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RESUMO

CARACTERIZAC}AO DE QUATRO ESPECIES DE QUEBRA-PEDRA UTILIZANDO
CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA HIFENADO A
ESPECTROMETRIA DE MASSA EM MULTIPLOS ESTAGIOS. O presente trabalho
apresenta os resultados do uso de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia hifenada
a espectrometria de massa na diferenciacdo/caracterizacdo quimica de extratos
aquosos de amostras vegetais popularmente conhecidas como “quebra-pedra”
pertencente ao género Phyllanthus. As espécies estudadas foram P. amarus, P.
stipulatus, P. niruri e P. tenellus, sendo estas duas ultimas as oficiais na Farmacopeia
Brasileira. As amostras vegetais utilizadas foram cultivadas e coletadas no campus
da Universidade Federal de S&o Carlos (UFSCar). O objetivo do trabalho foi
comparar quimicamente as quatro espécies de Phyllanthus através da
caracterizacdo de seus metabdlitos secundarios. A caracterizacdo estrutural dos
metabdlitos secundarios foi alcancada por meio da interpretacdo dos dados de
fragmentacdo obtidos nos experimentos on-line de MS/MS e MS® usando
espectrobmetro de massa tipo ion trap equipado com fonte de ionizacdo tipo
electrospray, no modo negativo e positivo de ionizacdo. Diversos compostos
quimicos foram elucidados, sendo alguns destes comuns as quatro espécies e
outros exclusivos de uma Unica espécie, esse trabalho apresenta e discute os
resultados encontrados. Separacbes por LC-UV semipreparativa também foram
realizadas, purificando-se assim dois compostos a partir da espécie P. stipulatus. A
elucidacdo estrutural foi realizada utilizando técnicas espectroscopicas como
espectrometria de massa e RMN, sendo estes caracterizados como corilagina e
guercetina-3-O-B-D-glucuronopiranosideo, um flavonol pouco usual em produtos

naturais.
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ABSTRACT

CHARACTERIZATION OF FOUR SPECIES OF STONE BREAKER USING HIGH
PERFORMANCE LIQUID CHROMATOGRAPHY COUPLED TO TANDEM MASS
SPECTROMETRY. This work presents the results of the use of High Performance
Liguid Chromatography coupled to mass spectrometry in the chemical
differentiation/characterization of aqueous extracts of plant samples of the genus
Phyllanthus, commonly named as "stone braker". The species studied were P.
amarus, P. stipulatus, P. niruri and P. tenellus. For medical purposes, the Brazilian
Pharmacopoeia recognizes only P. niruri and P. tenellus. Samples of the plants used
were grown and collected on the campus of Federal University of Sdo Carlos
(UFSCar). The goal of the work here reported was to compare the four species
through the characterization of secondary metabolites. Structural characterization of
secondary metabolites was achieved by interpretation of fragmentation data obtained
in the online experiments of MS/MS and MS3using ion trap mass spectrometer
equipped with an electrospray ionization source in positive and negative mode of
ionization. Several chemical compounds were elucidated; some of them presents in
all four species while others were found in a single species, this work presents and
discusses the results. Furthermore two compounds from the species of P. stipulatus
were isolated by semi-preparative liquid chromatography. These two isolated
compounds were fully characterized by mass spectrometry and NMR, as corilagin
and quercetin-3-O-B-D-glucuronopyranoside, an unusual flavonol in natural products.
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1 - INTRODUCAO

A utilizacdo de plantas medicinais constituiu-se, por séculos, como o
principal suporte terapéutico para a humanidade. Contudo, em meados do século
XX, a utilizacdo de medicamentos de origem sintética tornou-se mais ampla que o
uso de plantas medicinais, especialmente em paises desenvolvidos, devido ao maior
poder aquisitivo. Atualmente, em contrapartida, a cultura de valorizagdo do uso de
plantas medicinais no tratamento de diversas enfermidades vem sendo resgatada
em decorréncia, muitas vezes, dos efeitos adversos dos farmacos sintéticos, da
preferéncia por tratamentos de origem “natural”’, da crescente validagédo cientifica
das propriedades farmacoldgicas das espécies vegetais e/ou do relativo baixo custo
dos fitoterapicos™?. Estima-se também que aproximadamente 44% do atual arsenal
terapéutico tem sido desenvolvido a partir de produtos naturais, e que 25% dos
medicamentos prescritos nos paises desenvolvidos sdo oriundos de plantas
superiores®.

Em muitos paises em desenvolvimento, como Etiépia, Benin, india,
Ruanda, Tanzania e Uganda, a populacdo utiliza majoritariamente a medicina
tradicional no tratamento primario a salde, destacando-se o uso de plantas
medicinais. Por outro lado, mesmo em paises desenvolvidos como Alemanha,
Franca, Canada, Australia e Estados Unidos, a utilizacdo de medicinas alternativas
tem crescido significativamente. Sobressai-se nesse contexto a Alemanha, onde se
estima que cerca de 80% da populacdo utiliza alguma medicina alternativa ou
complementar, dentre as quais a fitoterapia tem destaque especial®.

No Brasil, 0 acesso a medicamentos no ambito de atencdo béasica a
saude compromete de maneira significativa o orcamento familiar, espoliando
recursos importantes para outras necessidades bésicas®. Contudo, existe uma
caréncia com respeito a dados populacionais recentes quanto ao acesso a
medicamentos.

Nesse contexto social, os fitoterdpicos e as plantas medicinais
adquirem importancia impar na saude publica brasileira, tanto que em 1988 foi
regulamentada a implementacéo da fitoterapia no ambito da saude publica, atraves
da Comissdo Interministerial de Planejamento e Coordenacdo (Ciplan)®.
Posteriormente, em 2006, foi publicada a Politica Nacional de Praticas Integrativas e

Complementares no Sistema Unico de Saude (SUS), que ampliou as opcoes
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terapéuticas do SUS, garantindo aos seus usuarios 0 acesso a tratamentos de

saude por meio de plantas medicinais e fitoterapicos’.

Em 2006, o niumero de empresas produtoras de fitoterdpicos alcancou
103 laboratorios, com 367 fitoterapicos comercializados, referentes a 53 classes
terapéuticas. Em termos financeiros, o segmento de fitoterapicos brasileiro faturou,
no periodo de novembro de 2003 a outubro de 2006, R$ 1.840.228.655,00 com a
venda de 122.696.549 unidades farmacéuticas, ou embalagens de medicamentos®.

Acompanhando o passo do crescimento industrial, a Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria, em conformidade com suas atribuicbes, implementou
diversas resolucdes com o objetivo de normatizar a comercializacdo e registro de
fitoterapicos. As resolucdes especificas sdo a RDC 48, complementada pelas RE 88,
89, 90 e 91 publicadas em 2004 e a RDC n° 10 de 2010°**. Os aspectos abordados
pelas legislacbes em vigor sdo: a normatizacdo da producdo e da comercializacao;
estudos de eficacia pré-clinica e clinica; estudos toxicolégicos; normas para o
controle de qualidade de drogas vegetais, seus derivados e também para o produto
acabado.

Em vista da crescente expansdo do mercado de fitoterapicos, bem
como da inclusdo dos mesmos em politicas de saude publica, se faz urgente a
andlise criteriosa de aspectos relacionados a eficacia, seguranca e qualidade
destes™.

A eficécia esta relacionada a comprovacao dos efeitos biologicos, por
meio de ensaios farmacoldgicos clinicos e pré-clinicos, enquanto a seguranca
relaciona-se a possiveis efeitos adversos*®*’.

A qualidade é um aspecto que envolve todo o processo de producdo,
englobando tanto o estabelecimento rigoroso de padrdes de qualidade da matéria-
prima até os processos de preparacdo de extratos vegetais, a fim de se obter
produtos com uniformidade quimica®®.

Além dos processos de fabricagdo uniformes, as técnicas de analise
gue permitem avaliar a autenticidade e a qualidade dos produtos de origem vegetal
sdo indispensaveis diante da complexidade inerente aos fitoterapicos™®.

Neste contexto, o presente trabalho tem como objetivo analisar uma
das espécies medicinais mais amplamente conhecida, divulgada e utilizada na
medicina popular do Brasil, 0 quebra-pedra. Para isso, foi desenvolvido e aplicado

um método analitico por Cromatografia Liquida acoplado a espectrometria de massa
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visando a caracterizacao quimica de quatro espécies de quebra-pedra.

Em abordagem inicial, o trabalho descreve as condi¢cdes analiticas
cromatograficas otimizadas para a andlise dos extratos vegetais por técnica
acoplada & espectrometria de massa em estagios mdltiplos, a saber, MS/MS e MS?.
A interpretacdo dos dados de fragmentacdo obtidos tem por finalidade a
caracterizacdo das espécies de quebra-pedra em estudo por meio da identificacao
de seus constituintes quimicos.

No presente trabalho também foram realizadas separacdes
cromatograficas em escala semipreparativa, para isolamento de marcadores
qguimicos, os quais foram posteriormente caracterizados estruturalmente por técnicas
espectroscopicas.

Deste modo, buscou-se o0 desenvolvimento de um método, que
possibilitasse a analise da complexidade quimica das amostras vegetais, permitindo
a identificacdo de marcadores quimicos com substancial economia de tempo e

menor consumo de solvente.
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2 - JUSTIFICATIVA

2.1 - Controle de Qualidade Quimico de Amostras Vegetais para fins

Terapéuticos

O controle de qualidade de produtos vegetais para fins terapéuticos é
realizado através de diversos procedimentos que visam assegurar a qualidade,
efichAcia e seguranca dos mesmos. Esse controle deve seguir 0os parametros
estabelecidos por O6rgdos oficiais, nacionais ou internacionais, 0sS quais Sao
publicados por meio de farmacopeias, cédigos oficiais e/ou monografias. Estes, de
modo geral, preconizam procedimentos de diferentes naturezas como analises
quimicas, fisicas, fisico-quimicas e microbiolégicas, que devem ser realizados
durante todo o processo de fabricacdo, ou seja, desde a matéria-prima ao produto
final, de modo a comprovar a autenticidade, pureza e conteido das amostras de
plantas medicinais, bem como, assegurar niveis aceitaveis de contaminantes
quimicos e microbiol6gicos®® 22,

O controle de qualidade quimico de espécies vegetais apresenta
alguns desafios a serem contornados. O primeiro refere-se a estreita relacdo entre
composi¢do quimica e as condigfes ambientais, ou seja, fatores como sazonalidade,
ciclo circadiano, etapa de desenvolvimento, temperatura, disponibilidade hidrica e
nutricional, radiacdo ultravioleta, altitude, poluicdo atmosférica, estimulos mecéanicos
e patdgenos podem alterar sobremaneira a taxa de producéo de alguns metabdlitos
secundarios®®. O segundo desafio relaciona-se & grande complexidade quimica
inerente as espécies vegetais, cuja atividade bioldgica pode ser, em muitos casos,
atribuida ao efeito sinérgico de diversas substancias quimicas®®. Além disso, os
principios ativos ndo sdo suficientemente estabelecidos®, o que torna o controle de
qualidade uma atividade complexa, visto a preferéncia ao desenvolvimento de
meétodos analiticos de quantificagcdo de compostos ativos para a padronizacédo de
fitoterapicos®*2°.

