YOUNG, 2003).

O perfil quimico dessa familia baseia-se na ocorréncia de quinonas,
terpenoides, derivados aromaticos especiais e flavonoides. A biossintese de
seus metabdlitos especiais esta principalmente baseada na via do acido acético
(Figura 4) (CIPRIANI et al., 2012).

21



Figura 4 - Via do acido acético
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Fonte: Adaptada de: (CIPRIANI, 2006)

As naftoquinonas sdo substancias quimicas com mais evidéncias nessa
familia, apresentando varias atividades biolégicas. Derivado da naftoquinona 7,
o lapachol 8 (Figura 5), ocorre em varias espécies da familia e possui
propriedades antitumoral, antillcera, antimicrobiana, anti-inflamatoria,

antimalarica, cercaricida e analgésica (MAZZA et al., 2000).
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Figura 5 - Naftoquinonas presentes na familia Bignoniaceae
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Estudos envolvendo a espécie Pyrostegia venusta revelaram a presenca
de fendis livres e grupos siringila, no qual no extrato bruto etandlico das raizes,
foi possivel identificar quatro substancias em base de dados espectrais, como
alantoina 9, os esteroides B-sitosterol 10 e 368-O-B-D-glicopiranosilsitosterol 11 e
a flavanona hesperidina 12 (Figura 6). Com base nas substancias isoladas, a
raiz dessa planta é utilizada para o tratamento de vitiigo (FERREIRA et al.,
2000).
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Figura 6 - Substancias isoladas da raiz da espécie Pyrostegia venusta
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Varias espécies dessa familia vém sendo estudadas,

visando

propriedades biologicas. Uma revisdo feita por Arruda (2009), detalhou as

propriedades de algumas espécies, revisadas no Quadro 2.
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Quadro 2 - Ac¢des biologicas de algumas espécies da familia Bignoniaceae

Espécies

Acédo Farmacolbgica

Tecoma impetiginosa Mart.

Atividade adstringente, diurética e

anticancerigena

Arrabidaea samydoides (Cham.) Sandwith

Atividade antioxidante

Catalpa catalpa (L.) H. Karst.

Atividade anti-inflamatoria

Jacaranda decurrens Cham.

Propriedades anti-infecciosas e depurativas

do sangue

Jacaranda caroba (Vell.) DC.

Usada como “amargo” no tratamento de

dispepsias

Kigelia africana (Lam.) Benth.

Atividade contra Plasmodium falciparum

Tabebuia avellanedae var. paulensis

Toledo

Adjuvante na terapia do cancer

Pseudocalymma elegans (Vell.) Kuhlm.

Paralisia muscular

Martinella obovata (Kunth) Bureau &
K.Schum.

Atividades febrifuga e adstringente

Jacaranda micrantha Cham.

Atividade antirreumatica

Jacaranda obtusifolia subsp. rhombifolia
(G.F.W. Meyer) A.H. Gentry

Antissifilitica

Anemopaegma arvense (Vell.) Stellfeld ex
de Souza

Antidepressiva, anti-infecciosa e

vasodilatadora

Fonte: Adaptado de: (ARRUDA, 2009)

2.3.1 - Pithecoctenium crucigerum

Pithecoctenium crucigerum,

conhecida popularmente como

sinonimia  Amphilophium

“pente-de-macaco’,

crucigerum,

pertence a familia

Bignoniaceae. Uma trepadeira lenhosa, com flores tubulosas de cor branco-

amareladas e podem chegar a 7 cm de comprimento. Facilmente reconhecida

por apresentar gavinha ramificada 2 vezes. Os frutos sdo secos, com a casca

coberta por espinhos grossos (Figura 7), por isso a denominacao de “pente-de-

macaco”. Encontrada em todo territorio brasileiro, ndo sendo uma espécie
endémica do brasil (CARNEIRO, 2010; LOHMANN, 2015).
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Figura 7 - Casca do fruto “pente-de-macaco”.

© 2012 Paniel Grasel

Fonte: Daniel Grasel - Flora Digital do Rio Grande do Sul e de Santa Catarina

O primeiro relato medicinal dessa espécie foi descrito em uma colecéo
etnobotanica de 1978, de uma cidade do México (San Luis Potosi). Nela
descreve-se que sementes, quando associadas a pedacos circulares de pele de
cobra e posicionadas sobre as témporas, eram utilizadas para alivio de dores de
cabeca, além de serem comercializadas no mercado municipal com o nome
popular de "goma de CastiUa" (BYE, 1979). De acordo com a medicina popular
do povo Maia situado na Peninsula de lucatd, o caule e semente em po junto
com outras ervas séo utilizados no tratamento local de picada de cobras (ANKLI,
2000).
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Em um estudo etnofarmacolégico realizado no Panam4, a P. crucigerum
é utilizado na medicina popular para tratar dor de cabeca, dor nos olhos, febre e
neuralgia (GONZALEZ, 2014). No Brasil, infusdo das sementes e por uso oral é
utilizada no tratamento do reumatismo, infecgbes cuténeas, dor de cabeca,
depurativo e calmante (FRANCO; FONTANA, 2005).

Estudos fitoquimicos e de atividades biologicas realizados com essa
espécie sdo poucos. Em levantamento bibliografico, pode se destacar alguns
estudos. Von Poser e colaboradores (2000) isolaram iridoides glicosilados 13
(Figura 8) do caule, e o extrato bruto metandlico e a fra¢do diclorometéanica, do
mesmo, apresentaram atividades antioxidantes (MARTIN et al., 2007).

Figura 8 - Iridoides glicosilados isolados do caule da P. crucigerum.
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Fonte: (MARTIN et al., 2007).

Casoti (2012) isolou e elucidou estruturalmente dois flavonoides
provenientes da fracdo diclorometénica da semente do fruto, a hesperidina 15 e
a diosmetina 16 (Figura 9). Ensaios biol6gicos deste extrato apresentaram

atividades antimicrobiana, antioxidante e anti-inflamatéria (CASOTI, 2012).
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Figura 9 - Flavonoides isolados da semente do fruto por Casoti (2012)
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Recentemente, Pr& e colaboradores (2017) realizaram analise fitoquimica
do extrato hidroalcoolico e da fracdo diclorometanica provenientes da semente
do fruto. Estas analises foram desenvolvidas no equipamento de cromatografia
liquida acoplado a um espectrdmetro de massas, e identificaram 4 classes de
metabdlitos: flavonoides (Hesperedina 15 e Diosmetina 16), Iridoides
glicosilados (17 e 18), antraquinona (19) e fenilpropanoide (20) (Figura 10).
Ensaios bioldgicos caracterizaram o efeito analgésico dessa espécie (PRA et al.,
2017).
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Figura 10 - Metabdlitos identificados na semente do Fruto da P. crucigerum por
Trevisan e colaboradores.
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Por meio de técnicas cromatograficas, € possivel tracar um perfil quimico
e posteriormente uma separacdo dos metabdlitos especiais presentes nas
cascas do fruto da espécie em estudo.

