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RESUMO

DIFERENCIAGAO QUIMICA DE ESPECIES DE Phyllanthus UTILIZANDO
TECNICAS HIFENADAS. Diversas espécies pertencentes ao género Phyllanthus
sdo amplamente empregadas na medicina tradicional, mesmo assim poucos
trabalhos sao reportados na literatura para algumas espécies como: P. tenellus, P.
caroliniensis e P. stipulatus. Ademais, os métodos oficiais de controle de qualidade,
especialmente os relacionados a autenticidade vegetal, sdo pouco especificos para
as espécies em analise. Desse modo, este trabalho reporta a caracterizagado quimica
“online” de extratos etandlicos de seis espécies de Phyllanthus por cromatografia
liquida acoplada a espectrometria de massas (LC-MS) e cromatografia liquida
hifenada a ressonancia magnética nuclear utilizando sistema automatizado de
extragdo em fase solida como interface (LC-SPE-NMR). O capitulo 2 discute a
classificagdo de amostras comerciais de Phyllanthus adquiridas em diversos
municipios brasileiros. A identificacao de diversos marcadores quimicos a partir de
amostras auténticas de cada espécie possibilitou a classificacdo das amostras
comercias. Os resultados obtidos demonstraram que estas sdo empregadas
incorretamente, em discordancia com o especificado em seus rotulos que as
classificavam como P. niruri, a maioria das amostras avaliadas eram P. tenellus.
Nenhuma foi classificada como P. niruri. O capitulo 3 discute o uso de métodos
estatisticos tanto no desenvolvimento do método cromatografico quanto no
tratamento dos dados de MS. O desenvolvimento do método foi realizado por meio
de planejamento experimental resultando em método rapido e com elevado numero
de bandas cromatograficas. A analise estatistica utilizando modelo de analise de
componentes principais (PCA) permitiu a inequivoca diferenciacdo das espécies e
apontou para dezenas de compostos responsaveis por tal. Através da interpretacao
dos dados de massas utilizando os analisadores de massas QqToF e IT, 22
compostos foram identificados, alguns dos quais nunca relatados na literatura. O
capitulo 4 descreve os resultados obtidos por LC-SPE-NMR para identificacao
inequivoca de metabdlitos secundarios presente no extrato etandlico de P. tenellus.
A utilizacao de interface automatizada de SPE facilitou o isolamento dos compostos
de interesse, eliminando a necessidade de utilizagdo de cromatografia semi-
preparativa. A interpretacao dos espectros de NMR possibilitou a identificagcdo de 8

compostos confirmando as estruturas postuladas por LC-MS.
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ABSTRACT

CHEMICAL DIFFERENTIATION OF Phyllanthus SPECIES USING HYPHENATED
TECHNIQUES. Several species of Phyllanthus genus are widely used in popular
medicine, even though very few phytochemical reports on species such as: P.
caroliniensis, P. stipulatus and P. tenellus are found in the literature. Furthermore, the
official reference quality control methods, especially those related with authenticity
assessment, are nonspecific for the species under analysis. Thereby, this work
reports on the online chemical characterization of the ethanolic extract of six
Phyllanthus species by liquid chromatography hyphenated to mass spectrometry
(LC-MS) and liquid chromatography hyphenated to nuclear magnetic spectroscopy
using automated solid phase extraction system, as interface (LC-SPE-NMR). The
chapter 2 discusses the classification of commercial Phyllanthus samples acquired
from different establishments in several Brazilian municipalities. The identification of
various chemical markers from authentic samples of each species allowed the
classification of commercial samples. The obtained results showed that they were
misused, in spite of their labels nominating them as P. niruri, the majority of the tested
samples were P. tenellus. None was classified as P. niruri. Chapter 3 discusses the
use of statistical models for the chromatographic method development and also for
the handling of MS data. Development of the method was carried out by
experimental design furnishing chromatographic runs with short analysis time and
high number of chromatographic bands. Statistical analysis using principal
component analysis (PCA) allowed the unmistakable differentiation of species and
pointed out to several of compounds responsible for this. Through the interpretation
of the MS/MS data, using the mass analyzers QqToF and IT-MS, 22 compounds had
their chemical structure elucidated, some of which have never been reported in the
literature. Chapter 4 describes the results obtained by LC-SPE-NMR for the
unequivocal structural elucidation of the secondary metabolites of the ethanolic
extract of P. tenellus. The use of automated SPE interface facilitated the isolation of
the compounds of interest, eliminating the need of using semi-preparative
chromatography. The interpretation of NMR spectra enabled the identification of 9

compounds confirming the structures inferred by LC-MS.
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CAPITULO 1
CAPITULO 1

1 - FUNDAMENTAGAO TEORICA

O reino vegetal sempre teve grande importdncia na medicina
tradicional de diversas culturas '?, o que consequentemente motiva interesse
cientifico e grande volume de pesquisas. Pesquisas envolvendo plantas medicinais
sdo bastante amplas, envolvendo diversos campos como fitoquimica, fitoterapia,
fitofarmacologia, fisiologia vegetal, ecologia vegetal e outros. Dentre estas a
fitoquimica tem grande importancia, pois relaciona-se com a caracterizagdo quimica
de metabdlitos presentes na complexa matriz que se constitui uma planta. Dessa
forma, a fitoquimica ndo pode ser um campo isolado pois a identificagdo de novos
compostos pode estar relacionada a diversos outros aspectos como terapéuticos,
fisiologicos, ecoldégicos e demais.

A descoberta de compostos inéditos atualmente ndo é uma tarefa facil,
sobretudo em vista do grande numero de compostos ja isolados. A abordagem
classica empregada em produtos naturais, de isolamento, purificagao e identificacéo
através de técnicas espectroscopicas, € um trabalho demorado e arduo e que requer
grande quantidade de material vegetal, além de consumir grandes volumes de
solventes organicos. Além disso, ndo raro conduz a resultados pouco satisfatérios,
como o isolamento de compostos conhecidos e/ou sem atividade terapéutica >.

Uma abordagem alternativa que evita o isolamento de compostos de
pouco interesse se denomina desreplicacao. Tal termo relaciona-se a identificacao
suficiente (completa ou parcial) de substancias presentes em extratos brutos ou
fragbes de produtos naturais por meio de perfis cromatograficos *°. A identificagcao
dos compostos € possivel devido a hifenagdo da cromatografia liquida (LC) a
técnicas de identificagdo de compostos organicos. Seguidos avangos tecnoldgicos
em cromatografia e espectroscopia, principalmente em relagdo a instrumentagao e
automacao, tém aumentado significativamente a utilizacdo dessa abordagem. As
técnicas hifenadas mais amplamente utilizadas sdo cromatografia liquida acoplada a
detector de arranjo de diodos e espectrobmetro de massas (LC-DAD-MS) e
cromatografia liquida hifenada a espectroscopia de ressonancia magnética nuclear
(LC-SPE-NMR) °.
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O uso de perfis cromatograficos aliado a tais técnicas espectroscopicas
e espectrométricas também pode ser utilizado no controle de qualidade de
fitoterapicos, especialmente na determinagdo da autenticidade das espécies

vegetais.
1.1 - DESREPLICACAO

A desreplicacédo € um atalho na descoberta de compostos inéditos e/ou
bioativos, no entanto, tal abordagem requer bom planejamento e conhecimento
prévio da amostra vegetal. Trabalhos de desreplicagdo envolvem etapas anteriores e

posteriores a analise propriamente dita, como as descritas abaixo.
1.1.1 - Etapas Preliminares

O primeiro passo constitui-se em boa revisao bibliografica para verificar
quais classes de compostos sdo mais comuns na espécie, género ou até familia. Se
existem estudos que correlacionem a espécie e, principalmente, compostos isolados
a determinada atividade biolégica. Enfim, se a espécie vegetal em questdo € uma
boa candidata para encontrar compostos de interesse °.

A partir dessas informagdes planeja-se 0 modo de extracdo. O preparo
do extrato vegetal é um ponto primordial, uma vez que as amostras vegetais sao
matrizes complexas e os metabdlitos de interesse como flavonoides, taninos,
antraquinonas, cumarinas, terpenos, saponinas e alcaloides, os quais comumente
estdo relacionados a atividade bioldgica, encontram-se em concentracdes inferiores
a macromoléculas como carboidratos, lipideos, proteinas e acidos nucleicos.

De modo geral os extratos utilizados em estudo de desreplicagdo sao
aqueles mais abrangentes, mais representativos da totalidade dos compostos da
espécie vegetal. Além disso, os processos extrativos a frio normalmente séao
preferiveis, pois preservam a integridade dos compostos presentes no extrato
sendo comuns métodos de maceragado e maceragao sob agitagdo. Os solventes de
extracdo como metanol e etanol sdo muito utilizados, visto que possibilitam a
extragdo de diversas classes de compostos em quantidades maximizadas 2. No

entanto, a grande diversidade de classes de compostos, por vezes presentes em
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produtos naturais com distintas propriedades de polaridade, caracteristicas acido-
base e massa molar, requerem a utilizacdo de solventes mais especificos que
direcionem quais classes de compostos serdo extraidos e em qual extensdo °'".
Solventes de diferentes polaridades podem ser utilizados quando se deseja classes

especificas de compostos, como demonstrado na TABELA 1.1.

TABELA 1.1 - Classes de compostos geralmente extraidos por solvente. Adaptada a
partir de Cechinel e Yunes, 1998 e Pereira, 2012.".

Solventes Classe de metabdlitos secundarios

Eter de petréleo e hexano Lipideos, ceras, pigmentos
furanocumarinas

Tolueno, diclorometano e cloroformio Alcaloides (base livre), antraquinonas
livres, Oleos volateis e glicosideos
cardiotdnicos

Aceto de etila e n-butanol Flavonoides, cumarinas

Etanol e metanol Heterosideos em geral

Misturas hidroalcodlicas Agliconas, ceras, sapogeninas, iridoides e
sesquiterpenos

Agua Saponinas e taninos

Agua acidificada Alcaloides na forma de sal

Agua alcalinizada Saponinas

Por vezes somente o processo extrativo ndo é suficiente para a
selecao dos compostos de interesse e retirada de interferentes, sendo necessario
um passo posterior de fracionamento. O fracionamento pode ser realizado por
técnicas de extragdo liquido-liquido (LLE), extracdo em fase solida (SPE) e
cromatografia de contracorrente (CCC). Dentre essas a mais utilizada ¢ SPE em
face de suas vantagens, como maior recuperagao, pré-concentracao eficaz, menor
quantidade de solvente organico, facilidade de operagcdo e maior possibilidade de
automacéo ™. Tratamentos por SPE s&o aplicados em trabalhos de desreplicacdo

especialmente na remocao de clorofila.

1.1.2 - Etapa Analitica

Desreplicagdo usualmente envolve a utilizaggdo de técnicas
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cromatograficas como cromatografia gasosa (GC) '*'° ou cromatografia liquida (LC),
a saber cromatografia em camada delgada (TLC)''®, cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC) e cromatografia de ultraeficiéncia (UHPLC) "'°. Destacam-se as
duas ultimas devido a capacidade de propiciar analises rapidas com alta resolucéo,
precisdo, exatiddo e robustez **%'. Elas apresentam grande versatilidade
possibilitando a separagdo de ampla variedade de compostos com propriedades
fisico-quimica distintas, em face da possibilidade de utilizagdo de diferentes modos
de eluigao e disponibilidade de grande diversidade de fases estacionarias %%,

Ademais, analises rapidas minimizam custos operacionais, maximizam
0 aproveitamento de recursos técnicos e humanos e privilegiam a sustentabilidade
em consonancia aos conceitos de quimica verde .

Como explicado acima, plantas medicinais sdo matrizes complexas e
os métodos de extracdo geralmente empregados sao bastante abrangentes, de
modo que € necessario o0 desenvolvimento de um método cromatografico
representativo da totalidade dos compostos quimicos presentes na amostra e com
alta eficiéncia de separacao. A obtencio de tais métodos ndo consiste em tarefa de
facil realizagdo, no entanto a disponibilidade de grande variedade de fases
estacionarias derivadas aliada a novas tecnologias na confecgao destas, reduzindo
significativamente o tamanho das particulas, tem facilitado o desenvolvimento de
analises cromatograficas rapidas com ganho de eficiéncia e resolugéao
cromatografica 4%,

A obtencédo de métodos rapidos, de alta eficiéncia e resolugao exigem,
sem duvida, desenvolvimento adequado e racional. Comumente utiliza-se uma
abordagem wunivariada, a qual consiste na alteragdo de uma unica variavel
cromatografica por vez verificando seu impacto na separagéo. Ao descobrir a melhor
condicdo para determinada variavel, verifica-se a préxima e assim por diante. Essa
abordagem nao raro leva a métodos cromatograficos com baixa eficiéncia e/ou
resolucdo. Uma alternativa é a utilizacdo de planejamento experimental, a qual
permite alteragdo conjunta de diversas variaveis cromatograficas, avaliando as suas
interagcdes. Existem hoje alguns programas computacionais que permitem a
automaticao do planejamento experimental e a analise multivariada dos resultados,
o que facilita o desenvolvimento, mas ndo exclui a necessidade de conhecimento

cromatografico %°.
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Os avangos tecnoldgicos aliados ao racional desenvolvimento de
métodos cromatograficos possibilitam a obtencdo de perfis cromatograficos com
elevado numero de bandas cromatograficas, que somadas as técnicas de
espectrométricas de deteccdo possibilitam a identificagdo “online” de ampla
variedade de compostos, inclusive isdbaros e diastereoisdbmeros.

Dentre as técnicas de identificagdo comumente acopladas a
cromatografia liquida estdo a espectrofotometria de UV, espectrometria de massas
(MS) e espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (NMR). A identificacéo
"online" dos metabdlitos secundarios é obtida por meio da interpretacdo dos
diferentes dados espectrais. Uma abordagem utilizada consiste na caracterizagcao
preliminar dos metabdlitos por meio da interpretacdo dos dados do MS (razdo
massa/carga (m/z) e perfil de fragmentacéo) e espectros de absorg¢ao no ultravioleta
(UV). Em etapa seguinte, analises por LC-NMR sdo empregadas visando
informagdes estruturais mais detalhadas daqueles compostos nao identificados
satisfatoriamente pelas informacées de UV e MS ou daqueles que apresentaram
atividade em ensaios bioldgicos.

Embora as técnicas espectroscépicas acima sejam as mais
empregadas, existem trabalhos de hifenagdo de LC a espectroscopia de
infravermelho (IR) #?® e ao dicroismo circular (CD) #3°, que também fornecem

informagdes estruturais importantes.

1.1.3 - Etapa de Interpretacao

A espectrometria de massas € uma das principais ferramentas
utilizadas na identificagdo de compostos em produtos naturais. No entanto, o
trabalho de interpretacdo dos dados de MS/MS, especialmente para novos
compostos, € sobretudo desafiador. Nesse sentido, o uso de bibliotecas de
espectros de massas facilitam em muito esse trabalho. Existem extensas bibliotecas
de espectros para ionizagdo eletrénica (El), usado em GC-MS. Todavia, o
acoplamento de LC com MS ¢é realizado utilizando-se interfaces brandas de
ionizagdo, como electrospray (ESI) ou fonte de ionizacdo a pressdo atmosférica
(APCI). Ademais, em espectrometria de massas sequencial os espectros de

fragmentagao sao obtidos por dissociagao induzida por colisédo (CID), os quais nao
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sdo comparaveis aos espectros por ionizagdo eletronica (El) 3'. As bibliotecas por
CID sao poucas e pequenas quando comparadas as bibliotecas de EI. Como
exemplo, a NIST, a mais extensa biblioteca, apresenta para El espectros de 242.466
compostos quimicos, enquanto que a biblioteca de espectrometria de massas
sequencial (MS/MS) apresenta 193.119 espectros para somente 8.351 moléculas *.
A MASSBANK, outra base de dados, compartilha gratuitamente os dados de
espectrometria de massas fornecidos pela comunidade cientifica e apresenta
atualmente um total de 41.092 espectros, incluindo espectros de El e MS/MS *,
Apesar do aumento constante dessas bases de dados, a cobertura destas
bibliotecas esta longe de cobrir a imensidao de compostos existentes. A utilizagao
dessas bibliotecas também é limitada devido a grande quantidade de variaveis
experimentais como tipo de analisadores, tipo de gas de colisdo, energia colisédo e
outras que diminuem a reprodutibilidade dos espectros obtidos, dificultando a
interpretacdo dos dados. Nesse sentido existem softwares que buscam em
bibliotecas de compostos como KEGG **, PubChem * e ChemSpider * substancias
quimicas de mesma massa exata do ion precursor e comparam 0S espectros
experimentais com espectros preditos por algoritimos computacionais, elencando os
possiveis compostos por similaridade *. O inconveniente dessas ferramentas é que
sua utilidade esta restrita aos analisadores de massa de alta resolugdo e nem
sempre suas predicdes sdo exatas, embora sejam guias interessantes na elucidagéo

estrutural.

1.2 - TECNICAS HIFENADAS

A cromatografia liquida hifenada a técnicas de identificagdo como DAD,
MS e NMR sdo as principais técnicas espectroscépicas utilizadas em trabalhos de
desreplicacdo, assim, nas secdes abaixo serdo abordadas as peculiaridades,
limitagdes e vantagens de cada técnica especialmente para identificacao "online" de

metabolitos secundarios.

1.2.1 - LC-DAD

O DAD é um dos detectores mais amplamente utilizados em LC. Na
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identificacdo "online" de metabdlitos secundarios seu emprego isolado nao fornece
informagdes suficientes para identificacdo de compostos, no entanto, sé&o
geralmente utilizados de forma hifenada a outros detectores, como em LC-DAD-MS
e LC-DAD-NMR. Espectros de UV auxiliam na identificacdo de grupos cromoforos
tipicos de diversas classes de metabdlitos secundarios presentes em produtos
naturais. Adicionalmente, a utilizagcdo de LC-DAD com derivagao poés-coluna pela
adicao de reagentes de deslocamento, como base fraca de acetato de sédio e
solugdes neutra e acida de cloreto de aluminio, auxilia na determinacédo da posigao

de substituintes na molécula, como a localizagado de grupos hidroxilas em polifendis

31,38

1.2.2 -LC-MS

A espectrometria de massas fornece muitas informagdes estruturais
que permitem sobretudo a identificagdo de compostos ja conhecidos, todavia nao
conduz a uma caracterizagdo inequivoca, havendo, muitas vezes, duvidas sobre
aspectos estruturais como posigao de substituinte, insaturages e configuragao®.

Existe atualmente grande diversidade de analisadores de massas, no
entanto para identificacdo "online" de compostos sédo preferiveis aqueles que
apresentam as seguintes vantagens: boa detectabilidade em experimentos de ions
totais, poder de resolucdo de massas, exatiddo e capacidade de realizar
experimentos de fragmentagao sequencial em dois (MS?) ou mais estagios (MS").

Experimentos de fragmentacdo sequencial podem ser realizados em
varios analisadores como triplo quadrupolo (QgqQ) e armadilha de ions (IT), e
também em espectrometros hibridos como quadrupolo - tempo de voo (QqToF) e
QqLIT (quadrupolo — armadilha de ions linear) e LTQ-OrbiTrap“.

Analisadores Q@gQ sdo reconhecidos por apresentarem alta
detectabilidade em experimentos de MRM (monitoramento de reagcdo multipla) e
SRM (monitoramento de reacdo selecionada), o que os tornam excelentes
analisadores para quantificagdo. No entanto, ndo apresentam grande detectabilidade
em experimentos de ions totais, o que inviabiliza a visualizagédo geral da amostra “.
Tal limitacéo dificulta o emprego desse analisador na identificagdo "online”, mas nao

exclui totalmente sua utilidade. Analisadores QqQ podem ser uteis em etapas
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posteriores de ensaios de desreplicagdo, desde que haja conhecimento prévio das
relagcbes massa/carga (m/z) presentes no cromatograma, obtidas por meio de outro
analisador de massa com boa sensibilidade em experimentos de ions totais.
Selecionando esses ions, experimentos de ions produtos podem ser realizados.
Outros experimentos como perda neutra e ions precursores podem fornecer
importantes informagdes estruturais *'.

Outro tipo de espectrémetros de massas largamente utilizado sao os
espectrémetros de baixa resolugao do tipo IT. Estes podem ser esféricos ou lineares.
As vantagens destes analisadores s&o a capacidade de concentrar ions dentro da
armadilha de ions, aumentando consideravelmente a detectabilidade em
experimentos de ions totais, e a realizacdo de fragmentagcbes sucessivas de ions
produtos, confinados na armadilha, concentrando e expondo-os novamente a colisdo
em fase gasosa *°*'. Espectrometros IT podem realizar fragmentagbes sucessivas
(MS/MS, MS?, MS*), chegando teoricamente a fragmentagdes sequenciais da ordem
de MS™ # Entretanto, somente nimero limitado de ions pode ser analisado
simultaneamente (10-30), devido a repulsdo de cargas no espago e a possibilidade
de reacdes entre ions e moléculas, que diminuem a detectabilidade e a qualidade
dos espectros de fragmentagdo. Outra restricdo € que somente ions com m/z
maiores que um terco da massa do ion precursor podem ser eficientemente retidos
41, Apesar dessas limitagbes, existem diversos estudos de identificagdo "online" de
compostos utilizando espectrometros [T+,

Além dos espectrometros citados, existem os analisadores hibridos
como o quadrupolo/armadilha de ions linear (QqLIT). Esta plataforma apresenta trés
quadrupolos, no qual o ultimo funciona como uma armadilha de ions linear onde os
ions sdo ejetados axialmente. Esta configuragdo aumenta significativamente a
detectabilidade em experimentos de ions totais e ions produtos e, ao mesmo tempo,
mantém as funcionalidades do triplo quadrupolo, como experimentos de MRM e
perda neutra constante. A maior sensibilidade dos analisadores LIT em comparacao
aos IT's esféricos decorre do maior espacgo para reter os ions, diminuindo a repulsio
das cargas. Também os processos de isolamento e fragmentagao nao ocorrem todos
dentro da armadilha, assim os ions de m/z menores que um terco da massa do ion
precursor sdo analisados sem dificuldades “°*'.

Neste contexto, os analisadores por tempo de voo (ToF) apresentam
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diversas vantagens, como a alta resolugéo (aproximadamente 10.000) e exatidao
(geralmente menor que 2mDa), o que permite identificar as formulas moleculares de
cada composto presente no cromatograma. Equipamentos mais modernos podem
apresentar resolugdo superior a 75.000 e exatiddo de massa sub-ppm.
Adicionalmente, experimentos de ions produtos (MS/MS) podem ser realizados por
processos de ionizagdo que causam a fragmentagcado na propria fonte de ionizagao
ou utilizando analisadores hibridos como QqToF, no qual o segundo quadrupolo é a
célula de colisdo***'. A alta sensibilidade, poder de resolugdo de massas, exatiddo e
aquisicdo de espectros de fragmentagdo tornam os analisadores do tipo ToF muito
uteis em experimentos de desreplicagao.

Por ultimo, destaca-se o espectrometro de massas tipo OrbiTrap™, um
espectrometro hibrido (LTQ — °*™"™) que reline as vantagens do analisador LIT
com a alta resolugdo e exatiddo. O OrbiTrap™ apresenta alta resolugdo (até
150.000) e exatidao (sub-ppm), o que possibilita a identificacdo da férmula
molecular. O LTQ-OrbiTrap apresenta vantagens sobre o QqgToF, pois apresenta

maior detectabilidade, poder de resolugéo de massas e exatiddo “**'.

1.2.3 - LC-NMR

As técnicas hifenadas de LC-DAD e LC-MS sem duvida fornecem
importantes informacdes estruturais, contudo nem sempre propiciam uma
identificacdo inequivoca, especialmente para compostos inéditos. Por outro lado, o
NMR com sua grande diversidade de experimentos uni e bidimensionais pode
fornecer informagdes mais completas e elucidativas *’“¢. Qutra vantagem é que o
NMR é uma técnica nao seletiva de deteccdo, ou seja, todo composto que
apresentar isétopos com spin diferente de zero (no caso de LC-NMR especialmente
hidrogénio) sera detectado desde que em concentragbes acima do limite minimo de

deteccdo do equipamento '

. A desvantagem reside na menor detectabilidade
quando comparada as outras técnicas espectroscépicas, embora o0s avancgos
tecnolégicos de magnetos supercondutores cada vez mais potentes e de

749 Tais

criossondas tenham aumentado significativamente a detectabilidade
avangos permitem a realizagdo de experimentos de '"H NMR com algumas centenas

de nanogramas de amostras e poucos microgramas para experimentos mais
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complexos .

O fato do NMR ser uma técnica nao seletiva de detecgcao representa
um obstaculo no acoplamento do LC ao NMR. Os solventes utilizados em LC
apresentam sinais muito mais intensos que os compostos analisados devido a sua
maior abundancia, o que requer, necessariamente, a utilizacdo de sequéncia de

pulsos para supressdo destes sinais '

. A supressao dos sinais dos solventes
distorce o espectro de NMR e pode suprimir sinais importantes dos compostos de
interesse. Nesse sentido, podem-se usar solventes deuterados, como agua, no
entanto a utilizagdo de acetonitrila e metanol deuterados na cromatografia é
impeditivo devido ao alto custo. Uma abordagem para diminuir os problemas da
supressao é a utilizacdo de dois sistemas de solventes, como acetonitrila/D.O e
metanol/D,0. Nesse caso € possivel avaliar todos os sinais do NMR, pois os sinais
dos solventes nédo deuterados apresentam deslocamentos quimicos distintos °'.

A hifenacao entre o LC e o NMR é realizada principalmente de 4 modos
distintos que sdo: vazado continua, vazado parada, armazenamento em al¢ca de
amostragem e em cartuchos de extragdo de fase solida (SPE).

Em vazao continua, a aquisicdo dos espectros de NMR ¢é simultanea a
corrida cromatografica. Em face do tempo reduzido de permanéncia do composto na
regido da bobina, este modo apresenta baixa detectabilidade o que dificulta a
realizagéo de experimentos mais demorados, como heteronucleares e 'H-NMR com
analitos em baixa concentragdo. Ademais, em eluigdo gradiente ocorre a variagéo
nos deslocamentos dos sinais do solvente, o que exige a redefinicdo da frequéncia
do sinal de pré-saturacdo a cada intervalo de tempo. Essas limitagbes restringem,
geralmente, a analise em vaz&o continua a estudos de triagem que sao seguidos por
experimentos em vazao parada *.