Geralmente, 0 passo inicial no controle de qualidade de fitoterapicos é
a verificacdo da autenticidade do material vegetal, o qual pode ser realizado atraves
da identificacdo botanica — método comumente laborioso e de dificil interpretacéo —

ou por meio de métodos quimicos que visam verificar a presenca de compostos que



22
apresentem preferencialmente atividade biolégica e/ou marcadores quimicos?®.

O controle de qualidade quimico de fitoterapicos engloba uma ampla
diversidade de técnicas de diferentes naturezas. Dentre essas, pode-se citar as
técnicas classicas de reacdes de caracterizacéo de classes de compostos quimicos,
bem como técnicas cromatograficas mais avancadas.

As técnicas classicas de identificacdo de classes de compostos (fendis,
taninos, saponinas, alcaloides, esteroides livres e outros), apesar de seu baixo custo
e rapidez de analise, apresentam o inconveniente de serem pouco sensiveis e
inespecificas, pois varias classes de metabdlitos secundarios sdo comuns a
diferentes espécies vegetais. Portanto, tais técnicas mostram-se mais Uteis como
métodos quimicos preliminares?” .

Os métodos cromatogréaficos sdo bastante amplos, envolvendo desde
técnicas simples até técnicas mais avancadas de separacdo. Dentre essas, a
cromatografia em camada delgada (CCD) geralmente representa uma técnica de
andlise simples, rapida e de baixo custo que aliado a reveladores globais e/ou
especificos a classes quimicas torna-se um procedimento Util como método quimico
preliminar. A CCD pode também ser acoplada a analisadores de imagem digital que
permitem a quantificacéo de composto quimicos?® e até mesmo a espectrometros de
massa como MALDI-TOF propiciando analise estrutural de metabdlitos
secundarios®. Outra técnica amplamente utilizada é a Cromatografia Liquida (LC),
a qual possibilita tanto quantificacdo de marcadores quimicos*!, estabelecimento de
perfis cromatograficos?® como a identificacéo on-line de compostos quimicos®*%3,

Os métodos cromatograficos também sdo aplicados na fitoquimica
convencional, visando o isolamento de marcadores quimicos. Entre estes, a
cromatografia em coluna aberta ou flash sdo extensamente utilizadas, contudo
consomem grandes quantidades de solventes organicos e exigem trabalho
minucioso e demorado e, n&o raro, apresentam baixa produtividade e pureza®*.

Por sua vez, o avanco das técnicas de LC em escala semipreparativa e
preparativa possibilitaram o aperfeicoamento de técnicas de isolamento em matrizes
vegetais complexas, tornando essa operagdo mais rapida, eficaz e viavel
economicamente’’°,

O isolamento de metabdlitos secundarios, seguido da elucidacao
estrutural por técnicas espectroscoépicas, possibilitam a ampliacdo do conhecimento

quimiotaxdnomico de espécies vegetais®*, a descoberta de novas substancias
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quimicas*®, bem como grandes avancos em pesquisas de atividade biolégica®’.

2.1.1 - Quantificacdo de Marcadores Quimicos por Cromatografia

Liquida

O controle de qualidade de amostras de origem vegetal geralmente &
realizado a partir da quantificacdo de compostos quimicos conhecidos de uma
espécie vegetal, preferencialmente aqueles relacionados as atividades biolégicas ou
marcadores quimiotaxonomicos. Contudo, n&do raro, estes compostos néo estédo
disponiveis comercialmente, requerendo o isolamento e caracterizag&o®.

A LC representa uma ferramenta amplamente utilizada no controle de
qualidade de fitoterapicos. Sua extensa aplicabilidade deve-se grandemente a
capacidade de propiciar analises rapidas com alta resolucdo, precisao, exatidao e
robustez®8. A cromatografia liquida em geral apresenta grande versatilidade em
face da possibilidade de utilizacdo de diferentes modos de eluicdo aliado a grande
diversidade de fases moveis disponiveis. O seu constante aperfeicoamento também
tem impulsionado sua utilizagdo. Recentes aperfeicoamentos incluem a utilizacao de
equipamentos cada vez mais robustos como UHPLC (cromatografia liquida de ultra-
alta pressao), os quais possibilitam o desenvolvimento de analises em curto periodo
de tempo com alta resolucdo, quando utilizados com colunas cromatograficas como
tamanho de particula reduzido®®*2.

Os equipamentos de LC podem ser acoplados a uma grande variedade
de detectores. No controle de qualidade quimico de fitoterdpicos os equipamentos
de LC sédo geralmente acoplados a detectores de UV, especialmente arranjo de
fotodiodos, devido a grande disponibilidade destes em laboratérios de pesquisa,
como também, ao fornecimento de dados sobre algumas classes de compostos. No
entanto, o uso desses detectores se restringe a compostos que apresentam grupo
cromoforos. A utilizacdo de espectrometro de massa acoplado a cromatografia
liquida, em contrapartida, apresenta as vantagens de ser um detector de alta
sensibilidade e com capacidade de separacéo de massas™*.

Embora os métodos de quantificacdo de marcadores quimicos sejam
fundamentais e amplamente utilizados no controle de qualidade de fitoterapicos,

existe uma grande dificuldade em estabelecer um marcador ideal que possua a
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atividade terapéutica e seja exclusivo da espécie. A selecdo do marcador quimico

normalmente é dirigida por evidéncias empiricas e disponibilidade comercial de
padroes de referéncia sendo geralmente eleitos aqueles componentes de maior
prevaléncia. Adicionalmente, em face da complexidade quimica de produtos de
origem vegetal a quantificacdo de determinado marcador quimico ndo representa um
controle de qualidade seguro e especifico que garanta a autenticidade de uma

espécie vegetal***,

2.1.2 - Perfil Cromatografico de Extratos Vegetais e suas Aplicacdes em

Controle de Qualidade de Fitoterapicos

A utilizacao de perfis quimicos ou “fingerprints” vem sendo empregada
por muitos pesquisadores para a andlise de amostras vegetais, aplicando-se
variadas técnicas cromatograficas e/ou espectroscépicas*>*°.

O perfil cromatografico € uma ferramenta bastante util no controle de
qualidade de plantas medicinais, pois permite a analise da amostra como um todo,
estabelecendo parametros comparativos de semelhancas e diferencas de diversos
extratos submetidos a0 mesmo procedimento de extracdo e andlise*’. Dessa
maneira, estabelece-se a qualidade de uma amostra por meio de uma ferramenta
analitica que leva em conta a sua complexidade e ndo somente a presenca ou
auséncia de determinados constituintes em detrimento a diversas outras substancias
quimicas®®*®. Consequentemente a andlise de perfis cromatogréficos torna-se uma
ferramenta de ampla aplicacdo, podendo ser utilizada para determinacdo de
autenticidade e identificacdo de espécies, andlise de estabilidade entre diferentes
extratos, analise de consisténcia (variacdo lote-a-lote) de matérias-primas e de
fitoterapicos, e estudos de variabilidade sazonal e acompanhamento de
cultivares*>4849,

Por fim, embora o uso de perfis cromatograficos seja uma ferramenta
muito util, a mesma apresenta o inconveniente de ser muito trabalhosa, pois requer
trabalho minucioso e cuidadoso no preparo amostra, no método de extracdo e
durante a eluicdo cromatogréafica de modo que todas as amostras sejam uniformes e
0 método seja reprodutivo. Adicionalmente a utilizacdo de perfis cromatogréficos

para a classificacdo de espécies vegetais requer extenso tratamento de dados por
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meio de ferramentas matematicas de analise multivariada®46-°0-52,

2.1.3 - Técnicas Modernas de Acoplamento

O acoplamento da cromatografia liquida a técnicas espectroscépicas
como UV, MS e RMN tem sido utilizado por diversos pesquisadores, pelo fato de
constituirem ferramentas muito Uteis na caracterizacéo de misturas complexas®>°.

O LC-UV, principalmente quando equipado com arranjo de fotodiodos
(LC-DAD), é amplamente utilizado em laboratérios de pesquisa por fornecer dados
importantes sobre determinadas classes de substancias, contudo somente os dados
de absorbancia sdo insuficientes para elucidacao estrutural®.

Por outro lado, o acoplamento a espectrometria de massa apresenta
como vantagens o grande poder de separacdo de massas e a possibilidade de
elucidacdo estrutural sem a necessidade de isolamento e purificacdo dos
compostos®®. Apresenta também a capacidade de selecdo de ions precursores,
fragmentacdo dos mesmos e isolamento dos ions fragmentos, o que possibilita a
deteccdo e quantificacdo de diversas substancias, inclusive se as mesmas
apresentarem o mesmo tempo de retencéo durante a eluicdo cromatografica®. No
entanto, os dados obtidos pela fragmentacdo nem sempre séo suficientes para uma
anélise estrutural conclusiva, especialmente no que concerne a estereoisdémeros>*>*.

A espectroscopia de RMN representa uma das principais ferramentas
para elucidacado estrutural. Consequentemente, o acoplamento do LC ao RMN pode
prover a completa elucidacdo estrutural, sem a necessidade de isolamento e
purificacdo. Entretanto, o LC-RMN apresenta como desvantagem a pequena
sensibilidade, especialmente em experimentos mais sofisticados como COSY,
NOESY, HMQC. Com a finalidade de contornar essa limitagcdo, uma alternativa é a
utilizacdo da técnica hifenada LC-SPE-RMN. Nessa configuracdo os cartuchos de
SPE sao inseridos entre o LC e o espectrometro de RMN, de modo que o0s
compostos eluidos sejam retidos e concentrados no cartucho de SPE.
Posteriormente cada composto € eluido para dentro da sonda de RMN com solvente
deuterado™*. A utilizacdo dessa técnica é bastante recente, existindo um ndmero

limitado de publicaces em produtos naturais>*°%>7%0-¢,
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2.2 - Género Phyllanthus - Aspectos Botéanicos, Quimicos e
Farmacoldgicos

2.2.1 - Aspectos Botéanicos

O género Phyllanthus pertence a familia Phyllanthaceae, taxon
recentemente desmembrado da familia Euphorbiaceae, apresentando cerca de 2000
espécies distribuidas em 59 géneros®’.