2.4 - TECNICAS CROMATOGRAFICAS E ESPECTROMETRICAS

O estudo quimico de uma espécie exige o uso de instrumentos e de
técnicas analiticas avancadas, pela grande quantidade de compostos
micromoleculares em um extrato. Por isso, sdo frequentemente utilizadas
técnicas que conduzam a separacdo dos constituintes de uma amostra e
juntamente com técnicas espectrométricas dando as informacbes dos
compostos e o perfil metabolico da amostra. As técnicas de separagédo que mais

se destacam é a cromatografia gasosa de alta resolucéo (GC) e a cromatografia
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liguida (CL) de alta e de ultra-alta eficiéncia (CLAE e CLUE, respectivamente)
(FUNARI et al., 2013).

Os equipamentos de cromatografia vém sendo empregados de forma
rotineira para a obtencdo do perfil cromatogréafico (também conhecido como
impressfes digitais) dos extratos vegetais como uma estratégia para a
identificacdo e avaliacdo da qualidade dos fitoterapicos, por fornecer
informacdes importantes quanto a quantidade e tipo de constituintes presentes.
Portanto, € muito importante o desenvolvimento e a otimizagdo de uma

metodologia para criar impressoes digitais (JI et al., 2005).

Equipamentos de cromatografia liquida acoplados a um espectrometro de
massas € de grande aplicabilidade, combinando separacdo e a analise de
massas. Para uma identificacdo rapida de compostos sem a necessidade de
isolamento e purificacdo, é utilizado o modo de desreplicacdo, que consiste na
caracterizacao preliminar dos metabdlitos ja conhecidos por meio dos dados da
massa molecular e perfil de fragmentacdo dos compostos, combinados com
banco de dados (CASS; CASSIANO, 2015).

Em analisadores de massas de alta resolucdo existem Vvarios
experimentos tipicos para fragmentacfes. Um desses experimentos € o de
aguisicao dependente de dados (DDA, data-dependent acquisition), nesse modo
de aquisicao o ion precursor é selecionado de acordo com parametros definidos
pelo analista como: intensidade do ion, lista de inclusdo de massas exatas,
contribuicdo isotopica, defeito de massa etc. Esses ions selecionados séo
conduzidos a um segundo experimento de fragmentacdo (EM/EM). Entdo no
mesmo experimento se obtém os ions precursores e ions produtos,
possibilitando a aquisicao rapida de dados sem a necessidade de etapas de
otimizacao (CASS; CASSIANO, 2015).

No auxilio da desreplicagdo de metabdlitos e obtencéo de resultados com
mais agilidade, surge a GNPS (Global Natural Products Social Molecular

Networking, https://gnps.ucsd.edu/ProteoSAFe/static/gnps-splash2.jsp), que €

uma plataforma online e livre. Essa plataforma agrupa espectros baseados em

suas similaridades, gerando uma rede molecular (molecular networking). A
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plataforma armazena e analisa dados de espectrometria de massas, sendo uma
biblioteca aberta para compartiihamento entre a comunidade cientifica, uma
biblioteca espectral construida por seus proprios usuarios, também congrega
outras bibliotecas (MassBank, ReSpect e NIST), dispondo de milhares de
espectros que aumenta a cada dia. A GNPS realiza a comparacao de todos
espectros EM/EM, e automaticamente busca semelhancas espectrais, de forma
a encontrar semelhancas com substancias ja presentes nos bancos de dados
(WANG et al., 2016).

7

Para a utilizacdo da GNPS, é necesséario a utlizagdo de alguns
parametros de analises considerando o tipo de espectrdmetro de massas
utilizado. Deve-se determinar os valores de tolerancia, tanto do ion precursor
como do ion fragmento. Pardmetros mais avangados devem ser escolhidos,
como o cosseno que vai de 0-1, sendo que 1 indica espectro idénticos, também
€ possivel escolher o nimero minimo de fragmentos comuns (matches), porém
6 € 0 numero padréo. Todos parametros citados sdo passiveis de alteracdes,

dependendo do tipo de amostra e equipamento (WANG et al., 2016).

Juntamente com as técnicas cromatograficas, processos de extracao
ganharam um papel dominante na purificacdo de extratos vegetais. A maioria
das aplicac@es utiliza extracdo em fase sdlida (EFS). As impurezas indesejadas
(como as clorofilas e graxas) sdo removidas por adsor¢ao na fase estacionaria
ou com afinidade na fase movel. Aléem da EFS como purificagdo da amostra
antes da analise de CL ou CG, cartuchos acoplados a CL-RMN, ganharam uma
crescente importancia para a elucidacado de estruturas, estratégias de projecéo
metabolémica e de desreplicacdo (BUCAR; WUBE; SCHMID, 2013).
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3 - OBJETIVOS

3.1 - OBJETIVO GERAL

Realizar o estudo fitoquimico da casca do fruto de Pithecoctenium

crucigerum (Bignoniaceae).

3.2 - OBJETIVO(S) ESPECIFICO(S)

¢ |dentificar classes de metabdlitos presentes nos extratos por prospeccao
fitoquimica;

¢ |dentificar os metabdlitos dos extratos mais apolares por cromatografia
gasosa,

¢ |dentificar os metabdlitos presentes na espécie pela plataforma GNPS

e Elucidar as estruturas obtidas por técnicas espectrométricas (RMN 1D,

2D e massas)
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4 — MATERIAIS E METODOS

A parte experimental foi executada no Campus Anapolis de Ciéncias
Exatas e Tecnolégicas Henrique Santillo (CCET) da Universidade Estadual de
Goias (UEG), no Laboratério de Produtos Naturais no Departamento de Quimica
da Universidade Federal de S&o Carlos (UFSCar) e no Laboratério de
Espectrometria do Instituto de Quimica da Universidade Federal de Goias (UFG).

Os reagentes e solventes P. A. (E. Merck, Aldrich Chemical Co., Fluka,

Grupo Quimica, Vetec, Ecibra e Quimex) foram utilizados sem purificacéo prévia.

A Cromatografia em Camada Delgada (CCD) foi realizada com placa de
aluminio com 0,20 mm de silica gel 60 com indicador de fluorescéncia UV2s4

(Macherey-Nagel).

Os extratos e fracdes foram concentrados em evaporador rotatorio
QUIMIS. Liofilizadas em liofilizador L101 LIOTOP.

Os cromatogramas oriundos de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(CLAE) UV/Vis e DAD foram obtidos em aparelho de CLAE Agilent Technologies
modelo 1200, detector de ultravioleta de comprimento de onda variavel (VWD)
G1314B, detector de arranjos de diédos (DAD) G1315D, bomba quaternéria
G1311A, desgaseificador G1322A e amostrador automatico G1329A. Em coluna
C18 150x4.60 mm, 5u (Gemini). Com fase mdvel constituida por agua
deionizada e filtrada em membrana de 0,45 um (EZ-ParK® MILLIPORE),
acetonitrila e metanol grau CLAE.

Os espectros de massas de alta resolugdo foram obtidos de um UPLC
Waters, com a bomba quaternaria ACQUITY QSM, fonte de ionizagao:

electrospray, analisador hibrido Q-TOF (Quadrupole — Time Of Fligth);

Na escala preparativa, foi utilizado o cromatografo liquido Shimadzu DGU-
20A5r com detector de arranjo de diodos (DAD), equipado com um controlador
de sistema CDM-20A e coluna em fase reversa Shim-pack PREP-ODS

250x20mml. Software utilizado para processamento dos dados: LabSolutions.
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Todas as amostras foram filtradas através de membranas de fluoreto de
polivinilideno (PVDF) de 20 pum.