No modo de vazado parada, as bandas cromatograficas sao
sequencialmente transferidas para a sonda apés detecgao por UV ou MS, sendo o
fluxo interrompido no momento em que o composto se encontra na regido de
detecgao. Dessa forma, experimentos que demandam mais tempos podem ser
executados. Todavia a interrupgado temporaria da vazdo causa alargamento das
bandas cromatograficas seguintes, diminuindo a eficiéncia cromatografica e
contaminando compostos com tempos de retencao proximos. O alargamento ocorre

devido a difusdo dos compostos e, nos casos de eluicdo gradiente, pela difusdo das
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moléculas dos solventes alterando a for¢a do gradiente ao longo da coluna. O modo
de vazao parada nao exclui a necessidade de sequéncias de pulsos para supressao
dos sinais dos solventes nao deuterados, contudo, a definicdo da frequéncia do sinal
de pré-saturacdo € mais facil, visto que ndo ha alteragdo da composicdo dos
solventes *7“8,

Os modos de hifenagao diretos descritos acima apresentam uma série
de limitagdes. No intuito de contorna-las foram desenvolvidas interfaces para acoplar
o LC ao NMR. Entre elas as algas de amostragem sao utilizadas para armazenar os
compostos separados cromatograficamente e depois transferidos para o NMR.
Nesse sistema, a sonda de fluxo pode ser lavada entre os compostos analisados,
evitando contaminagdes cruzadas *'.

O acoplamento entre o LC e o NMR também pode ser realizado por meio de
uma interface automatizada de SPE. O LC-SPE-NMR apresenta como vantagem o
uso exclusivo de solventes deuterados nas analises de NMR, facilitando a supresséao
do sinal do solvente ou até mesmo tornando-a desnecessaria, e permite o acumulo
de multiplas corridas cromatograficas concentrando os analitos, o que possibilita a
aquisicao de espectros de alta qualidade em pequenos intervalos de tempo. Nesse
modo, os compostos ndo sao diretamente eluidos para a sonda do NMR, mas sim a
um pequeno cartucho de SPE onde o analito é retido. Os cartuchos sao entao secos
com N, e os compostos sdo dessorvidos com solventes deuterados, como CD;CN,
CD;0OD, CDCl; **%2%, Alinterface automatizada de LC-SPE-NMR utiliza cartuchos (10
x 2 mm) geralmente preenchidos por resinas poliméricas de polidivinilbenzeno ou
poliestireno. O maximo de retengdo com pequena largura da banda cromatografica
no topo do cartucho é o desejado. No entanto, a forca da fase moével advinda da
eluicdo cromatografica dificulta tal reten¢do, sendo necessaria a diminuigéo da forga
eluotrépica da fase mével, a qual é obtida com o auxilio de uma bomba secundaria
pos-coluna que opera com agua a vazao trés vezes acima da vazao cromatografica.
Mesmo com a diminuigdo da forga eluotropica, de modo geral, os cartuchos de
polidivinilbenzeno/poliestireno ndo retém os compostos de maior polaridade. Por
outro lado, os compostos mais apolares dificimente sao dessorvidos. Assim,
dependendo das propriedades quimicas dos compostos em analise, € necessaria a
escolha de cartuchos com outras fases estacionarias, como cianopropil, etil, octil,

octadecil silicas, além de fases poliméricas de troca catidnica ou aniénica.
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Nos modos indiretos de analise € comum nao usar a sonda de fluxo e a
dessorcao dos compostos retidos sao realizadas manualmente para os tubos de
ressonancia. Esse procedimento € realizado para haver melhor aproveitamento de
tempo de maquina para outros experimentos independentes do LC, e devido a
dificuldade de instalacao e desinstalacdo constante da sonda.

Mesmo com o advento de novas tecnologias que aumentaram a
detectabilidade do NMR e a utilizagdo da interface de SPE com concentracao de
compostos, ainda existe a dificuldade de aliar ambas as técnicas. A sensibilidade do
NMR ndo acompanhou os avangos tecnolégicos em LC, que tendem cada vez mais
a miniaturizagao, ou seja, menores colunas, menores particulas, menor capacidade
de carga, que consequentemente exigem alta sensibilidade. A interface de LC-SPE-
NMR ainda apresenta limitagdo de tempo no sistema automatizado de selegéo de
cartuchos de SPE, ndo conseguindo trocar os mesmos em velocidade suficiente
para aprisionar compostos com tempos de retengcdo muito préximos, como acontece

em UHPLC ou para separagdes utilizando colunas de nucleo fundido.

1.3 - OBJETO DE ESTUDO

As espécies vegetais estudadas nesse trabalho pertencem ao género
Phyllanthus, sendo estas as espécies P. amarus, P. caroliniensis, P. niruri, P.
stipulatus, P. tenellus e P urinaria. A escolha dessas espécies deve-se aos seguintes

aspectos:

1. Botanicos. A classificagdo taxondmica desse género € bastante complicada e
sujeita a erro de interpretagoes;

2. Terapéuticos. As espécies pertentes ao género Phyllanthus sdo amplamente
utilizadas na medicina tradicional, sendo relatados diversos estudos
farmacoldégicos, principalmente no tratamento de urolitiases.

3. Fitoquimicos. A literatura fitoquimica desse género é extensa, no entanto
existem poucos trabalhos para espécies como P. caroliniensis, P. stipulatus e
P. tenellus.

4. Oficiais. P. niruri e P. tenellus constam na farmacopeia brasileira ***°, no

entanto, os métodos de autenticidade vegetal sdo pouco especificos e
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sujeitos a interpretagbes equivocadas.

1.3.1 - Aspectos Botanicos

Diversas espécies do género Phyllanthus sdo conhecidas
popularmente como quebra-pedra. Este género faz parte da familia Phyllanthaceae
que abrange mais de 2000 espécies distribuidas em 59 géneros .

O género Phyllanthus é o principal da familia, possuindo 750 espécies.
Sua distribuicdo é bastante ampla, predominando em areas tropicais, como é o caso
do Brasil, onde ocorrem 107 espécies °~*°.

As espécies de quebra-pedra sao especialmente conhecidas por
crescerem em todo tipo de solo, como fendas de calgadas, terrenos baldios, quintais
e jardins. Sdo semiperenes, ou seja, vegetam por um periodo de 3 a 4 anos,
crescendo especialmente nos periodos chuvosos. Seu porte geralmente € herbaceo,
contudo existem algumas espécies arbdéreas de pequeno porte e arbustos. De modo
geral, medem cerca de 40 a 80 cm, apresentam ramificacdo filantoide e glabra.
Possuem folhas simples, membranaceas, medindo até 1 cm de comprimento e
dispostas em ramos em semelhanca a folhas compostas. Suas inflorescéncias sao
cimosas, axilares, paucifloras, as vezes reduzidas a uma unica flor e viradas para
baixo. As flores sdo gamossépalas, com discos nectariferos usualmente
segmentados. Os frutos sdo capsulas tricocas com aproximadamente 1 mm de
didmetro e com sementes geralmente trigonas e ornamentadas 5.

A classificagdo taxon6mica desse género é bastante complicada e
sujeita a erros de interpretacao. A utilidade do uso das caracteristicas das flores é
limitada devido ao tamanho reduzido e pouca variagcdo morfolégica entre espécies.
Dessa forma, o principal aspecto de classificagcdo € a distribuicdo espacial dos
ramos e das flores masculinas e femininas, aliado a morfologia das sementes, uma
vez que nao existem espécies com a mesma combinagao de tamanho e padrao de
ornamentagéo °'.

Conforme a 5% edicdo da Farmacopeia Brasileira a droga vegetal
popularmente conhecida como erva-pombinha, quebra-pedra e falso-quebra-pedra é
constituida por folhas e ramos secos de Phyllanthus niruri e suas subespécies,

Phyllanthus niruri ssP. niruri L. e Phyllanthus niruri ssp. lathyroides (Kunth) G.L.
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Webster, e Phyllanthus tenellus Roxb ***°.

As caracteristicas morfolégicas sdo os principais determinantes na

distincdo das duas espécies, destacando-se a forma e tamanho das folhas,

caracteristicas das flores e frutos além da coloragdo do caule®*®. Na TABELA 1.2

encontram-se as principais caracteristicas morfolégicas para diferenciagdo das

especies de Phyllanthus.

TABELA 1.2 - Principais caracteristicas morfolégicas para diferenciagdo das

espécies oficiais de Phyllanthus no Brasil ®.

P. niruri

P. tenellus

Disposicao
folhas

das Imbricadas

Disticas

Forma das folhas

Laminas oblongo-elipticas,
apice arredondado e base
assimétrica

Laminas largo-obovaladas,
apice obtuso e base aguda

Estipulas 2 estipulas lineares- 4 estritas e triangulares de
lanceoladas de 1,5 cm de 1 mm com  matizes
altura sendo uma maior vermelhos

Sépalas 5 sépalas longo-ovaladas e 5 sépalas suborbiculares

obtusas nas flores
masculinas e 5 sépalas
obovaladas sem margem
branca nas flores femininas

nas masculinas e 5 sépalas
estreito-obovaladas  com
margem branca nas flores
femininas

Flores masculinas

3 estames e pedunculo de
3 mm

5 estames e pedunculo de
1 mm

Pélen Perpolado Esférico
Fruto Capsula globosa deprimida Capsulas triangulares
dorsiventralmente com 4
mm de didmetro e 2 mm de
altura, com sépalas e
estigmas persistentes
Ramo Lisos e de coloracao verde Ramos com pelos
glandulares e estrias

longitudinais. A base de
cada ramificacao possui 3
estipulas triangulares

1.3.2 - Aplicagdes Terapéuticas e Estudos Farmacolégicos
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As espécies do género Phyllanthus sdo extensamente utilizadas na
medicina tradicional especialmente no tratamento litiase renal e como diurético.
Contudo a utilizagdo popular de quebra-pedra ndo se restringe somente a tais
enfermidades, sendo administrado também como analgésico, antiespasmadico,
relaxante muscular e antisséptico das vias urinarias, colagogo, galactagogo,
hipoglicemiante, eupépticos, antimenorragico, antitussigeno e no tratamento de
ictericia, hipertensao, cistite, hepatite B, afec¢des da pele, resfriados, gota,
gonorreia, constipacao, dispepsia e disenteria. Deve ser dito, no entanto, que ndo ha
estudos farmacoldgicos que comprovem todos os usos populares 506359,

Entre os estudos farmacologicos publicados com Phyllanthus

destacam-se as pesquisas com P. niruri especialmente as relacionadas a urolitiase:

1.3.2.1 - Experimentacao in vitro

Barros et. al " analisaram o efeito do extrato aquoso de P. niruri sobre
a cristalizagao in vitro de oxalato de calcio em urina de ratos e humanos. Embora o
extrato de P. niruri ndo tenha inibido a precipitacdo e formado ainda mais cristais, os
mesmos foram significativamente menores. A agregacao e o crescimento de cristais
apos 24 horas de cristalizacdo foram inibidos demonstrando que o extrato de
Phyllanthus provavelmente interfere nos estagios iniciais da formagao dos calculos
podendo assim representar uma alternativa no tratamento e/ou prevencdo de
urolitiase.

" avaliaram a atividade inibitoria de extrato

Murugaiyah e Chan
metandlico de P. niruri e suas subfragcdes sobre xantina oxidase. O extrato inibiu
moderadamente a xantina oxidase, apresentado uma concentrac&o inibitoria (ICso)
de 39,39 pg/mL. O fracionamento do extrato metandlico aumentou a atividade
inibitdria, ficando as fragdes 3 e 4 com atividade inibitéria de 59,1 e 65,0%
respectivamente.

Rodgers et al. ™

avaliaram o efeito do extrato aquoso de Phyllanthus
niruri (7,5 mg/mL) sobre a cristalizacdo de oxalato de célcio em urina sintética,
incubadas por 2 horas a 37 °C. A cristalizagdo foi monitorada levando em conta os

fatores taxa de nucleacdo e crescimento, e tamanho dos cristais de oxalato de
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calcio. A presenca de extrato de P. niruri ndo reduziu o tamanho dos cristais, contudo
diminuiu a taxa de crescimento dos cristais e aumentou a velocidade de nucleacéo.
Este ultimo efeito se constitui um mecanismo de protecao, pois diminui a saturagao
pela rapida formagdo de pequenos cristais. Ramsout et al. > em estudo similar com
P. niruri, usando tanto urina sintética como real, observaram que a reducio na taxa
de crescimento e menores quantidades de agregados de cristais ocorreram somente
em urina sintética. Assim, estes autores sugerem dessa forma cuidado ao extrapolar

os resultados da urina sintética para condigdes clinicas.

1.3.2.2 - Estudos Pré-Clinicos

Freitas et al. " verificaram inibicdo na formacao de cristais ao avaliarem
urolitiase induzida por oxalato de calcio em ratos tratados com o extrato aquoso de
P. niruri (1,25 mg/mL por 42 dias). Verificou-se que n&o houve alteragdo na excregéo
de calcio e oxalato. Assim, sugeriram que o extrato de P. niruri nao interfere no
transporte tubular destas substancias, de modo que a inibicdo da cristalizagao
independente dos elementos litogénicos. Nao houve alteragdo também na excrecgao
de citrato e magnésio, indicando que o efeito antilitogénico ndo € mediado por esses
inibidores.

Murugaiyah e Chan "' avaliaram o efeito do extrato metandlico de P.
niruri sobre a excregdo de acido urico em ratos com hiperuricemia. O trabalho
demonstrou que o extrato de P. niruri, quando administrado intraperitonialmente,
aumentou 1,69 vezes a excregao de acido urico, enquanto que as lignanas isoladas
do extrato, filantina, hipofilantina e filtetralina, aumentaram a excregao de acido urico
em uma razao de 2,51, bem como aumentaram a depuracdo 11 vezes, quando
comparados aos ratos controles. As lignanas apresentaram também fraca inibi¢cao in
vivo da xantina oxidase (10 mg/Kg). Os autores concluiram que o efeito do extrato
de P. niruri deve-se principalmente a atividade uricosurica e parcialmente pela
inibicdo da xantina oxidase, enquanto que o efeito das lignanas deve-se
exclusivamente a acio uricosurica.

Barros et al. " avaliaram o efeito do extrato aquoso de P. niruri em
calculos pré-formados induzidos pela introducéo de oxalato de calcio na bexiga de

ratos. O tratamento com extrato de Phyllanthus (5 mg/rato/dia) foi iniciado
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imediatamente ou depois de 30 dias. Os animais foram sacrificados 50 ou 70 dias
depois da cirurgia inicial, e a analise dos calculos nos animais tratados
precocemente demonstrou redugao significativa no numero (75%, p < 0,05) e na
massa (65%, p < 0,05) dos mesmos. O tratamento iniciado apos 30 dias, embora
nao tenha evitado o crescimento dos calculos modificou o0 aspecto dos mesmos, pois
aparentavam-se mais suaves e homogéneos quando comparados com os calculos
espinhosos presentes nos animais nao tratados. Analises por difracdo de raio-X
demonstraram que n&o houve alteragdes na composi¢cao da estrutura cristalina dos
calculos, sugerindo que o extrato interfere no arranjo cristalino, modificando as
interagbes cristal matriz. Os resultados obtidos sugerem um grande potencial
terapéutico da espécie P. niruri no tratamento de casos de urolitiase por deposi¢cao

de oxalato de calcio.

1.3.2.3 - Estudos Clinicos

Nishiura et al. " realizaram estudos clinicos em pacientes com calculos
renais de ambos os sexos (39 homens e 30 mulheres) e com idade de 38 £ 8 anos.
Esses foram tratados com capsulas de extrato aquosos liofilizados (capsulas de 450
mg contendo 2% do extrato, trés vezes ao dia) durante 3 meses. Os pacientes foram
avaliados a cada 24 horas, analisando os seguintes parametros bioquimicos: calcio,
acido urico, sédio e potassio séricos, e calcio, acido urico, citrato, magnésio, oxalato,
sédio e potassio urinarios. Os calculos renais foram diagnosticados por
ultrassonografia renal e raios-X abdominal. Observou-se o controle da hipercalciuria
e leve redugcao de magneésio na urina, mas a quantidade e tamanho dos calculos n&o
sofreram nenhuma alteragao, bem como os parametros urinarios. Os pesquisadores
concluiram que o tempo de estudo relativamente curto e o numero pequeno de
pacientes podem ter contribuido para os resultados negativos.

Micali et al. /7, avaliaram 150 pacientes com célculo renal de 25 mm,
compostos por oxalato de calcio. Todos foram submetidos de uma a trés sessdes de
litotripsia. O extrato de P. niruri (2 mg por dia) foi administrado diariamente por pelo
menos 3 meses, em 52% dos pacientes. Os resultados radiograficos e
ultrassonograficos nao evidenciaram durante o periodo do estudo (180 dias)

qualquer diferenca no tamanho dos calculos em comparagao com o grupo controle.
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Os estudos in vitro e pré-clinicos embora tenham apresentado
resultados exitosos, ndo se reproduziram nos ensaios clinicos, demonstrando
claramente a necessidade de estudos adicionais, de modo a comprovar a eficacia do

extrato P. niruri no tratamento de urolitiases.

1.3.3 - Aspectos Quimicos de Phyllanthus

A literatura fitoquimica de Phyllanthus é bastante vasta, no entanto
algumas espécies do género, como P. tenellus, constante na Farmacopeia Brasileira
% carecem de informacdes. Dentre as classes de compostos mais isolados do
género destacam-se os alcaloides, flavonoides, taninos e lignanas. Trabalhos de
revisdio como os de Calixto’®, Bagalkotkar®, Patel®, Qi®' e Sarin® fornecem
importantes informagdes sobre o0s metabdlitos secundarios presentes em

Phyllanthus.

1.3.4 - Autenticidade Vegetal e Métodos Oficiais

A Farmacopeia Brasileira 52 edigdo **°° preconiza a diferenciagédo das
espécies por determinagdo colorimétrica de teor de taninos totais (minimo de 6,5%
para P. niruri € minimo de 9,0% para P. tenellus) e quantificagdo de acido galico por
LC-UV apés hidrélise dos taninos presentes no extrato (0,15% para P. niruri e 0,12%
para P. tenellus). Preconiza-se também a identificacdo das espécies por
cromatografia por camada delgada (TLC), diferenciando as espécies principalmente
pela presenca de vitexina-2"-O-ramnosideo em P. niruri e rutina em P. tenellus. No
entanto, métodos de quantificacdo de taninos totais e acido galico sdo pouco
especificos, visto os primeiros serem uma classe quimica de metabdlitos
secundarios de ampla distribuicdo, bem como por ndo levarem em conta a grande
variagao no contetido de taninos em virtude de diferentes condigbes ambientais . A
diferenciagdo entre as duas amostras auténticas das espécies oficiais de
Phyllanthus embora possa ser feita por TLC n&o serve para autentica-las, pois essa
técnica é incapaz de diferencia-las de outras espécies do mesmo género e até

mesmo de outros géneros.
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1.4 - OBJETIVOS[D)

O presente trabalho embera-esteja-dividido-em-capitulos-apresenta—um,

objetivo principal, a saber—a identificacdo de marcadores quimicos caracteristicos
que permitam distinguir as espécies de Phyllanthus avaliadas. Técnicas hifenadas
de cromatografia liquida e espectrometria de massas foram a principal ferramenta
empregada para alcancar tal resultado. A partir dos dados obtidos alguns compostos
foram isolados e identificados por NMR, utilizando método automatizado de LC-SPE-
NMR. O termo desreplicacdo se aplica notoriamente a essa etapa do trabalho, na
qual a interpretagéo preliminar por meio da interpretagdo dos dados de LC-MS guiou
o isolamento e caracterizagcdo por NMR dos compostos mais interessantes,
principalmente aqueles inéditos.

Outro importante objetivo foi ampliar a literatura fitoquimica de algumas
espécies de Phyllanthus pouco estudadas, mas de ampla distribuicdo no territério
nacional comg:tenellus, P caroliniensis e P. stipulatus.

Aapl’tulo 2 apresenta como objetivo a classificagdo de amostras
comerciais de quebra-pedra adquiridas em diversos municipios brasileiros, a partir
de marcadores quimicos identificados em amostras de Phyllanthus auténticas.

O Capitulo 3, por outro lado, tem como abjetivo uma abordagem
estatistica desde o desenvolvimento do método cromatografico até a analise dos
dados de LC-MS. O método cromatografico foi desenvolvido utilizando planejamento
experimental, enquanto que a diferenciacdo das espécies e seus marcadores foram
definidos utilizando analise estatistica denominada PCA.

Por fim, o capitulo 4 aborda a identificagdo inequivoca utilizando LC-

SPE-NMR dos metabdlitos secundarios da espécie P. tenellus.
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CAPITULO 2

2 - VERIFICAGAO DE AUTENTICIDADE VEGETAL POR PERFIL
CROMATOGRAFICO E ESPECTROMETRIA DE MASSAS
SEQUENCIAL

2.1 - INTRODUCAO

O controle de qualidade quimico de espécies vegetais ndo se constitui
em tarefa simples, pois apresenta diversos desafios. O primeiro relaciona-se a
grande variagado quimica em face de fatores como sazonalidade, ciclo circadiano,
etapa de desenvolvimento, temperatura, disponibilidade hidrica e nutricional,
radiagéo ultravioleta, altitude, poluicdo atmosférica, estimulos mecanicos, patégenos
e outros ®. QOutro desafio é a grande complexidade quimica inerente as espécies
vegetais, sendo muitas vezes os metabdlitos secundarios de certas ervas medicinais
pouco estabelecidos, sobretudo os principios ativos 848

A etapa inicial no controle de qualidade de fitoterapicos € a verificagao
da autenticidade do material vegetal, a qual pode ser realizada através de
identificacdo taxondmica, no entanto esta identificagcao € bastante laboriosa, de dificil
interpretacdo e sujeita a equivocos, ademais nem sempre o fabricante de um
produto fitoterapico recebe o material vegetal integro, mas sim pulverizado, o que
impossibilita esta identificagdo. A autenticidade do material vegetal pode ser avaliada
também por meios quimicos, especialmente através da analise de perfis quimicos,
havendo diversos trabalhos que relatam com sucesso a determinagédo da
autenticidade vegetal por meio perfis cromatograficos -2°.

O perfil cromatografico € uma ferramenta bastante util, pois permite
analisar a amostra em sua totalidade estabelecendo parametros comparativos de
semelhangas e diferencas de espécies vegetais submetidas ao mesmo
procedimento de extragédo e anadlise *. Estabelece-se, assim, a qualidade de uma
amostra levando em conta a sua complexidade e ndo somente a concentracédo de
determinado marcador®’®.

A utilizagéo de perfis cromatograficos utilizando técnicas hifenadas é
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uma ferramenta poderosa, pois permite a identificacdo "online" de marcadores
quimicos para classificacdo das espécies.

Assim, esse trabalho explora a comparacao qualitativa dos perfis
cromatograficos de 4 espécies de Phyllanthus (P. caroliniensis, P. niruri, P. stipulatus
e P. tenellus), a partir de amostras auténticas de localidades e tempo de
desenvolvimento vegetal diferentes. O conhecimento fitoquimico obtido da analise
desses dados foi utilizado para classificar amostras comerciais obtidas de diversas

localidades do Brasil.

2.2 - MATERIAL E METODOS

2.2.1 - Material Vegetal

Todo o material vegetal utilizado nesse trabalho foi obtido em trabalho
desenvolvido por Martins °"%. As amostras vegetais auténticas de quatro espécies
cultivadas de Phyllanthus foram fornecidas pelo Centro Pluridisciplinar de Pesquisa
Quimica, Biologica e Agricola da Universidade Estadual de Campinas (CPQBA-
UNICAMP, Campinas, S&ao Paulo, Brasil) e pela Universidade Federal de Sao Carlos
(UFSCar, Sédo Carlos, Sado Paulo, Brasil). As amostras foram coletadas em 4
diferentes periodos: Janeiro de 2007 (amostras de Campinas) e Janeiro, Abril e
outubro de 2008 (amostras de Sao Carlos). As amostras utilizadas foram: P. niruri L.,
P. tenellus Roxb., P. caroliniensis Walt., P. stipulatus (Raf.) Webster. As espécies
cultivadas em Sao Carlos foram plantadas a partir de sementes selecionadas de
cada espécie fornecidas pelo CPQBA. As espécies foram identificadas e
catalogadas no herbario da Universidade Estadual de Campinas. Depois de cada
coleta, as partes aéreas foram secas por 7 dias a 40 °C, trituradas e a granulometria
padronizada (60 mesh).