Esse género possui ampla distribuicdo, tendo, porém, predominancia
tropical, especialmente a regifo tropical da Asia. O género destaca-se também por
ser um dos principais da familia, possuindo aproximadamente 750 espécies, sendo
que cerca de 107 destas ocorrem no Brasil?°%%,

As espécies pertencentes a esse género apresentam habito variado,
sendo principalmente herbaceo, havendo, contudo espécies arbéreas de pequeno
porte e arbustos. No Brasil essas espécies sdo popularmente conhecidas como
quebra-pedra, sendo classificadas como espécies semiperenes, pois vegetam por
um periodo de 3 a 4 anos. Crescem especialmente nos periodos chuvosos em todo
o tipo de solo, sendo comum a sua ocorréncia em fendas de calcadas, terrenos
baldios, quintais e jardins?®®%7°.

As espécies denominadas quebra-pedra geralmente possuem porte
herbaceo, ramificacdo filantoide, glabra, medindo cerca de 40 a 80 cm. Possuem
folhas simples, membranaceas, medindo até 1 cm de comprimento e dispostas em
ramos em semelhanca a folhas compostas. Apresentam inflorescéncias 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 sé@o cépsulas tricoca com aproximadamente 1 mm de diametro com sementes
geralmente trigonas e ornamentadas?®®®°.

Devido a grande complexidade do género, a classificacdo taxonémica
torna-se laboriosa e sujeita a interpretagdes erroneas. As caracteristicas das flores
apresentam utilizacdo limitada devido ao tamanho reduzido e pouca variagéo
morfoldégica de suas partes. Assim, o principal aspecto de classificagdo € a
distribuicdo espacial dos ramos e das flores masculinas e femininas, aliado a
morfologia das sementes, uma vez que ndo existem espécies com a mesma

combinagéo de tamanho e padrdo de ornamentacéo’.
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Conforme a 42 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.
Webster, e Phyllanthus tenellus Roxb"?.

As duas espécies apresentam caracteristicas semelhantes quanto aos
caracteres organolépticos, possuindo sabor amargo no inicio da mastigacao,
tornando-se suave posteriormente, e também descricdo anatbmica muito
semelhante. As caracteristicas morfologicas sdo os principais determinantes na
distincdo das duas espécies, destacando-se a forma e tamanho das folhas,
caracteristicas das flores e frutos além da coloracéo do caule’. A FIGURA 2.1 ilustra
as caracteristicas morfologicas que diferenciam as espécies.

FIGURA 2.1 - ebra—edra. Espécis P. niruri L. (esq.) e P. tenellus Roxb. (dir.)

As principais caracteristicas morfologicas para diferenciagdo das

espécies de Phyllanthus encontram-se na TABELA 2.1.
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TABELA 2.1 - Principais caracteristicas morfoldégicas para diferenciacdo das

espécies oficiais de Phyllanthus no Brasi

73
|

P. niruri P. tenellus
Disposicéo das Imbricadas Disticas
folhas
Forma das Laminas oblongo-elipticas, Laminas largo-obovaladas,
folhas apice arredondado e base apice obtuso e base aguda
assimetrica
Estipulas 2  estipulas lineares- 4 estritas e triangulares de 1
lanceoladas de 1,5 cm de mm com matizes vermelhos
altura sendo uma maior
Sépalas 5 sépalas longo-ovaladas 5 sépalas suborbiculares
e obtusas nas flores nas masculinas e 5 sépalas
masculinas e 5 sépalas estreito-obovaladas com
obovaladas sem margem margem branca nas flores
branca nas flores  femininas
femininas
Flores 3 estames e pedunculo de 5 estames e peddnculo de 1
masculinas 3 mm mm
Pdlen Perpolado Esférico
Fruto Céapsula globosa Capsulas triangulares
deprimida
dorsiventralmente com 4
mm de diametro e 2 mm
de altura, com sépalas e
estigmas persistentes
Ramos Lisos e de coloracédo verde  Ramos com pelos
glandulares e estrias

A base de

cada ramificagdo possui 3

longitudinais.

estipulas triangulares
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2.2.2 - AplicacOes terapéuticas e estudos farmacologicos

O género Phyllanthus é amplamente utilizado na medicina popular
sendo reconhecido desde longa data como eficiente remédio na eliminacdo de
célculos renais e como diurético’®’*®°, As espécies de quebra-pedra também s&o
utilizadas como analgésico, antiespasmadico, relaxante muscular e antisséptico das
vias urinérias, colagogo, galactagogo, hipoglicemiante, eupépticos, antimenorragico,
antitussigeno e no tratamento de ictericia, hipertensao, cistite, hepatite B, afeccdes
da pele, resfriados, gota, gonorreia, constipacéo, dispepsia e disenteria’® 48

Diversos estudos farmacolégicos com espécies de Phyllanthus tém
sido recentemente publicados, destacando-se as pesquisas com P. niruri
especialmente em urolitiase. Murugaiyah e Chan®! avaliaram o efeito do extrato
metanolico de P. niruri sobre a excrecdo de acido Urico em ratos com hiperuricemia.
O trabalho demonstrou que o extrato de P. niruri aumentou a excrecdo de acido
arico, juntamente com outros compostos dele ja extraido, hipofilantina e filtetralina.

Nishiura et al.? realizaram estudos clinicos em pacientes com célculos
renais. 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
resultados demonstraram significante reduc&o nos niveis de calcio urinario.

Barros et. al*® analisaram o efeito do extrato aquoso de P. niruri sobre a
cristalizacdo 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, 0s
mesmos foram significativamente menores. A agregacao e o crescimento de cristais
apos 24 horas de cristalizagdo foram inibidos demonstrando que o extrato de
Phyllanthus provavelmente interfere nos estagios iniciais da formacéo dos calculos
podendo assim representar uma alternativa no tratamento e/ou prevencdo de
urolitiase.

Em outro estudo Barros et al.?* avaliaram o efeito do extrato aquoso de
P. niruri em calculos pré-formados induzidos pela introducéo de oxalato de célcio na
bexiga de ratos. O tratamento com extrato de Phyllanthus (5 mg/rato/dia) foi iniciado
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 reducdo significativa no nimero (75%, p < 0,05) e na

massa (65%, p < 0,05) dos mesmos. O tratamento iniciado apés 30 dias, embora
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nao tenha evitado o crescimento dos calculos, causou uma modificacdo na

aparéncia dos mesmos, 0s quais se apresentaram mais suaves e homogéneos em
comparacdo com os calculos espinhosos presentes nos animais ndo tratados.
Analises por difracdo de raio-X demonstraram que ndo houveram alteragcdes na
composicao da estrutura cristalina dos célculos, sugerindo que o extrato interfere no
arranjo cristalino, modificando as interacdes cristal matriz. Os resultados obtidos
sugerem um grande potencial terapéutico da espécie P. niruri no tratamento de
casos de urolitiase por deposi¢édo de oxalato de calcio

Os trabalhos acima demonstram que a espécie de P. niruri constitui-se
uma fonte promissora para o desenvolvimento de um novo fitoterapico para
tratamento ou prevencdo de reincidéncia de litiase renal, contudo ainda sao
necessarios outros estudos farmacolégicos pré-clinicos e clinicos a fim de consolidar

sua aplicacao terapéutica.

2.2.3 - Aspectos Quimicos de Phyllanthus

Devido a grande variedade de aplicacfes terapéuticas das espécies de
guebra-pedra, estas tém sido alvo de diversos estudos fitoquimicos com o objetivo
de isolamento e identificacdo de constituintes quimicos. A literatura fitoquimica do
género Phyllanthus é exuberante, destacando-se a espécie P. niruri, a qual
apresenta literatura fitoquimica mais extensa. Por outro lado, curiosamente a
espécie P. tenellus, incluida na Farmacopeia Brasileira®®, carece de nimero
consideravel de publicacdes (GRAFICO 2.1). Dentre as classes de compostos mais
isolados do género destacam-se os alcaloides, flavonoides, taninos e lignanas. Na
TABELA 2.2 estdo alistados os constituintes quimicos das espécies P. amarus, P.

niruri, P. stipulatus e P. tenellus, selecionadas para o trabalho aqui descrito.
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GRAFICO 2.1 — Numero de publicacdes contendo descritor P. niruri e P. tenellus

(area de assunto: quimica) indexada no banco de dados ISI Web of Knowledge®

TABELA 2.2 - Relacdo de compostos presentes em quatro espécies de Quebra-

Pedra (P. amarus, P. niruri, P. stipulatus e P. tenellus)

Espécie Classe Compostos

P. amarus alcaloides isobubialina, epibubialina, filantina, securinina e

norsecurinina®

benzenoides acido galico e &cido elagico®’
esteroides amarosterol A e amarosterol B®
flavonoides rutina e quercetrina®*°; galocatequina®

hidrocarbonetos pentacosano e naftaleno®

lignanas filantina e hipofilantina®-®"%%; 3-(3,4-dimetoxi-benzil)-
4-(7-metoxi-benzo[1,3]dioxol-5-il-metil)-dihidrofuran-
2-onae 4-(3,4-dimetoxi-fenil)-1-(7-metoxi-

benzo[1,3]dioxol-5-il)-2,3-bis-metoximetil-butan-1-o0l*?