A fonte electrospray foi operada em modo positivo, com nitrogénio com
alto grau de pureza (>98%) foi usado como nebulizador de dessolvatacéo e gas
de colisdo (200 °C; 4 L.min '1). A presséo do nebulizador foi mantida a 0,4 bar e
a voltagem capilar ajustada a 4500 V. As condi¢cdes do Q-TOF foram as
seguintes: Deslocamento da placa terminal: -500 V; Funil 1: 200 Vpp; Funil 2:
200 Vpp; Hexapole RF: 200 Vpp; Colisao RF: 400 Vpp; Tempo de Transferéncia:
70 us; Armazenamento pré-pulso: 5 us; Quadrupolo de Energia l6nica: 5eV;
Média de rolagem: 2 x 1Hz. Os espectros de massa foram adquiridos e
processados usando um Software Bruker Compass Data Analysis (Bruker
Daltonik, GmbH).

Cromatografo gasoso acoplado a espectrébmetro de massas CG-EM
Shimadzu TQ 8030 triplo quadrupolo, coluna: Rtx-5MS, fonte de ionizacao:

impacto eletrénico.

Foram utilizados 2 espectrometros para a obtencdo dos espectros de
RMN.

NO Departamento de Quimica da UFSCar foi usado o equipamento:
Brucker Avance IIl — 14,1 T (600 MHz para RMN *H), equipado com trocador
automatico de amostra, sonda de 5 mm com ATMA® (Automatic Tunning
Matching) sonda BBl de 5 mm com ATMA®.

No Instituto de Quimica da UFG foi usado o espectrémetro Bruker Avance
[l (500 MHz para RMN H, 11,7T), com sondas utilizadas (ATB e SW), 5 mm de
didmetro interno, a temperatura ambiente e com pulso de 45° para hidrogénio e
carbono. Os deslocamentos quimicos (8) no RMN 'H e de 3C, com metanol
deuterado (MeOD), foram referenciados com tetrametilsilano (TMS) e com o

residuo de MeOD (6 3,31 ppm), respectivamente.
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4.1 - COLETA, IDENTIFICACAO E SECAGEM

A coleta do fruto foi realizada as 09h00Omin, na Chécara Taquaral no
municipio de Santa Rosa de Goias (16°12'41”S e 49°27°31”W) e a identificacdo
botanica da espécie foi selecionada por profissionais habilitados. Uma exsicata
de n° 11990 foi depositada no herbario do Campus Anapolis de Ciéncias Exatas
e Tecnologica Henrique Santillo- CCET/UEG.

O material botanico foi seco a temperatura ambiente ao abrigo da luz solar
direta e em seguida, foram separadas as cascas dos frutos de suas sementes.
Em seguida, as cascas foram reduzidas a p6 com o auxilio de um liquidificador

doméstico.

4.2 - OBTENCAO DOS EXTRATOS

Para obtencao dos extratos 1509 das cascas dos frutos, secas e trituradas
foram submetidas a extracdo exaustiva pelo método de remaceracdo, com o
emprego de solventes organicos em ordem crescente de polaridade (hexano,
diclorometano, acetato de etila e alcool etilico 70%). O material vegetal
permaneceu em contato com o respectivo solvente durante dois dias, no qual
foram realizadas trés extracfes sucessivas de cada solvente. Obteve-se assim
quatro extratos brutos (Fluxograma 1) (CHECHINEL FILHO, 1998), que foram
concentrados em evaporador rotativo e secos em bomba de alto vacuo até

Mmassa constante.
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Fluxograma 1 - Esquema de obtencao dos extratos

Material Vegetal
(150 g)

A 4

Extrato Hexanico
(69,8 mq)

Hexano

Torta

A 4

Torta

Diclorometano

Y
Extrato Acetato
(164,6 mg)

4.3 - TRIAGEM FITOQUIMICA

Acetato
de Etila

A 4

Extrato Diclorometanico
(146,1 mg)

Torta

Torta

Etanol 70%

A 4

Extrato HidroAlcodlico
(7,18g)

Para a triagem fitoquimica foi utilizada a técnica de cromatografia em

camada delgada (CCD), para identificacdo das classes de metabdlitos

secundarios nos extratos. Utilizou-se o método de eluicao e revelagcdo proposto

por Wagner et al. (1996) (Quadro 3), para taninos, geninas flavbnicas,

heterosideos flavonicos, naftoquinonas, terpenos e esteroides, saponinas e

alcaloides.
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Quadro 3 - Sistema de elui¢do e revelagdo da CCD

Classe de Metabdlitos | Sistema de Eluicao Reagente revelador

Taninos Acetato de etila:4dcido férmico:écido | Ferricianeto de potassio 1%:
acético:agua. (100:11:11:27) cloreto férrico 2% (1:1)

Flavonoides Cloroférmio:acetato de etila (60:40) Solucéo etandlica de cloreto

de aluminio 2%

Quinonas Tolueno:acetona:cloroférmio Solucdo metandlica de KOH
(40:25:35) 5%

Terpenos e esteroides Hexano:acetato de etila (1:1) Vanilina sulftrica

Saponinas Cloroférmio:acido Sulfato cérico
acético:metanol:agua (15:8:3:2)

Alcaloides Acetato de etila:adcido férmico:éacido | Dragendorff
acético:agua:butanol (50:7:3:10:30)

4.4 - ANALISE POR CROMATOGRAFIA GASOSA

Para conhecer o perfil quimico dos compostos volateis da casca do fruto
da P. crucigerum foram feitas andlises dos extratos hexanico (E.H) e
diclorometéanico (E.D) por cromatografia gasosa acoplada a um espectrémetro

de massas.

Solucbes de 1000 ppm dos extratos foram injetados no equipamento,
tendo o injetor (com divisdo de fluxo) programado a 250° (split 10) com
temperatura inicial de 40 °C e final de 300 °C com aumento de 5 °C.min. O gas
de arraste foi o hélio com uma pressao de 74,9 kPa e velocidade linear de 40
cm.s. A temperatura da fonte de ions foi de 280 °C com corte do solvente em 3

minutos.

Os resultados obtidos foram comparados com a biblioteca espectral NIST
14 (National Institute of Standards and Technology), nessa verséo da biblioteca
contém 242,466 espectros, sendo esta a biblioteca espectral de massa mais

amplamente utilizada no mundo.
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4.5 - FRACIONAMENTO DO EXTRATO DICLOROMETANO (E.D)

O E.D foi fracionado por filtracdo a presséo reduzida em silica gel (60 g),
com aumento de polaridade de solvente (hexano, diclorometénico, acetato de
etila e metanol) sendo utilizado 100 mL de cada solvente. Obteve-se 4 fracoes:
fracdo hexanica (F.HD), fracdo diclrometanica (F.DD), fracdo acetato (F.AD) e

fracdo metandlica (F.MD).

4.6 - ESPECTROMETRIA DE MASSAS DE ALTA RESOLUCAO

Para identificacdo de alguns metabdlitos presentes nos extratos polares
(E.A e E.OH) e também na F.MD, foi utilizado um equipamento de CLUE, o UPLC
(Waters) acoplado a um espectrometro de massas de alta resolugéo, fonte de

ionizacao por eletrospray no modo positivo e com analisador hibrido Q-TOF.