Amostras comercias de quebra-pedra adquiridas de comércios
(farmacias, feiras livres, ervanarias) de diferentes localidades do Brasil também
foram utilizadas. As 20 amostras consistiam em material triturado e seco comumente
utilizado no preparo de chas (TABELA 2.1).
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TABELA 2.1 - Amostras comerciais de quebra-pedra 5%,

Amostras Origem* Aquisicao Observagao

Cha 3 Campo Largo/PR Curitiba/PR Farmacia de manipulagao
Cha 4 Curitiba/PR Curitiba/PR Feira livre

Cha s Curitiba/PR Curitiba/PR Mercado Municipal

Cha 6 Curitiba/PR Curitiba/PR Farmacia de manipulagao
Cha7 Curitiba/PR Curitiba/PR Mercado Municipal

Cha 8 Piracicaba/SP Barra Bonita/SP Farmacia de manipulagao
Cha 9 Chapecdé/SC Florianépolis/SC Farmacia de manipulagao
Cha 10 Mandirituba/PR Maringa/PR Farmacia de manipulagao
Cha 11 Maringa/PR Maringa/PR Farmacia homeopatica
Cha 12 Campo Largo/PR  Maringa/PR Farmacia de manipulagao
Cha 13 Campo Largo/PR Maringa/PR Farmacia de manipulagao
Cha 14 Maringa/PR Maringa/PR Farmacia homeopatica
Cha 15 Curitiba/PR Curitiba/PR Farmacia de manipulagao
Cha 17 Campinas/SP Campinas/SP Ervanaria

Cha 18 Piracicaba/SP Piracicaba/SP Farmacia de manipulagao
Cha 19 Franca/SP Franca/SP Ervanaria

Cha 20 Catanduva/SP Catanduva/SP Farmacia de manipulagao
Cha 21 Botucatu/SP Botucatu/SP Farmacia de manipulagao
Cha 22 Recife/PE Recife/PE Mercado Municipal

Cha 23 Aracaju/SE Aracaju/SE Mercado Municipal

2.2.2 - Procedimento de Extracao e Preparo de Amostra

As amostras secas e trituradas (500 mg) foram pesadas e extraidas
com 5 mL de etanol em tubos cbnicos de 50 mL utilizando homogenizador
Ultraturrax® na velocidade 5 do equipamento por 5 minutos. Apos a extragdo a
amostra foi centrifugada por 10 minutos a 12500 x g, separando-se o sobrenadante.
O procedimento foi realizado duas vezes. O sobrenadante foi entdo transferido para
tubo de ensaio e o solvente evaporado em Speed-Vac®. O extrato foi transferido para

frasco de vidro tampado, identificado, pesado e mantido em freezer a -20°C.
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2.2.3 - Cromatografia Liquida Acoplada a Espectrometria de

Massas

O sistema de LC (Shimadzu Kioto, Jap&o) consiste em duas bombas
LC-20AD, sendo uma delas equipada com valvula solenoide de quatro linhas,
autoinjetor SIL-20A com alga de amostragem de 500 pL, degaseificador DGU-20A5,
forno CTO-20A e controladora CBM 20A. As analises foram realizadas utilizando
coluna Sulpelco® Ascentis Express Cis de nucleo fundido (2,7; 10 x 0,21 cm). O
detector de UV (Shimadzu SPD 20A) a 254 e 275 nm foi utilizado. As fases moéveis
utilizadas foram: solvente A - agua/acido férmico (99,9:0,1, v/v) e B - metanol. Perfil
do gradiente: 0-30 min, 5-60,9% B; 30-40 min, 60,9-100% B. Vazéo 0,30 mL/min.
Temperatura do forno: 50 °C. A coluna foi submetida a limpeza com 100% B por 5
minutos e recondicionada nas condigdes iniciais por 5 minutos. Foram injetados 3 L
de extrato a 1 mg.mL™", solubilizados em agua/etanol (70:30, v/v).

O sistema de LC foi acoplado ao espectrometro de massas IT Esquire
6000 (Bruker Daltonics GmbH, Alemanha) equipado com fonte de ionizagéo ESI.

Para as analises de MS, a vazio da fase movel foi dividida utilizando
conector tipo T, direcionando uma vazdo de 50 pL.min" para fonte ESI. O
processamento dos dados foi realizada com o software Data Analysis software
(Bruker Daltonics GmbH, Alemanha).

As condigdes do espectrometro de massas para analise foram: pressao
do nebulizador (nebulizer) 20,0 psi, vazdo do gas de secagem (dry gas) 6 L/min,
temperatura de secagem (dry temp.) de 325 °C e condigdes otimizadas para uma
relacdo massa/carga de 700 m/z (smart parameter settings ligado).

Inicialmente foram realizados experimentos de ions totais no modo
positivo e negativo de ionizagdo, em uma faixa de relagdo massa carga de 50 a
1500 m/z. Posteriormente, realizou-se andlises de fragmentacao utilizando auto-MS?
e MS® no modo positivo e negativo de ionizagdo, no qual o instrumento analisa o
espectro e determina os ions que serdo fragmentados, a partir da intensidade

determinada (threshold) de 10000. A amplitude de fragmentagao utilizada foi de 1 V.
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2.3 - RESULTADOS E DISCUSSAO

2.3.1 - Amostras auténticas

A partir do material vegetal auténtico e devidamente identificado (secéo
2.2.1) foi inicialmente realizado ensaios de ions totais com a finalidade de verificar
as diferengas entre as 4 espécies e também averiguar se haviam maiores diferencas
de composi¢cdo quimica dos extratos de mesma espécie, mas cultivadas em
diferentes localidades e com tempos de desenvolvimento vegetal distintos. As
amostras de mesma espécie fornecidas tanto pelo CPQBA quanto pela UFSCar
independente do estagio apresentaram cromatogramas com alta similaridade como
demonstrado nas FIGURAS 2.1-2.4.
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FIGURA 2.1 - Cromatogramas do pico base de extrato de P. caroliniensis cultivada
em diferentes localidades.
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FIGURA 2.2 - Cromatogramas do pico base de extrato de P. niruri cultivada em
diferentes localidades.
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FIGURA 2.3 - Cromatogramas do pico base de extrato de P. stipulatus cultivada em
diferentes localidades.
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FIGURA 2.4 - Cromatogramas do pico base de extrato de P. tenellus cultivada em
diferentes localidades.

Apos visualizar as diferengas nos perfis cromatograficos de cada
espécie realizou-se uma busca qualitativa dos compostos responsaveis por tal
distingdo. Tal busca resultou no levantamento de 27 ions considerados importantes,
sendo a estrutura quimica de 20 compostos inferida por espectrometria de massas
sequencial utilizando LC-ITMS (TABELA 2.2). Em trabalho anterior realizado com
extratos aquosos das espécies de P. amarus, P. niruri, P. stipulatus e P. tenellus

encontrou-se 8 compostos em comum com os descritos na tabela abaixo *



CAPITULO 2 27

TABELA 2.2 - Lista de compostos identificados por espécie estudada.

N° tr Composto Pc Pn Ps Pt
1 15,6 Corilagina X X X X
2 21,3 Orientina X

3 22,2 Quercetina-3-O-gentibiosideo X

4 22,3 Orientina-2"-O-ramnosideo X

5 22,6 Miricitrina X X
6 22,7 Vitexina X

7 23,6 Vitexina-2"-O-ramnosideo X

8 24,2 Miquealina X

9 24,6 Rutina X X
10 24,6 Canferol-3-O-gentibiosideo X

11 26,1 Quercitrina X X
12 26,7 Astragalina X X
13 26,9 Naringenina-8-C-6"-acetilglucosideo X

14 26,9 Canferol-3-O-rutinosideo X
15 28,6 Naringenina 8-C-4",6"-diacetilglucosideo X

16 28,9 Eridictiol 8-C-2",4",6"-triacetilglucosideo X
17 28,9 Luteolina-8-C-ramnosil-2”-O-galoil X

18 29,6 Naringenina 8-C-2",4",6"-triacetilglucosideo X
19 31,5 Pinocembrina-7-0O-[4“,6“-HHDP]-glucose X
20 32,2 Pinocembrina-7-O-[3“-O-galoil-4“,6“-HHDP]-glucose X

Legenda: HHDP = hexahidroxidifenoil

A discussdo acerca da interpretagdo dos dados de fragmentacéo
encontra-se na sessdo 3.3.3. Essa secdo aborda de modo aprofundado os dados de
MS/MS principalmente por UHPLC-QqgToF, embora as vezes se mencione os dados
obtidos por ITMS. Devido a grande semelhanca dos dados por ITMS e QqToF,
decidiu-se nao repetir aqui tal discussdo. Nesse capitulo reporta-se somente os
dados de LC-MS/MS de dois compostos ndo abordados na se¢ao 3.3.3, a saber o

composto 1 (corilagina) e 0 12 (astragalina) (FIGURA 2.5).
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FIGURA 2.5 - Compostos inferidos presentes nas espécies de Phyllanthus

A corilagina constitui-se em metabdlito secundario amplamente
presente no género Phyllanthus, sendo reportado por diversos autores %2 No
modo positivo de ionizagdo, como esperado, ndo foi observado o ion de m/z 635,
uma vez que o ion [M+H]" comumente nido é visualizado em taninos hidrolisaveis.
Todavia, o ion aduto de sddio [M+Na]* de m/z 657 ao ser fragmentado revelou perda

neutra de 170 Da resultante da eliminagéo de acido galico® (FIGURA 2.6).
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FIGURA 2.6 - Espectro ESI(+) IT-MS? (1V) do composto 1 (corilagina) de m/z 657,2.

No modo negativo de ionizagéo, por outro lado, foi possivel observar o
ion [M-H]™ de m/z 633. O espectro de fragmentacao desse ion (FIGURA 2.7) originou
os ions produtos de m/z 463 e 301, concernente a perda de acido galico e a acido

elagico, respectivamente.
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FIGURA 2.7 - Espectro ESI(-) IT-MS2 (1V) do composto 1 (corilagina) de m/z 633,5.

Em nosso trabalho anterior que identificou corilagina em extratos
aquosos de Phyllanthus denominou-se a mesma como 1-O-galoil-3,6-
hexahidroxidifenoil-glucosideo, uma vez que nao havia certeza de sua configuragao
relativa®®®*. Aqui, reporta-se esse composto como corilagina (anémero B) devido aos
resultados encontrados em experimentos de NMR, dicroismo eletrénico e vibracional
circular, e calculos tedricos que excluem a possibilidade de existéncia do andmero a
95.

O composto 12 foi inferido como o flavonol 3-O-monoglicosilado
astragalina e mostrou-se presente nas espécies P. niruri e P. tenellus. O espectro de
fragmentagdo em ambos os modos de ionizagao revelaram a quebra Y, referente a
perda de residuo de glucose (FIGURA 2.8 e 2.9). A posigao da glicosilagédo nao pode
ser determinada somente com os dados obtidos por IT-MS? no entanto
experimentos realizados em LC-QqToF e LC-SPE-NMR corroboram com a ligagéo

glicosidica na posigao 3.
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FIGURA 2.8 - Espectro ESI(+) IT-MS2 (1V) do composto 12 (astragalina) de m/z
449,57.
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FIGURA 2.9 - Espectro ESI(-) IT-MS2 (1V) do composto 12 (astragalina) de m/z
447 14.

2.3.2 - Amostras Comerciais

Os perfis cromatograficos por LC-MS dos extratos etandlicos das
amostras comerciais foram comparados com as amostras auténticas. Esta
comparacgao foi realizada levando-se em conta os compostos exclusivos de cada
espécie tal qual como listados na Tabela 2.2. Os marcadores escolhidos para as
espécies foram: quercetina-3-O-gentibiosideo para P. caroliniensis; orientina,
orientina-2"-O-ramnosideo, vitexina, vitexina-2"-O-ramnosideo e luteolina-8-C-
ramnosil-2"-O-galoil para P. niruri; miquealina, naringenina 8-C-6"-acetilglucosideo e

naringenina 8-C-4",6"-diacetilglucosideo para P. stipulatus; e canferol-3-O-
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rutinosideo, eridictiol 8-C-2",4",6"-triacetilglucosideo, naringenina 8-C-2"4",6"-
triacetilglucosideo, pinocembrina-7-0O-[4",6"-hexahidroxidifenoil]-glucose e
pinocembrina-7-O-[3“-O-galoil-4“,6“-hexahidroxidifenoil]-glucose para P. tenellus. O
composto rutina foi selecionado também pois s6 esta presente em P. stipulatus e P.
tenellus. Os cromatogramas das amostras auténticas de ions extraidos foram
comparados com os das amostras comerciais, buscando-se o0s respectivos
marcadores quimicos que possibilitassem a classificagdo das amostras (FIGURA
2.10).
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Ao analisar as 20 amostras comerciais listadas na TABELA 2.1,
verificou-se que a maioria das amostras embora comercializadas como P. niruri,
apresentavam composi¢cao quimica muito semelhante ao extrato de P. tenellus. Nos
experimentos de massas das amostras comerciais observou-se os compostos rutina
(9), canferol-3-O-rutinosideo (14), eridictiol 8-C-2",4",6"-triacetilglucosideo (16),
naringenina  8-C-2",4",6"-triacetilglucosideo (18) e pinocembrina-7-O-[4,6%-
hexahidroxidifenoil]-glucose (19), compostos esses caracteristicos de P.
tenellus. Somente as amostras comerciais 18 e 22 nao foram classificadas como P.
tenellus ou qualquer outra espécie de Phyllanthus avaliada, pois ndo apresentaram
nenhuma similaridade com os extratos das espécies auténticas avaliadas. Assim, as
amostras 18 e 22 podem constituir-se em adulteracdo ou ser outra espécie de
Phyllanthus nao abrangida nesse trabalho.

Os resultados de classificagdo obtidos corroboram com o trabalho
efetuado por Martins et al. ®, que realizou extenso trabalho quimiométrico por LC-
DAD de extratos aquosos de Phyllanthus. O diferencial desse trabalho consiste na
identificacdo do conjunto de marcadores quimicos responsaveis pela diferenciagcao
das espécies.

E importante destacar também que a farmacopeia brasileira 52 edigéo
54,55 preconiza a diferenciagdo das duas espécies oficiais de Phyllanthus (P. niruri e
P. tenellus) pela presenca vitexina-2”-O-ramnosideo em P. niruri e rutina em P.
tenellus. A verificagdo de somente um marcador quimico ndo se constitui em
parametro seguro de autenticidade, pois rutina é um composto de ampla distribuicdo
no género Phyllanthus, estando presente em outras espécies como P. stipulatus e P.

caroliniensis.

2.4 - CONCLUSAO

A interpretagdo dos dados de LC-ITMS permitiram a identificacdo de 20
compostos quimicos entre flavonadis, flavonas, flavanonas e taninos hidrolisaveis
enriquecendo sobremaneira os dados fitoquimicos do género Phyllanthus presentes
na literatura fitoquimica. Nesse capitulo, ressalta-se porém, que os dados de
interpretacdo nao foram explicados detalhadamente para todos os compostos, pois

os mesmos estdo abordados no capitulo 3 que discute os resultados obtidos
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utilizando analisador QqToF. A identificagdo quimica desses marcadores permitiu
elaborar uma abordagem distinta para verificar a autenticidade vegetal de amostras
comerciais de Phyllanthus adquiridas em varias localidades do Brasil. A presenga de
marcadores quimicos especificos de P. tenellus revelou que a maioria das amostras
comerciais pertenciam a essa espécie e nao a especie P. niruri como descrita em
especificagdes do rotulo. Também ressalta-se que 2 amostras ndo apresentaram
perfil semelhante a nenhuma das amostras analisadas, constituindo-se

provavelmente em amostras adulteradas.
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CAPITULO 3

3 - DESENVOLVIMENTO MULTIVARIADO DE PERFIL
CROMATOGRAFICO E ESTUDO ESTATISTICO PARA
DIFERENCIACAO DE ESPECIES DE Phyllanthus.

3.1 - INTRODUCAO

A reducédo de custos operacionais e humanos, bem como, a diminuigao
do consumo de solventes sdo temas vigentes em cromatografia liquida. Os avancgos
tecnoldgicos das ultimas décadas como o desenvolvimento de particulas sub-2um e
o advento de sistemas UHPLC permitiram o desenvolvimento de métodos
cromatograficos rapidos com alto poder de resolugao e eficiéncia cromatografica.

A abordagem empregada para o desenvolvimento de métodos
cromatograficos geralmente consiste em alteragdes univariadas das condicoes
cromatograficas, o que demanda muito tempo, conduz a métodos com baixa
seletividade e/ou eficiéncia e ndo prové entendimento das interagdes entre as
variaveis. Nesse sentido, a utilizagago do UHPLC aliado ao planejamento
experimental com abordagem envolvendo alteragdo multivariada, permitem o
desenvolvimento de métodos com numero minimo de experimentos chaves em
tempo reduzido, fornecendo métodos de alta eficiéncia mesmo para matrizes
complexas como extratos de plantas.

Como abordado na seg¢ao 2.1, o uso de perfis cromatograficos sao
empregados para verificar a autenticidade vegetal e classificagcdo quimica de
espécies. Analises por LC-MS de extratos vegetais geram muitas informagbdes em
vista da grande complexidade de sua matriz. Essas informagbes sdo mais rapida e
amplamente compreendidas quando se utilizam ferramentas estatisticas de analise
multivariada. Essas ferramentas propiciam o reconhecimento de padrbes ao
considerar as informagdes realmente relevantes dos diferentes grupos de amostras,
indicando os compostos que diferenciam as espécies vegetais.

Assim, esse capitulo aborda o desenvolvimento do método de perfil

cromatografico usando planejamento experimental de forma rapida e totalmente
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automatizada, bem como, a analise estatistica multivariada dos dados obtidos por
UHPLC-QqToF, de modo a verificar quais sdo os metabdlitos secundarios das 6

espécies de Phyllanthus estudadas que diferenciam as espécies.

3.2 - MATERIAIS E METODOS

3.2.1 - Material Vegetal e Extracao

Nesse trabalho as espécies vegetais utilizadas foram: P. niruri L., P.
tenellus Roxb., P. urinaria L., P. caroliniensis Walt., P. amarus Schum. & Thonn. e P.
stipulatus (Raf.) Webster. As amostras vegetais foram fornecidas pelo CPQBA-
UNICAMP conforme secao 2.2.1. O processo extrativo € o mesmo descrito na secao
2.2.2.

3.2.2 - Desenvolvimento de Perfil Cromatografico por UHPLC

utilizando planejamento experimental “Quality by design”

O sistema de UHPLC utilizado foi Waters Acquity UPLC® H-Class
equipado com gerenciador de colunas que permite a utilizagado de até 8 colunas em
paralelo, e valvula seletora de solventes instalada na parte interna da bomba
quaternaria que possibilita a utilizacdo de até seis solucdes com pH's diferentes. O
sistema cromatografico e o software de controle de sistema Empower 3™ possui
integracdo com o programa estatistico Fusion AE™ (S-Matrix Corporation, Eureka-
CA) responsavel pela elaboragéo do planejamento experimental com abordagem por
"Quality by Design" para o desenvolvimento de métodos em cromatografia liquida.

Extrato etandlico de P. niruri foi utilizado para os experimentos. O
estudo foi dividido em duas etapas, triagem e otimizagdo. Na etapa de triagem
avaliou-se a influéncia de diferentes colunas, pH da fase mobvel, tempo inicial
isocratico, modificadores organicos e tempo de gradiente. Ja na etapa de otimizagao
foi realizada a variagéo da temperatura, vazéo, % final de B e faixa estreita de pH. A
TABELA 3.1 descreve os parametros avaliados na etapa de triagem e otimizacao

para a separacgao do extrato etandlico de P. niruri.
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TABELA 3.1 - Condigbes avaliadas nas etapas de triagem e otimizagao.

Condigoes Triagem Otimizacao
Colunas Acquity UPLC™  CSH fenil-hexil, HSS C1s, CSH fenil-hexil, HSS T3
(1,7 ym, 5x 0,21 cm) HSS T3 e HSS PFP
pH's 21;45e6,5 21;,23e25
Tempo de gradiente 5-10 7,5
%B inicial 5 5
%B final 90 65-95
Modificador Orgénico acetonitrila e metanol metanol
Temperatura do forno (°C) 40 35, 40,45¢e 50
Vazao (mL/min) 0,5 0,35;0,4;0,5€0,6
Volume de Injecao (uL) 2,0 2,0
Comprimento de onda (um) 254 254

A etapa de triagem foi realizada durante um total de 13 horas e 44
injecbes. Ja a etapa de otimizagcdo foi realizada levando em consideragcdo a
condicdo cromatografica indicada no estudo de triagem, durando 12 horas e 51
condicbes cromatograficas.

Para definicdo da melhor condigdo cromatografica, superficies de
respostas foram delineadas tanto para o experimento de triagem quanto para a
etapa de otimizagdo. Em ambos, o parametro cromatografico escolhido como

resposta foi 0 maximo numero de bandas.

3.2.3 - Cromatografia Liquida Acoplada a Espectrometria de

Massas

O sistema de LC (Shimadzu Kioto, Japao) consiste em duas bombas
quaternarias LC-30AD, ambas equipadas com unidade de gradiente de baixa
pressdo, autoinjetor SIL-30AC com alga de amostragem de 500 pL, dois
degaseificadores DGU-20Asg, forno CTO-20AC e controladora CBM 20A.

As analises das 6 espécies de Phyllanthus foram realizadas utilizando
coluna Waters Acquity UPLC HSS T3 (1,8 ym, 10 x 0,21 cm). O detector de DAD
(SPD-M30A) fez aquisicdo dos cromatogramas de 190 nm até 500 nm. As fases
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moveis utilizadas foram: solvente A - solugao de acido formico pH 2,1 e B — metanol.
Perfil do gradiente: 0 - 1,34 min, 5% B; 1,34 - 14,5 min, 5 - 60,9% B com vazéo de
0,35 mL.min™. A coluna foi limpa com 95% de B por 5 minutos, depois retornou as
condicgdes iniciais e foi recondicionada por 5 min. Foram injetados 2 uL de extrato a 1
mg.mL", solubilizados em agua/etanol (70:30, v/v).

O sistema de LC foi acoplado ao espectrometro de massas QqToF
Impact HD (Bruker Daltonics GmbH, Alemanha) equipado com fonte de ionizagao
ESI.

Foram realizados experimentos de ions totais e de ions produtos (auto-
MS/MS) nos dois modos de ionizagdo em uma faixa de massas de 80 a 1300. As
condigbes da fonte de ionizagdo foram: nebulizador 1,7 bar, vazdo do gas de
secagem 9,3 L/min, temperatura de secagem 200 °C, tensdo do End Plate e capilar
de 500 V e 4500 V, respectivamente. Foram 5 experimentos de ions produtos em
ambos os modos de ionizagdo variando a energia de fragmentacédo. As energias
foram 20, 30, 40, 50 e 60 eV.

Em complemento aos experimentos por UHPLC-QqToF, considerou-se
também para elucidacdo estrutural os dados obtidos no sistema HPLC-ITMS

descrito na secéo 2.2.3.

3.2.4 - Analise Multivariada dos Dados de LC-MS

O conjunto de dados iniciais foi gerado a partir da analise por UHPLC-
QqToF-MS no modo negativo de ionizagado das 6 espécies de Phyllanthus descritas
na secao 3.2.1. O extrato de cada espécie foi preparado em triplicata com triplicata
de injecado, sendo o montante final de analises de 54.

O tratamento prévio dos dados de LC-MS e a analise multivariada
empregando o modelo de analise de componentes principais (PCA) foram realizados

pelo software ProfileAnalisys 2.1 (Bruker Daltonics GmbH, Alemanha).

3.3 - RESULTADOS E DISCUSSAO
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3.3.1 - Planejamento Experimental no Desenvolvimento de Métodos

Cromatograficos

A abordagem "Quality by Design" envolve duas etapas, triagem e
otimizacdo. Na etapa de triagem as variaveis cromatograficas avaliadas foram tipo
de coluna, pH e modificador organico, pois esses fatores influenciam mais
fortemente a seletividade cromatografica para compostos ionizaveis®. As colunas
avaliadas apresentavam comportamentos de hidrofobicidade e seletividade distintos,
no intuito de obter o maximo de ortogonalidade entre as condigdes cromatograficas.
As colunas selecionadas apresentavam fases estacionarias diferentes, sendo duas
colunas Ci, com caracteristicas de seletividade distintas, uma fenil-hexil e outra
pentafluorfenil®”. Nessa etapa também se explorou faixas amplas de pH, bem como,
a influéncia dos modificadores organicos acetonitrila e metanol. Na etapa de triagem
também alterou-se o tempo do gradiente sem alterar as proporgdes iniciais e finais
dos modificadores organicos, alterando consequentemente a inclinagdo do
gradiente. A inclinagcdo do gradiente esta relacionada com o fator de retencao (k*) e
0 aumento desse parametro causa aumento inicial da resolugdo cromatografica, no
entanto, quando se excede o valor ideal, as bandas comegcam a se alargar
diminuindo a resolugdo. O fator de retengédo (k*) € normalmente um dos primeiros
parametros a ser ajustado, por isso a inclinagdo do gradiente foi abordada na etapa
de triagem.

Apos os ensaios de triagem, superficies de respostas foram
delineadas, de modo a verificar, quais variaveis cromatograficas mais impactaram na
separagao cromatografica (FIGURA 3.1). Observou-se melhor separagdo em pH
menor e tempo de gradiente proximo a 7 minutos. A melhor separagao
cromatografica foi alcancada em valores de pH inferiores devido a natureza acida
dos compostos presentes no extratos. A maioria dos compostos séo flavonoides e
taninos (secdo 3.3.3) os quais em menores pH encontram-se protonados e

consequentemente apresentam maior retencgao.
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FIGURA 3.1 - Superficie de resposta obtida na etapa de triagem.

A partir dos resultados da triagem, as condicbes dos ensaios de
otimizacado foram selecionadas. Nesta etapa foram avaliados os efeitos de
temperatura e vazao. Avaliou-se também a influéncia do pH em uma faixa mais
estreita e de duas colunas que demonstraram melhor seletividade na etapa de
triagem, i.e. Aqcuity UPLC™ CSH fenil-hexil e HSS T3.

Na etapa de otimizagdo observou-se grande influéncia da vazao e da
temperatura (FIGURA 3.2). A alteragdo da temperatura influencia dois parametros
cromatograficos: fator de retencdo (k) e seletividade (a). Temperaturas mais
elevadas resultam em menores tempos de retengdo, mas alteram também a
seletividade especialmente para compostos ionizaveis e mais polares como 0s
presentes nos extratos avaliados. Essa alteragao pode resultar em ganho ou perda
de resolucdo, a qual s6 pode ser verificada experimentalmente. O aumento da
temperatura também resulta em menor viscosidade da fase mébvel e
consequentemente picos mais finos o que também contribui para maior resolugao
cromatografica®. Embora a maior quantidade de bandas cromatograficas fora
verificado em vazao de 0,35 mL/min, nota-se que até vazdes de aproximadamente

0,5 mL/min foram encontrados 20 bandas cromatograficas com resolugéo superior a
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2. Isso é explicado pela menor influéncia da velocidade linear da fase mével sobre a
eficiéncia cromatografica em colunas com tamanho de particulas menor, como as
utilizadas nesse trabalho (1,7 um). A equacgdo de Van Deemter®® descreve a relagdo

entre velocidade linear (vazao) e altura de pratos tedricos (Equagao 1).