32

TABELA 2.2 - Relacdo de compostos presentes em quatro espécies de Quebra-

Pedra (P. amarus, P. niruri, P. stipulatus e P. tenellus) (continuagéo)

Espécie Classe Compostos
P. amarus taninos corilagina®®®®; 1-galoil-2,3-dehidrohexahidroxidifenil-
glucose®; amarina e geranina®®;  &cido

P. niruri

repandusinico, acido amarinico, elaeocarpusina e

acido  geraninico®®*: filantusina D®%; 16-

digaloilglucopiranosideo e furosina®

terpenos linalol e fitol**

outros hexahidrofarnesil acetona®

alcaloides nirurina®; 4-metoxinorsecurinina®®%: ent-
norsecurinina®®’; 4-metoxisecurinina®®:4-
metoxidihidronorsecurinina, 4-
metoxitetrahidrosecurinina, 4-hidroxisecurinina,

benzenoides

esteroides

flavonoides

securinina, dihidrosecurinina, tetrahidrosecurinina,
securinol A, securinol B, alosecurinina e
norsecurinina®

acidogalico® %! 4cido elagico™®

90. 90,99.
I I

: isopropil-24-colesterol®®

estradio
102

B-sitostero

quercitrina, isoquercitrina e nirurina®®; quercetina,

astragalina e fisetina-4-O-glucosideo1%;

rutina90'103'104;

guercetin-3-O-B-D-glucopiranosil-
(2—1)-O-B-D-xilopiranosideo, camferol-4’-
ramanopiranosideo e eridictiol-7-
ramanopiranosideo®; isoquercetina’®’;  8-(3-metil-
but-2-enil)-2-fenil-croman-4-ona e 2-(4-hidroxifenil)-8-

(3-metil-but-2-enil)-croman-4-ona'®
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TABELA 2.2 - Relacdo de compostos presentes em quatro espécies de Quebra-

Pedra (P. amarus, P. niruri, P. stipulatus e P. tenellus) (continuagéo)

Espécie Classe

Compostos

P. niruri flavonas
ftalatos

lignanas

lipideos

polifenois

polissacarideos

taninos

terpenos

niruriflavona'®; 3,5,7,4'-tetrahidroxiflavona®®

filester® 1%

filtetralinaenirantina®-; hipofilanting®"%°%1°7;
filantina®*%1%"; nirtetralina®%’; isolintetralina®>*®;
hinoquina® % hidroxinirantina, lintetralina, seco-4-

hidroxilintetralina, seco-isolariciresinol-trimetil-éter,
hidroxinirantina e dibenzilbutirolactona'®®; cubebin-
dimetil-éter e urinatetralina''®; neonirtetralina*;

nirfilina e filnirurina®*?; 4-hidroxisesamina*®

acidoricinoleico®®*  acido linoleico e &cido
linolénico™*
(-)-epicatequina, (+)-galocatequina, (-)-

epigalocatequina, (-)-epicatequina-3-O-galato e (-)-

epigalocatequina 3-O-galato™®

arabinogalactana™®; xilanos™’

corilaging?®100-101.104. 1-O-galoil-6-O-luteoil-a-D-
glucose e  B-glucogalina®;  isocorilagina'®;

amarulona™?®; geranina™®

lupeol acetato®; lupeol®%;  3,7,11,15,19,23-
hexametil-27,67,10Z,14E,18E,22E-tetracoshenen-1-

ol°%12%fjlantenol, filantenona e filanteol®**?! q-

106

amirinal®, transfitol*??, friedelina®®
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TABELA 2.2 - Relacdo de compostos presentes em quatro espécies de Quebra-

Pedra (P. amarus, P. niruri, P. stipulatus e P. tenellus) (continuagéo)

Espécie Classe Compostos

P. niruri outros 6,10,14-trimetil-2-pentadecanona, acido carboxilico
de brevifolina e metil carboxilato de brevifolina'®;
acido dotriacontandico'®?; etil 3,4,5-

trihidroxibenzoato'®*; 32-metil-1-tritriacontanol*®; 2-

Metilhexadec-2-eno*®*:  nirurisida'®®*?®:  2.3,5,6-

tetrahidroxibenzil acetato e filangina™’;

triacontanal*?®

P. stipulatus esteroides  B-sitosterol*
terpenos gloquidonolegloquidona®®®
Taninos corilagina®

P.tenellus  benzenoides &cido galico™*°

i ilagi , Di i
Taninos corilagina®®, pinocembrina®®:

2.2.3.1 - Controle de Qualidade Quimico em Amostras de Phyllanthus

Segundo a Farmacopeia Brasileira, a diferenciacdo das duas espécies
“oficiais” de quebra-pedra (P. niruri e P. tenellus) se faz por meio da determinacao
colorimétrica do teor de taninos totais (minimo de 6,5% para P. niruri € minimo de
9,0% para P. tenellus) e por quantificacdo de acido galico por LC-UV ap0s hidrolise
dos taninos presentes no extrato (0,15% para P. niruri e 0,12% para P. tenellus)?.

Além dos métodos descritos na Farmacopeia Brasileira, diversos outros
trabalhos foram publicados, os quais discutem métodos de caracterizagdo quimica e
quantificacdo de marcadores quimicos a partir de extratos de quebra-pedra.

Bachi e Oliveira, em 1983, realizaram ensaios de prospeccao
fitoquimica a partir da droga vegetal e do extrato fluido de P. tenellus utilizando
técnicas classicas de reacdes de caracterizacdo de metabdlitos secundarios. Os
ensaios deram resultados positivos para flavonoides, taninos, alcaloides e baixo teor

de 6leos essenciais. Por meio de cromatografia em camada delgada preparativa 0s
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autores obtiveram também quantidades relevantes de acido galico a partir do extrato

hidroalcodlico concentrado.

Em 2003 Mouco e colaboradores?’ realizaram ensaios quimicos de
identificacdo de classes quimicas a partir de uma amostra comercial de quebra-
pedra. Foram realizados processos quimicos de identificacdo para taninos,
heterosideos flavonoidicos, heterosideos saponinicos, heterosideos
antraquindnicos, alcaloides e 6leos volateis. Os resultados demonstram a presenca
de flavonoides, glicosideo antraquinénico e alcaloides. No mesmo ano Soares et
al.'* desenvolveram um método espectrométrico para quantificacdo flavonoides em
amostra vegetal e extratos aquosos, a partir da complexacao do grupo quimico com
AICl;. Andlises estatisticas demonstraram que o0 método era adequado para
quantificacdo em material vegetal, contudo apresentava limitagcdes quando aplicados
em extratos aquosos, devido a desvios na linearidade.

Murugaiyah e Chan*! desenvolveram um método quantitativo por LC
utilizando deteccéo por fluorescéncia para a determinagdo de quatro lignanas em
extratos metandlicos de P. niruri. O método foi aplicado para analise de amostras
coletadas em diferentes localidades geograficas da Malasia e de extratos de
diferentes partes do vegetal. A lignana filantina foi a mais abundante nas amostras
analisadas e as concentracdes de lignanas foram maiores nas folhas do que nas
outras partes da planta.

Em 2008 Martins®® desenvolveu e validou um método analitico de perfil
qguimico por LC acoplado a detector de arranjo de diodos (DAD) para controle de
qualidade de amostras vegetais de quebra-pedra. A partir de amostras auténticas
(cultivadas e taxonomicamente identificadas) de seis espécies de Phyllanthus foram
analisadas amostras néo cultivadas coletadas em 27 municipios do estado de Séo
Paulo e 25 amostras comercias. Para interpretacdo das informacdes cromatograficas
foram utilizados modelos quimiométricos devidamente elaborados e validados. A
partir dos dados obtidos foi possivel a classificagcdo das amostras comerciais, sendo
a maioria das amostras comerciais produzidas a partir de P. tenellus, embora fossem
comercializadas como P. niruri. Em outras duas amostras foram detectadas
adulteracdo, pois as amostras nao puderam ser classificadas como nenhuma
amostra de Phyllanthus. Martins®® também desenvolveu um método quantitativo para
corilagina, observando uma grande variacdo na concentracdo de corilagina em

decorréncia das diferencas geograficas e sazonais. Esse resultado demonstrou que
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a quantificacdo de corilagina, apesar de ndo ser um método eficaz para

padronizacdo de espécies de Phyllanthus, pode ser futuramente explorada em
estudos de monitoramento de compostos fenolicos em cultivares de Phyllanthus,
como forma de acompanhamento do manejo agronémico, ou para a obtencéo desse
marcador quimico com fins medicinais.

Como abordado acima, ha diferentes métodos para controle de
qualidade de amostras vegetais e produtos elaborados a partir de Phyllanthus.
Estes englobam desde métodos de identificacdo de classes quimicas, quantificacdo
de marcadores até modelos quimiométricos completos para comprovacdo de
autenticidade de amostras. Contudo, ainda existe certo hiato no desenvolvimento de
métodos utilizando ferramentas analiticas mais complexas como LC acoplado a
espectrometria de massa. Este Ultimo permite a quantificacdo com alto nivel de
sensibilidade, como também a caracterizacdo quimica online de marcadores
guimicos com menor consumo de solvente e rapidez.

O crescimento significativo do setor de fitoterapicos em ambito nacional
aliado a ampla utilizacdo das espécies de quebra-pedra ampliam a possibilidade de
desenvolvimento de novas formulacdes fitoterdpicas. No entanto, tal
desenvolvimento requer completa caracterizacdo quimica das diferentes espécies de
Phyllanthus, de modo a se estabelecer padrbes de qualidade que assegurem

produtos fitoterapicos de qualidade superior.
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3 - OBJETIVOS

3.1 - Objetivos Gerais

1. Caracterizacao quimica dos extratos aquosos das espécies P. amarus,
P. niruri, P. stipulatus e P. tenellus através de andlises por
cromatografia liquida hifenada a espectrometria de massa;

3.2 - Objetivos Especificos

1. Desenvolvimento de método de analise quimica qualitativa por
cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de
massa, utilizando espectrometria de multiplos estagios com a
finalidade de caracterizar os marcadores quimicos que diferenciem
quimicamente o0s extratos aquosos das espécies de Phyllanthus
estudadas;

2. Elucidagdo estrutural dos marcadores quimicos através da
interpretacdo dos espectros de fragmentacdo de MS? e MS®;

3. Purificacdo e isolamento de alguns marcadores quimicos por LC-UV
semipreparativa seguido de elucidacdo estrutural por métodos

espectroscopicos.
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4 - FUNDAMENTACAO TEORICA

4.1 - Espectrometria de Massa

Os espectrédmetros de massa apresentam 3 componentes basicos, ou
seja, fonte de ionizacao, analisador de massa e detector*>,