A coluna utilizada foi uma ACQUITY UPLC® BEH C18 1.7um, o0s
solventes utilizados foram agua (0,1% acido férmico + 0,05% amobnia) e
acetonitrila (0,1% &cido férmico) grau massas. A corrida comecou com 3% de
acetonitrila e foi para 50% em 8 minutos, posteriormente para 97% em 25
minutos e manteve-se esse percentual até 30 minutos, em um fluxo de 0,4
mL.mint. As amostras foram preparadas em uma concentracdo de 1 mg.mL* e

o volume de injecao foi de 10 pL.

O experimento foi realizado no modo DDA, os ions precursores foram
definidos por intensidade e submetidos a uma segunda fragmentacdo (MS/MS),

assim foram obtidos 0s espectros com 0s ions precursores e 0s ions fragmentos.

Os dados foram convertidos para .mzXML, que € um formato compativel
com a plataforma e em seguida foi realizado o envio (upload) dos mesmos para
a plataforma GNPS no modo de desreplicacdo. Os parametros para a analises
foram: variacao do ion precursor em 0.5 Dalton, variacdo do ion fragmento em
0.02 Dalton, o niumero minimo de ions fragmentos iguais (matches) foram 6 e o
minimo de cosseno 0.5. Os espectros foram comparados com os matches

obtidos na literatura para uma maior confiabilidade.
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4.7 - FRACIONAMENTO DO EXTRATO BRUTO ACETATO (E.A)

O extrato bruto acetato de etila (164,6 mg) foi submetido a cromatografia
em coluna, com o emprego de Sephadex LH-20 como fase estacionaria, 56 cm
de altura e 6 cm de diametro, eluida com Metanol:Cloroférmio (1:1). 48 fractes
foram coletadas, e posteriormente reunidas por semelhanca observada na
cromatografia em camada delgada CCD, no qual obteve-se no final 7 fracdes
(Fluxograma 2).

Fluxograma 2 - Procedimento cromatografico para a particdo do E.A.

Extrato
Acetato

e  Sephadex: L20
. Metanol:Cloroférmio 1:1

48 Fracbes

. CCD
e Reunido das fragdes semelhantes

Estas fracdes, com concentracdo de 1 mg.mL, foram submetidas a CLAE

em um gradiente exploratério (Agua e metanol) comecando com 5% de metanol
e indo até 100% em 30 minutos, com comprimento de onda em 280 nm (melhor
comprimento de onda observado no detector de DAD) e com um fluxo de 1

mL/min, para observar o perfil cromatografico destas.

4.7.1 - Purificacdo da F.A 6

De acordo com o perfil cromatografico, essa fracdo apresentou uma boa
separacdo dos constituintes quimicos na analise em modo gradiente
exploratorio. Assim, foi realizado uma otimizacdo da condicdo cromatografica
para a purificacdo dos constituintes quimicos presentes nessa fracdo no
equipamento de CLAE-Uv. A analise foi conduzida em um método gradiente
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(Quadro 4). A amostra foi preparada em uma concentracdo de 13,1 mg/mL,
sendo 20 injecBes com o volume de injecdo de 50 pL em cada injecdo e com
ajuda de um coletor automatico foram isolados 3 compostos (F.A 6 1-3). Os
compostos foram analisados por RMN de *H e 13C, gCOSY, gHSQC e gHMBC.

Quadro 4 - Método gradiente paraa F.A 6

Gradiente
Tempo (A) Agua (B) Metanol
0 min 80% 20%
20 min 60% 40%
21 min 50% 50%
41 min 30% 70%
42 min 0% 100%
45 min 0% 100%
46 min 80% 20%
60 min 80% 20%
4.8 - FRACIONAMENTO DO EXTRATO BRUTO

HIDROALCOOLICO (E.OH)

Para o E.OH optou-se por fazer um fracionamento bruto no equipamento
CLAE-DAD em escala preparativa. 1 g do extrato foi solubilizado em 10 mL de
metanol. Empregou-se um gradiente exploratorio de 60 minutos com inicio de
5% de metanol a 100% em 50 minutos. A amostra foi eluida com metanol e 4gua
com o fluxo de 12 mL/min. Foram feitas 5 injec6es de 2 mL cada, e obteve-se no
final um total de 18 fracdes, concentradas em capela de exaustéo.

Posteriormente, estas fracbes foram analisadas no CLAE-Uv com
comprimento de onda em 280 nm um gradiente exploratério com metanol e agua,
para avaliar o perfil quimico das mesmas. O esquema pode ser observado no

Fluxograma 3.
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Fluxograma 3 - Esquema do fracionamento do E.OH

Extrato
Hidroalcéalico
lg
e  CLAE-Preparativo )
e  Gradiente Exploratério (Aguae
Metanol)
\ 4

36 Fragoes

e CCD
e Reunido das fragdes semelhantes

4.8.1 - Purificacao da F.OH 20-21

Com o cromatograma obtido do gradiente exploratério em metanol e agua,
verificou-se que essa fracdo continha poucos compostos, e que com a
otimizacdo do método teria uma melhor separacdo. A amostra foi preparada em
uma concentracéo de 7,5 mg/mL, eluida com um gradiente com (A) agua e (C)
acetonitrila (Quadro 5) no fluxo de 1 mL/min. Foram 20 injecdes de 50 pL da

amostra e com o auxilio de um coletor automatico, isolando 1 composto.

Quadro 5 - Gradiente para a F.OH 20-21

Gradiente
Tempo (A) Agua (C) Acetonitrila
0 min 70% 30%
10 min 70% 30%
12 min 0% 100%
17 min 0% 100%
19 min 70% 30%
30 min 70% 30%
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5 - RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 - OBTENCAO DOS EXTRATOS

O preparo dos extratos vegetais pode ser realizado através de varias
técnicas de extracdo. Neste trabalho optou-se por empregar o processo de
remaceracao utilizando solventes com aumento de polaridade, 150 g da casca
triturada foi submetida a técnica com aumento de polaridade dos solventes
(hexano, diclorometano, acetato de etila e alcool etilico 70%) obtendo 4 extratos
com as massas apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1 - Massa dos extratos obtidos

Extrato Massa Rendimento
E.H 69,8 mg 0,046%
E.D 146,1 mg 0,097%
E.A 164,6 mg 0,11%

E.OH 7,18 ¢ 4,8%

5.2 - TRIAGEM FITOQUIMICA

A triagem fitoquimica preliminar realizada nos extratos, proporcionou
tracar o perfil quimico dos compostos presentes na casca da P. crucigerum. Os
resultados foram obtidos através de analise qualitativa da coloracdo apresentada
na CCD (no visivel ou na camera de UV em 264 nm) apés a aplicacdo do
reagente revelador, avaliou-se a presenca dos grupos de metabdlitos

secundarios em termos positivos e negativos apresentados na Tabela 2.
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Tabela 2 - Resultado da triagem fitoquimica realizada nos extratos

Extratos
Classe de Hexanico Diclorometénico Acetato Etandlico
Metabolito
Taninos - + + +
Flavonoides + + + +
Quinonas - + + -
Terpenos e + + + +
esteroides
Saponinas + + + -
Alcaloides - + + +