2
BDM+Cdpu

H=Ad +
P D,

(1)

onde: H = altura de prato tedrico; u = velocidade linear da fase mével (mm/s); d, =
tamanho de particula; Du = coeficiente de difusdo do analito; e A, B e C sé&o

contantes.

Ao diminuir o tamanho da particula reduz-se o efeito de transferéncia
de massa (termo C) e portanto possibilita a utilizacdo de maiores vazdes sem afetar
a eficiéncia cromatografica’®. Por esse motivo se utilizaram as vazées (velocidade
linear) de 0,35 mL/min (3,51 mm/s), 0,40 mL/min (4,01 mm/s), 0,5 mL/min (5,02
mm/s) e 0,6 ml/min (6,02 mm/s).
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FIGURA 3.2 - Superficie de resposta obtida na etapa de otimizacéao.
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As superficies de resposta ilustradas na FIGURA 3.3 demonstram o
maior numero de bandas cromatograficas em % final de B préximo a 70%, em
temperatura proximo a 50 °C e em vazdes menores (FIGURA 3.3). A melhor

condigcao cromatografica proposta pelo software esta descrita na Tabela 3.2.
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FIGURA 3.3 - Superficie de resposta obtida na etapa de otimizacéao.

TABELA 3.2 - Melhor condigdo cromatografica proposta pelo software Fusion AE™

Condicao Cromatoarafica Melhor resposta

Vazéo (mL/min) 0.35
% Final de metanol 68,8
Temperatura do forno (°C) 50
pH 2.1
Coluna Acquity HSS T3

Os experimentos de triagem e otimizagao foram realizados com colunas
de 5 cm de comprimento no intuito de diminuir o gasto de solvente e o tempo de
desenvolvimento. No entanto, para aplicagdes complexas, como a de produtos de

origem vegetal, € conveniente escalonar a condigéo final obtida para colunas com
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maior eficiéncia cromatografica, ou seja, maior numero de pratos teéricos (N). Como
N €& diretamente proporcional ao comprimento da coluna (L) e inversamente
proporcional ao diametro da particula (dp), havera incremento de N quando ocorrer
aumento na relagao L/dp. Logo substituiu-se a coluna de 5 cm de comprimento, L/dp
préxima a 30.000, por coluna de relagéo L/dp igual a 58.800 (100 x 2,1 mm; 1,8 um).

A condicdo cromatografica final desenvolvida foi capaz de separar,
aproximadamente, 100 bandas cromatograficas com 14,5 minutos de analise
(FIGURA 3.4).
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FIGURA 3.4 - Perfil cromatografico do extrato etandlico de P. niruri (Acquity HSS T3
(100 x 2.1 mm; 1.8 pm); A: Acido formico pH 2.1, B: Metanol; eluigdo gradiente: O -
1,34min (5% B); 1,34 - 14,5 min (5-60,9% B).

O planejamento experimental utilizando a abordagem “Quality by Design”
facilita sobremaneira o desenvolvimento de métodos cromatograficos,
proporcionando redugdes significativas no tempo de desenvolvimento e na

quantidade de solvente orgénico utilizado. A diminuicdo no tempo de



CAPITULO 3 44

desenvolvimento de métodos impacta diretamente no tempo de resposta e no custo
operacional. Ao criar a superficie de resposta, que relaciona todas os fatores
definidos no delineamento do experimento, ha um ganho expressivo de eficiéncia

cromatografica com a avaliagao da robustez na condicao final obtida.

3.3.2 - Analise Multivariada dos Dados

O método cromatografico desenvolvido por planejamento experimental
foi transferido para diferente sistema de UHPLC-QqToF sem necessidade de

adaptagao de método, mantendo eficiéncia cromatografica semelhante.

3.3.2.1 - Organizagéao e Pré-Tratamento dos Dados

A analise estatistica multivariada de dados requer a preparagao prévia
dos dados, como alinhamento de tempo de retengéo (fz), organizagao adequada do
conjunto de dados em uma matriz de valores numéricos e uniformizagado do conjunto
de dados.

O alinhamento de frx dos cromatogramas foi realizado utilizando o
algoritimo de vetor de deslocamento descrito por Podwojski et al. '°'. A média do
desvio de tz € calculada a partir do tr das bandas cromatograficas candidatas a
serem 0 mesmo composto, ou seja, que apresentam valores de tr € m/z
semelhantes.

Todo o intervalo de m/z e {z avaliado s&o divididos em blocos
denominados “buckets”. Quando o tamanho do “bucket’ é determinado pelo
operador provavelmente diversos “buckets” apresentardo variaveis de valor nulo
para todas as amostras, uma vez que nenhum ion sera encontrado em certo
intervalo de tz € m/z. Adicionalmente, podera ocorrer que mais de um ion com m/z e
fr proximos incidam no mesmo “bucket’ sendo posteriormente considerados na
montagem do modelo estatistico como uma unica variavel. Com o objetivo de evitar
tais desvantagens utilizou-se a opg¢ao no qual o software aplica um algoritmo de
agrupamento hierarquico de modo a definir o tamanho ideal dos “buckets”
baseando-se nos sinais de MS selecionados. Esses sinais séo selecionados pela

ferramenta denominada “find molecular features” (FMF) que verifica as
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caracteristicas moleculares de cada sinal de MS, a saber massa exata, distancia
entre os isétopos e tr Dessa forma o tamanho da matriz sera significativamente
menor, pois ndo havera variaveis de valor nulo para todas as amostras, uma vez que
0s “buckets” sdo montados ao redor de cada sinal de MS. O tamanho do "bucket"
calculado foi entdo de 1,57 minutos e 18,87 mDa.

Os parametros de FMF foram: limiar de relag&o sinal/ruido, limiar de
coeficiente de relagao e largura minima do sinal de massas. O coeficiente de relagao
refere-se a correlagdo temporal entre dois isétopos em determinado tempo de
retencdo, ou seja, se hipoteticamente o isétopo 1 (m/z 351) é observado por 10
segundos e o is6topo 2 (m/z 352) por 8 segundos, significa que o coeficiente de
correlacado entre estes € de 0,8. Assim se o coeficiente de correlacido calculado dos
isotopos for maior que o limiar estabelecido, entdo o ion é considerado. Ja a largura
minima do sinal de massas estabelece quantos espectros consecutivos o0 mesmo
sinal de MS (m/z) deve aparecer para ser considerado. Os parametros de FMF estéo
descritos na TABELA 3.3.

TABELA 3.3 - Parametros que controlam a seleg¢ao dos ions por FMF

Parametro Valor
Limiar de S/N 5
Limiar de Coeficiente de correlagao 0,7
Largura minima do sinal de MS 10 espectros

Legenda: S/N - relagao sinal/ruido

Muitas vezes, em analise exploratoria faz-se necessario um pré-
processamento das variaveis (escalonamento). O escalonamento mais comumente
realizado € o autoescalonamento, o qual consiste em centrar os dados na média e
dividi-los, um a um, pelo desvio-padrao, de forma que todas as variaveis tenham o
mesmo peso. Os dados tornam-se assim adimensionais, ou seja, compostos de alta
e baixa intensidade apresentam a mesma influéncia. Esse tipo de escalonamento foi
utilizado, no entanto, n&o resultou na separagdo das amostras em grupos bem
definidos apos montagem do modelo de PCA. Outra opgdo seria o nao
escalonamento, no entanto dessa forma os compostos de maior intensidade teriam

muito peso na montagem do modelo estatistico, desprezando aqueles compostos de
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menor intensidade. Foi utilizado, assim, o escalonamento denominado Pareto, no
qual os dados também sio centrados na média, no entanto, cada variavel é dividida
pela raiz quadrada do desvio-padréo. Em Pareto a magnitude dos dados é reduzida
mas nao removida completamente. Essa abordagem é apropriada para dados nos
quais os sinais mais intensos sao mais confiaveis e menos suscetiveis a ruido como
os dados de LC-MS "%,

3.3.2.2 - Analise de Componentes Principais (PCA)

A PCA é um modelo de projecdao matematica elaborado para extrair,
visualizar e classificar a variagdo em uma matriz de dados. O objetivo da PCA é
reduzir a dimensionalidade de um conjunto de dados, mantendo simultaneamente as
informacdes presentes nos dados. PCA € um meio para filtrar os desvios mais
significativos de um conjunto de dados identificando apenas as variaveis mais
influentes '%.

A matriz de dados numeéricos consiste em m colunas de variaveis (387
"buckets") e n linhas de observagdes (54 corridas cromatograficas). Cada corrida
cromatografica pode ser representada graficamente em um espagco m-dimensional
de variaveis. Isto resulta em um modelo espacial, no qual cada variavel é uma
coordenada. No entanto, ndo é possivel visualizar os dados em um espago m-
dimensional (387 dimensdes), assim a PCA calcula e classifica as coordenadas
conforme a influéncia de cada variavel no conjunto de dados. Essas novas
coordenadas sao denominadas componentes principais (PC's). O PC1 descreve a
maior variagao no conjunto de dados. PC2 descreve a segunda maior variancia e &
ortogonal a PC1 e assim por diante.

A partir da matriz de dados numéricos foi montado o modelo de PCA
utilizando nivel de confianca de 95%. Afim de verificar a significancia do modelo
gerado aplicou-se a validacédo cruzada que visa a corregcédo dos limites do nivel de
confianca de modo a estabilizar o modelo. A validagao cruzada é realizada retirando-
se uma ou mais amostras da matriz original seguido da reconstrugao do modelo. Em
seguida usa-se o novo modelo para prever os dados removidos (¢ e entdo calcula-

se 0 erro da previsao (c; - €). Calcula-se entdo o desvio padrdo da soma dos



CAPITULO 3 47

quadrados dos erros da precisao ( ||Er'(‘5f — EE'}2) 1% O modelo foi recalculado usando
.\J n
validacdo cruzada completa que consiste em deixar uma amostra de fora por vez e
calcular o erro para cada dado (método “/eave-one-out”).
A PCA tem a capacidade de encontrar discrepancias, ou seja, amostras
que sdo extremos ou que nao se enquadram dentro do modelo de PCA. Tais
discrepancias apresentam grande influéncia de puxar para si o modelo, podendo

105

consumir um PC para explicar essa amostra™. A verificacdo da presenca de

amostras discrepantes foi realizada avaliando o grafico de influéncias (FIGURA 3.5).
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FIGURA 3.5 - Grafico de influéncias do modelo de PCA para extratos de Phyllanthus
com todas as amostras.

O eixo vertical é a medida da distancia que uma analise esta do espaco
do modelo (Dn = distédncia do modelo), enquanto que o eixo horizontal € a medida de
"leverage”, ou seja, a distancia que a analise esta do centro do modelo apods ser

projetada no espago do modelo (D. = distancia do centro) (FIGURA 3.6).
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FIGURA 3.6 - Explicagao dos termos distadncia do modelo (Dn) e distancia do centro
(De).

A avaliagdo do grafico de influéncias (FIGURA 3.6) revelou que uma
das replicatas de extragdo de P. tenellus apresentou alto grau de "leverage"
causando deformacédo do modelo de PCA, dessa forma as replicatas de injegao
dessa extragdo foram desconsideradas. O novo grafico de influéncias demonstra

que todas as amostras estdao dentro da regido de tolerancia do modelo de PCA
(FIGURA 3.7).
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FIGURA 3.7: Grafico de influéncias do modelo de PCA para extratos de Phyllanthus
apos retirada de amostras discrepantes.

Apoés a validagdo do modelo e retirada das amostras discrepantes faz-
se necessario estabelecer a quantidade de componentes principais (PC's)
suficientes para descrever a maior variagdao do conjunto de dados. Nesse trabalho o
grafico de declividade foi utilizado para identificar o numero ideal de componentes. O
grafico de declividade é obtido tragando-se a porcentagem de variagdo explicada por
componente extraido, sendo o perfil da curva resultante usada para determinar o
ponto de corte. A FIGURA 3.8 demonstra que partindo do primeiro componente a
curva inclina-se fortemente para baixo inicialmente e tornando-se aos poucos uma
linha aproximadamente horizontal. O ponto anterior ao inicio da quase

% Foram assim

horizontalidade é o ultimo componente a ser considerado
selecionados 5 PC's, que correspondem a 84,7% da variagédo total dos dados. A
FIGURA 3.5 demonstra que a PC1 é responsavel por 32,5% da variancia original

dos dados, ja a PC2, PC3, PC4 e PC5 correspondem a 22,2, 17,5, 7,6 e 4,9%,
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respectivamente. Apdés a PC5, a varidncia explicada apresenta uma diminuicao

pouco acentuada e, desta forma, foram escolhidas as 5 primeiras PC'’s.
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FIGURA 3.8 - Grafico de declividade de fatores pela porcentagem de variancia.

A projecao das amostras no novo sistema de eixos (PC’s) é visualizada
através do grafico de “scores” (FIGURA 3.9A), no qual pode-se perceber que as
amostras formam grupos, de acordo com as espécies a que pertencem. Associado a
este esta o grafico de "loadings", o qual demonstra quais variaveis ("buckets")
contribuem mais fortemente para a orientacédo do PC (FIGURA 3.9B). A escolha dos
PC's que sdo mais interessantes para cada espécie foi realizada avaliando os
graficos de visualizagao de "scores". PC's com valores mais distantes de zero
apresentam maior significancia para determinada amostra. Assim, foram escolhidas
as seguintes combinagdes de PC's: PC1 x PC2 (P. niruri), PC2 x PC3 (P. tenellus e
P. stipulatus), PC3 x PC4 (P. caroliniensis), PC3 x PC5 (P. amarus) e PC4 x PC5 (P.
urinaria) (FIGURA 3.10).
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FIGURA 3.9 - Grafico de "scores” (A) e “loadings” (B) (PC1 x PC2)
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FIGURA 3.10 - Graficos de visualizacdo de "scores" obtidos a partir dos extratos de
Phyllanthus.

A busca por marcadores quimicos para cada espécie foi efetuada pela
avaliacdo dos graficos de "scores" e "loadings". A PCA separou os diferentes

extratos em grupos bem definidos, no entanto para espécie P. amarus nao foi
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possivel visualizar nenhum

ion exclusivo ou predominante (FIGURA 3.11).

Possivelmente o método cromatografico desenvolvido a partir do extrato de P. niruri

e aplicado para as demais espécies ndo se constitui um método ideal para extrato

de P. amarus.
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FIGURA 3.11 - Grafico de "scores" e "loadings" (PC 3 x PC 5).

Para as outras espécies, por outro lado, foi possivel verificar nos

graficos de "loadings"

uma diversidade de compostos responsaveis pela

diferenciacdo (FIGURA 3.12). Na TABELA 3.4 estdo alistados os compostos

envolvidos na diferenciacao dos extratos.
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FIGURA 3.12 - Grafico de "scores" e "loadings". A- PC3 x PC4; B - PC1
x PC2; C - PC2 x PC3; D -PC4 x PC5.
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TABELA 3.4 - Relacado de ions no modo negativo de ionizagdo responsaveis pela

diferenciagdo das espécies determinados por PCA.

N° tz (min) m/z Form. mol. Pa Pc Pn Ps Pt Pu
1 6,50 337,093 Ci16H180s X

2 7,50 785,084 Ca4H2602 X

3 9,18 953,092 Ca1H30027 O O X

4 9,90 433,114 C21H22010 X

5 9,99 447,093 C21H2001+4 X

6 10,25 593,151 C27H30015 X

7 10,44 625,141 C27H30017 X

8 10,66 431,099 C21H20010 X

9 10,84 577,157 C27H30014 X

10 10,88 463,088 C21H20012 X O

11 11,20 477,067 C21H18013 X

12 11,29 609,146 C27H30016 O O O X O
13 11,80 979,106 Ca3H32027 X

14 12,06 475,125 C23H24014 X

15 12,31 447,093 C21H20011 X O O
16 12,32 593,151 C27H30015 O X
17 12,95 517,135 CasH26012 X

18 13,37 583,109 C2sH24014 X

19 13,39 575,141 C2rH28014 O X
20 13,73 559,146 C27H25013 X
21 14,72 719,126 CasH28017 X
22 15,14 871,137 Ca2H32024 X
23 15,30 705,168 C32H34018 X

Legenda: X significa que o ion apresenta maior intensidade na amostra assinalada,
enquanto que O significa que o ion esta presente em outras espécies em menor
intensidade. Os compostos foram considerados presentes quando cumpriram todos
os requisitos descritos na TABELA 3.3 (pagina 44) em todas as replicatas.

3.3.3 - Interpretacao dos Dados de LC-MS/MS

Como observado no modelo de PCA, os perfis cromatograficos por LC-
MS demonstram que os extratos das 6 espécies apresentam diferengcas (FIGURA
3.13).
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FIGURA 3.13 - Cromatogramas dos picos base dos extratos das 6 espécies de
Phyllanthus

A diferenciacdo das espécies pode ser realizada por meio da
identificacdo de marcadores quimicos. Esses marcadores foram identificados como
taninos e flavonoides glicosilados. Dentre os flavonoides foram encontrados
flavondis, flavonas e flavanonas com diferentes tipos glicosilacdo. Nos tépicos
abaixo sao discutidas as fragmentagdes de cada composto utilizando dois tipos de
analisadores de massas, a saber, IT e QqToF. Todos os cromatogramas e espectros
apresentados foram obtidos utilizando o analisador QqgToF, salvo indicagdo em
contrario. Espectros por IT-MS? e MS® somente sdo demonstrados, quando fornecem

informacdes adicionais Uteis na caracterizacdo dos compostos.
3.3.3.1 - Acido 3-p-cumarilquinico
O composto 1 identificado como acido 3-p-cumarilquinico (FIGURA

3.14) é um acido polifendlico pertencente a subclasse de acidos hidroxicinamicos e

foi detectado exclusivamente no extrato de P. niruri (FIGURA 3.15).
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FIGURA 3.14 - Estrutura quimica do composto acido trans-3-p-cumarilquinico.
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FIGURA 3.15 - Cromatograma do ion extraido de m/z 337,093 referente ao
composto 1.

A identificacdo desse composto foi possivel pela comparacdo dos
espectros de MS/MS e UV de isbmeros de acidos p-cumarilquinicos reportados na
literatura 1%, Clifford et. al '® realizaram um estudo sistematico de fragmentacao
de diversos acidos clorogénicos e reportaram diferentes rotas de fragmentagao
dependendo da posicado do residuo de acila. Para acidos 3-p-cumarilquinicos o ion
de m/z 163 seria o0 pico base, 0o que estda em acordo com espectro experimental
obtido (FIGURA 3.16). Adicionalmente, Navarro-Gonzalez et. al '’ conseguiram
diferenciar varios acidos clorogénicos que apresentavam isomeria geométrica com
base em espectros no UV. Para os acidos 3-p-cumarilquinicos cis e trans os valores
de A maximo foram de 305 e 310 nm, respectivamente. Os valores experimentais

aqui obtidos corroboram com a estrutura acido trans-3-p-cumarilquinico (FIGURA
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FIGURA 3.16 - Espectro ESI(-) QqToF MS/MS (20eV) do composto 1 (acido trans-3-
p-cumarilquinico) de m/z 337,0769
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FIGURA 3.17- Espectro de UV do composto 1 (acido trans-3-p-cumarilquinico)
3.3.3.2 - Taninos Hidrolisaveis

Diversos taninos estdo presentes nos extratos das espécies estudadas
“ sendo que estes geralmente ndo fornecem grande poder de diferenciagéo, no
entanto, alguns taninos foram encontrados preferencialmente em algumas espécies.
Destacam-se quatro taninos (FIGURA 3.18): 1,3-digaloil-4,6-
hexahidroxidifenoilglucose (2) presente exclusivamente em P. stipulatus (FIGURA
3.19); acido geraniinico '® (3) presente em maior concentragdo em P. stipulatus,
mas também presente em P. niruri e P. caroliniensis (FIGURA 3.20); pinocembrina-7-
O-[4",6“-hexahidroxidifenoil]-glucose (21) (FIGURA 3.21) e pinocembrina-7-O-[3“-O-
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galoil-4“,6"“-hexahidroxidifenoil]-glucose (FIGURA 3.22) (22) identificados em P.

tenellus e P. urinaria (tragos) "°.
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(2) 1,3-digaloil-4,6-hexahidroxidifenoilglucose - R,= gal, R, = H, R; = gal
(21) pinocembrina-7-0-[4“,6“-hexahidroxidifenoil]-glucose - R,= pin, R,=H, R, = H
(22) pinocembrina-7-0-[3"-O-galoil-4“,6"-hexahidroxidifenoil]-glucose - R,= pin, R, = H, R, = gal
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(3) acido geraniinico

FIGURA 3.18 - Estruturas quimicas de alguns taninos hidrolisaveis importantes na
diferenciagao das espécies
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FIGURA 3.19 - Cromatograma do ion extraido de m/z 785,084 referente ao
composto 2.
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FIGURA 3.20 - Cromatograma do ion extraido de m/z 953,092 referente ao

composto 3.
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FIGURA 3.21 - Cromatograma do ion extraido
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FIGURA 3.22 - Cromatograma do ion extraido de m/z 871,137 referente ao
composto 22.

As estruturas sugeridas para taninos 2 e 3 n&o podem ser
inequivocamente confirmadas somente por dados de fragmentagcéo, uma vez que o
padrao de fragmentacao de taninos hidrolisaveis ndo é claro. Taninos hidrolisaveis
nao sdo estruturas simples, de modo geral, sdo formados por um nucleo de
heterosideo, como glucose, rodeado por diversas unidades de acido galico, as quais
podem estar ligadas diretamente a outras unidades. Além disso, as unidades de
acidos galicos podem sofrer reacdo de oxidacado entre si, formando taninos mais
complexos como elagitaninos "".

Para facilitar a compreensdo das fragmentagbes em taninos
hidrolisaveis, nesse trabalho utiliza-se uma notacdo adaptada a partir da proposta

por Domon e Castelo '*? para flavonoides exemplificado na FIGURA 3.23.
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FIGURA 3.23 - Notagao de fragmentagao para taninos hidrolisaveis (ilustrado em
corilagina)

O modo positivo de ionizagao fornece poucas informagdes estruturais,
uma vez que os ions [M+H]* e [M+2H]* ndo estdo presentes. Geralmente sio
observados o ion resultante da perda de 170 unidades de massa e ions aduto como
[M+Na]* e [M+K]* ",

No modo negativo, por outro lado, é possivel determinar o grau de
substituicdo dos grupos galoil e acidos elagicos, mas ndo a posi¢cao das ligagoes.
Nos espectros de MS/MS a presenga de grupos galoil é observada pela perda de
170u (B+1) e 152u (C4), enquanto que o grupo elagico € atestado pela presenga de
um intenso pico de m/z 301 (Zo).

Os espectros de MS/MS (FIGURA 3.24 e 3.25) do composto 2 e 3 no
modo negativo de ionizagao revelaram a presencga do ion de m/z 301 caracteristico
de acido elagico, bem como, os ions 615 e 783, respectivamente, referente a perda
de acido galico (B+) por reagao de rearranjo envolvendo o hidrogénio da hidroxila do
agucar %. Para o composto 2 o ion de m/z 463 (B+C1) é caracteristico da perda do
segundo residuo de acido galico com permanéncia da hidroxila ligada a glucose. A
fragmentagcdo do composto 3 gerou outros ions produtos importantes como 651,
633, 615, 481, 463, 337 e 319, cujo mecanismo de fragmentagdo € explicado na
FIGURA 3.26.
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Intens. 7| . -M52(785.0433), 40.0e%, 7.66-7.6 7min #1306-1309
4 acido elagico (Zg)
soop 3009989
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2000 - [M-H-4cido galico] (B
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FIGURA 3.24 - Espectro ESI(-) QqToF MS/MS (40eV) do composto 2 (1,3-digaloil-
4,6-hexahidroxidifenoilglucose) de m/z 785,0433
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FIGURA 3.25 - Espectro ESI(-) QqToF MS/MS (40eV) do composto 3

(acido
geraniinico) de m/z 953,0902
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m/z 783

HO 0
m/z 169

acido geraniinico
m/z 337 m/z 481

m/z 319

FIGURA 3.26 - Rotas de fragmentacao do acido geraniinico.
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Os compostos 21 e 22 sao elagitaninos que em vez de acido galico apresentam
a flavona pinocembrina ligada a posi¢cdo 1 da glucose. Os espectros de MS/MS no
modo positivo revelaram os ions de m/z 257(Y,) e 303 (Zo) referentes a
pinocembrina e acido elagico. Para os compostos 21 e 22, respectivamente, notam-
se os ions de m/z 465 e 617 (B»), relativos a perda de pinocembrina. A fragmentacao
do composto 22 originou também os ions 571, 447 e 315, referentes a [M-H-acido
elagico]” (C+), [M-H-pinocembrina-acido galico]” (B1B+), e [M-H-pinocembrina-acido
elagico]” (B1C1) (FIGURA 3.27 e 3.28).

Espectros de MS/MS no modo negativo revelaram o ion de m/z 301
referente ao acido elagico (Z,) (FIGURAS 3.29 e FIGURA 3.30). As posigdes das
ligacbes ao acucar sao dificeis de discernir, mas determinou-se as estruturas
(FIGURA 3.17) devido aos dados presentes na literatura '° e a elucidagéo estrutural

realizada por NMR (secéo 4.2).