A fonte de ionizag&o constitui-se um importante componente, pois ions
sdo mais facilmente analisados que moléculas neutras. A ioniza¢cao pode ser obtida
por diferentes fontes como ionizacdo por electrospray (ESI), fotoionizacao a pressao
atmosférica (APPI) e ionizacdo quimica a pressdo atmosférica (APCI)**. ESI
constitui-se uma técnica de ionizagdo de alta aplicabilidade para uma grande
diversidade de compostos, além de propiciar pequena fragmentacdo na fonte, muito
embora adutos sejam geralmente observados'®. A interface de electrospray na
verdade proporciona a transferéncia de ions pré-formados em solucdo para fase
gasosa, sendo a efetiva ionizacdo um efeito secundario'®. A ionizacéo na interface
de ESI envolve a formacdo de um spray eletrostéatico, a partir do qual sao formadas
pequenas gotas carregadas e destas sdo liberados os ions. Ao ser aplicado um
campo elétrico sobre o capilar os ions em solucdo de carga oposta ao campo
aplicado se deslocam em direcdo ao contra-eletrodo, formando assim uma gota na
ponta do capilar altamente carregada. A medida que a densidade elétrica aumenta
na gota, o campo elétrico formado entre o capilar e o contra-eletrodo aumenta
causando deformacéo na gota. Essa gota deformada em forma de cone permanece
junto a extremidade do capilar até quando a densidade de carga na superficie da
gota e 0 aumento da repulsdo entre os ions vencam a tensado superficial do liquido,
causando a liberagdo das pequenas gotas altamente carregadas (explosao
Coulombica). Conjuntamente ao potencial aplicado utiliza-se um gas de nebulizacao,
geralmente nitrogénio, para facilitar a evaporacdo da fase mével'***%®. A fonte APCI
apresenta uma configuracdo semelhante a ESI, contudo o campo € aplicado através
de uma corona localizado a extremidade do capilar. As interfaces APCI séo
especialmente (teis para compostos ndo polares'®. Outra interface mais
recentemente utilizada € a APPI, a qual constitui uma importante alternativa aos
compostos pouco ionizados por ESI e APCI. A ionizacdo na interface APCI ocorre

pela interacdo do feixe de fotons de uma lampada de criptdnio ou xenénio com 0s



39
vapores formados pela nebulizacdo do liquido em solucdo™®’. Nessa técnica

geralmente é necessario a utilizacdo de solventes dopantes como acetona, tolueno
ou anisol, os quais agem como intermediarios entre os fétons e os analitos*®.

Outro importante componente é o analisador de massa. Dentre os
diferentes detectores 0 mais simples utilizado atualmente € o analisador de
qguadrupolo simples. Nesse analisador as hastes opostas estdo conectadas uma a
outra, nas quais é aplicada uma corrente de radio-frequéncia. Posteriormente é
sobreposta uma corrente direta (DC), produzindo um campo elétrico, onde somente
alguns fons de certa massa podem passar'®*. O arranjo de trés quadrupolos em
sequéncia (triplo quadrupolo) possibilita a fragmentacdo dos ions fornecendo
importantes informacdes estruturais. Nesse arranjo o primeiro quadrupolo funciona
como filtro de massa, o segundo como célula de colisdo e o terceiro novamente
como filtro de massa. Na célula de colisdo ocorre a fragmentacdo auxiliada por um
gas de colisdo (nitrogénio ou argdnio) e uma energia aplicada para fragmentacéo™3.
Outros analisadores muito utilizados sdo os analisadores do tipo ion trap, 0s quais
sdo especialmente Uteis para estudos de multipla fragmentacdo. Nos ions traps
lineares os ions séo isolados e acumulados por um arranjo de eletrodos de forma
anelar e de hipérbole os quais formam um campo elétrico oscilante. Os ions isolados
e acumulados sdo fragmentados de maneira similar ao que ocorre na célula de
colisdo do analisador tipo triplo-quadrupolo, contudo permite fragmentagcOes

140,141. Mais

sequenciais que fornecem importantes informagcdes estruturais
recentemente, foram desenvolvidos os analisadores tipo ion trap 3D, como o
analisador de ressonancia ciclotrébnica de ions por transformada de Fourier e o
Orbitrap, os quais fornecem resultados como alta resolugcdo (usualmente entre
100.000 e 1.000.000) e precisdo de massa (1 a 2 ppm)**2. Outro analisador de
massa amplamente utilizado é o analisador de tempo de voo (TOF). O principio de
seu funcionamento é que a massa molecular esta relacionada com a velocidade, e
consequentemente 0os compostos encontram o detector em diferentes momentos.
Esses detectores apresentam alta resolucdo e precisdo de massa (5ppm), 0 que
permite a verificagdo da composicao elementar e diferenciacdo de compostos com a
mesma massa nominal, mas diferentes composi¢coes elementares e massas exatas.
Esses analisadores também possibilitam scans em alta velocidade e podem ser
acoplados a um quadrupolo (QTOF-MS) ou ion trap (IT-TOF-MS) propiciando altas

resolucées em experimentos de MS/MS ou MS" 143144
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Por fim, os detectores nos equipamentos mais modernos geralmente

utilizam a tecnologia de placa de multiplos canais (MCP), a qual consiste em uma
fina placa perfurada por tubos finos de aproximadamente 6 a 10 um de diametro. Na
presenca de um campo elétrico cada canal age como um multiplicador de elétrons e
sempre que atingido por um fon ou féton uma cascata de elétrons se inicia***.0s

elétrons entdo saem pela extremidade oposta, o que resulta numa corrente que é

mensurada em um anodo**.
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5 — RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 — Obtencdo das Amostras Vegetais

As amostras vegetais de quatro espécies de quebra-pedra (Phyllanthus
amarus, P. niruri, P. stipulatus e P. tenellus)foram cultivadas, coletadas e
processadas previamente a esse trabalho pela pesquisadora Dra. Lucia Regina
Rocha Martins®.

As amostras vegetais foram cultivadas no Campus da UFSCar, a partir
de sementes obtidas de exemplares fornecidos pelo CQBPA (Centro Pluridisciplinar
de Pesquisas Quimicas, Biolégicas e Agricolas) da UNICAMP. Todo o processo,
desde o cultivo até a coleta, seguiu de perto orientacdes agrondmicas propiciando o
melhor desenvolvimento vegetal®.

O material vegetal utilizado para analise foi semeado em tubetes na
data de 31 de agosto de 2006. Apdés germinacdo de 40 dias as mudas foram
transferidas para os canteiros no Campus da UFSCar, na area da CEMA
(Coordenadoria Especial do Meio Ambiente). Martins® realizou coletas nas datas de
20 de janeiro, 30 de abril e 30 de outubro de 2007, contudo somente as amostras
coletadas em 30 de abril foram utilizadas nos experimentos realizados nesse
trabalho.

5.2 — Processo de Extracao

O método de extracdo empregado nesse estudo foi a extracdo em meio
aguoso. A escolha levou em consideracdo 0s seguintes pontos: as espécies de
Phyllanthus s&@o popularmente utilizadas na forma de cha’, os estudos
farmacoldgicos que pesquisam os efeitos de Phyllanthus sobre célculos renais

utilizam principalmente extratos aquosos®%*

e a Farmacopeia Brasileira preconiza a
extracdo aquosa para a identificacdo quimica das espécies P. niruri e P. tenellus?.

O método de extracdo utilizado no presente trabalho foi desenvolvido
pela Dr? Licia Regina Rocha Martins®®. O procedimento foi adaptado a partir da
Farmacopeia Brasileira’®, de modo a padronizar o procedimento de extracao,

alterando a proporcéo entre material vegetal e agua, monitorando a temperatura e
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estabelecendo o tempo de extracdo. O protocolo de extracdo encontra-se no item

6.3 do Procedimento Experimental.
Os extratos aquosos obtidos foram liofilizados e mantidos sob
temperatura de -20°C, a fim de evitar possiveis processos de degradacao.

5.3 - Desenvolvimento de Métodos Cromatograficos para Aplicacéo
em LC-MS

Os métodos cromatograficos foram desenvolvidos no modo reverso de
eluicdo e encontram-se descritos no item 6.3.1 do procedimento experimental. A fase
estacionaria escolhida foi silica Luna® ligada quimicamente a grupos fenil-hexila com
tamanho de particula de 10 ym. Essa decisdo ocorre, principalmente, devido a
comum presenca de compostos como taninos, flavonoides glicosilados e outros
compostos fenolicos em extratos aquosos. Nesses casos as interagdes do tipo -1 €
interacdes hidrofébicas presentes nesse tipo de fase estacionaria, otimizam a
seletividade na andlise de compostos aromaticos e/ou que apresentam sistemas de
duplas ligacées conjugadas™*®.

As condi¢cdes cromatogréaficas utilizadas nas analises por LC-MS/MS
foram desenvolvidas a partir do método descrito por Martins?®, que utilizou coluna
analitica de fase estacionaria fenil-hexil Luna® 10 pm, vazéo de 0,5 mL/min, eluicdo
gradiente linear no modo reverso, com fase mével constituida por MeOH e solucao
de acido fosférico 0,1% (v/v): 5-100% de MeOH em 50 min (A%/min = 1,90),
permanecendo isocratico em 100% de MeOH por 10 minutos.

O uso de acidos fracos na fase movel, como o acido fosférico, constitui-
se uma importante opcdo para otimizacdo de separagbes cromatograficas. Os
extratos vegetais obtidos com solventes polares, como no caso de extratos aquosos
utilizados no atual trabalho, apresentam uma grande quantidade de compostos
ionizaveis de carater acido, tais como compostos fendlicos e acidos carboxilicos
diversos. Essas substancias em solugcdo aquosa podem estar parcial ou totalmente
ionizadas. Nesses casos, a reducao do pH propicia a supressao da ionizagao
tornando os compostos mais hidrofébicos, aumentando sua retencdo®*’. No entanto,
analises por LC-MS apresentam limitacdo quanto a utilizacdo de tampdes ou aditivos

ndo volateis, como o acido fosforico, fato este decorrente da deposicéo de cristais de
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tampdao na interface ou fonte do espectrédmetro de massa, com consequente reducao

no desempenho do detector**®

.Dessa forma, o acido fosférico foi trocado por acido
férmico a 0,1% (v/v), mantendo-se assim o pH da fase mével, bem como, auxiliando
a protonacdo dos compostos quimicos, tornando-0os consequentemente visiveis ao
analisador de massa sem alterar o funcionamento do espectrometro de massa.

Outras modificacdes foram realizadas no método descrito por Martins,
apresentando as seguintes condi¢des: vazéo de 0,5 mL/min, eluicdo isocratica nos 5
minutos iniciais (5% de MeOH / 95% de solucéo de acido formico 0,1% v/v), eluicdo
gradiente 5-70% de MeOH até 45 minutos (A%/min=1,63), permanecendo isocratico
em 70% de MeOH por 5 minutos. Apés eluicdo cromatografica foi realizada a
limpeza da coluna com 100% de metanol por 10 minutos acompanhado por retorno
do gradiente em 5 minutos (100-5% de modificador organico). A coluna foi
condicionada em 5% de MeOH por 20 minutos entre cada analise, totalizando assim
90 minutos por analise (Método 1) (FIGURA5.1).
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FIGURA 5.1 - Cromatograma (A254 e 275 nm) do extrato aquoso liofilizado de P.

niruri conforme Método 1. Concentracdo do extrato de 1,5 mg/mL e volume de

injecdo de 50 pL.