5.3 - ANALISE DOS EXTRATOS POR CG-EM

Os resultados das andlises dos extratos hexanico e diclorometéanico por
CG-EM estao demonstrados na figura 11 e nas tabelas 3 e 4, que demonstrou a

existéncia de diversos compostos.
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Tabela 3 - Compostos identificados do E.H por CG/EM

Nome T.R. (Min)* M. M** % Area

Acido caproico 9.21 116 0.1
3-Butoxi-2,4-dimetil-1-penteno 12.22 170 0.16
Acido caprilico 14.70 144 0.06

Acido nonanéico 17.39 158 0.07
2-metiltetracosano 19.55 352 0.21
2-undecanal 19.79 168 0.34
Acido oleico 36.63 282 15.41

Acido laurico 24.77 200 0.08

Acido miristico 29.175 228 0.35
6,10,14-trimetilpentadecan-2-ona 30.86 268 0.44
Palmiato de metila 32.47 270 0.13
Acido palmitoleico 32.88 254 0.06
Dipalmitato de ascorbilo 33.54 652 43.40
Acido esteérico 37.07 284 15.24

Acido licosanoico 40.35 312 2.44

Acido beénico 43.49 340 1.40

Acido tricosilico 44.97 354 1.11

Acido lignocérico 46.42 368 0.17
(22-E)-Estigmasta-4,7,22-trien-3-ol 49.91 410 3.50
Acetato de estigmasterol 50.66 454 0.26
Estigmasterol 53.01 412 9.67
Clionasterol 53.74 414 2.68

*T.R.= Tempo de retencéo; **M.M.= Massa molecular

Tabela 4 - Compostos identificados do E.DC por CG/EM

Nome T.R. (min)* M.M** % Area
Pinanediol 20.78 170 4.56
Acido 5-hidroxi-2-metil-hex-3endico 27.53 144 3.95
Palmiato de metila 32.50 270 7.20
Acido palmitico 33.28 256 27.85
Palmiato de etila 33.78 284 4.64
Estearato de metila 36.24 298 2.92
Acido esteérico 36.90 284 7.04
Stigmata-4,22-dien-3-ona 42.01 410 10.12
Sitostenona 45.87 412 4.63
Estigmasterol 49.90 412 6.63
Eter metilico de estigmasterol 50.65 426 8.92
Estigmatano-3,6-diona 51.74 428 5.56
Estigmasta-7,22-dien-3-ol 53.71 412 5.98

*T.R.= Tempo de retencéo; **M.M.= Massa molecular

Como esperado de extratos apolares, ha uma grande quantidade de
derivados lipidicos, o que inclui acidos graxos, esteroides e triterpenos. Os

acidos graxos estao em maior quantidade nos extratos apolares dessa espécie.
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Os triacilglicerdis dos acidos caprico e caprilico séo classificados como
triglicérides de cadeia média, Uteis como fonte nutricional, usados também no
tratamento e prevencdo da dermatite amoniacal e Ulceras por pressdo, por
formar uma barreira protetora para a pele. Importante também nos processos de
inflamacéo celular, além de ajudar na regeneracao dos tecidos (FERREIRA et
al., 2012).

O palmiato de metila tem potencial de inibir macrofagos em geral e
promissores anti-inflamatérios e possui efeito antifibrotico (EL-DEMERDASH,
2011). Identificados também foram os acidos laurico e palmitico apresentam
atividade antibacterianas e antivirais, e bastante utilizados na culinaria por
estarem presentes no 6leo de coco (LIEBERMAN; ENIG; PREUSS, 2006).

O estigmasterol tem como propriedade a reducdo de colesterol. Um
complexo composto de campesterol, estigmasterol e brassicasterol, é
comercializado como um suplemento dietético, capazes de reduzir o colesterol
em humanos em até 15% (MIETTINEN, 1980). Esse experimento mostrou a
guantidade de compostos presentes nesses dois extratos, ricos de substancias
com propriedades farmacolégicas.

5.4 - IDENTIFICACAO POR UPLC-QTOF

Com as inje¢cBes dos extratos (E.A e E.OH) e da F.MD foi possivel obter
0s cromatogramas de ions totais (TIC) (Figura 12), bem com as fragmentactes

dos ions precursores no modo de aquisicdo independente de dados (DDA).
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Figura 12 - Cromatograma de ions totais (TIC) do E.A e E.OH
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Os dados foram submetidos na plataforma GNPS no modo de

desreplicacado, criando uma rede molecular de busca na biblioteca.

A espécie estudada, produz metabdlitos referentes a classe dos iridoides
glicosilados (21- 6-a-L-3"-caffeoylrhamnopiranosilcatalpol; 22- Scutellariosideo
II; 23- Scropheanosideo 1), flavonoides (24- Hesperetina; 25- Diosmetina; 26-
Diosmina; 27- Acacetina; 28- 5,6,7,8,3',4'5-heptametoxiflavona; 29-
Padmatina), isocumarina (30- Hidrangenol), triterpenos (31- Enoxolona; 32-
Acido ursdlico lactona; 33- Acido oleandico), saponina (34- llexsaponina A) e
uma neolignana (35- Isolicarina A). A identificagdo de cada uma dessas
substancias pode ser observada no quadro 10 no apéndice (pag. 79-81). As

estruturas moleculares de cada classe identificadas estéo na figura 13.

Figura 13 - Metabdlitos identificados através da plataforma GNPS

21: R; = H; R, = f—D-ramnose - 4cido cafeico 23: R = B-D-ramnose - 4cido isofertlico

22:

R, = p-dcido cumdrico; R, =H
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Pela andlise do método de desreplicacao foi possivel a identificagdo de
15 metabdlitos de classes variadas, com destaque para a quantidade de
flavonoides, a presenca de uma isocumarina e uma saponina que ainda nao

haviam sido identificadas nessa espécie.

O iridoide Scropheanosideo | (23) apresenta atividade antioxidante e anti-
inflamatéria (ABBAS, 2010). Também identificada, a dihidroisocumarina
hidrangenol (30), possui atividades antifungicas (NOZAWA et al., 1981) e o
triterpeno enoxolona (31) também conhecido como acido glicirretinico, apresenta
diversas atividades farmacoldgicas como: anti-inflamatéria, antiviral, antifingica
e antibacteriana (SALARI; KADKHODA, 2003).

5.5 - PURIFICACAO DA F.A 6

Por meio das condi¢cdes cromatograficas estabelecidas, foram obtidos 3
compostos com uma separacao significativa (Figura 14) e com auxilio de um

coletor automatico, foram isolados 0s 3 compostos.

Figura 14 - Cromatograma da F.AcOEt 6 com a programacao de coleta.
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Obteve-se 3 compostos, o primeiro com o tempo de retencdo proximo a

13 minutos, o segundo em 16 minutos e o terceiro em 34 minutos. Estes foram
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submetidos as técnicas espectrométricas para a elucidacdo e identificagdo

estrutural.

5.5.1 - Elucidacéo estrutural do F.A 6-1

Na analise do espectro de RMN de 'H (600 MHz, MeOD-d4) do F.A 6-1
(Figura 15) e expanséao (Figura 16), observou-se na regiao de anéis aromaticos,
hidrogénios com sinais em dn 8.19 (ddd, J = 7.4, 1.6, 0.8 Hz, 1H), dn 7.42 ppm
(ddd, J =8.0, 1.4, 0.8 Hz, 1H) e dn 7.22 — 7.16 ppm (m, 2H), indicando ser um
aromatico dissubstituido, com constante de acoplamento na posicéo orto, meta
e para. Foi identificado um simpleto na regiao olefinica com deslocamento em &n
8.17 ppm (s, 1H).