Intens. 3 HIS2(721,1226), 20,04, 14,7114, TEmin #2572-2580
%1043 .
Jpinocembrina ()
53 257.0756
13
33 acido slagico (Z)
7 3 303.0177
13 l [W-H-pinocembrina) (B4) 721.122¢6
3 365.0941 A65.0543 ?
I:I . 1 T II Il‘ 1 1 Il II | 1 1 II 1 | 1 T 1 1 1 1 1 1 |L T 1 1
00 400 a00 BOO oo mz

FIGURA 3.27 - Espectro ESI(+) QqToF MS/MS (20eV) do composto 21
(pinocembrina-7-O-[4“,6"-hexahidroxidifenoil]-glucose) de m/z 721,1226
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WE”S-: HAS2{873.1156), 20.0e%, 15.14-15.20min#2647-2658
x10% 7 pin v
7 257.0767
5 1 [M-H-elag-pin] (B;Cy)
] alag (Zg [M-H-elag] (T4
. 3032.0135 [(M-H-pin] (By)
15 215.0634  [M-H-gal-pin] (8,8 /51;.0911
- ‘ 365, 0951“,? 0571 571,132 855.1236
|:I_I 1 II I III 1 | I‘IIILI | lI 1 1 1 | 1 1 T 1 | 1 III"I |
EIIIIII 4IZIIZI a00 GO0 00 |00 m'z
FIGURA 3.28 - Espectro ESI(+) QqToF MS/MS (20eV) do composto 22

(pinocembrina-7-0O-[3“-O-galoil-4“,6“-hexahidroxidifenoil]-glucose) de m/z 873,1156.
Legenda: pin = pinocembrina; elag = acido elagico; gal = acido galico

Intens. 2 152(719.1242), 40.0e%, 14.87min #2546
><’IIII4;
23 Acido eldgico (Zp)
. 300.9993
4
33
23
13 719.1242
I:I : I 1 1 1 II . 1 1 1 1 I 1 1 1 T I 1 T 1 1 I 1 1 1 T I YI 1 1
200 200 400 a00 RO0 o0 mz
FIGURA 3.29 - Espectro ESI(-) QqToF MS/MS (40eV) do composto 21

(pinocembrina-7-0O-[4“,6"“-hexahidroxidifenoil]-glucose) de m/z 719,1242.

Intens._:
%1043
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FIGURA 3.30 Espectro ESI(-) QqToF MS/MS (50eV) do composto 22
(pinocembrina-7-0O-[3“-O-galoil-4“,6“-hexahidroxidifenoil]-glucose) de m/z 871,1371

O composto 13 é outro elagitanino importante, mas sua estrutura n&o

pode ser inferida. Sua presenca foi observada em maior concentracdo em P.
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stipulatus, mas também esta presente nas demais espécies, exceto P. amarus
(FIGURA 3.31).

—— P. stipulatus

1,0x10" —— P. caroliniensis

8 0x10° ] P.niruri
° ’ ) — P fenellus
T 6,0x10° —— P. urinaria
'O -
% 4.0x10° m{\w "
€ 2 0x10° 1 (e H

1 X fi N
0,0 _M »n JN{\I A

| ! | ! | ! | !
10,5 11,0 11,5 12,0 12,5 13,0
minutos

FIGURA 3.31: Cromatograma do ion extraido de m/z 979,106 referente ao composto
13.

A fragmentagdo no modo negativo de ionizagao revelou ions referentes
a perda de CO; evidenciando a presenca de carboxilas livres. O ion [M-H-170]" com
intensidade significativa € indicativo de grupo galoil ligada a posi¢édo 1 da glucose,

bem como, o pico base de m/z 301 é caracteristico de acido elagico (FIGURA 3.32).

Intens. 3 B o 52 (979.1064 ), 40.0 eV, 12 01-12 04 min #2056-2 061
E rido elagico (Zg)
b 3009989
2600 3
2000
1 972 1064
1500 3
1000 3 [M-H-ac galico] (By)
- jac galico (By) 5090548
E a5 0908
. E165‘ .IEIlSl ) 463.1]893l 615 0641 L .
LN B B I B B B |‘f|‘||||||||||||I|||L||||||||||||||||||
200 300 400 a00 BEo0 o aao 900 iz

FIGURA 3.32: Espectro ESI(-) QqToF MS/MS (40eV) do composto 13 de m/z
979,1064

3.3.3.3 - Flavonoides

Os flavonoides sao os principais compostos responsaveis pela
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diferenciagdo das espécies em estudo. Foram identificados diversos flavonoides
glicosilados, dentre os quais flavonais, flavonas e flavanonas.

As fragmentagdes de flavonoides glicoconjugados seguem um padrao
definido, dessa forma, a discussao das fragmentacdes segue a notagao proposta por

Domon e Castelo "? (FIGURA 3.33). Os ions contendo a aglicona s&o representados
por X ’Xj, Yj e Zj, onde j € o numero da ligagao interglicosidica clivada, contando a

partir da aglicona, k e | indicam as quebras cruzadas do anel glicosidico. A ligagao

glicosidica entre a aglicona e o glicosideo apresenta numeral 0. Caso a carga
permanecga no residuo de carboidrato os ions produtos sdo designados como k, ’A,. e
B;, no qual / representa o numero (21) da ligagao glicosidica quebrada, partindo do

terminal ndo reduzido. A notag&o sugerida por Ma et al. '™ foi seguida para se referir

aos ions produtos resultantes da fragmentagdo da aglicona. As representacdes

usadas para os ions referentes aos anéis A e B intactos foram respectivamente ™
"A, e ™ "B;, onde m e n indicam quais ligagdes do anel C foram clivadas. O valor

subscrito 0 € usado para evitar confusdo com as notagdes A; e B; usadas para ions

produtos de carboidratos.

3.3.3.3.1 - Flavonoides O-glicosilados

OH

FIGURA 3.33: Notagao de fragmentacéo de flavonoides (ilustrado em canferol-7-O-
rutinosideo)

Flavonoides O-glicosilados apresentam variagbes quanto a estrutura da



CAPITULO 3 69

aglicona, posicao da glicosilagdo, quantidade e tipo de monossacarideos e
caracteristica da ligac&o interglicosidica.

A posigao da glicosilagdo em flavonoides ndo é de facil interpretacgéao,
uma vez que geralmente sao observadas somente as fragmentagdes caracteristicas
da perda do acgucar. As fragmentacgdes tipicas da quebra da aglicona como retro
Diels-Alder e demais retrociclizagdes, as quais forneceriam informagcdes mais
fidedignas sobre a posigédo da ligagao glicosidica, nem sempre sao observadas. No
entanto, flavonoides sdo comumente conhecidos por sua atividade antioxidante, a
qual advém de sua capacidade de doacdo de atomos de hidrogénio por meio de
quebra homolitica formando radical fendxi relativamente estavel. Essa quebra
radicalar € observada em experimentos de MS/MS no modo negativo pela

5 observaram maior

visualizagdo do ion radicalar [Y,-H] . Hvattum e Ekeberg
estabilidade desse radical especialmente em flavonoides que apresentavam grupo
hidroxila na posig¢ao 3, dupla ligagdo entre 2 e 3, carbonila na posi¢ao 4 e hidroxila
na posic¢ao orto do anel B.

¢ estudaram a relagdo de

Hvattum e Ekeberg'”®, e Cuyckens e Claeys
intensidade [Yo-H] Yo para diversos flavonodis e notaram que a intensidade do ion
[Yo-H] " aumenta em maiores energias de colisdo. Observaram também que o ion
[Yo-H] = era mais intenso que o ion Y, nos flavonoides 3-O e 7-O glicosilados,
enquanto que nos flavonoides 4'-O glicosilados o ion Y, era mais intenso. A relagao
[Yo-H] 1Yo ™ mostrou-se muito maior para flavonol 3-O-glicosilados. A relagao [Y o-H]
.Y, , dessa maneira, ndo pode ser usada para classificagcao inequivoca da posicao
da ligacao glicosidica, entretanto € um bom indicativo especialmente para flavonois
3-O-glicosilados. A intensidade da quebra radicar aumenta também quanto maior o
numero de hidroxilas no anel B.

As informag¢des acima permitiram inferir 3 flavondis monoglicosilados
(FIGURA 3.34) com ligacao glicosidica na posicao 3. S&o estes: miricitrina (10),
presente principalmente em P. niruri e P. tenellus, mas existente em concentragdes
traco em P. amarus e P. urinaria (FIGURA 3.35); miquealina (11) observado em P.
stipulatus, mas também em concentracbdes traco em P. urinaria, P. tenellus e P.
amarus (FIGURA 3.36); e quercitrina (15) visualizado em P. niruri, P. tenellus e P.
urinaria (FIGURA 3.37).
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OH 0]

(10) miricitrina - R, = OH, R, = ramnose
(11) miquealina - R, = H, R, = glucuronideo
(15) quercitrina - R, = H, R, = ramnose

FIGURA 3.34 - Flavonois monoglicosilados presentes nas espécies de Phyllanthus
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FIGURA 3.35 - Cromatograma do ion extraido de m/z 463,088 referente ao

composto 10.
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FIGURA 3.36 - Cromatograma do ion extraido de m/z 477,067 referente
composto 11.

ao
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FIGURA 3.37 - Cromatograma do ion extraido de m/z 447,093 referente ao
composto 15.

Os espectros de MS/MS no modo positivo de ionizagdo da miricitrina
(10) e quercitrina (15) apresentaram respectivamente os ions de m/z 319 e 303
referentes a quebra Y," com eliminagdo de ramnose (FIGURAS 3.38 e 3.39). No
modo negativo, por outro lado, observou-se os ions YO~ e [YO-H] ~". Utilizando 50eV
como energia de colisao observou-se uma relagéo entre Yo e [Yo-H] "de 3,9e 2,4, 0
que é forte indicativo de ligagao glicosidica na posicdo 3, ademais a maior razao
entre os dois ions para miricitrina esta em conformidade com Hvattum e Ekberg '
que relacionaram maior intensidade de [Yo-H] = com maior nimero de hidroxilas no
anel B. Ablajan et al. """ observaram também claras diferengas no padrdao de
fragmentacao entre flavonois 3-O e 7-O glicosilados, no primeiro os ions [Y-H-CO-
H] e [Yo-H-CO2-H] ~apresentaram grande intensidade, enquanto que no segundo [Yo.
COJ era bastante abundante. Tal observacdo corrobora com as estruturas com
glicosilagao na posic¢ao 3, visto que os ions explicados acima sdo bastante intensos
em ambos os compostos (FIGURAS 3.40 e 3.41).
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FIGURA 3.38 - Espectro ESI(+) QqToF MS/MS (40eV) do composto 10 (miricitrina)

de m/z 465,1026.
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FIGURA 3.39 - Espectro ESI(+) QqToF MS/MS (40eV) do composto 15 (quercitrina)

de m/z 449,1036.
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FIGURA 3.40 - Espectro ESI(-) QqToF MS/MS (50eV) do composto 10 (miricitrina)

de m/z 463,3767
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FIGURA 3.41 - Espectro ESI(-) QqToF MS/MS (50eV) do composto 15 (quercitrina)
de m/z 447,0949.

A fragmentagdao no modo negativo do composto 11, em contraste aos
outros flavondis monoglicosilados, apresentou o ion [Yo-H]” em intensidade
reduzida. Embora, isso seja indicativo de ligagao glicosidica na posi¢ao 4', parece
mais provavel que a pequena intensidade do ion resultante de fragmentagao
homolitica seja resultado da influéncia do acido glucurdénico ligado a posi¢cao 3 da
aglicona. Em trabalho anterior o mesmo composto foi isolado e purificado a partir de
extratos aquosos dessa mesma espécie e identificado por NMR “. Em ambos os
modos de ionizagdo foram observados os ions referentes a aglicona quercetina (Yo)
(FIGURA 3.42 e 3.43). No modo negativo as fragmentagdes de retrociclizagao ("*Ao”
e "?Ao") e perda de CO;[M-H-CO,]” também foram percebidas ao elevar-se a energia
de colisdo (FIGURA 3.44).

Intens. - N HA52{479.0777), 20.0e%,11.21-11.26min#1962-1971
%1043 "o
3 303.0444
4 3
33
E
1— 479.0777
|:| : T T | . T T T 1 | T T T T | T 1 T T | T 1 TI T | T T
400 a4l 400 440 a00  m'z

FIGURA 342 - Espectro ESI(+) QqToF MS/MS (20eV) do composto 11
(miquealina) de m/z 479.0777.
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FIGURA 3.43 - Espectro ESI(-) QqToF MS/MS (20eV) do composto 11
(miquealina) de m/z 477.0667.
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FIGURA 3.44 - Espectro ESI(-) QqToF MS/MS (40eV) do composto 11
(miquealina) de m/z 477.0686.

Outros dois flavondis O-monoglicosilados que ndo apresentam grande
importancia na diferenciagdo das espécies foram observados, sendo estes
miricetrina-3-O-glucosideo, encontrado em P. tenellus e isoquercitrina presente em
todos os extratos (FIGURA 3.45).
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OH O

miricetina-3-O-glucosideo - R, = OH, R, = glucose
isoquercitrina - R, = H, R, = glucose

FIGURA 3.45 - Outros flavonois O-monoglicosilados encontrados em Phyllanthus

Os espectros de MS/MS no modo positivo de ionizagdo de ambos os
compostos acima revelaram a quebra Yo" com perda neutra de 162u referente a
perda de residuo de glucose (FIGURA 3.46 e 3.47). No modo negativo de ionizagéo
com energia de colisdo de 50eV, por outro lado, foi possivel observar além da
quebra Y, 7, os ions de m/z 316 e 300 inerentes a clivagem [Yo-H]". Estes ions
juntamente aos ions relativos as fragmentagdes [Yo-H-CO-H]™ e [Yo-H-CO-HJ
indicam a presenca O-glicosilagdo na posi¢ao 3 dos flavonois (FIGURA 3.48 e 3.49)
"7 A comparacédo de intensidade entre os ions [Yo-H]” e Yo dos flavonois
monoglicosilados com residuo de ramnose, miricitrina (10) e quercitrina (15), com os
flavonois ligados a glucose, miricetina-3-O-glucosideo e isoquercitrina, revelaram
que a intensidade do ion referente a quebra radicalar nao esta somente relacionada
a estrutura do nucleo do flavonol, mas também ao tipo de residuo de agucar. Essas
razdes foram superiores quando o agucar ramnose (FIGURAS 3.40 e 3.41) foi
substituido por glucose (FIGURAS 3.48 e 3.49). Assim a partir de miricetina-3-O-
glucosideo e isoquercitrina os valores encontrados foram respectivamente de 5,6 e
3,6.
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3 +MSZ(481.0964), 40.0eV, 10.27-10.29min #1795-1798
5000 Yo'
= 319.0477
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FIGURA 3.46 - Espectro ESI(+) QqToF MS/MS (40eV) do composto miricetina-3-O-
glucosideo de m/z 481.0964.
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FIGURA 3.47 - Espectro ESI(+) QqToF MS/MS (40eV) do composto isoquercitrina de
m/z 465.0951.
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FIGURA 3.48 - Espectro ESI(-) QqToF MS/MS (50eV) do composto miricetina-3-O-
glucosideo de m/z 479.0841
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Intens. 5 -MS52{463.0888), 50.0eY,11.45-11.48min #1961-1966
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FIGURA 3.49 - Espectro ESI(-) QqToF MS/MS (50eV) do composto isoquercitrina de
m/z 463.0888.

Dentre os flavonoides encontrados, foram também identificados 4
flavondis diglicosilados importantes na diferenciacdo das espécies (FIGURA 3.50),
0s quais sao: quercetina-3-O-gentibiosideo (7) (FIGURA 3.51), presente
majoritariamente em P. caroliniensis e em concentragdes trago em P. urinaria e P.
niruri; rutina (12a) presente em todas as espécies, exceto P. niruri e P. caroliniensis;
canferol-3-O-gentibiosideo (12b) observado em P. caroliniensis (FIGURA 3.52); e
canferol-3-O-rutinosideo (16) existente em P. urinaria e P. tenellus (FIGURA 3.53). O
tratamento estatistico considerou os compostos 12a e 12b como sendo a mesma
substancia por serem isbmeros e apresentarem {fz préximos, no entanto os

experimentos de ions produtos revelaram diferencas estruturais evidentes.

O OH o] OH
OH OH
OH OH
gentibiosideo rutinosideo

(7) quercetina-3-gentibiosideo - R, = OH, R, = gentibiosideo
(12a) rutina - R, = OH, R, = rutinosideo

(12b) canferol-3-O-gentibiosideo - R, = H, R, = gentiobiosideo
(16) canferol-3-O-rutinosideo - R, = H, R, = rutinosideo

FIGURA 3.50 - Flavonodis diglicosilados presentes nas espécies de Phyllanthus
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FIGURA 3.51: Cromatograma do ion extraido de m/z 625,141 referente ao composto
7.

7510" - —F. teqe//qs
o —— P. urinaria
6X104 | P. amarus
o 5x10" —— P. stipulatus
G 4x10° —— P. caroliniensis
Z 3x10°* 1
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= 1x10* 7
0 ~5
| ! I ! | ' | ! | ! |
10,0 10,5 11,0 1,5 12,0 125
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FIGURA 3.52: Cromatograma do ion extraido de m/z 609,146 referente ao composto
12a e 12b.

— P. urinaria
2,5%10° - —— P. tenellus
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2,0x10"
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1,0x10"
5,0x10° - ]
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I ' I ' I 1 I ! I ! I
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FIGURA 3.53: Cromatograma do ion extraido de m/z 593,151 referente ao composto
16.
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Experimentos de ions produtos no modo positivo revelaram para todos
os flavonodis diglicosilados os ions correspondentes a quebra Yo" e Y,

demonstrando os monossacarideos que os compdem (FIGURA 3.54-3.57).

y,* —— glucosil —|
l 465.10289 6271557
|

|
200 340 400 450

FIGURA 3.54 - Espectro ESI(+) QqToF MS/MS (20eV) do composto 7 (quercetina-
3-O-gentibiosideo) de m/z 627,1462.

Intens. - HAS2(627.1462), 20.0e, 10.62-10.65min #1828-1833
X104 5 Yo' ——— glucosil
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37
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1
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'”t9”5-§ H52(611.1538) 20,084 11.36-11.39min #1987-1992
X1D4—_ ¥ + .
T
43 :
39
= Yt ramnosil
] 465.1012
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I:I : 1 T L I? 1 1
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FIGURA 3.55 - Espectro ESI(+) QqToF MS/MS (20eV) do composto 12a (rutina)
de m/z 611,1538.

T T
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2800
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200 3 449,1082
3 *
I:I 1 1 1 | 1 1 1 1 | 1 1 1 1 | 1 1 1 1 |i 1 1 T 1 1 1 1 1 | 1 1 1 1 II 1 1 1 |

T T
200 aad 400 450 500 550 B00 MYz

FIGURA 3.56 - Espectro ESI(+) QqToF MS/MS (20eV) do composto 12b (canferol-
3-O-gentibiosideo) de m/z 611,1599.
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FIGURA 3.57 - Espectro ESI(+) QqToF MS/MS (20eV) do composto 16 (canferol-
3-O-rutinosideo) de m/z 595,1720.

Flavondis diglicosilados podem ser di-O-glicosilados ou O-
diglicosilados, variando quanto a posigdo da ligacdo e o tipo de ligagao
interglicosidica. Ferreres et al. '"® avaliaram o comportamento de quatro grupos de
flavonoides com 2 residuos de hexose, sendo estes flavonois X,Y-di-O-glicosilados,
onde X e Y correspondem as posi¢cdes 3, 7 ou 4' da aglicona e flavondis com
diferentes liga¢des interglicosidicas, como soforosideos (Glc (1 — 6) Glc), alosil (1
— 2) glucosideos e gentibiosideos (Glc (1 — 6) glc). Experimentos de ions produtos
no modo negativo de ionizacdo revelaram que flavonois O-diglicosilados (1—2)
apresentam ions relativos as quebras Y+~ e/ou Z;~ com elevada abundancia relativa
(13-79%), enquanto que para flavonoides ligados a gentibiosideos (1—6) o ion Y~
apresenta abundancia relativa muito baixa e o ion Z1~ ndo é observado. Para ambos
o ion Yo é o pico base. Cuyckens et al. '"® encontraram relagdo semelhante para
rutinosideos (1—6) e neohesperidosideos (1—2). Em flavonoides di-O-glicosilados,
por outro lado, o pico base é aquele relacionado a perda do primeiro residuo de
hexose, enquanto que os ions relacionados a aglicona livre deixam de ser
observado (Z,") ou passa apresentar abundancia relativa de aproximadamente 30%.

Os quatro flavondis diglicosilados apresentaram o perfil tipico de fragmentagao
de flavonois O-diglicosilado (1—6), ou seja, ndo foram observados os ions Y1~ e Z4~
e 0 pico base foram os ions referente a quebra homolitica [Yo,-H] ™ ou Yo", em todas
as energias de colisdo avaliadas '"®. Adicionalmente, os compostos 7 e 12a
apresentaram relacao entre [Yo-H] ;Yo de 2,67 e 3,49, respectivamente, indicativo
de ligagdo 3-O-glicosidica, enquanto que para os compostos 12b e 16 essa razao

foi, nessa ordem, de 0,72 e 1,56. A menor relagdo para os ultimos talvez esteja
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relacionado a uma ligacdo do tipo 7-O-glicosidica, mas, mais provavelmente, se

deva ao menor grau de hidroxilagdo do anel B . Aparentemente, também, existe

uma relagao entre o tipo de dissacarideo e a intensidade do ion [Y,-H] ", ou seja, os

flavondis com ramnose terminal (12a e 16) apresentaram maior relagdo entre os

ions [Yo-H]": Yo~ que os compostos que tinham glucose terminal (6 e 12b), mesmo

apresentando o mesmo nucleo flavonoidico. Outro indicativo que esses flavondis

séo todos 3-0 glicosilados é a alta intensidade dos ions [Y -H-CO-H] e [Yo-H-O2-H]”
"7 (FIGURA 3.58-3.61).

Irters. 5 [ o-H]™ M52 16251393, 60,08, 10 62-10 70 min #1526-1540
. ]
300.0270
2000 5
] [7gH-CO-H]
1300 7 L2a- 2710243
] 178.9971 Ty
1000 3 [¥g-H-CO5H] el
EDD—: 134" 255.0305
1510027 1
0 drarbrdp it b e
1480 200 250 300 380 400 450 500 aa0 GO0 Mz

FIGURA 3.58 - Espectro ESI(-) QqToF MS/MS (60eV) do composto 7 (quercetina-
3-O-gentibiosideo) de m/z 625,1393.

Irtens, - 52 15091557, 60,08y, 11 42-11 46 min #1952-1955
w104 [Tg-H]
1 5000281
084
0.6 1
| L.2p~ [ g-H-CO-H]
04 ] 178.99935 71 0250
Ty
1 [ g-H-C Og-H]-
024 1 255630 7
] 151.0035 l
0.0 Lt e e e  ———————————
140 200 2480 300 3a0 400 440 a00 540 GO0 iz

FIGURA 3.59 - Espectro ESI(-) QqToF MS/MS (60eV) do composto 12a (rutina) de
m/z 609,1357.
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FIGURA 3.60 - Espectro ESI(-) QqToF MS/MS (60eV) do composto 12b (canferol-
3-O-gentibiosideo) de m/z 609,1462.
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FIGURA 3.61 - Espectro ESI(-) QqToF MS/MS (60eV) do composto 16
(canferol-3-O-rutinosideo) de m/z 625,1393.

3.3.3.3.2 - Flavonoides C-Glicosilados

Flavonoides C-glicosilados apresentam o acgucar ligado diretamente ao
nucleo do flavonoide por uma ligagao carbono-carbono. Este tipo de ligagcéo é a
responsavel pela facil diferenciagcdo de flavonoides por espectrometria de massas,
uma vez que em experimentos de MS/MS n&o havera o ion altamente intenso Yy
resultante da quebra da ligacdo éster, mas sim clivagens cruzadas no anel
sacaridico (*’X) e perda de moléculas de agua. Os sitios de ligagdo dos heterosideos
em flavonoides C-glicosilados se resume as posi¢des 6 e 8, nunca sendo reportado
ligagbes em outras posigdes, como no anel B, por exemplo .

Os perfis de fragmentagdo de flavonoides C-glicosilados permitem a
diferenciagao de isbmeros posicionais 6-C ou 8-C, no entanto é necessario cautela,
uma vez que existem grandes diferengas de perfis de fragmentagao nos distintos

modos de ionizagao, tipos de analisadores e energias de colisdo . A perda de
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molécula de agua em elevadas energias de colisdo € mais pronunciado em
flavonoides 6-C que em 8-C dlicosilados, o que explicado pelo fato do grupo
hidroxila da posi¢cdo 2" estar entre os grupos hidroxila da posicdo 5 e 7 do
flavonoide. Nessa posi¢cao a ligagao de hidrogénio entre o éter do acucar e as
hidroxilas na posi¢cdo 5 ou 7 limitam a rotagado do residuo de agucar, facilitando a
eliminagcdo de agua. Em flavonoides 8-C glicosilados, em contrapartida, a mesma
perda de agua somente ocorre em relagédo a posi¢ao 7 e ainda € desfavorecida pela
ligagédo de hidrogénio entre a hidroxila em 2” do aglcar e o éter da aglicona . Em
CID com baixas energias de colis&o, por outro lado, Waridel et al. ' observaram que
no modo positivo tanto em QqToF MS/MS (20eV) como em IT-MS? (50%) as
fragmentagdes resultantes da perda de uma e duas moléculas de agua séo ions
bastantes abundantes em 8-C e ndo em 6-C, mas no modo negativo utilizando IT-
MS?(50%) as perdas de agua so6 sdo observadas para isdbmeros 6-C.

No modo positivo de ionizacido utilizando os mesmos equipamentos
acima somente alterando a energia de colisdo no QqToF MS/MS para 30eV, Waridel
et al. ' encontraram outros ions produtos diagndsticos. O ion produto °2X* é
caracteristica de ambos os isébmeros 6-C e 8-C, no entanto em 6-C & possivel
observar os ions %?X,*-CH,0,, %?X,*-CHO, °?X,*-H,0, e fragmentagdes tipo ™Ao",
enquanto que em isémero 8-C dentre os ions acima somente o ion %*X,*-CHO é
visualizado. No modo negativo, outros dados importantes foram notados utilizando
IT-MS?. Para isovitexina e isoorientina (6-C) sdo observadas as perdas de uma e
duas moléculas de agua, o que nao é verificado para os isémeros 8-C. Além disso,
para isoorientina e isovitexina os ions [M-H-90]" (°*X") apresentaram abundancia
muito maior quando comparados com os isdmeros 8-C "°.