Visto a maioria dos metabdlitos secundarios apresentarem tempo de
retencéo entre 25 até aproximadamente 45 minutos (FIGURA 5.1), foi desenvolvido
um segundo método mais seletivo para os compostos de polaridade intermediéria.

Para tal foram realizados duas eluicbes gradientes de ampla faixa, ou

seja, variando de 5-100% de modificador organico em 60 minutos. Ambos
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apresentavam fase movel constituida de solucdo de &acido férmico 0,1% (v/v),

diferenciando-se entre si pelo tipo de modificador organico, a saber, metanol no
primeiro e acetonitrila no segundo. A eluicdo gradiente com metanol apresentou
maior seletividade na separagcdo dos compostos. A partir dessa eluicdo gradiente
foram desenvolvidos diversos métodos de modo a obter maior seletividade na

separacao dos compostos de polaridade intermediaria (TABELA 5.1).

TABELA 5.1 - Condi¢gBes cromatograficas avaliadas para analise do extrato aquoso
de Phyllanthus

Andlise Condicédo Cromatogréfica*

1 19-60% MeOH por 60 min (A%B = 0,68); vazdo de 1,0mL/min; vol. inj. 50
ML.

2 25-70% MeOH por 60 min (A%B = 0,75); vazao de 1,0mL/min; vol. inj. 50
ML.

3 25-60% MeOH por 60 min (A%B = 0,58); vazao de 1,0 mL/min; vol. inj. 50
ML.

4 25-50% MeOH por 60 min (A%B = 0,42); vazao de 1,0 mL/min; vol. inj. 50
ML.

5 25-40% MeOH por 60 min (A%B = 0,25); vazao de 1,0 mL/min; vol. inj. 50
ML.

6 Isocratico em 20% de MeOH por 20 minutos; 20-60% MeOH até 60 min
(A%B = 1,0); vazao de 1,0 mL/min; vol. inj. 50 pL.

7 Isocratico em 25% de MeOH por 20 minutos; 25-60% MeOH até 60 min
(A%B = 0,875); vazao de 1,0 mL/min; vol. inj. 50 pL.

8 Isocratico em 24% de MeOH por 20 minutos; 24-50% MeOH até 60 min
(A%B = 0,65); vazéo de 1,0 mL/min; vol. inj. 50 L.

(*) Todas as analises foram realizadas em uma coluna fenil-hexil Luna® de 15 x 0,46
cm d.i com tamanho de particula de 10 um e com fase mével constituida por metanol

e solucao de &cido formico 0,1%.

Dentre as condi¢Ges analiticas avaliadas, o cromatograma que mostrou
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melhor faixa de retencdo e melhor separacdo foi obtido com a condicdo

cromatogréfica 8 da TABELA 5.1: coluna analitica Fenil-hexil Luna® 10 pm; vaz&o 1,0
mL/min; volume de inje¢cdo 50 puL; eluicdo isocratica em 24% nos 20 minutos iniciais,
seguido de eluicdo gradiente: 24-50% de MeOH por mais 40 minutos (A%B/min =
0,65). Apos eluicdo cromatografica foi realizada a limpeza da coluna com 100% de
metanol por 5 minutos acompanhado por retorno do gradiente em 3 minutos (100-
24% de modificador organico). A coluna foi condicionada em 24% de MeOH por 20
minutos entre cada andlise, totalizando assim 88 minutos por andlise (Método 2)
(FIGURA.2).
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FIGURA 5.2 - Cromatograma (A254 e 275 nm) do extrato aquoso liofilizado de P.
niruri conforme Método 2. Concentracao do extrato 1 mg/mL e volume de injecdo de
50 pL.

5.4 - Analises por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia hifenada

a Espectrometria de Massa

5.4.1 - Resultados do Experimento 1

As condigbes cromatograficas utilizadas nesse experimento
corresponde as descritas no Método 1. Foram realizadas analises em full scan nos
modos positivo e negativo de ionizacdo, de maneira a verificar as principais relagdes
massa/carga (m/z) presentes nas quatro espécies de Phyllanthus. Em seguida,

realizaram-se novas analises utilizando a ferramenta MRM (Multiple Reaction
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Monitoring) nos dois modos de ionizacdo. No modo MRM os ions fragmentados

foram escolhidos manualmente apds criteriosa avaliacdo das analises no modo full

scan.
Os resultados desse experimento estdo dispostos na TABELA 5.2,

seguido de subsequente discusséo.
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TABELA 5.2 — Dados obtidos por LC-MS/MS no modo positivo de ionizacdo a partir das quatro espécies de Phyllanthus.

N° Composto Proposto tr (min) [M+Na]* [M+H]*  MS?ions Observacoes
1 Corilagina 29,0 657 487, 403, 361, 343, 299 Presente  nas
635* (465) 429, 411, 385, 363, 321, 303, 277 quatro especies
2 Composto néo caracterizado 29,8 795 409 Presente  nas
guatro espécies
3 Isbmeros de Elagitaninos de  29,7-40,1 993 Presente  nas
massa molar 970 g/mol 971* (801) guatro espécies
4 Isbmeros de Elagitaninos de 30,9 975 805, 761, 503, 469 Presente  nas
massa molar 952 g/mol 22’411 953+ (783) 765, 481, 463, 429, 393, 337, 303, 277, 247 9Ualr0 especies
5 Isbmeros de Elagitaninos de 31,5 949 779, 477 Presente  nas
massa molar 926 g/mol 32,5 927+ (757) 757, 739, 455, 437, 419, 401, 373, 303, 277 9ualro especies
6 Composto ndo caracterizado 33,3 609 333, 315 Presente  nas
guatro espécies
7 Flavona O,C glicosilada 34,8 595 449, 431, 413, 383, 353, 329, 287 Presente em P.
niruri
8 Vitexina-2’-O-ramanosideo 36,6 579 433, 415, 397, 367, 313, 271 Presentes em
P. niruri
9 Rutina 39,2 633 605, 487, 331, 325 Ausente em P.
611 465,303 niruri
10 Composto nao caracterizado 40,5 767 395 Ausente em P.
amarus

(*) indica que o ion molecular [M+H]" ndo esta presente no espectro, aparecendo somente o ion referente a perda de grupo galoil, o qual

foi selecionado para fragmentagédo. Tempo de retencéo determinado no maximo da banda cromatogréfica.
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Os compostos representados pelos numeros 1, 3, 4 e 5 foram

caracterizados como taninos hidrolisaveis devido ao padrdo de fragmentacao
comum a elagitaninos.

O composto do item 1 (ir = 29,0)presente em todos os extratos
aguosos foi identificado como corilagina (FIGURA 5.3). A fragmentac&o do ion aduto
de sédio [M+Na]" m/z de 657 (Figura 5.4A) originou o ion 487 resultante da perda de
170 unidades de massa correspondente ao grupo galoil ap6s quebra da ligacdo C-O
entre o carbono anomérico da glucose e o oxigénio do éster. O ion de m/z 299
refere-se a fragmentacdo de uma das ligacbes C-O das carbonilas dos ésteres
ligados ao acucar e de uma das ligacdes C-C entre uma carbonila e um dos anéis
aromaticos™*® (FIGURA 5.3 e 5.4B).

OH
OH
2
T,
OH

FIGURA 5.3 — Fragmentacdo da molécula de corilagina. A) perda de grupo galoil
formando ion [(M+Na)-170]" de m/z 487 e ion [(M+H)-170]" de m/z = 465; B) quebra
seguida do rearranjo do grupo hexahidroxidifenoil formando ion [(M+H)-332] de m/z
303; C) quebra formando ion [(M+Na)-358]" de m/z = 299 e ion [(M+H)-358]" de m/z
277.
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FIGURA 5.4 - Espectro de massa e cromatograma da molécula de corilagina ap6s
injecdo do extrato de Phyllanthus amarus em LC-MS/MS no modo positivo de
ionizacdo. A) espectro de ions totais extraido da banda cromatografica com tempo
de retencdo 29,0 min; B) fragmentacdo do ion [M+Na]*657 m/z; C) cromatogramas
extraidos do ion [M+Na]" de m/z 657 (preto) e do ion [(M+H)-170]" de m/z 465.

No espectro de ions totais apresentado na FIGURA 5.4A, a presenca
de ion com m/z de 465 representa a perda do grupo galoil ainda na fonte de
ionizacdo do espectrometro. No experimento de MS? a fragmentacdo do fon de m/z
465 apresentou as seguintes perdas: 162 e 188 referentes, respectivamente, a

quebra das ligacdes C-O de ambas as carbonilas dos ésteres ligados aos carbonos
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3 e 6 do acucar, formando o fragmento m/z 303 e a fragmentacdo de uma das

ligacbes C-C entre um dos anéis aromaticos e uma das carbonilas dos ésteres,
formando o fragmento de m/z 277 (FIGURA 5.3 e 5.5).
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FIGURA 5.5 — Espectro de fragmentagéo do ion [(M+H)-170]" de m/z 465.

Diversos pesquisadores relataram a presenca de corilagina em
espécies de Phyllanthus o que reforca a proposta de identificacdo do compostol
como corilaging?®89100:101.104

Os compostos do item 3 (tr = 29,7-40,1) foram caracterizados como
varios isbmeros de taninos hidrolisdveis com massa molar de 970 g/mol presentes
em todos os extratos analisados. As estruturas quimicas desses taninos
correspondem,possivelmente,aos compostos acido amarinico®®* filantusina B'*°
e/ou G™*', anteriormente relatados em trabalhos realizados com espécies do género
Phyllanthus. (FIGURA 5.6). Mesmo ndo sendo possivel identificar o ion de m/z 971
[M+H"], observou-se o ion aduto de sdédio de m/z 993 e o ion de m/z 801

corresponde a perda do grupo galoil ainda na fonte de ionizacédo (FIGURA 5.7 e 5.8).
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FIGURA 5.6 — Possiveis estruturas de taninos hidrolisaveis com massa molar de
970g/mol ja isolados de espécies de Phyllanthus. 1) filantusina B; 2) filantusina G; 3)

acido amarinico.