Figura 15 - Espectro de RMN 'H do composto F.A 6-1 (600 mHz, MeOD - d4)
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Figura 16 - Expanses da regido aromatica e olefinica espectro de RMN H
para a F.A 6-1 (600 mHz, MeOD - d4)
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As atribuicbes dos deslocamentos quimicos dos hidrogénios e dos
carbonos foram auxiliadas pelas correlagdes nos mapas de contornos gHSQC
(Apéndice — Figura 29, pag. 72) e gHMBC (Apéndice — Figura 30, pag. 72)
(Figura 17). Comparados com dados de André (2017), identificou-se o alcaloide

inddlico indol-3-acido carboxilico, sendo apresentados na Tabela 5.

Figura 17 - Principais correlacdes observadas no gHMBC do F.A 6-1
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Tabela 5 - Dados de RMN H e 13C do F.A 6-1 (600 MHz, MeQOD - d4)

Posicdo &¢c 5c On (o
(isolado) (ANDRE 2017)* (isolado) (ANDRE, 2017)*
COOH - 171.9 - -
1 - - - -
2 133.1 1325 8.17s 7.87s
3 114.0 112.7 - -
4 121.9 121.9 8.19 ddd (7.4, 8.13 d (7.6 Hz)
1.6, 0.8 Hz)
5 122.5 122.4 7.22—-7.16 m 7.14m
6 123.5 123.3 7.22-7.16m 7.14m
7 112.1 111.8 7.42 ddd (8.0, 7.39d (7.8 Hz)
1.4, 0.8 Hz)
8 137.3 138.3 - -
9 126.1 128.1 - -

* 500 MHz, MeOD - d4.

O espectro de massas no modo positivo (Apéndice — Figura 31, pag. 73),
obteve-se um ion precursor, sendo um ion dimérico com m/z de 323.12 [2M +

H]*, confirmando a estrutura do indol-3-acido carboxilico.

5.5.2 - Elucidacéo estrutural do F.A 6-2

Na andlise do espectro de RMN de 'H (600 MHz, MeOD-d4) do F.A 6-2
(Figura 18) e expansao (Figura 19), observou-se uma semelhanga com o
espectro do F.A 6-1, porém no F.A 6-2 continha um simpleto com deslocamento
em o+ 9.89 ppm, que indica ser um possivel hidrogénio de aldeido. Na regido
aromatica, os hidrogénios apresentavam sinais em du 8.16 ppm (dt, J =7.7, 1.1
Hz, 1H), &n 7.48 ppm (dt, J = 8.3, 1.0 Hz, 1H) e &1 7.30 — 7.23 ppm (m, 2H), o
gue orienta ser um aromatico dissubstituido, com constante de acoplamento na
posicdo para. O que foi confirmado com o experimento 2D de cosy (Apéndice —
Figura 34, pag 73). Também foi possivel identificar um simpleto nessa regido
olefinica com deslocamento em &1 8.10 (s, 1H).
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Figura 18 - Espectro de RMN 'H do composto F.A 6-2 (600 mHz, MeQOD - d4)
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Figura 19 - Expans0es da regido aromatica e olefinica espectro de RMN H
para a F.A 6-2 (600 mHz, MeOD - d4)
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As atribuicbes dos deslocamentos quimicos dos hidrogénios e dos
carbonos foram auxiliadas pelas correlacbes nos mapas de contornos gHSQC
(Apéndice — Figura 33, pag. 74) e gHMBC (Apéndice — Figura 34, pag. 74)
(Figura 20) e comparados com dados de André (2017), foi identificado o alcaloide
inddlico indol-3-carboxaldeido, sendo apresentado na Tabela 6.
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Figura 20 - Principais correlagdes observadas no gHMBC do F.A 6-2

Tabela 6 - Dados de RMN H e 13C do F.A 6-2 (600 MHz, MeQOD - d4)

Posicdo &¢c 5c On (o
(isolado) (ANDRE 2017)* (isolado) (ANDRE, 2017)*
CHO - 187.5 9.89s 9.89s
1 - - - -
2 139.5 140.0 8.10s 8.10s
3 119.8 120.2 - -
4 122.1 122.5 8.16dt (7.7,1.1 8.15d (7.2 Hz)
Hz)
5 123.3 123.8 7.30-7.23m 7.29-7.23m
6 125.1 125.1 7.30-7.23m 7.29-7.23m
7 112.8 113.3 7.48 dt (8.3, 1.0 7.47 d (7.2 Hz)
Hz)
8 125.3 - - -
9 138.5 139.1 - -

* 500 MHz, MeOD - d4.

O espectro de massas indicou como ion precursor um ion dimero de m/z
293.14 [2M + H]* (Apéndice — Figura 35, pag. 75). Que confirma a estrutura do
alcaloide indol-3-carboxaldeido.

5.5.3 - Elucidacéo estrutural do F.A 6-3

A partir da andlise do espectro de RMN de *H (600 MHz, MeOD-d4) do
composto isolado (Figura 21) e expanséo (Figura 22), identificou hidrogénios na

regido aromatica, no qual com a analise das constantes de acoplamento

identificando dois anéis aromaticos. O anel aromatico B apresenta sinais em &H
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7.50 ppm (dd, J = 8.5, 2.3 Hz, 1H), d41 7.40 ppm (d, J = 2.3 Hz, 1H) e 7.08 ppm
(d, J = 8.5 Hz, 1H), que indica acoplamento orto e meta. O anel aromatico A
apresenta sinais em ou 6.45 ppm (d, J = 2.1 Hz, 1H) e &1 6.21 ppm (d, J = 2.1
Hz, 1H) com acoplamento em meta. Também é possivel observar um sinal
caracteristico de hidrogénio olefinico em dn 6.59 (s, 1H) e sinal em &1 3.94 ppm

(s, 3H) proveniente de uma metoxila.

Figura 21 - Espectro de RMN 'H do composto F.A 6-3 (600 mHz, MeOD - d4)
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Figura 22 - Expans0es da regido aromatica e olefinica espectro de RMN H
para a F.A 6-3 (600 mHz, MeOD - d4)
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As atribuicbes dos deslocamentos quimicos dos hidrogénios e dos

carbonos foi auxiliada pelas correlagcdes observadas no mapa de contornos
gHSQC e gHMBC (Apéndice — Figura 36 e 47, pag 75 e 76) (Figura 23),
comparados com a literatura (CASOTI, 2012) (Tabela 7). A partir da analise

desses sinais e dos espectros de HSQC e HMBC, identificou-se a flavona

diosmetina.