Foram identificados diversos flavonoides C-glicosilados importantes na
diferenciagdo das espécies, dentre esses flavonas (compostos 5 e 8) (FIGURA 3.62)
e flavanonas (4, 14 e 17, 19 e 20) (FIGURA 3.63).
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OH O

(5) Orientina - R = OH
(8) Vitexina-R=H

FIGURA 3.62 - Flavonas C-glicosiladas presentes nas espécies de Phyllanthus

(4) Naringenina 8-C glucosideo - R, R,, R;, e R, = H

(14) Naringenina 8-C-6"-O-acetilglucosideo - R, = H; R,= Ac; R,e R, = H
(17) Naringenina 8-C-4",6"-O-diacetilglucosideo - R,e R,= H; R, e R, = Ac
(19) Eridictiol 8-C-2",4",6"-triacetilglucosideo - R, = OH; R,, R,e R, = Ac
(20) Naringenina 8-C-2",4",6"-triacetilglucosideo - R, = OH; R,, R,e R,= Ac

FIGURA 3.63 -Flavanonas C-glicosiladas presentes nas espécies de Phyllanthus

Os compostos 5 e 8 foram inferidos como as flavonas 8-C-glicosiladas

orientina e vitexina, respectivamente, presentes exclusivamente em P. niruri
(FIGURA 3.64 e 3.65).
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FIGURA 3.64 - Cromatograma do ion extraido de m/z 447,093 referente ao
composto 5
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FIGURA 3.65 - Cromatograma do ion extraido de m/z 431,099 referente ao
composto 8.

Os experimentos de MS/MS no modo positivo de ionizagéo utilizando
os analisadores de massas QqToF (30eV) e IT revelaram clivagens tipicas do anel
sacaridico como o ion %2X* de m/z 329 e 313 para orientina e vitexina, nessa ordem.
Além disso, a alta abundancia dos sinais referentes as perdas de neutras de
moléculas de agua sugerem glicosilagdo na posicéao 8 (FIGURAS 3.66 e 3.67).
Aumentando a energia de colisdo em QqToF para 40eV, procurou-se pelos outros
ions diagnosticos propostos por Waridel et al '®. Tanto nos espectros obtidos no IT
(FIGURAS 3.66B e 3.67B) quanto no QgqToF (FIGURAS 3.68 e 3.69) foi verificado o
ion %2X*-H,0, ion diagnostico de 6-C, mas em reduzida intensidade. Os demais ions
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ndo foram observados, exceto o ion resultante da clivagem °2X*-CHO, no entanto,
este ion ndo apresentou elevada intensidade como reportado para flavonoides 8-C
glicosilados. Em CID de baixa energia no modo positivo somente as perdas de agua
estavam em conformidade com os dados encontrados por Waridel et al. '*° sendo as
demais fragmentacdes nao observadas na abundancia relatada. Somente ao elevar
a energia de colisdo para 50eV o ion **X*-CHO tipico de isdmeros 8-C foi observado
em elevada abundancia relativa (FIGURAS 3.70 e 3.71).

Irf{inus4j A 0.2+ +M152{449.1043),30.0eV,10.08-10 11 min#L738-1744
10 - 329 0656
0.8 [M+H-2HZO][+ *
d M+H-H;O
0.6 el 431.0977
. i 449 1085
-1 0,1y +
e i 0:4%*-H,0 23%*.2 H,0
02 - 233.0552 353.0653 383.0767
il oo ] o s
0.0 4 ! PRI Lyb S T PR (K i e | l e Al . L .
300 320 340 360 380 400 420 440 460 mz
Intenss ] B +52(449.3], 21, 3min #7206
x10%] 431.1[M+H-Hz0]*
151
4 2,3X+_2 HZO
3831
1.0 [M+H-2H.0]*
1 0,2y+ 3.0
; 0,1+ 3290 3951
2 2 IL
0'0: . 1 . 1 ' L . 1 . = 1 . 1 . 1 . ] "
300 320 340 360 320 400 420 440 m/z

FIGURA 3.66 - Espectros MS/MS do composto 5 (orientina) de m/z 449. A - Espectro
ESI(+) QqToF MS/MS (30eV); B - Espectro ESI(+) IT MS? (1V).
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FIGURA 3.67 - Espectros MS/MS do composto 8 (vitexina) de m/z 433. A - Espectro
ESI(+) QqToF MS/MS (30eV); B - Espectro ESI(+) IT MS? (1V).
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FIGURA 3.68 - Espectro ESI(+) QqToF MS/MS (40eV) do composto 5 (orientina) de
m/z 449.1004.
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FIGURA 3.69 - Espectro ESI(+) QqToF MS/MS (40eV) do composto 8 (vitexina) de
m/z 433.0982.
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FIGURA 3.70 - Espectro ESI(+) QqToF MS/MS (50eV) do composto 5 (orientina) de
m/z 449.1056.
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FIGURA 3.71 - Espectro ESI(+) QqToF MS/MS (50eV) do composto 8 (vitexina) de
m/z 433.1101.

No modo negativo de ionizagao os perfis de fragmentacao tanto por IT
quanto por QqToF (30eV) foram muito semelhantes. Para ambos metabdlitos a

quebra °2X" foi significativamente mais intensa que °*X”, além de nio apresentar os
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ions concernentes a perda de moléculas de agua, o que consiste em forte indicativo
de ligacao 8-C %' (FIGURAS 3.72 e 3.73).
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FIGURA 3.72 - Espectros MS/MS do composto 5 (orientina) de m/z 449. A - Espectro
ESI(-) QqToF MS/MS (30eV); B - Espectro ESI(-) IT MS? (1V).
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FIGURA 3.73 - Espectros MS/MS do composto 8 (vitexina) de m/z 449. A - Espectro
ESI(-) QqToF MS/MS (30eV); B - Espectro ESI(-) IT MS? (1V).

As flavanonas C-glicosiladas 4, 14, 17 constituem-se importantes
marcadores quimicos da espécie P. stipulatus, embora estejam presentes em
reduzidas concentragbes em P. tenellus (FIGURA 3.74-3.76). Destaca-se o
composto 17 identificado como naringenina-8-C-4",6"-diacetilglucosideo reportado
pela primeira vez. Por outro lado, os compostos 19 e 20 sdo compostos inéditos de
grande importancia na caracterizacéo de P. tenellus (FIGURA 3.77 e 3.78). O modelo
de PCA revelou que o composto 19 também estava presente em P. niruri, mas uma
avaliacéo cuidadosa do tr e espectro de MS/MS revelou que esse composto ndo era

0 mesmo presente P. stipulatus.
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FIGURA 3.74 - Cromatograma do ion extraido de m/z 433,125 referente ao
composto 4.
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Figura 3.75 - Cromatograma do ion extraido de m/z 475,114 referente ao composto
14
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FIGURA 3.76 - Cromatograma do ion extraido de m/z 517,135 referente ao
composto 17
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FIGURA 3.77 - Cromatograma do ion extraido de m/z 575,141 referente ao
composto 19.
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FIGURA 3.78 - Cromatograma do ion extraido de m/z 559,146 referente ao
composto 20

Experimentos de ions produtos no modo positivo de ionizagao
revelaram que todas as flavanonas identificadas sdo C-glicosiladas em virtude de
apresentarem o0s ions relacionados as quebras cruzadas do anel sacaridico,
destacando a quebra %2X*. Adicionalmente, foram observados os ions concernentes
a reacgédo de retro Diels-Alder do anel C ('*A.*) para os compostos 4, 14, 17
(FIGURAS 3.79-3.83). As perdas de 60 Da para os compostos 14, 17, 19 e 20
evidenciam a presencga de grupos acetatos. O posicionamento da maioria desses
grupos pode ser determinada verificando as quebras cruzadas do anel sacaridico. A
clivagem cruzada do anel heterosidico °*X,-2 H,O, por exemplo, resultam em perdas

neutras diferentes para o composto 4, ndo acetilado, e os compostos 14 e 17 que
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apresentam, respectivamente, um e dois grupos acetil. No primeiro a perda neutra
corresponde a 96u, enquanto que para os outros dois representa 138u. Esta
diferenga atesta a presenca de um grupo acetil obrigatoriamente na posi¢do 6 da
glucose. Na presenca de trés grupos acetilas (compostos 19 e 20), a quebra cruzada
94X, € acompanhada da perda de grupo acetato e agua [**Xo-H.O-Ac+H]*, resultando
na perda de 180 Da. Ademais, para os compostos 19 e 20 a clivagem cruzada do
anel %%X, resulta em perda de 204u, o que é explicado pela presenca de dois grupos
acetilas na posigao 6” e 3” ou 4”. Dessa forma, o terceiro grupo esta provavelmente
ligado a posicao 2”.

Intens. 3 +M52 351524, 20,08y, 10 .03-10 .07 min#L 756-1 764
S000 a3 5& 524
4000 3 234 -2 3 Hath

] 4.3 H0 A% HaD 368.1035
3000 _ 261.0273 287 0642
2000 3 04 . 2 4 Ham -3 % Ha0 -Hal
13, .02 04 02%  San Dase 3810937 417 1273
10003 190 Sz06 # | 31500337 2 x Mo
17 225 0319 285.0788 200.1004 |
EI'...'...!I....'..l.'..l.'l...". ..l."l..".'.'.' 'l"

00 425 iz

FIGURA 3.79 - Espectro ESI(+) QqToF MS/MS (20eV) do composto 4 (naringenina-
8-C-glucosideo) de m/z 435.1324.
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FIGURA 3.80 - Espectro ESI(+) QqToF MS/MS (20eV) do composto 14
(naringenina-8-C-6"-O-acetilglucosideo) de m/z 477,13009.
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FIGURA 3.81 - Espectro ESI(+) QqToF MS/MS (20eV) do composto 17

(naringenina-8-C-4”,6"-O-diacetilglucosideo) de m/z 519,1395.
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FIGURA 3.82 - Espectro ESI(+) QqToF MS/MS (20eV) do composto 19 (eridictiol-8-
C-2",4” 6”-O-triacetilglucosideo) de m/z 519,1395.
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FIGURA 3.83 Espectro ESI(+) QqToF MS/MS (20eV) do composto 20

(naringenina-8-C-2",4”,6”-O-triacetilglucosideo) de m/z 519,1395.

A fragmentagao no modo negativo de ionizagdo com energia de coliséo
de 20eV demonstraram menor quantidade de ions produtos que no modo positivo.

Destacam-se as quebras cruzadas do anel glicosidico %?X,” e ®*X,”, sendo que a
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ultima nao é observada em compostos com mais de um grupo acetila. As perdas de
moléculas de agua e acido acético sdo também observadas em pequena
abundancia. Nos compostos com mais de dois grupos acetilas a eliminagdo do
primeiro grupo constitui-se um dos principais sinais no espectro (FIGURAS 3.84-
3.88). A 40eV de energia de colisdo evidenciam-se os ions produtos resultantes das
fragmentagdes do nucleo flavonoidico acompanhado de quebra cruzada do anel
(°2Xo7). Os principais ions sdo resultantes da reagao de retro Diels-Alder, a saber,
3A.” e *By” (FIGURAS 3.89-3.93). No composto 20 o ion de m/z 175 é resultado da
perda de acido acético através de rearranjo seguido de quebra %2X,” e retro Diels-
Alder ("*Ao") (FIGURA 3.94). Esse ion produto é de extrema importancia, pois revela
a existéncia de grupo acetila na posi¢gao 2”. O composto 19 também apresentou o
ion de m/z 175, no entanto, observou-se outros ions produtos mais intensos de m/z

161 e 149, os quais ndo puderam ser explicados.

Intens. ] . MS2{4331137), 20 0V, 10 06-10 13 min #1722-1734

4000 4 3130717
3000 4
2000 03%-
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FIGURA 3.84 - Espectro ESI(-) QqToF MS/MS (20eV) do composto 4 (naringenina-8
C-glucosideo) de m/z 433,1137.
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FIGURA 3.85 - Espectro ESI(-) QqToF MS/MS (20eV) do composto 14 (naringenina-
8-C-6"-O-acetilglucosideo) de m/z 475,1250.
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FIGURA 3.86 - Espectro ESI(-) QqToF MS/MS (20eV) do composto 17 (naringenina-
8-C-4”,6"-O-diacetilglucosideo) de m/z 517,1352.
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FIGURA 3.87 - Espectro ESI(-) QqToF MS/MS (20eV) do composto 19 (eridictiol-8-C-
2" 4" 6”-O-triacetilglucosideo) de m/z 575,14009.
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FIGURA 3.88 - Espectro ESI(-) QqToF MS/MS (20eV) do composto 20 (naringenina-
8-C-2",4”,6"-O-triacetilglucosideo) de m/z 559,1452.
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FIGURA 3.89 - Espectro ESI(-) QqToF MS/MS (40eV) do composto 4 (naringenina-8-
C-glucosideo) de m/z 433,1147.
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FIGURA 3.90 - Espectro ESI(-) QqToF MS/MS (40eV) do composto 14 (naringenina-
8-C-6"-O-acetilglucosideo) de m/z 475,1267.
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FIGURA 3.91 - Espectro ESI(-) QqToF MS/MS (40eV) do composto 17 (naringenina-
8-C-4”,6"-O-diacetilglucosideo) de m/z 517,1365.
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FIGURA 3.92 - Espectro ESI(-) QqToF MS/MS (40eV) do composto 19 (eridictiol-8-C-
2" .47 6”-O-triacetilglucosideo) de m/z 575,1418.
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FIGURA 3.93 - Espectro ESI(-) QqToF MS/MS (40eV) do composto 20 (naringenina-
8-C-2",4”,6”-O-triacetilglucosideo) de m/z 559,1470.
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miz=175

FIGURA 3.94 - Rota de fragmentagédo de flavanonas C-glicosiladas com acetilagao
na posicao 2".

Os dados de fragmentagdo de Waridel et al '® para flavonas C-
glicosiladas foram usados como modelo para explicar as clivagens de flavanonas C-
glicosiladas, uma vez que nao foram encontrados trabalhos sobre fragmentagdes
dessa classe. Nos espectros de MS/MS, em modo positivo de ionizagéo e a baixa
energia de colisdo, os principais ions produtos da fragmentacdo do composto 4
foram aqueles resultantes de perda de moléculas de agua, o que corrobora para o
isdbmero 8-C. No entanto, para os compostos acetilados 14 e 17 a intensidade das
perdas de moléculas de agua ou acido acético €& pouco expressiva, em
contrapartida, perdas de moléculas de acido acético e agua sdo mais abundantes
nos compostos 19 e 20 que apresentam grupo acetil na posigao 2”, embora os
mesmos Nao sejam Os ions principais no espectro. A maior intensidade nesse ultimo
caso, talvez se deva ao fato da substituicdo na posi¢cado 2” do grupo hidroxila por
acetil. O grupo hidroxila pode formar ligacdo de hidrogénio com o oxigénio do éster
no anel C, dificultando a livre rotacdo do agucar, a aproximacgao das hidroxilas 2” e 7
e consequentemente a perda de agua por reacado rearranjo (FIGURA 3.94). Na

auséncia do grupo hidroxila a ligagcdo de hidrogénio nédo ocorreria e ademais, o
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grupo acetil, mais volumoso, se posicionaria predominantemente de modo contrario
ao anel C reduzindo a repulsdo eletrbnica, e portanto facilitando o rearranjo com
eliminagdo de acido acético. Waridel et al. '® também ndo observaram a 20eV
perdas procedentes de retrociclizacbes do anel C em flavonas 8-C glicosiladas, as
quais foram notadas em todas as flavanonas C-glicosiladas. Dessa forma, o modelo
proposto por Waridel no modo positivo de ionizagdo para flavonas nao é totalmente
adequado para flavanonas C-glicosiladas especialmente as acetiladas.

No modo negativo de ionizagao, os ions produtos referentes a perda de
agua e/ou acido acético apresentaram pequena intensidade, exceto para os
compostos 19 e 20, cuja explicagdo ja foi descrita. Além disso, em nenhum dos
compostos a quebra cruzada °*X,” superou a intensidade de 40% em relagdo ao ion
92X,", e inclusive nao foi observado quando o nimero de acetilagdes era superior a 2
19120 No modo negativo de ionizagdo foi observado um forte indicativo de ligagdo
glicosidica 8-C. Para elucidagdo inequivoca dos regioisbmeros faz-se necessario um

estudo de padrdes de fragmentacao de flavanonas 6-C e 8-C-acetilglicosilados.

3.3.3.3.3 - Flavonas-O, C-diglicosiladas

Exclusivamente no extrato de P. niruri foram encontradas duas flavonas
O,C-diglicosiladas (FIGURA 3.95) identificadas como orientina-2”-O-ramnosideo (6)
(FIGURA 3.96) e vitexina-2”-O-ramnosideo (9) (FIGURA 3.97).
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HO

OH O

(6) Orientina-2"-O-ramnosideo - R = OH
(9) Vitexina-2"-O-ramnosideo - R = H

FIGURA 3.95 - Estrutura quimica das flavonas O,C-diglicosiladas presentes em P.
niruri.
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FIGURA 3.96 - Cromatograma do ion extraido de m/z 593,151 referente ao
composto 6.
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FIGURA 3.97 - Cromatograma do ion extraido de m/z 577,157 referente ao
composto 9.

Os experimentos de ions produtos no modo negativo de ionizagéo
utilizando QqToF MS/MS com energia de colisdo de 30eV (FIGURA 3.98 e 3.99) e
IT-MS? com amplitude de fragmentagcdo de 1 V (FIGURA 3.100 e 3.101)
apresentaram espectros muito semelhantes. Em ambos observam-se a perda de
ramnosil (Y+*) como pico base, bem como, os ions referentes a quebra Z+*, [Z1-H.0]"
e [Y1,92X]*. Em IT-MS? também estdo presentes em pequena intensidade outros ions

referente a quebra cruzada do anel heterosidico.

Int ens,zi—: +M1S2(595.1610),30.0eV,10 27-10 30min#L772-1777
%10 E Y1+
] 4491079

2 [Z,-H,Ol*
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FIGURA 3.98 - Espectro ESI(+) QqToF MS/MS (30eV) do composto 6 (orientina-2"-
O-ramnosideo) de m/z 595,1610.
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FIGURA 3.99 - Espectro ESI(+) QqToF MS/MS (30eV) do composto 8 (vitexina-2"-O-
ramnosideo) de m/z 579,1718.
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FIGURA 3.100 - Espectro ESI(+) IT-MS? (1V) do composto 6 (orientina-2"-O-
ramnosideo) de m/z 595,5.
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FIGURA 3.101 - Espectro ESI(+) IT-MS? (1V) do composto 8 (vitexina-2"-O-
ramnosideo) de m/z 579,4.

Tanto em experimentos de IT-MS? a partir do ion [M+H-146]" (FIGURA
3.102 e 3.103), quanto em QqToF MS/MS com energia de colisdo a 40 eV (FIGURA

3.104 e 3.105) para os compostos 6 e 9, ficou evidente a semelhanga com os
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espectros das flavonas 8-C glicosiladas orientina (5) (FIGURA 3.66) e vitexina (8)
(FIGURA 3.67), sendo os ions referentes a perdas de moléculas de agua os

principais ions indicando a glicosilagdo na posigdo 8 '%.
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FIGURA 3.102 - Espectro ESI(+) IT MS® (1V) do composto 6 (orientina-2"-O-
ramnosideo) de m/z 595.4 — 449.3.
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; . 323.0 : <
280 300 320 340 360 380 400 420 440 m/z

FIGURA 3.103 - Espectro ESI(+) IT MS® (1V) do composto 8 (vitexina-2"-O-
ramnosideo) de m/z 579.5 — 433.3.

Intens. 3 +M152(595.1608),40.08,10.29-10 32min#L 7731775
x1043 449 1078Y0"
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FIGURA 3.104 - Espectro ESI(+) QqToF MS/MS (40eV) do composto 6 (orientina-2"-
O-ramnosideo) de m/z 595.1608
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FIGURA 3.105 - Espectro ESI(+) QqToF MS/MS (40eV) do composto 9 (vitexina-2"-
O-ramnosideo) de m/z 579.1684

No modo negativo de ionizagao os experimentos de massas sequencial
em ambos os analisadores também foram bastante semelhantes e permitiram definir
os compostos 6 e 9 como flavonas-O,C-diglicosiladas (FIGURAS 3.106 e 3.107). A
O-glicosilagédo em flavonas C-glicosiladas pode ocorrer tanto em hidroxilas fendlicas,
posicdes 7 ou 4', como nas hidroxilas do heterosideo, mais comumente na posicao
2”. Essas diferengas sao facilmente observadas pela comparagao das quebras Y™ e
Z". Flavonas di-O,C-glicosiladas apresentam a quebra Y,~ com abundancia relativa

superior a 90% '®

, enquanto que em flavonas O,C-diglicosiladas a quebra Y4~
apresenta baixa intensidade e o pico base é representado pelo ion da fragmentagao

Z,~, originado do rearranjo semelhante ao explicado na FIGURA 3.94 ™.

|men3-_ Yy, 02y - -W52(593.1469),40.0eV,10.18-10 .35 min #1748-1777
17 0
600 4 327 .0506
Y,,03X,”
400 357.0625
| 309.0404 z-
200 4 429 0319 o2y
- 4731097 5931469
I\ 1 Y1 | t
0- B e S S S o L o o o L o e o o o S S e
300 350 400 450 500 550 mz

FIGURA 3.106 - Espectro ESI(-) QqToF MS/MS (40eV) do composto 6 (orientina-2"-
O-ramnosideo) de m/z 593.1469
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FIGURA 3.107 - Espectro ESI(-) QqToF MS/MS (40eV) do composto 9 (vitexina-2"-
O-ramnosideo) de m/z 577.1565

3.3.3.3.4 - Flavona C-glicosilada acilada

Muitos artigos fitoquimicos relatam a identificagdo de flavonoides
glicosilados com grupos acila ligado ao residuo de agucar "'*'?2, Tais grupos podem
ser galoil, feruloil, quinoil, cumaril, cafeoil, malonil e outros. No extrato de P. niruri foi
identificada a inédita flavona 8-C-acilglicosilada denominada como luteolina-8-C-
ramnosil-2"-O-galoil (FIGURAS 3.108 e 3.109).

OH
O Ho
HsC
HO

O

HO HO
CH

OH O
FIGURA 3.108 - Flavona C-glicosilada acilada identificada em P. niruri.
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FIGURA 3.109 - Cromatograma do ion extraido de m/z 583,109 referente ao
composto 18.

Experimentos de MS/MS no modo positivo revelaram os ions produtos
de m/z 481 (°*Xo), 359 (°*Xo,Y4), 353 (**Xo-2H,0), 341 (°*Xo,Z41), 329 (°?X,,Y4), 311
(°2Xo,Z1) € 299 (°'X,) relativos a quebras cruzadas do anel sacaridico e caracteristico
de flavonas C-glicosiladas. Os fragmentos de m/z 433 (Y1), 415 (Z1) e 397 (Z+-H20)
indicam a perda de grupo galoil, enquanto que os ions 329 (°*X,,Y1), 311 (°*Xo,Z+)
revelam que o grupo acil esta ligado a ramnose por meio de ligagao interglicosidica
1 — 2. (FIGURA 3.110) "%,

Intens. 3 Vo2 *+ +MS2(585.1186),40 0,13 53-13 63 min#2342-2343
- 1 0
: 329 0655 z,*
1250 — O 20T 415.1043
1000 3 353.0643 [SZS;-?Hozgll;/ o2y *
750 _ osx . z,* \ Y1,013X0+ +481.0??0 5851249
500 oly,  341.0673 359.0725 Y
] 299.0557 oy 5 + \\ 4;;3.1147
3 0r~1
250 IRaRLEe 311.05627~ N,
D:|'I"'l|""|""'|"'l'l|!‘I l!llk"ll"l"'l'l""l""l'l"'l'
100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 iz

FIGURA 3.110 - Espectro ESI(+) QqToF MS/MS (40eV) do composto 18 (luteolina-8-
C-ramnosil-2”-O-galoil) de m/z 585,1186

No modo negativo os experimentos de ions produtos também
demonstraram ions caracteristicos de flavonas C-glicosiladas como os ions de m/z
357 (°*Xo,Y1), 327 (°?Xo,Y41) e 309 (°?Xo,Z4). A maior intensidade dos ions relativos a
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quebra °2X e intensidade relativa (°**X:°?X) bem inferior a 60% '° é forte indicativo de
glicosilacédo na posicado 8. A presenca do grupo galoil foi atestada principalmente
pelos ions de m/z 431 (Y1), 413 (Z1), 169 (galoil) e 125 (galoil-CO,) e sua ligagao a
posicdo 2" pelos 327 (°?X,,Y4), 309 (**Xo,Z1) (FIGURA 3.111).

Intens. -MS2583.1905),40.0 eV, 13 55-13 .65 min #2329-2345
0,2 - 0,2 -
XOxY1 'xo;Y1 _
1 309.0403 w327 0498 Z,
600 - 413.0882
Y,
400 - _ 431.0988
| 1650143 % o8
200 4 : 357 0616
galoil-CO,
1125.0242 193 0163
100 1480 200 250 300 350 400 450 500 550 mz

FIGURA 3.111 - Espectro ESI(-) QqToF MS/MS (40eV) do composto 18 (luteolina-8-
C-ramnosil-2”-O-galoil) de m/z 583,1905

3.3.3.3.5 - Composto néo identificado

Dentre todos os compostos apontados pelo modelo de PCA como
importantes na diferenciagdo das espécies somente o composto 23 (CsH3:O15) €
totalmente incognito. Os experimentos de QqToF MS/MS s6 forneceram dados de
fragmentacdo no modo negativo e esse foi insuficiente para chegar a qualquer

conclusao.

3.3.4 - Resultados dos Experimentos de Caracterizagcao Quimica

das Espécies de Phyllanthus Estudadas

Os resultados obtidos por espectrometria sequencial de massas com
diferentes analisadores de massas e condicdes distintas encontram-se resumidos na
TABELA 3.5.