FIGURA 5.7 — Cromatogramas dos extratos deP. amarus extraido dos ions [M+Na]*
de m/z 993 (preto) e [(M+H)-170]" de m/z 801 (azul).
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FIGURA 5.8 - Espectro de ions totais no modo positivo de ionizacdo extraido das

bandas cromatogréficas entre 29,7 a 40,1 min.
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Os compostos do item 4 (tr = 30,9; 33,1; 36,4), presentes nos extratos

das quatro espécies, foram caracterizados como isdmeros de taninos com massa
molar de 952 g/mol (FIGURA 5.9 e 5.10). No espectro de ions totais ilustrado na
FIGURA 5.11 n&o foi identificado o ion molecular [M+H]", contudo foram observados
o ion de m/z 975 [M+Na]" e o ion de m/z 783 referente a perda na fonte de ionizacdo
do grupo galoil. A fragmentacdo do ion de m/z 975 produziu o ion m/z 805 (FIGURA
5.12A) concernente a perda de grupo galoil. Por sua vez, a fragmenta¢édo do ion de
m/z 783 originou os ions m/z 303 e 277 (FIGURA 5.12B), anteriormente explicado
para a corilagina. Devido a grande semelhanca estrutural dos elagitaninos ndo é
possivel, apenas com esse padrdao de fragmentacdo, identificar quais isbmeros de
massa molar 952 g/mol estdo presentes nos cromatogramas apresentados na
FIGURA 5.10. Contudo, dentre os provaveis elagitaninos com massa molar de 952
g/mol destacam-se aqueles mencionados em trabalhos como filantusina A,

geranina® e acido geraninico B ou C*** (FIGURA 5.9).

FIGURA 5.9 — Possiveis estruturas de taninos hidrolisaveis com massa molar de 952

g/mol.1) acido geraninico B ou C; 2) filantusina A; 3) geranina A; 4) geranina B.
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FIGURA 5.10 — Cromatogramas do extrato de P. amarus extraidos dos ions [M+Na]"
de m/z 975 (preto) e [(M+H)-170]" de m/z 783 (azul).
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FIGURA 5.12 - Espectros de fragmentacdo de (A) [M+Na]® de m/z 975 e (B) ion
[(M+H)-170]" de m/z 783 no tempo de retencio de 36,4 minutos.
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Os compostos representados pelo niamero 5 (tr = 31,5 e 32,5),

presentes nos quatro extratos aquosos, foram caracterizados como 2 isémeros de
taninos hidrolisaveis de massa molar 926 g/mol (FIGURA 5.13 e 5.14). O espectro
de ion totais (FIGURA 5.15) ndo apresentou o ion molecular [M+H]", no entanto, o
padrao de fragmentacao foi caracteristico de elagitaninos. A fragmentacao do ion de
m/z 949 [M+Na]" resultou na formacdo do ion fragmento de m/z 779 decorrente da
perda dos grupos galoil e hexahidroxidifenoil (FIGURA 5.16A). O ion de m/z 757
[(M+H)-170]" ao ser fragmentado apresentou 0s mesmos fons fragmentos
caracteristicos de elagitaninos ja explicados, a saber, m/z 303 e 277 (FIGURA
5.16B). O padrdo de fragmentacdo ndo permite a completa elucidacdo estrutural,
contudo, é possivel presumir suas estruturas quimicas como filantusina C*° e
pelargonina A™? (FIGURA 5.13).

OH

0 HO OH

FIGURA 5.13 — Possiveis estruturas de taninos hidrolisaveis com massa molar de

926 g/mol.1) filatusina C; 2) pelargonina A.
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FIGURA 5.14 - Cromatogramas do extrato de P. amarus extraidos dos ions [M+Na]”

de m/z 949 (preto) e [(M+H)-170]" de m/z 757 (azul).
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FIGURA 5.15 - Espectro de ions totais no modo positivo de ionizagdo extraido da

banda cromatogréfica no tempo de retencédo 31,5 min.
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FIGURA 5.16 - Espectros de fragmentacdo do (A) ion de m/z 949 [M+Na]" e (B) ion
de m/z 757 [(M+H)-170]".

Os compostos representados pelos itens 7 (tr = 34,8) e 8 (tr = 36,6)
(FIGURA 5.17) presentes exclusivamente no extrato de P. niruri apresentaram
fragmentacdes tipicas de flavonas O,C glicosiladas (FIGURA 5.18). Ambos os
compostos de m/z 595 e 579 (FIGURA 5.19 e 5.21) demonstraram perdas de 146
unidades de massa relativo a unidade deoxihexose (Y') e 164 referente a perda

adicional de agua (Y*-H,0). Os ions de m/z 329 e 313 sio resultantes da quebra
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cruzada do anel de hexose entre as ligacdes 0,2, indicando ligacédo entre a hexose e

deoxihexose entre as posicdes 1-2 (>*XoY1") ou ligagéo da unidade O-glicosidica em
outro grupo hidroxil do ntcleo flavénico (*?XoY*,")!*****. As agliconas livres das duas
flavonas s@o observadas pelos ions de m/z 287 e 271 concernente a luteolina e
apigenina, respectivamente (FIGURA 5.20 e 5.22). Portanto, pode-se assegurar que
0s compostos correspondem a flavonas O,C-glicosiladas, no entanto a discriminacéo
dos sitios de ligacao dos acucares e se esses estdo interligados ou ndo, ndo podem

ser inferidas.
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FIGURA 5.17 — Cromatogramas do extrato de P. niruri extraidos do ion [M+H]"do
composto 7 de m/z 595 (azul) e do ion [M+H] referente ao composto 8de m/z 579

(vermelho).

FIGURA 5.18 — Representacdo das fragmentacdes observadas em flavonas O,C-

glicosiladas. 1) vitexina-2"-O-ramanose e 2) orientina-2"-O-ramanose.



57

Intens. ]
x106
2.5
2.0
1.5
1.0

0.5

543.5
r'.

595.2

563.5
617.1

i)

+MS, 34.4-35.1min #(1319-1345)

0.0

T
500

525

550

575

600

po-
L R R |

625

700

m/z

650 675

FIGURA 5.19 - Espectro de ions totais no modo positivo de ionizacdo extraido da

banda cromatografica no tempo de retencdo 34,8 min
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FIGURA 5.20 — Espectro de fragmentacdo do ion [M+H]" m/z 595.
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FIGURA 5.21 - Espectro de ions totais no modo positivo de eluicdo extraido da

banda cromatogréfica no tempo de retencéo 36,5 min.
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FIGURA 5.22 — Espectro de fragmentacdo do ion [M+H]" m/z 579.

0.00-

O composto do item 9 (tr = 39,2) foi caracterizado como rutina (FIGURA
5.23 e 5.24). No espectro de ions totais foram observados o ion molecular [M+H]"
m/z 611 e seu aduto de sédio [M+Na]* de m/z 633 (FIGURA 5.25). A fragmentacao
do ion de m/z 611 originou o ion de m/z 465 apdés perda de 146 unidades de massa
referente & deoxihexose (Y:") e também o ion de m/z 303 referente & aglicona
quercetina (Yo') (FIGURA 5.26). O aduto de soOdio apresentou as mesmas
fragmentacdes, a saber, perda de 146 unidades de massa formando o ion m/z 487 e
perda de 308 unidades de massa referente a saida do rutinosideo originando o
aglicona quercetina mais aduto de sédio com m/z de 325. Todavia, 0 modo positivo
de ionizacdo prové poucas informacdes sobre a disposicdo dos acucares, sendo o
modo negativo mais util para determinar diferencas entre rutinosideo e
neohesperosideos, como também flavonoides com acucares ligados em diferentes

posicées da aglicona livre'™>.

FIGURA 5.23 - Representacdo das fragmentagdes da molécula de rutina: (Y1") perda
de 146 unidades de massa formando o ion de m/z 465; (Y,') perda de 308 unidades

de massa relativo a rutinosideo deixando a aglicona quercetina livre (m/z 303).
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FIGURA 5.24 — Cromatogramas do extrato de P. amarus extraidos dos ions [M+H]"
de m/z 611 (preto) e [M+Na]"de m/z 633(azul).
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FIGURA 5.25 - Espectro de ions totais no modo positivo de ionizagdo extraido da

banda cromatografica no tempo de retencdo 39,1 min.

Intenss-: +MS2(611.6), 38.8-39.7min #(850-870)
x10°3
1 303.0
5
44
3
2
] 465.0
14
] -y (3
0 1 1 ] 1 1 1 1 ] 1 g g g ] O 1 1 1 ] 1 1 1 1 ] 1 1 1 g ] g g O 1 ] 1 1 1 1 ] 1
300 350 400 450 500 550 600 m/z

FIGURA 5.26 - Espectro de fragmentacg&o do ion [M+H]" m/z 611.

Para os compostos dos itens 2,6 e 10 nao foi possivel propor estruturas
baseando-se somente nos dados de fragmentacgao obtidos.

No modo negativo de ionizacdo também foi observado nos extratos das
guatro espécies de Phyllanthus (tr = 29,0) o ion molecular [M-H] de m/z 633 relativo

a corilagina (FIGURA 5.27 e 5.28). A fragmentacdo do ion molecular forneceu as
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mesmas perdas do modo positivo, ou seja, o0 ion de m/z 463 resultante da perda do

grupo galoil, além dos ions 301 e 275 referentes, respectivamente, a quebra das
ligagbes C-O de ambas carbonilas dos ésteres ligados ao aclcar e a quebra de uma
das ligacdes C-O das carbonilas dos ésteres ligados ao agucar e de uma das

ligacbes C-C entre uma carbonila e um dos anéis aromaticos?*(FIGURA 5.29).

Intens
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FIGURA 5.27 — Cromatograma do extrato de P. amarus extraidos do ion [M-H] de
m/z 633.
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FIGURA 5.28 - Espectro de ions totais no modo negativo extraido da banda

cromatografica no tempo de retencao de 29,0 min.
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FIGURA 5.29 - Espectro de fragmentacao ion [M-H] de m/z 633.

No modo negativo foi possivel observar nas quatro espécies de
Phyllanthus o composto de m/z 169 caracterizado como acido galico (tr = 11,8)
(FIGURA 5.30e 5.31). A fragmentacdo desse ion produziu o ion de m/z 125
consequente a perda de CO, com permanéncia da carga negativa no grupo

trihidroxifenila remanescente™® (FIGURA 5.32).

HO
HO OH

__'_,.-"
O OH

FIGURA 5.30 — Representacdo da fragmentacdo da molécula de acido galico. (A)
perda de 44 unidades de massa devido a saida de CO..
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FIGURA 5.31 — Cromatograma e espectro de ions totais no modo negativo do
composto &cido gélico. A) Cromatograma do extrato de P. amarus extraido do ion
[M-H]'de m/z 169; B) espectro de ions totais extraido da banda cromatografica no

tempo de retencdo de 11,8 min.
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FIGURA 5.32 — Espectro de fragmentacao do ion [M-H] m/z 169.