Figura 23 - Principais correlacdes observadas no gHMBC do F.A 6-3
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Tabela 7 - Dados de RMN H e 13C do F.A 6-3 (600 MHz, MeQOD - d4)

Posicao &¢c oc On OH
(isolado) (CASOTI, 2012)* (isolado) (CASOTI, 2012)*
1 - - - -
2 164.5 164.6 - -
3 103.1 104.0 6.59 s 6.76 s
4 182.4 182.1 - -
5 158.0 161.9 - -
6 93.8 99.3 6.45 d (2.1 Hz) 6.47 d (2.0 Hz)
7 - 164.6 - -
8 98.9 94.3 6.21 d (2.1 Hz) 6.20 d (2.0 Hz)
9 - 157.7 - -
10 104.0 104.1 - -
1 123.8 1234 - -
2 112.6 113.4 7.40d (2.3 Hz) 7.42 d (2.2 Hz)
3 146.9 147.2 - -
4 1514 151.6 - -
4’a 55.1 56.2 3.94s 3.80s
5 111.4 112.6 7.08 d (8.5 Hz) 7.09 d (8.6 Hz)
6’ 118.5 119.1 7.50dd (85¢e 7.55dd (8.6 e 2.2
2.3 H2) Hz)

* 400 MHz, DMSO — d6.

Por meio do espectro de massas obtido no modo positivo (Apéndice —

Figura 38, pag. 76), obteve um ion em m/z 301.06 [M+H]*, assim pode determinar

a formula molecular como C16H120s.

5.6 - PURIFICACAO DA F.OH 20-21

A partir das condi¢cdes cromatograficas e programacdo de coleta ja

estabelecidas no equipamento de CLAE-Uv com coletor automatico isolou-se o

composto C.OH 1 com um tempo de retengéo proximo em 1,5 min (Figura 24).
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Figura 24 - Programacéao para a purificagao da F.OH 20-21
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A fracdo isolada foi submetida as analises espectrométricas, RMN H uni

e bidimensional, e espectrometria de massas.

5.6.1 - Elucidacéo estrutural do C.OH 1

O espectro de RMN de 'H (500 MHz, metanol-d4) (Figura 25) e expanséo
(Figura 26 e 27) da amostra C.OH 1, apresentou um conjunto de sinais
caracteristicos de hidrogénios ligados a sistemas aromaticos e olefinicos, além

de evidenciar hidrogénios anoméricos.
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Figura 25 - Representacdo do espectro de RMN *H para o composto C.OH 1

(500 mHz, 500 MHz, MeOD - d4)
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Figura 26 - Representacdo da expansao da regi

espectro de RMN *H para o composto C.OH 1 (500 mHz, 500 MHz, MeOD -

da)
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Figura 27 - Representagcao da expanséo da regiao de OCHs, OCHz, CH2 e H
anomérico do espectro de RMN *H para o composto C.OH1 (500 mHz, MeQOD -
d4)
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S&o observados sinais de hidrogénios olefinicos em dn 7.66 ppm (d, J =
16.0 Hz, 1H) que se acopla em configuracdo trans com o hidrogénio em &n 6.37
ppm (d, J = 16.0 Hz, 1H). Devido aos valores de deslocamento quimico dos
hidrogénios olefinicos, possivelmente, este sistema estd em conjugacdo com

grupos de efeito ressonantes.

Na regido de aromatico foram identificados dois anéis aromaticos, um anel
apresenta sinais em o1 7.20 ppm (d, J = 2.0 Hz, 1H), 61 6.81 ppm (d, J = 8.1 Hz,
1H) e 61 7.09 ppm (dd, J =8.0, 2.0 Hz, 1H), as constante de acoplamento indicam
hidrogénios em posicdes orto e meta, sendo trissubstituido. O outro anel
aromatico também trissubstituido apresenta sinais em dn 6.82 ppm (d, J = 8.1
Hz, 1H), &+ 6.74 ppm (d, J = 2.0 Hz, 1H) e 61 6.69 ppm (dd, J = 8.0, 2.0 Hz, 1H).

Os deslocamentos quimicos em &x 5.2 ppm (d, J=1.7 Hz, 1H) e dn 4.38
ppm (d, J=7.9 Hz, 1H) confirmam a presenca de duas unidades de
monossacarideos. O espectro também evidencia a presenca de dois grupos
metoxilas em dn 3.89 e dn 3.82 ppm, além de multipletos entre dn 3.4-4.0 ppm
que estao relacionados aos grupos metilénicos dos anéis de glicose e ramnose.

O deslocamento em &1 1.29 ppm refere-se ao grupo CHs ligado a ramnose.

64



As atribuicbes dos deslocamentos quimicos dos hidrogénios e dos
carbonos foram auxiliadas pelas correlagbes nos mapas de contornos gHSQC
(Apéndice — Figura 39, pag. 77) e gHMBC (Apéndice — Figura 40, pag. 77)
(Figura 28) e comparados com dados de Pendota (2015), sendo apresentados
na Tabela 8.

Figura 28 - Principais correlacdes observadas no gHMBC do C.OH 1

Tabela 8 - Dados de RMN 'H e 13C do C.OH 1 (500 MHz, MeOD - d4) comparados com Pendota
(2015).

Posicdao o¢c oc OH OH
(isolado) (PENDOTA 2015)* (isolado) (PENDOTA 2015)*

Aglicona

1 131.4 132.7 - -

2 116.8 116.8 6.74 d (2.1 Hz) 6.77 d (2.0 Hz)

3 - 146.9 - -

4 146.4 147.4 - -

5 112.8 112.6 6.83 d (8.1 Hz) 6.85d (8.2 Hz)

6 121.0 120.8 6.69dd (8.0e2.0Hz) 6.70dd (8.1 e 2.0 Hz)

7 36.3 36.3 2.831 (7.2 Hz) 2.821t (7.4 Hz)

8 72.1 71.5 4.06dd (16.9e7.6 4.04dd (17.0 e 7.2 Hz)

Hz); 3.75m 3.72dd (17.4 e 7.7 Hz)

9 56.3 56.4 3.81ls 3.80s
Glicose

1’ 104.3 103.9 4.38d (7.9 Hz) 4.45d (7.8 Hz)
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10”

76.1
81.3
70.7
75.9
64.4

102.7
71.7
12.2

70.4
18.3

126.4
111.6
148.6
116.5
124.2
147.2
115.0
167.2
56.6

76.3
79.6
70.3
76.0
62.4

101.9
72.3
72.1
73.7
69.5
18.6

127.5
1114
148.8
150.3
116.1
124.3
146.8
1154
167.2
56.4

3.401 (8.5 Hz)
3.82m
4.92 m
3.55m
3.57m

5.20d (1.1 Hz)
3.57m
3.91m
3.60m

1.10 d (6.2 Hz)

7.20 d (2.0 Hz)

6.81d (8.1 Hz)

7.09 dd (8.1 e 2.0 Hz)

7.66 d (16 H2)
6.37 d (16 H2)

3.89s

3.451t (8.4 Hz)
3.89m

4.93 (9.5 Hz)
3.56m
3.57m

5.31d (1.3 Hz)
3.54 d (3.2 HZ)
3.87m
3.33t(9.3 Hz)
3.65m
1.13d (6.2 Hz)

7.35d (1.9 Hz)

6.88 d (8.2 Hz)

7.16 dd (8.2 e 1.9 Hz)

7.66 d (15.9 H2)
6.43 d (15.9 Hz)

3.92s

*400 MHz, metanol - d4.