O modelo estatistico aplicado juntamente a interpretacado dos espectros

de MS/MS possibilitaram identificar uma série de marcadores quimicos para as
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espécies, 0s quais sao ilustrados graficamente na FIGURA (3.112).
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TABELA 3.5 - Relagédo de compostos identificados nas 6 espécies de Phyllanthus

N° tr Nome [M+H]* [M-H]J Férmula molecular
01 6,50 3-p-cumarilquinico 339,0915 337,1076 C16H180s
02 7,50 1,3-digaloil-4,6-hexahidroxidifenoilglucose - 785,0838 C34H2602
03 9,18 acido geraniinico - 953,0922 Ca1H30027
04 9,90 Naringenina 8-C-glucosideo 435,1289 433,142 C21H2010
05 9,99 orientina 449,1084 447,0935 C21H20014
06 10,25 orientina-2"-O-ramnosideo 595,1672 593,1515 C27H30015
07 10,44 quercetina-3-O-gentibiosideo 627.1528 625,1405 C27H30017
08 10,66 vitexina 433,1137  431,0986 C21H2010
09 10,84 vitexina-2’-O-ramnosideo 579,1712 577,1568 C27H30014
10 10,88 miricitrina 465,1026 463,0888 C21H20012
11 11,20 miquealina 479,0827 477,0673 C21H15013
12a 11,29 rutina 611,1591 609,1468 C27H30016
12b 11.66 canferol-3-O-gentibiosideo 611,1572 609,1466 C27H300146
13 11,80 elagitanino ndo identificado - 979,1065 Ca3H32027
14 12,06 naringenina 8-C-6"-acetilglucosideo 477,1396 475,1254 C23H24014
15 12,31 quercitrina 449,1079  447,0940 C21H2011
16 12,32 canferol-3-O-rutinosideo 595,1693 593,1520 C27H30015
17 12,95 naringenina 8-C-4",6"-diacetilglucosideo* 519,1503 517,1351 C25H26012
18 13,37 luteolina-8-C-ramnosil-2”-O-galoil* 585,1247 583,1080 C28H24014
19 13,39 eridictiol 8-C-2",4",6"-triacetilglucosideo* 577,1567 575,1417 C27H25014
20 13,73 naringenina 8-C-2",4",6"-triacetilglucosideo* 561,1596 559,1474 C27H28013
21 14,72 pinocembrina-7-O-[4“,6“-hexahidroxidifenoil]-glucose 721.1410 719,1269 CssH28017
22 15,14 pinocembrina-7-O-[3"-O-galoil-4“,6"“-hexahidroxidifenoil]-glucose = 873,1488 871, 1374 Ca2H3202;

Legenda: * marca os compostos identificados nunca reportados anteriormente
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FIGURA 3.112 - Grafico ilustrativo das areas dos compostos identificados por espécie.
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A FIGURA 3.112 ilustra graficamente a diferenga entre os extratos
etandlicos das espécies estudadas. A biossintese de flavonas C-glicosiladas é
evidenciada para P. niruri. Destacam-se as flavonas C-monoglicosiladas (compostos
5 e 8), O,C-diglicosiladas (compostos 6 e 9) e C-glicosiladas com grupo acil ligado
(composto 18). As flavanonas C-acetilglicosiladas diferenciam P. tenellus e P.
stipulatus. Os compostos 14 e 17 foram encontrados predominantemente em P.
stipulatus, enquanto que os compostos 19 e 20 em P. tenellus. Os taninos
hidrolisaveis 21 e 22 que apresentam uma flavanona em lugar de grupo galoil foi
encontrado principalmente em P. tenellus. O composto 11 também é importante para
diferenciagdo de P. stipulatus, sendo unico flavonol ligado a acido glucurénico
identificado. Os flavonois O-diglicosilados também exercem importante papel na
caracterizagdo da espécie P. caroliniensis, uma vez que os flavondis ligados a
residuo de gentibiosideo (compostos 7 e 12b) foram encontrados
predominantemente nessa espécie. As espécies P. urinaria e P. amarus nao
apresentaram marcadores especificos. P. wurinaria apresentou quantidades
semelhantes a P. tenellus para os flavonodis 12, 15 e 16. O extrato etandlico de P.
amarus nao forneceu compostos em intensidades significativas exceto rutina. A
diferenciagdo quimiométrica para P. amarus e P. urinaria foi obtida pela auséncia de
marcadores especificos. Os resultados obtidos para P. amarus evidenciam a
necessidade de avaliacdo de outros tipos de extratos. A partir da avaliagdo de
extratos aquosos das mesmas amostras de P. amarus, por exemplo, foi possivel

identificar por LC-ITMS 11 compostos, entre elagitaninos e flavondis glicosilados “°.

3.4 - CONCLUSAO

Os resultados obtidos demonstram a importancia de planejamento
experimental. O emprego de software estatistico para desenvolvimento de método
cromatografico permitiu obter um método ideal para estudos de desreplicagao, i. e.,
com maior numero de bandas sendo representativo da totalidade dos extratos
analisados. Adicionalmente, tal planejamento reduziu drasticamente o tempo
dispendido no desenvolvimento. Por outro lado, o tratamento estatistico dos dados
de UHPLC-MS, utilizando modelo de PCA, possibilitou identificar de modo mais

acurado quais compostos quimicos se sobressaiam na diferenciacao das espécies,
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fornecendo informacbes seguras para garantia da autenticidade vegetal. A
identificacdo de 22 compostos por meio de espectrometria de massas sequencial,
permitiu ndo somente encontrar marcadores quimicos para espécies, como também
enriquecer sobremaneira a literatura fitoquimica do género Phyllanthus, descrevendo

de modo inédito 4 compostos.
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CAPITULO 4

4 - CARACTERIZA(}AO FITOQUIMICA DO EXTRATO DE Phyllanthus
tenellus POR LC-SPE-NMR e LC-MS

4.1 - INTRODUCAO

Phyllanthus tenellus apesar de seu amplo uso medicinal e também
constar na farmacopeia brasileira como espécie oficial de “quebra-pedra”®, até o
momento dispdem de poucos estudos relacionados a atividade terapéutica e a
estudos fitoquimicos. Embora seja extensamente utilizada para o tratamento de
urolitiases, nédo existe nenhum estudo farmacolégico que indique tal atividade. Os

poucos trabalhos farmacoldgicos existentes indicam atividade antimicrobiana '3,

125

antiviral (hepatite B humana) e imunomodulatoria pelo estimulo a producéo de

oxido nitrico '®. A literatura fitoquimica dessa espécie restringe-se a poucos
trabalhos. Destacando-se o0 nosso trabalho com extratos aquosos que identificou por
LC-ITMS taninos (corilagina e acido galico), polifendlicos (acido carboxilico de
brevifolina) e flavondis heterosidicos (miricitrina, rutina, isoquercetina, quercitrina e
canferol-3-O-rutinosideo) **. Huang et al ' de forma inédita identificaram os
taninos pinocembrina-7-0-[4,6-hexahidroxidifenoil]-B-D-glucose e pinocembrina-7-O-
[3-O-galoil-4,6-hexahidroxidifenoil]-p-D-glucose. Reporta-se também a identificagao
das lignanas nirantina, nirtetralina e hinoquinina .

A espectroscopia de NMR é uma técnica de elucidagado estrutural
amplamente utilizada em produtos naturais, pois fornece informacgdes inequivocas
sobre estruturas quimicas complementando as informacbes obtidas por
espectrometria de massas. No entanto, o procedimento de isolamento e purificagao
de compostos demanda muito tempo e trabalho. Nesse sentido o acoplamento do
LC ao NMR acelera sobremaneira esse processo, sobretudo ao utilizar uma
interface automatizada de SPE, a qual resolve muitas incompatibilidades entre os
sistemas. O aprisionamento em cartuchos de SPE possibilita a concentragdo dos
compostos e também afasta a necessidade de utilizagdo de solventes deuterados

em LC (segao 1.2.3).
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Assim, a espécie P. tenellus foi escolhida para estudo por LC-SPE-
NMR, uma vez que sua literatura fitoquimica € bastante escassa e também em face
da identificagdo dos compostos inéditos naringenina 8-C-2",4",6"-triacetilglucosideo
e eridictiol 8-C-2",4",6"-triacetilglucosideo por LC-MS (Capitulo 3) cujas estruturas

necessitam ser confirmadas.

4.2 - MATERIAL E METODOS

4.2.1 - Material Vegetal e Extracao

O procedimento de extragao foi realizado conforme explicado na segao
2.2.2 a partir de amostra vegetal auténtica de P. tenellus Roxb. cedida pelo CPQBA-
UNICAMP.

4.2.2 - Cromatografia Liquida Hifenada a Espectroscopia de

Ressonancia Magnética Nuclear

O sistema LC (1200 series, Agilent GmbH, Alemanha) consiste em
bomba quaternaria G1311A, degaseificador G1322A, detector de DAD G1315D e
autoinjetor G1329A. O sistema de LC foi controlado pelo software Hystar 2.3
(Bruker). O LC foi diretamente acoplado ao sistema automatizado de troca de
cartucho (ACE™ Spark Holland, Alemanha) equipado com uma gama de cartuchos,
contendo diferentes fases estacionarias, para o qual a vazdo é direcionado
automaticamente. As medidas de NMR foram realizadas com o equipamento Bruker
Avance Il (14,1 Tesla/600 MHz) com magneto blindado (Ultrashield Plus®). O

espectrémetro € equipado com trocador automatico de amostra, criossonda TCIl de 5

mm, com bobinas de "THe 13C e pré-amplificador refrigerados a uma temperatura de
aproximadamente 77K. A sonda possui bobina de gradiente de campo no eixo z
(53G/cm) e unidade de ajuste e unidade de ajuste automatico de sintonia — ATMA®
(Automatic Tunning and Matching). O equipamento possui ainda CryoFIT® com cela
de deteccao de 60 uL que permite o acoplamento direto com o sistema HPLC-SPE a

sonda de NMR, no entanto optou-se por trabalhar de forma isolada para otimizar a
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utilizacdo de ambos os equipamentos. As andlises foram realizadas utilizando
coluna Restek Raptor Bifenil (5 yum, 15 x 0,46 cm). As fases moveis utilizadas foram:
solvente A - agua/acido férmico (99,9:0,1, v/v) e B - metanol. Perfil do gradiente: 0 - 7
min, 30 - 36% B; 7 - 19 min, 36 - 41% B; 19 - 40 min, 41 - 86% B; 40 - 42 min, 86 -
100% B com vazdo de 1 mL.min™". A coluna foi limpa com 100% de B por 5 minutos,
depois retornou as condigdes iniciais em 2 min (100-30%) e, por fim, foi
recondicionada por 10 min. Foram injetados 50 uL de extrato a 30 mg.ml”,
solubilizados em agual/etanol (70:30, v/v). O detector de DAD fez aquisicdo dos
cromatogramas desde 190 nm até 500 nm A amostra foi centrifugada a 9300 x g e 0
sobrenadante limpido foi transferido para vial para posterior analise por LC. As
bandas de interesse foram detectadas e os compostos correspondentes foram
adsorvidos em cartuchos de SPE com fase estacionaria de polidivinilbenzeno
(HySphere Resin GP, 10 mm x 2 mm, 10 ym), utilizando sistema automatizado de
troca de cartucho. A coleta das fragdes foi realizada por tempo e limiar de absorgao
por UV (TABELA 4.1). Trinta corridas cromatograficas consecutivas foram realizadas.
Depois do processo de adsorgao, os cartuchos foram secos com N por 30 min para
eliminar residuos de solventes. Metanol deuterado (99,8% D) foi usado para eluir os
compostos dos cartuchos de SPE diretamente para tubos de NMR (Bruker, 3 mm
o.d.).

TABELA 4.1 - Programacao para coleta de fragées por LC-SPE.

Janelas (minutos) Fracionamento

Inicio Fim Comprimento de onda Limiar minimo
16,00 23,50 253 nm 250 mAU
23,50 26,69 265 nm 270 mAU
38,02 30,58 202 nm 400 mAU
30,58 34,77 220 nm 400 mAU
38,37 41,34 220 nm 400 mAU

4.2.3 - Cromatografia Liquida Acoplada a Espectrometria de

Massas

O sistema de LC utilizado esta descrito na seg¢ao 3.2.3. As condicdes
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cromatograficas sdo as mesmas descritas na seg¢ao 2.2.2. Foram injetados 5 uL de
extrato a 1 mg.ml”, solubilizados em agua/etanol (70:30, v/v)

O sistema de LC foi acoplado ao espectrometro de massas QqToF
Impact HD (Bruker Daltonics GmbH, Alemanha) equipado com fonte de ionizagao
ESI.

Para as andlises de MS, a vazédo da fase movel foi dividida utilizando
conector tipo T, direcionando uma vaz&o de 150 pyL.min™ para fonte ESI.

Foram realizados experimentos de ions totais e de ions produtos (auto-
MS/MS) nos dois modos de ionizagdo em uma faixa de massas de 80 a 1300. As
condi¢cbes da fonte ionizagédo foram: nebulizador 1,7 bar, vazdo do gas de secagem
9,3 L/min, temperatura de secagem 200 °C, tensdo do End Plate e capilar de 500 V

e 4500 V, respectivamente. A energia de fragmentagao foi de 30 eV.

4.3 - RESULTADOS E DISCUSSAO

Analises por LC-SPE-NMR e LC-QqToF/MS foram realizadas de forma
complementar de modo a confirmar as estruturas dos compostos e tornar possivel a
correlacido dos resultados descritos aqui com o capitulo 3.

Os experimentos de LC-SPE-NMR foram realizados em coluna
cromatografica preenchida com silica totalmente porosa e de maior tamanho de
particula, enquanto que os experimentos descritos no capitulo 2 e 3 utilizaram
colunas de nucleo de fundido e de UHPLC, respectivamente. A utilizacdo dessas
colunas de maior eficiéncia ndo foram utilizadas nesse trabalho devido
principalmente a baixa capacidade de carga das mesmas. Os avangos em NMR,
como a utilizagdo de criossondas, aumentaram sua sensibilidade, mas
comparativamente a MS sua sensibilidade € muito inferior, requerendo
concentragbes muito mais elevadas. Dessa forma, escolheu-se coluna com silica
porosa e de maior tamanho de particula que suportou alta capacidade de carga sem
afetar a resolugdo cromatografia.

O extrato foi fracionado em 11 fragbes (FIGURA 4.1) que foram retidas
nos cartuchos de SPE. O processo foi repetido 30 vezes a fim de adquirir massa
suficiente para analise. Apdés os experimentos de NMR 8 compostos foram

estruturalmente caracterizados.
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FIGURA 4.1 - Cromatograma do extrato de P. tenellus. Os numeros 1 a 11 indicam
as bandas cromatograficas que foram coletadas em SPE.

Composto 1: Miricitrina. tz= 16,8. UV: 256, 348 nm. MS: 463,088 [M-H]"; 465,0984
[M+H]". Formula molecular: Cz1H2012. MS/MS [M-H]™ (30eV): 317,0230 (31,86%);
316,0172 (100%). MS/MS [M+H]" (30eV): 319,0368 (100%). '"H NMR (600 MHz,
metanol-d,): 6 0,96 (d; J = 6,19 Hz; 3H; ram H-6"); 3,35 (m 1H; ram H-4"); 3,51 (dq; J
= 9,50 e 6,20 Hz; 1H; ram H-5"); 3,78 (dd; J = 9,58 e 3,39 Hz; 1H; ram H-3"); 4,21
(dd; J = 3,31 e 1,70 Hz; 1H; ram H-2"); 5,32 (d; J =1,61 Hz; 1H; ram H-1"); 6,20 (d, J
= 2,12 Hz, 1H; H-6); 6,37 (d, J = 2,12 Hz, 1H; H-8); 6,95 (s 2H; H-2' e H-6")
(APENDICE 1).

Composto 2: Rutina. tz = 18,5. UV: 255 (sh), 356 nm. MS: 609,1471 [M-HT;
611,1555 [M+H]". Féormula molecular: CyH3001. MS/MS [M-H]™ (30eV): 301,0292
(17,70%); 300,0216 (15,65%). MS/MS [M+H]" (30eV): 465,0891 (1,70%); 303,0415
(100%). '"H NMR (600 MHz, metanol-d.): & 1,14 (d; J = 6,27 Hz; 3H; ram H-6"); 3,25-
3,51 (m 7H; agucar H's); 3,56 (dd; J = 9,49 e 3,39 Hz, 1H; ram H-3"); 3,65 (dd; J =
3,39 e 1,563 Hz; 1H; ram H-2"); 3,82 (dd; J = 11,11 e 1,44 Hz; 1H; glc H-6a"); 4,54 (d;
J=1,53 Hz; 1H; ram H-1"); 5,13 (d; J = 7,80 Hz; 1H; glc H-1"); 6,24 (d; J = 2,20 Hz;
1H; H-6); 6,43 (d; J = 2,20 Hz; 1H; H-8); 6,90 (d; J = 8,31 Hz; 1H; H-5'); 7,65 (dd; J =
8,48 e 2,20 Hz; 1H; H-6"); 7,69 (d; J = 2.20 Hz; 1H; H-2') (APENDICE 2).
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Composto 3: Isoquercitrina. tr= 19,9. UV: 253 (sh), 355 nm. MS: 463,0889 [M-HT;
465,0988 [M+H]". Formula molecular: Cz1H201,. MS/MS [M-H]™ (30eV): 301,0285
(56,36%); 300,0218 (100%). MS/MS [M+H]"* (30eV): 303,0413 (100%). 'H NMR (600
MHz, metanol-ds): 6 3,23 — 3,49 (m 3H; agucar H's); 3,50 (dd; J = 9,30 e 7,80 Hz; 1H;
glc H-2"); 3,59 (dd; J = 11,90 e 5,40 Hz; 1H; glc H-6b"); 3,73 (dd; J = 11,95 e 2,29
Hz; 1H; glc H-6a"); 5,27 (d; J = 7,63 Hz; 1H; glc H-1"); 6,23 (d; J = 2,03 Hz; 1H; H-6);
6,42 (d; J = 2,03 Hz; 1H; H-8); 6,89 (d; J = 8,48 Hz; 1H, H-5'); 7,61 (dd; J = 8,48 e
2,20 Hz; 1H; H-6'); 7,72 (d; J = 2,20 Hz; 1H; H-2') (APENDICE 3).

Composto 5a: Quercetrina. tr = 24,5. UV: 270, 354 nm. MS: 447,0937 [M-HT;
449,1032 [M+H]". Formula molecular: Cz1H20+. MS/MS [M-H]™ (30eV): 301,0282
(85,63%); 300,0216 (100%). MS/MS [M+H]* (30eV): 303,0407 (100%). '"H NMR (600
MHz, metanol-d.): 6 0,96 (d; J = 6,10 Hz; 3H, ram H-6"); 3,35-3,43 (m 2H; acucar
H's); 3,76 (dd; J = 9,32, 3,39 Hz; 1H; ram H-3"); 4,23 (dd; J = 3,39 e 1,70 Hz 1H, ram
H-2"); 5,37 (d; J = 1,70 Hz; 1H, ram H-1"); 6,22 (d; J = 2,20 Hz; 1 H, H-6); 6,40 (d; J
= 2,20 Hz; 1H; H-8); 6,93 (d; J = 8,31 Hz; 1H; H-5'); 7,33 (dd; J = 8,31 e 2,20 Hz; 1H;
H-6"); 7,36 (d; J = 2,20 Hz; 1H; H-2') (APENDICE 4).

Composto 5b: Canferol-3-O-rutinosideo. tr= 24,5. UV: 265, 350 nm. MS: 593,1518
[M-HJ7; 595,1600 [M+H]*. Férmula molecular: CyH301. MS/MS [M-H]™ (30eV):
285,0344 (45,92%); 284,0272 (14,52%). MS/MS [M+H]* (30eV): 449,0945 (1,56%);
287,0465 (100%). '"H NMR (600 MHz, metanol-d,): 6 1,14 (d; J = 6,10 Hz; 3H, ram H-
6"); 3,25-3,50 (m 7H; agucar H's); 3,54 (dd; J = 9,66 e 3,39 Hz; 1H; ram H-3"), 3,64
(dd; J = 3,31 e 1,44 Hz; 1H; ram H-2"); 3,82 (dd; J = 11,27 e 1,61 Hz; 1H; glc H-6a");
4,53 (d; J = 1,53 Hz; 1H; ram H-1"); 5,15 (d; J = 7,46 Hz; 1H; glc H-1"); 6,24 (d; J =
2,03 Hz; 1H; H-6); 6,44 (d; J = 2,03 Hz; 1H; H-8), 6,91 (d; J = 8,99 Hz; 2H; H-3' e H-
5'); 8,09 (d; J = 8,99 Hz; 2H; H-2' e H-6") ((APENDICE 5).

Composto 6: Astragalina. &z = 25,2. UV: 266, 348 nm. MS: 447,0939 [M-HT;
449,1035 [M+H]". Féormula molecular, C21Hx0+1. MS/MS [M-H]™ (30eV): 285,0332
(42,65%); 284,0269 (100%). MS/MS [M+H]* (30eV): 287,0460 (100%). 'H NMR (600
MHz, metanol-d.): 6 3,20 — 3,48 (m 4H; agucar H's); 3,53 (dd; J = 11,6 e 5,1 Hz; 1H;
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glc H-6b"); 3,69 (dd; J = 11,6 e 2,4 Hz; 1H; glc H-6a") e 5,26 (d; J = 7,46 Hz; 1H, glc
H-1"); 6,22 (d; J = 2,03 Hz; 1H; H-6); 6,41 (d; J = 2,03 Hz; 1H; H-8); 6,89 (d; J = 9,0
Hz; 2H; H-3' e H-5'); 8,07 (d: J = 9,0 Hz; 2H; H-2' e H-6') (APENDICE 6).

Composto 8: Eridictiol-8-C-2",4”,6”-O-triacetilglucosideo. tzr = 31,9. UV: 288(sh) nm.
MS: 575,1414 [M-H]” e 577,1491 [M+H]*. Férmula molecular: C2;H2s014. MS/MS [M-
H]™ (30eV): 515,1060 (5,1%); 455,0882 (3,2%); 395,0679 (3,9%); 353,0603 (7,2%);
311,0490 (100,0%); 293,0408 (9,2%); 233,0386 (4,2%); 209,0418 (1,6%); 201,0165
(2,2%); 191,0308 (3,4%); 161,0208 (51,9%); 149,0215 (39,9%); 135,0423 (2,5%);
109,0265 (5,0%). MS/MS [M+H]" (30eV): 481,0975 (6.7%); 441,0894 (21.8%);
439,0884 (15.7%); 423,0793 (11.3%); 421,0780 (11.9%); 399,0800 (5.1%); 397,0791
(26.2%); 381,0701 (22.4%); 379,0695 (64.5%); 373,0802 (41.0%); 363,0601 (11.1%);
361,0591 (36.4%); 355,0700 (11.4%); 345,0491 (5.8%); 333,0662 (7.1%); 331,0703
(11.9%); 321,0504 (23.8%); 313,0608 (59.2%); 303,0403 (27.4%); 295,0508 (57.5%);
261,0312 (77.8%); 243,0213 (26.4%); 237,0321 (100.0%); 219,0219 (6.3%);
195,0228 (34.4%); 177,0128 (54.1%); 169,0443 (7.5%); 163,0341 (4.9%); 145,0452
(15.1%); 127,0352 (12.6%); 109,0252 (9.1%).

Composto 9: Naringenina-8-C-2",4”,6”-O-triacetilglucosideo. tz = 33,6. UV: 288(sh)
nm. MS: 559,1460 [M-H]” e 561,1539 [M+H]". Formula molecular: C27H250+3. MS/MS
[M-HT" (30eV): 439,0946 (1,9%); 337,0643 (5,0%); 295,0548 (100,0%); 217,0101
(1,8%); 174,9998 (16,6%); 119,0474 (5,7%). MS/MS [M+H]* (30eV): 440,937
(12,1%); 423,0922 (15,3%); 399,860 (3,9%); 381,0838 (83,4%); 363,0748 (100,0%);
357,0860 (53,5%); 345,0527 (3,0%); 339,0751 (19,1%); 335,0815 (4,0%); 321,0506
(15,5%); 315,0767 (30,8%); 303,0400 (13,3%); 297,0663 (80,4%); 285,0667 (6,4%);
279,0412 (4,0%); 261,0313 (43,0%); 243,0213 (30,8%); 237,0322 (18,4%); 229,0666
(3,4%); 219,0224 (8,4%); 195,0227 (27,2%); 187,0552 (3,3%); 177,0128 (26,9%);
169,0444 (6,2%); 147,0394 (5,8%); 145,0452 (12,1%); 127,0350 (12,3%); 109,0254
(6,9%). '"H NMR (600 MHz, metanol-d.): & 1,87 (s 3H; ac CHs); 2,02 (s 3H; ac CHs);
2,12 (s 3H; ac CHs); 2,84 (d(I); J = 17,2; 1H; H-3b); 3,09 (dd; J = 17,2 e 13,8; 1H; H-
3a); 3,75 (m 1H; glc H-5"); 3,81 (t; J = 9,4; glc H-3") 4,09 (d(I); J = 11,8; glc H-6b")
4,24 (m 1H; glc H-6a"); 4,90 (m 2H; glc H-1" e H-4"); 5,59 (d(l); J = 13,3; 1H; H-2);
5,73 (t; J = 9,2 Hz; 1H; glc H-2"); 5,95 (s 1H; H-6); 6,92 (d; J = 8,7 Hz; 2H; H-3' e H-
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5Y: 7,51 (d; J = 8,7 Hz; 2H; H-2' e H-6') (APENDICE 7)

Composto 10: Pinocembrina-7-0-[4",6"-hexahidroxidifenoil]-B-d-glucose. tr = 39,5.
UV: 257(sh) nm. MS: 719,1264 [M-H]" e 721,1317 [M+H]*. Férmula molecular:
CssH25017. MS/MS [M-H]™ (30eV): 463,0402 (0,77%); 300,9920 (100%); 275,0133
(2,97%). MS/MS [M+H]" (30eV): 465,0533 (2,71%); 303,0047 (5,90%); 277,0724
(9,05%); 257,0724(100%); 153, 0140 (3,90%). 'H NMR (600 MHz, metanol-d.): &
2,87 (dd; J = 17,2 e 3,1 Hz; 1H; flv H-3b); 3,22 (m; 1H; flv H-3a), 3,60 (dd; J=9,0 e
7,6 Hz; 1H; glc H-2"); 3,73 (dd; J = 9,7 e 9 Hz; 1H; glc H-3"); 3,85 (dd; J=13,2¢e 1,0
Hz; 1H; glc H-6b"); 4,14 (m 1H; glc H-5"); 4,88 (m 1H; glc H-4"); 5,1 (d; J = 7,6 Hz;
1H; glc H-1"); 5,28 (dd; J = 13,6 e 6,6 Hz; 1H; glc H-6a"); 5,56 (dd; J = 13,1 e 2,9 Hz;
1H; flv H-2); 6,24 (d; J = 2,2 Hz; 1H; H-6); 6,29 (d; J = 2,2 Hz; 1H; H-8), 6,58 (s 1H;
HHDP H-5""); 6,71 (s 1H; HHDP H-5"); 7,40 (m 1H; flv H-4"); 7,45 (m 2H; flv H-3' e
H-5"); 7,54 (m 2H; flv H-2' e H-6") (APENDICE 8).

Composto 11: Pinocembrina-7-O-[3"-O-galoil-4",6"-hexahidroxidifenoil]-B-d-glucose.
tr = 40,3. UV: 257(sh) nm. MS: 871,1374 [M-H]; 873,1442 [M+H]". Foérmula
molecular, Cs2H3,021. MS/MS [M-H]™ (30eV): 827,1266 (0,58%); 719,1066 (0,23%);
569,1201 (0,43%); 300,9919 (8,3%); 275,0133 (0,51%). MS/MS [M+H]" (30eV):
617,0563 (1,9%); 553,183 (2,0%): 447,0407 (5,4%); 383,0990 (4,0%); 365,0907
(5,2%); 335,0820 (2,1%); 315,0608 (13,1%); 303,0030 (14,4%); 297,0512 (4,2%);
277,0242 (4,9%); 269,0724 (1,8%); 257,0724 (100,0%); 171,0235 (8,4%); 153,0135
(21,2%); 153,0135 (21,2%); 145,0448 (4,5%)."H NMR (600 MHz, metanol-d,): & 2,88
(dd; J=17,1 e 3,1 Hz; 1H; flv H-3b); 3,22 (m 1H; flv H-3a), 3,88 (dd; J=9,3 e 7,6 Hz;
1H; glc H-2"); 3,9 (dd; J = 13,4 e 1,0 Hz; 1H; glc H-6b"); 4,35 (dd; J = 10,7 € 5,8 Hz;
1H; glc H-5"); 5,09 (t; J = 9,9 1H; glc H-4"); 5,27 (d; J = 7,6; 1H; glc H-1"); 5,36 (dd; J
=13,6 e 6,7 Hz; 1H; glc H-6a"); 5,46 (dd; J = 10,0 e 9,3 Hz; 1H, glc H-3"); 5,57 (dd; J
=13,0 e 3,1 Hz; 1H; flv H-2); 6,27 (d; J = 2,2 Hz; 1H; flv H-6); 6,32 (d; J = 2,2 Hz; 1H;
flv H-8), 6,48 (s 1H; HHDP H-5""); 6,61 (s 1H; HHDP H-5"); 7,04 (s 2H, gal H-2"" e
H-6""); 7,41 (m 1H; flv H-4"); 7,45 (m 2H; flv H-3' e H-5"); 7,55 (m 2H; flv H-2' e H-6')
(APENDICE 9).

Todos os compostos identificados apresentam um nucleo flavonoidico e
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isso foi comprovado pela presenca de dois sinais em comum entre todas as
substancias, exceto o composto 9, a saber, dois duplos dubletos na regido de 6,20 a
6,45 ppm com *J de aproximadamente 2 Hz, caracteristicos do anel A de
flavonoides. Dentre os flavondis, encontraram-se quercetina, canferol e miricetina
glicosiladas. Os compostos 2, 3 e 5a apresentam quercetina como aglicona, o que
foi comprovado pela observagao de trés sinais tipicos de substituicdo 3,4 aromatica
do anel B flavonoidico com constantes de acoplamento orto (*J = 8 Hz) e meta (*J =
2 Hz). O composto 1 é o unico representante de derivado de canferol, pois revelou
somente 1 singleto (6 6,95 ppm) com integral de 2, inerente a benzeno 1,3,4,5 tetra
substituido. Ja os compostos 5b e 6 sdao derivados de miricetina, uma vez que
apresentaram padréo tipico de para-substituigdo aromatica, i.e., dois dubletos (3J = 2
Hz) com acoplamento de segunda ordem AA'BB'. Os compostos 10 e 11 ndo se
constituem flavondis, sendo na realidade elagitaninos com a flavanona pinocembrina
ligada a posicao 1 da glucose. O anel B da flavanona ndo apresenta nenhum grupo
hidroxila, o qual € claramente observado pelo padrdo de acoplamento tipico de
sistemas AA'BB'C aromaticos (& 7,38 a 7,56 ppm). Os sinais & = 5,56 ppm (dd; *J =
13,0 e 3,0; H-2), & = 3,22 ppm (m; H-3a) e & = 2,87 ppm (dd; 2J = 17,0 e °J = 3,0; H-
3b), inerentes aos hidrogénios do anel C, definem a presenga do substituinte
pinocembrina, destacando-se a constante de acoplamento alta tipica de H-H vicinal.
O metabdlito 9 identificado como flavanona C-glicosilada, apresentou sinais
caracteristicos de anel B para-substituido, a saber dois dubletos com 6 = 6,92 (d; J =
8,7 Hz; 2H) e 7,51 (d; J = 8,7 Hz; 2H). O singleto em 5,95 ppm corresponde ao unico
hidrogénio ligado diretamente ao carbono presente no anel A, comprovando que a
hexose esta ligada por uma ligagdo C-C. Semelhantemente aos compostos 10 e 11,
0os quais apresentam flavononas em suas estruturas, o espectro de 'H-NMR
demonstrou para o composto 9 os sinais proprios do anel C, ou seja, os sinais & =
5,59 (d(l); J =13,3; 1H; H-2), = 3,09 (dd; J = 17,2 e 13,8; 1H; H-3a) e & = 2,84 (d(I);
J=17,2; 1H; H-3b).

Os experimentos de LC-MS/MS permitiram inferir os tipos heterosideos
ligados ao nucleo flavonoidico. Os compostos 1 e 5a apresentam ramnose em sua
estrutura, a qual é verificada pela perda neutra de 146 Da. O composto 3, por outro
lado, perdeu 162 Da inerente ao residuo de glucose. Ja os compostos 2, 5b e 6 sdo

flavondis ligados ao dissacarideo rutinosideo, uma vez que os espectros de MS/MS
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revelaram no modo positivo o ion [M-H-146]" de baixa intensidade e o pico base [M-
H-146-162]", tipico de ligacao interglicosidica 1 — 6 (ver se¢ao 3.3.3.3.1).

As constantes de acoplamento *Juu do residuo de ramnose dos
compostos 1 e 5a revelaram conformagéo de cadeira invertida ('C4). As constantes
3Jusa € 2Juans superiores a 9 Hz caracterizam acoplamento diaxial, o qual so seria
possivel em conformagéo 'C4, haja vista a constante ®Ji..13 de aproximadamente 3
que exclui a possibilidade do conférmero em bote, mais energético. A constante 3Ju.
nz em torno 1,7 Hz é indicativo de interacdo equatorial-axial ou equatorial-equatorial,
nao sendo possivel afirmar se os compostos sdo a ou 3.

O residuo de glucose do composto 3 e 6 apresentaram constante 3Ju1.12
maior que 7,4 Hz que caracteriza interagao entre dois hidrogénios axiais, ou seja,
configuragéo B. A conformacao adotada é de cadeira “C4, uma vez que a inversdo da
cadeira ('C4) implicaria em *Ju1.n2 de aproximadamente 2 Hz e a conformagédo em
bote originaria uma interagdo equatorial-axial entre H2-H3, incompativel com a
constante 3Jy,.u3 encontrada de 9,3 Hz para o composto 3, tipica de interagao axial-
axial.

As constantes de acoplamento 3Jyn das hexoses presentes nos
flavondis diglicosilados 2 e 5b foram muito semelhantes as constantes 3Jun das
hexoses dos flavondis monoglicosilados, confirmando configuragao B para glucose e
relagcado equatorial-axial ou equatorial-equatorial entre os H1 e H2 da ramnose.

Os experimentos 'H->*C HMBC confirmaram os compostos 1, 2, 3, 5a
como flavonois 3-O-glicosilados, pois foi observado acoplamento entre o carbono 3
do flavonol (& = 135 ppm) com o H-1" (& = 5,2 ppm). Para os compostos 5b e 6 ndo
foi possivel observar o acoplamento de H-1" com nenhum "C, todavia infere-se a
estrutura como flavonol 3-O-glicosilado, uma vez que os experimentos de MS/MS
demonstraram ion produto [Yo-H]”" com abundéancia significativa (ver secgao
3.3.3.3.1). O composto 2 apresentou ainda correlagao entre o H-6a" da glucose (8 =
3,82 ppm) e *C-2" (6 = 102 ppm) da ramnose comprovando interagdo glicosidica 1
— 6. Inferiu-se que o composto 5b também apresenta ligagao interglicosidica 1 — 6,
embora ndo seja observado correlagdes de 'H-*C HMBC que a comprovem devido
ao padrao de fragmentacgao por MS obtido.

A presenca de dois singletos com deslocamento de aproximadamente

6,65 e 6,68 sugerem a presenca de grupo hexahidroxifenoil (HHDP), caracterizando
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os compostos 10 e 11 como elagitaninos, enquanto que o sinal em 7,04 ppm (s 2H),
do composto 11 esta relacionado ao grupo galoil adicional. A constante de
acoplamento elevada (*Jui~n2» = 7,6 Hz) para o sinal hidrogénio ligado ao carbono
anomerico (6 = 5,1 e 5,27) implica em configuracdo B. Ademais, as elevadas
constantes de acoplamento para os demais hidrogénios do anel (*Jizwpz»,Jus-
nav,>Jhsmnen) €stdo relacionadas a interagdo trans-diaxial encontrada somente na
conformagdo tipo cadeira (*Cs). Os sinais dos H-6a" e H-4" da glucose
apresentaram-se bastante desblindados em ambos os compostos (10 — dH4"™ = 4,88
e OH6a™ = 5,28; 11 - 6H4™ = 5,09 e dH6a™ = 5,36), indicando a ligagdo do acido
elagico nessas posigoes. Além disso, o composto 11 apresentou o sinal do H-3"
fortemente desblindado (& = 5,46), o que sugere ligagao do grupo galoil em 3". Para
o composto 11 as posi¢cdes das substituicdes foram confirmadas por experimentos
de 'H-"*C HMBC. O hidrogénio do carbono anomérico (d = 5,27) mostrou correlagao
com o C-7 (6 = 166,4), determinando o sitio de ligagao da pinocembrina em 1",
Também foram observadas as correlagdes entre H-6a" (& = 5,36) e C-7" (6 = 169,2),
e H-4" (& = 5,09) e C-7"" (5 = 168,9), posicionando o grupo HHDP nas posigdes 4 e
6 da glucose. A posi¢ao do grupo galoil foi confirmada pela interagdo entre H-3" (& =
5,46) com o carbono da carboxila do acido galico (& = 167,7). Os dados de NMR
estdo em conformidade com o trabalho de Huang et al. "'° que identificou pela
primeira vez esses compostos em P. tenellus.

O composto 9 foi caracterizado como flavonoide C-glicosilado
baseando-se nos resultados de LC-MS/MS (segdo 3.3.3.3.2) e 'H-NMR, no entanto,
os resultados obtidos, experimentos de 'H-*C HMBC, ndo permitiram precisar a
posicdo da glicosilagcdo, apesar de o padrao de fragmentagcdo por MS indicar a
posicao 8. O acoplamento dos sinais de hidrogénio em aproximadamente 2 ppm aos
sinais de carbono proximos a 170 ppm revelam a presenca de grupos acetila. As
posicbes dos grupos acetilas foram determinadas baseando-se na forte
desblindagem dos hidrogénios do anel glicosidico (H-2", H-4", H-6a™ e H-6b™) a
indicam acetilagdo da glucose. O composto 8 apresentou espectros de MS/MS
(secéo 3.3.3.3.2) muito semelhante ao composto 9 diferindo somente em um atomo
de oxigénio. No entanto, os espectros de NMR néo foram passiveis de interpretacéao,
impossibilitando a determinacdo inequivoca da estrutura quimica. Assim, diante do

ineditismo dos compostos 8 e 9 os experimentos de LC-SPE-NMR serao refeitos, de
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modo a identificar esses compostos inequivocamente.

4.4 - CONCLUSAO

A busca por novos compostos ndo € uma tarefa facil e muitas vezes é
infrutifera. O uso de sistema automatizado de LC-SPE nesse trabalho reduziu de
modo significativo o tempo dispendido nesse esforgo, além de afastar a necessidade
de mudancga para escala semi-preparativa, e consequentemente reduzir o consumo
de solvente.

Os dados de NMR contribuiram significativamente para elucidagéo
estrutural de oito compostos identificados por LC-ITMS e LC-QqToF/MS,
caracterizando de modo inequivoco a posicao de grupos substituintes. A
confirmacado de muitas estruturas por NMR indicam que os mecanismos de
fragmentacao propostos e as discussdes realizadas na interpretacdo dos espectros
de massas estdo corretos. No entanto, a maior contribuicdo desse trabalho
relaciona-se a confirmagao da estrutura quimica do metabdlito naringenina-8-C-
3",4”,6”-O-triacetilglucosideo, cuja estrutura foi proposta através de dados de MS/MS

(secdo 3.3.3.3.2), e nunca antes relatado na literatura.
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CAPITULO 5

5 - CONSIDERAGOES FINAIS

A desreplicacdo é uma abordagem cada vez mais utilizada em
fitoquimica, pois evita-se assim a caracterizacdo dos constituintes quimicos de um
extrato utilizando a laboriosa abordagem classica de isolar, purificar para depois
identificar. Evita-se consequentemente o trabalho de isolamento de compostos de
pouco interesse. Reduz-se também o tempo e os gastos dispendidos em
separacdes preparativas ou semi-preparativas. A identificacao direta de metabdlitos
secundarios a partir de perfis cromatograficos abrangentes possibilita também a
busca de marcadores quimicos de espécies e consequentemente a verificagdo de
autenticidade vegetal. Nesse contexto, os resultados apresentados nesse trabalho
obtidos a partir de amostras auténticas, identificadas botanicamente propiciaram a
diferenciagdo quimica de seis espécies do género Phyllanthus e a identificacdo de
marcadores quimicos para cada espécie de quebra-pedra analisada.

O uso de planejamento fatorial para obtencdo das condigbes
cromatograficas por UHPLC reduziu drasticamente o tempo de desenvolvimento do
método e forneceu um perfil cromatografico com alta eficiéncia e elevado niumero de
picos. O uso do QqToF hifenado ao UHPLC elevou o numero de compostos
inicialmente identificados por IT-MS.

Para LC-SPE-NMR, em contrapartida, selecionou-se coluna
cromatografica que suportasse maior capacidade de carga, reduzindo
consequentemente o numero de injecbes necessarias para obter massa suficiente
para a realizacdo de experimentos de NMR.

O presente trabalho também identificou amostras comerciais a partir de
perfis cromatograficos por LC-MS. 18 amostras comerciais rotuladas como P. niruri
apresentaram semelhangca de composi¢ao quimica com amostras auténticas de P.
tenellus. Os marcadores quimicos rutina, canferol-3-O-rutinosideo, eridictiol 8-C-
2" 4",6"-triacetilglucosideo, naringenina 8-C-2",4",6"-triacetilglucosideo e
pinocembrina-7-O-[4“,6“-hexahidroxidifenoil]-glucose foram encontrados nas 18
amostras. Outras 2 amostras comerciais nao apresentaram semelhanca de

composi¢cao com nenhuma espécie avaliada, constituindo-se provavelmente em
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adulteragao.

Modelos estatisticos de analise de componentes principais (PCA)
classificaram as 6 espécies em grupos bastante distintos e demonstraram quais
eram os compostos quimicos responsaveis pela diferenciacdo. A PCA revelou 23
ions como relevantes, sendo que 22 destes foram identificados através da
interpretacdo de dados de espectrometria de massas sequencial. Compostos nunca
antes relatados na literatura tiveram suas estruturas inferidas, como naringenina-8-
C-4",6"-diacetilglucosideo, luteolina-8-C-ramnosil-2”-O-galoil, eridictiol-8-C-2",4",6"-
triacetilglucosideo e naringenina 8-C-2",4",6"-triacetilglucosideo.

A utilizagdo de LC-SPE-NMR facilitou grandemente a elucidagao
estrutural por NMR, uma vez que néo foi necessario o emprego de cromatografia em
escala semi-preparativa para isolamento. A utilizagdo de equipamento de NMR com
criossonda eleva significativamente a relagdo de sinal ruido possibilitando inclusive
experimentos bidimensionais heteronucleares de amostras pouco concentradas. A
interpretacado dos espectros de NMR resultou na identificacdo de 8 compostos, todos
eles em conformidade com as estruturas inferidas por LC-MS.

No total 26 marcadores quimicos foram discutidos nos capitulos de 2 a
4. Em cada um desses capitulos diversos compostos iguais tiveram numeracgdes
distintas, uma vez que foram numerados em ordem de eluicdo nos diferentes
meétodos cromatograficos aplicados. Assim na tabela 5.1 estdo listados todos os

compostos identificados, juntamente a numeragao original de cada capitulo.
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TABELA 5.1 - Relacao de todos os compostos identificados nos capitulos 2, 3 e 4.

N° Composto N° LC-ITMS N°LC-QgToF N°LC-NMR
1 1,3-digaloil-4,6-HHDP-glucose 2

2 3-p-cumarilquinico 1

3 Acido geraniinico 3

4  Astragalina 12 6
5 Canferol-3-O-gentibiosideo 10 12b

6 Canferol-3-O-rutinosideo 14 16 5b
7 Corilagina 1

8 Eridictiol 8-C-2",4",6"-triacetilglucosideo 16 19

9 Isoquercitrina SN

10 Luteolina-8-C-ramnosil-2”-O-galoil 17 18

11 Miquealina 8 11

12 Miricetrina-3-O-glucosideo SN

13 Miricitrina 5 10 1
14 Naringenina 8-C-2",4",6"-triacetilglucosideo 18 20 9
15 Naringenina 8-C-4",6"-diacetilglucosideo 15 17

16 Naringenina 8-C-6"-acetilglucosideo 13 14

17 Naringenina 8-C-glucosideo

18 Orientina 2

19 Orientina-2"-O-ramnosideo

20 Pinocembrina-7-O-[3"-O-galoil-4“,6“-HHDP]-glucose 20 22

21 Pinocembrina-7-0O-[4“,6“-HHDP]-glucose 19 21

22 Quercetina-3-O-gentibiosideo 3 7

23 Quercetrina 11 15 5a
24 Rutina 9 12a 2
25 Vitexina 6 8

26 Vitexina-2"-O-ramnosideo 7 9

Legenda: HHDP — hexahidroxidifoil; SN — sem numeragéo.

Como demonstrado na tabela 5.1, esse trabalho resultou na
identificacdo de varios compostos, alguns dos quais inéditos, o que enriquece
significativamente a literatura fitoquimica do género Phyllanthus. Ademais, perfis
cromatograficos por LC-MS revelaram-se uma importante ferramenta na
diferenciagdo quimica de espécies, evidenciando diversos marcadores quimicos
especificos de cada espécie, os quais inclusive permitiram a classificagdo de

amostras comerciais.
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APENDICE 1: DADOS DE NMR DE MIRICITRINA (COMPOSTO 1)
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H-2/H-6' 7,51 (d: J = 8,70 Hz) H-3/H-5' C-2/C-6'(128,5) C-2/C-6'(128,5)

C-4' (158.5)
H-3'/H-5' 6,92 (d; J = 8,7 Hz) H-2'/H-6' C-3'/C-5'(116,8) C-1'(131,5)
H-1" 4,90 (m) H-2" C-1" (72,9) C-7 (164,5)

C-10 (103,4)
H-2" 573 (t J=92Hz) H-1"/H-3" C-2" (73,2) -
H-3" 3,81 (tJ=94) H-4"/H-5 C-3" (75,6) .
H-4" 4,90 (m) H-3"/H-5" C-4" (72,9) C-4" (72,9)
H5"  3,75(m) H-4"/H-6a"/H-6b" C-5" (77.9) i
H-6a" 4,24 (m) H-5"/H-6b" C-6a" (642) -
H-6b" 4,09 (d(l): J=11,8Hz)  H-5"/H-6a" C-6b" (64.4) -
H8" 187 (s) i c-8" (21,2) C-7" (172,0)
H-10" 2,12 (s) - C-10" (21,2) C-9" (172,0)
H-12" 2,02 (s) - C-12"(21.4)  C-11" (173,0)
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APENDICE 8:

DADOS DE

NMR DE

PINOCEMBRINA-7-O-[4",6"-
HEXAHIDROXIDIFENOIL]-B-D-GLUCOSE (COMPOSTO 10)

"
HO_ ,"/4'”\\5... 3y
0 o a
HO” \1| “ \g/ \/5"-0\ ” o O, =67
HO\2 /1\.&\ 0‘4..\ 1—0\7\\/ \9\ \
Py Ly
ot O om b
/ H
HO
'H NMR COSY HSQC HMBC

H-2 5,56 (dd; J=13,1 e 2,9 Hz) H-3a/H-3b C-2 (80,8) -
H-3a 3,22 (m; 1H) H-2/H-3b - -
H-3b 2,87 (dd; J=17,2e 3,1 Hz) H-2/H-3a C-3 (44,2) -
H-6 6,24 (d: J = 2,2 Hz) H-8 C-6 (98,1) ]
H-8 6,29 (d: J = 2,2 Hz) H-6 C-8 (96,8) -
H-2/H-6' 7,54 (m) H-3'/H-5'/H-4' C-2'/C-6' (127,6) -
H-3YH-5' 7,45 (m) H-2'/H-6'/H-4" C-3/C-5' (129,8) -
H-4' 7,4 (m) H-2'/H-6'/H-3'/H-5' C-4'(129,8) -
H-1" 5,1 (d; J = 7,6 Hz) H-2" C-1" (101,6) -
H-2" 3,6 (dd; J=9,0e 7,6 Hz) H-1"/H-2" C-2" (75,8) -
H-3" 3,73 (dd; J=9,7 e 9 Hz) H-2"/H-4" C-3"(75,8) -
H-4" 4,88 (m) H-3"/H-5" - -
H-5" 4,14 (m) H-4"/H-6a"/H-6b" - -
H-6a" 5,28 (dd; J=13,6 e 6,6 Hz) H-5"/H-6b - -
H-6b" 3,85 (dd; J=13,2e 1,0 Hz) H-5"/H-6a - -
H-5" 6,58 (s) ; C-5" (108,4) ;
H-5" 6,71 (s) ] C-5" (108,4) -
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APENDICE 9: DADOS DE NMR DE PINOCEMBRINA-7-O-[3"-O-GALOIL-4",6"-
HEXAHIDROXIDIFENOIL]-B-D-GLUCOSE (COMPOSTO 11)

HO
I
BEEHE 5
L‘" L'" 7= 0 6 3
— B} ‘/ =4
o v 27
oe i o —Q | )
P ., O—a 0 ¢
A e e
ot TR et T
e 6
HOHO i Z"‘:JQO H O
~3 ~ 1\
P
HO” Y
OH
'H NMR COSsY HSQC HMBC
H-2 5,57 (dd; J=13,0 e 3,1 Hz) H-3a/H-3b C-2(80,4) -
H-3a 3,22 (m; 1H) H-2/H-3b ] C-4 (197,9)
H-3b 2,88 (dd; J=17,1e 3,1 Hz) H-2/H-3a - C-4 (197,9)
H-6 6,27 (d; J = 2,2 Hz) H-8 C-6(98,0)  C-10 (104,7)
H-8 632 (d; J=22Hz) H-6 C-8(96,5)  C-10 (104,7)
C-2 (80,4)
H-2'/ 7,55 (m) H-3'/H-5'/H-4"' C-2'/C-6' C-2'/C-6' (127,1)
H-6' (127,1) C-3/C-5' (129,4)
C-4' (129,8)
H-3'/ C-1'(139,8)
H-5' 7,45 (m) H-2'/H-6'/H-4"' C-3'/C-5' C-3'/C-5' (129,4)
(129,4) C-4' (129,8)
H-4  7.41 (m) H-2'/H-6/H-3/H-5' C-4 (129,8) C-2'/C-6' (127,1)
H-1" 5,27 (d; J = 7,6 Hz) H-2" C-1" (101,0) C-7 (166,4)
H-2" 3,88(dd;J=93e7,6Hz) H-1"/H-2" C-2"(72,7) -
H-3" 5,46 (dd; J=10,0 e 9,3 Hz) H-2"/H-4" Cc-3" (75,6) C-7""(167,8)
H-4" 5009 (t J=9,9) H-3"/H-5" C-4" (71,1) C-7™ (169,2)
H-5" 4,35 (dd; J=10,7 € 5,8) H-4"/H-6a"/H-6b"  C-5" (72,7) -
H-6a" 5,36 (dd; J= 13,6 € 6,7 Hz) H-5"/H-6b C-6"(63,8) C-7" (169,2)
H-6b" 3,9 (dd; J=13,4e1,0Hz) H-5"/H-6a C-6" (63,8) -
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'H NMR COSY HsQC HMBC
C 1" (116,1)
H-5" 6,48 (s) - C-5" (108,4) C-3" (137,4)
C-4"™ (145,4)
C-7" (169,2)

H-5" 6,61 (s)

C_5Il"
(108,0)

C-1" (116,1)
C-3" (137,4)
C-4" (145,4)
C-7" (169,2)

H-2""/ 7,04 (s)
H_6lll|l

C_2IIIII/C_6IIIII
(110,4)

C-1"" (120,5)
C-2""/C-6""
(110,4)
C-3""/C-5""
(146,1)

C-4"" (139,6)
C-7"" (167,8)
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