No espectro de massas ho modo positivo, obteve-se um ion molecular em

m/z 653.51 [M+H]* (Apéndice - Figura 41, pag. 78), com a férmula molecular

Cs1H40015. Os dados espectrométricos foram conclusivos para a elucidacéo

estrutural, podendo assim, confirmar a estrutura do fenilpropanoide glicolisado o

martinosideo.
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O isolamento e identificacdo do martinosideo e dos 2 alcaloides indolicos,
contribui para o estudo fitoquimico, sendo a primeira vez relatados para essa

espécie.
6 - CONCLUSAO

O estudo realizado com a casca do fruto da P. crucigerum foi monitorado
primeiramente por analises preliminares da composi¢éo quimica dos extratos. O
perfil quimico foi tracado através da triagem fitoquimica, que indicou a presenca
de uma variedade de metabdlitos, com destaque para os E.D e E.A os quais
apresentaram todas as classes de metabdlitos investigados (Taninos,
flavonoides, quinonas, terpenos e esteroides, saponinas e alcaloides).

Nos extratos E.H e E.D por meio do CG-EM compostos derivados de

lipideos, como acidos graxos e também compostos da classe de terpenos.

A utilizacéo de rede moleculares acelerou a desreplicacdo dos compostos
presentes na casca de P. crucigerum, viabilizando a realizacdo de identificacédo
de 15 compostos, sendo estes 3 iridoides glicosilados, 6 flavonoides, 1
isocumarina, 3 triterpenos, 1 saponina e 1 leonignana, alguns novos para essa

espécie.

Por meio do estudo fitoquimico foram isolados o flavonoide, diosmetina e
dois alcaloides inddlicos, o indol-3-carboxaldeido e o indol-3-acido carboxilico,
proveniente de uma fracdo do E.A e o isolamento do martinosideo, um
fenilpropanoide glicosilado obtido de uma fracdo do E.OH. O martinosideo e o0s
alcaloides inddlicos, até o presente estudo, ndo foram isolados nessas espécies.

A analise da composicdo quimica da P. crucigerum contribuiu para o
conhecimento quimico desta espécie, uma vez que sdo poucos relatos descritos

na literatura.

O potencial dessa espécie ndo pode ser descrito ainda por falta de testes

bioldgicos, os quais podem ser realizados em trabalhados futuros.
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APENDICE

Figura 29 - Mapas de contorno HSQC do composto F.A 6-1
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Figura 30 - Mapas de contorno HMBC do composto F.A 6-1
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Figura 31 - Espectro de massas de alta resolugdo (MS/MS) do composto F.A

6-1 com o ion precursor de 323.19 [2M + H]*
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Figura 32 - Mapa de contorno Cosy do composto F.A 6-2
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Figura 33 - Mapas de contorno HSQC do composto F.A 6-2
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Figura 34 - Mapas de contorno HMBC do composto F.A 6-2
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Figura 35 - Espectro de massas de alta resolugao (MS/MS) do composto F.A
6-2 com o ion precursor de 293.14 [2M + H]*
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Figura 37 - Mapas de contorno HMBC do composto F.A 6-3
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Figura 38 - Espectro de massas de alta resolu¢cdo EM/EM do F.A 6-3, ion
precursor m/z 301.06.
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Figura 39 - Mapas de contorno HSQC do composto C.OH 1
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Figura 40 - Mapas de contorno de HMBC do composto C.OH 1
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Figura 41 - Espectro de massas de alta resolugdo EM/EM do C.OH 1, ion
precursor m/z 653.51.
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Quadro 6 - Metabdlitos identificados da P. crucigerum através da combinacdo de redes moleculares - GNPS e EM/EM no modo positivo

Nimero/Classe Identificaco m/z Biblioteca m/z Experimental Aduto Massa exata EM/EM experimental
Iridoides

21 6-a-L-(3"- 693.20 693.51 [M + Na] 670.617 693.4664 (100%); 643.3669 (3%);

caffeoyl)rhamnopiranosilcatalpol 516.6578 (2%); 278.2654 (5%);

207.1346 (4%); 175.0576 (5%);

147.1109 (6%)

22 Scutellariosideo |l 531.15 531.40 [M + Na] 508.476 531.3871 (100%); 465.8432 (26%);
339.0784 (15%); 287.2312 (19%);

204.0904 (22%); 142.0814 (18%)
23 Scropheanosideo | 691.22 691.18 [M + Na] 668.645 691.1362 (100%); 283.0453 (2%);

268.9955 (2%); 209.0317 (1%)

Flavonoides

24 Hesperetina 303.09 303.08 [M+ H] 302.282 287.0510 (3%); 177.0553 (7%);
153.0212 (100%); 149.0597 (11%);

134.0597 (11%); 117.0376 (5%)
25 Diosmetina 301.06 301.07 [M +H] 300.266 286.0499 (16%); 258.0558 (100%);

229.0506 (11%); 153.0186 (6%)

26 Diosmina 609.19 609.21 [M+ H] 608.549 595.3303 (9%); 553.7827 (6%);

518.9896 (8%); 340.3413 (5%);
301.0724 (100%); 286.0504 (16%);

258.0525 (5%)

27 Acacetina 285.08 285.06 [M+ H] 284.267 285.0757 (4%); 270.0599 (8%);
242.0642 (100%); 153.0212 (27%)

28 5,6,7,8,3',4',5'-heptametoxiflavona 471.11 471.12 M + K] 432.425 333.1912 (5%); 303.4014 (10%);

242.2360 (9%); 172.1152 (100%);
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29

Isocumarina

30

Triterpenos

31

32

33

Saponina

Padmatina

Hidrangenol

Enoxolona

Acido ursdlico lactona

Acido oleanéico

301.07

257.08

471.35

455.35

439.36

301.06

257.06

471.35

455.36

439.36

[M - H20 + H]

[M + H]

[M + H]

[M + H]

[M-H20 + H]

318.281

256.257

470.694

454.695

456.711

116.0528 (10%)

301.0688 (64%); 286.0469 (100%);
258.0591 (25%); 223.0084 (10%);
172.8647 (13%); 153.0212 (10%)

239.0758 (25%); 228.0302 (26%);
211.0801 (30%); 201.0803 (45%);
165.0779 (100%); 153.0693 (38%);
133.8730 (50%); 128.0638 (22%)

471.3466 (13%); 425.3513 (40%);
317.2179 (8%); 271.2107 (27%);
253.1997 (23%); 235.1673 (20%);
217.1584 (41%); 189.1650 (100%);
175.1526 (42%); 147.1183 (49%);
133.1027 (29%)

409.3487 (10%); 391.3311 (2%);
255.2151 (23%); 215.1797 (54%);
203.1797 (52%); 189.1650 (100%);
173.1337 (43%); 159.1175 (66%);
147.1183 (74%); 133.1050 (72%);

119.0888 (39%)

319.0529 (6%); 253.1900 (9%);
203.1827 (100%); 189.1622 (58%);
147.1183 (72%); 135.1183 (38%);
119.0911 (25%)
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34 llexsaponina A 687.37 687.39 [M + Na] 664.833 687.3613 (100%); 669.3508 (19%);
551.2922 (8%); 412.9527 (6%);
282.0620 (5%); 237.1664 (4%);
201.9891 (11%)

Neolignanas

35 Isolicarina A 327.16 327.15 [M + H] 326.392 237.1097 (20%); 226.0824 (20%);
172.8620 (21%); 153.0718 (38%):;
137.0605 (100%); 127.0543 (31%);

115.0546 (21%); 103.0616 (9%)
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