O ion de m/z de 583, presente nas quatro espécies, foi observado no
modo negativo de ionizagdo (tr = 33,1) e caracterizado como &cido carboxilico de
brevifolina (FIGURA 5.33 e 5.34). O ion de m/z 583 ao ser fragmentado forneceu o
ion fragmento correspondendo a metade de sua massa, ou seja, m/z de 291, o que
indica a existéncia de um dimero, bem como, o ion fragmento de m/z 247 decorrente
da perda de CO, proveniente de acido carboxilico (FIGURA 5.35). Os dados de



fragmentacao aliado a outros trabalhos publicados

acido carboxilico de brevifolina.

100,157

63
apontam para 0 composto

FIGURA 5.33 — Representacdo da fragmentacdo da molécula de &cido carboxilico

de brevifolina. A) perda de 44 unidades de massa devido a saida de CO,
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FIGURA 5.34 - Cromatograma e espectro de ions totais no modo negativo do

composto acido carboxilico de brevifolina. A) Cromatograma do extrato de P. amarus

extraido do ion [2M-H]'de m/z 583; B) espectro de ions totais extraido da banda

cromatografica no tempo de retencdo de 33,1 min.
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FIGURA 5.35 - Espectro de fragmentacéo do ion [M-H] m/z 583.

5.4.2 - Resultados do Experimento 2

Nesse experimento, foram realizadas analises em full scan no modo
positivo e negativo de ionizacdo. Todavia o modo de ionizacdo positivo apresentou
algumas desvantagens relacionadas a fragmentacdo ainda na fonte de ionizacéo,
observado no experimento 1, e também nao foi possivel observar o ion molecular
[M+H]" em alguns ions e sim um aduto mais 18 unidades de massa. Em face disso,
as analises por auto MS? foram realizadas apenas no modo negativo de ionizacéo.
Nesse experimento, distintamente ao primeiro (secdo 5.4.1) os ions fragmentados
foram escolhidos automaticamente pelos paradmetros selecionados no equipamento.
Desta forma, foram analisados prioritariamente os ions mais intensos. As condicdes
de eluicdo cromatografica utilizada nesse experimento corresponde ao segundo
método cromatografico desenvolvido descrito no item 6.3.1 do procedimento
experimental.

Na TABELA 5.3 encontram-se dispostos os resultados obtidos no

experimento2.
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TABELA 5.3 - Dados obtidos por LC-MS/MS no modo negativo de ionizacdo a partir das quatro espécies de Phyllanthus.

N° Composto Proposto tr (min) [M-H]”  Ms? Observacdes
1 Corilagina 12,4 633 613; 463; 329; 301(100); 275 Presente nas quatro
espécies
2 Composto ndo caracterizado 19,8 387 369; 343; 207(100); 191; 163; 113 Presente nas quatro
espécies
3 Acido carboxilico de 22,1 583 [2M-H]" 291(100); 247 Presente nas quatro
brevifolina 291 [M-H]" 247 espécies
4 Isbmeros de elagitaninos de 27,1 969 Presente nas quatro
massa molar de 970 g/mol 40,5 espécies
5 Is6meros elagitaninos de 31,0 925 Presente nas quatro
massa molar de 926 g/mol 35,5 espécies
6 Composto ndo caracterizado 33,2 605 537; 453; 435; 393; 363; 291(100); 273; 247 Presente nas quatro
espécies
Orientina-2"-O-ramanosideo 36,0 593 473; 429; 393; 357; 327(100); 309 Presente em P. niruri
Orientina 36,2 447 381; 357; 327 (100); 285 Presente em P. niruri
Vitexina-2-O”-ramanosideo 42,0 577 457; 413(100); 311; 293 Presente em P. niruri
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TABELA 5.3 - Dados obtidos por LC-MS/MS no modo negativo de ionizacdo a partir das quatro espécies de Phyllanthus(continuag&o)

N° Composto Proposto tr (min) [M-H]'m/z Ms®m/z Observagdes
10 Elagitanino de massa molar 44,0 953 935; 907; 633; 463; 445; 301(100); 275 Presente em P.
de 954 g/mol stipulatus e P. niruri

11 Miricetrina 45,0 463 395; 317 (100); 179; 151 Ausente P. stipulatus

12 Composto nao caracterizado 46,4 549 531, 519, 503 (100), 457, 371 Presente em P. niruri

13 Rutina 49,7 609 463; 343, 301(100); 271;179 Ausente em P. niruri

14 Composto néo caracterizado 48,4 417 371(100), 209 Presente em P.
stipulatus e P. niruri

15 Quercetina-3-O-glucosideo 50,2 463 301(100); 265; 179, 151 Presente nas quatro
espécies

16 Quercetina-3-O-glucuronideo 52,7 a77 301(100) Presente em P.
amarus e P. stipulatus

17 Quercetrina 55,3 447 301(100) Presente nas quatro
espécies

18 Camferol-3-O-rutinosideo 57,5 593 475; 359; 327; 285(100); 255; 209 Ausente em P. niruri

19 Composto néo caracterizado 58,8 583 502; 437; 431; 413(100); 357; 327; 285; 257; 191 Presente em P. niruri

20 Composto nao caracterizado 59,5 475 453; 397; 343; 325; 313(100); 193 Presente em P.

stipulatus
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O composto representado pelo item 1 (tr = 12,4) apresentou as

mesmas fragmentacdes da corilagina que as obtidas no experimento anterior

referentes as perdas do grupo galoil e rearranjo do grupo hexahidroxidifenoila, sendo
assim identificado como tal (FIGURA 5.36).

" Intens. 4
x107 4

1.25 3
1.00 —
0.75 —
0.50 —

0.25 -

0.00 =

o

20 30

40 50 Time [min]

Intens. |

x1057 B

632.9

-MS, 10.2-14.6min #(616-884)

730.9

R are,

L e S e e
550 575

t L e (e
600 625 650

L e e e e S T A e S m
675 700 725 750 m/z

1.0

0.5

0.0

e —
250

274.7

300.6

k 328.7
el .

462.8
R *

‘MS2(632.9), 11.8-15.7min #(663-830)

612.8

- LS

L S S e S e e
300 350

e S e
400 450

e L N B By S S B p ey m
500 550 600 m/z

FIGURA 5.36 - Cromatograma e espectro de ions totais no modo negativo do

composto corilagina apos injecdo do extrato de P. niruri em LC-MS/MS. A)

Cromatograma extraido do ion [M-H]'de m/z 633; B) espectro de ions totais extraido

da banda cromatografica no tempo de retencéo de 12,4 min; C) fragmentacao do ion
[M-H]'633 m/z.

O composto do item 3 (tr = 22,1) (FIGURA 5.37) ja identificado no

experimento anterior como acido carboxilico de brevifolina, apresentou 0 mesmo ion

referente a dimero de acido carboxilico [2M-H] de m/z 583, bem como a mesma

fragmentacado, a saber, quebra do dimero formando ion m/z 291 e perda de CO;
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originando o ion de m/z 247 (FIGURA 5.38). Neste experimento também foi possivel

identificar o mondémero do acido carboxilico de brevifolina apresentando ion
molecular [M-H] de m/z 291 e fragmentacg&o originando o ion de m/z 247 (FIGURA
5.39).

Intens. 7
%105 ]

1.25

n.nn—E — Lv\m-"'-ﬂ_m. ) M.M,MWHMHW

0 10 20 20 40 B0 Time [min]

FIGURA 5.37 — Cromatograma do extrato de P. niruri extraidos do ion [M-H]" de m/z
583.
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FIGURA 5.38 - Espectro de massa do composto do item 3 apos injecdo do extrato

de P. niruri em LC-MS/MS no modo negativo de ionizacdo. A) espectro de ions totais
extraido da banda cromatografica no tempo de retencédo 22,1 min; B) fragmentacao
do ion [2M-H] m/z 583.



69

Intens. -MS2(290.6), 22.8-23.8min #(1050-1095)
x104 1 290.7

3 246.6 '

2_.

1_

0 ] A k

1 ' 1 ' ] T [] ! 1 ' ] '
220 240 260 280 300 320 m/z

FIGURA 5.39 - Espectro de fragmentacéo do ion [M-H] de m/z 291.

Os compostos representados pelos numeros 4 (tr = 27,1 e 40,5)
(FIGURA 5.40) e 5 (tr = 31,0 e 35,5) (FIGURA 5.41) com os ions moleculares [M-HJ
969 (FIGURA 5.42) e 925 (FIGURA 5.43) nao apresentaram perfis fragmentacao
interpretaveis, contudo provavelmente representam os taninos hidrolisaveis de
mesma massa molar discutidos anteriormente no experimento 1. Os compostos com
m/z de 969 correspondem aos elagitaninos filantusina B, filantusina G e/ou acido
amarinico, enquanto que os compostos de m/z 925 aos taninos filantusina C e/ou

pelargonina.
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FIGURA 5.40 — Cromatograma do extrato de P. niruri extraidos do ion [M-H]" de m/z
969.
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FIGURA 5.41 — Cromatograma do extrato de P. niruri extraidos do ion [M-H]" de m/z

925.
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FIGURA 5.42 - Espectro de ions totais no modo negativo dos compostos do item

4apos injecao do extrato de P. niruri em LC-MS/MS. Espectro de ions totais extraido

da banda cromatogréafica no tempo de retencéo de (A) 27,1 min e (B) 40,5 min.
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FIGURA 5.43 - Espectro de ions totais no modo negativo dos compostos do item
5apos injecdo do extrato de P. niruri em LC-MS/MS. Espectro de ions totais extraido

da banda cromatogréfica no tempo de retencéo de (A) 31,0 min e (B) 35,5 min.

O composto do item 7 (ir = 36,0) (FIGURA 5.44), presente
exclusivamente no extrato de P. niruri e observado no experimento anterior sob o
namero 7 (TABELA 5.2), foi caracterizado como orientina-2”’-O-ramanosideo
(FIGURA 5.45). A fragmentacdo do ion molecular [M-H]" de m/z 593 apresentou
padrdo de fragmentacdo caracteristico de flavonas C-glicosiladas. O ion fragmento
de m/z 473 refere-se a quebra cruzada do anel hexose nas ligagbes 0,2 (®?Xq). O
ion fragmento de m/z 429 referente a perda 164 unidades foi atribuida a perda de
ramanose com subsequente perda de molécula agua em decorréncia da
fragmentacao intramolecular do acticar C-glicosidico (Y?1-H,O"). A presenca do fon
de m/z 327 refere-se a perda de 120 unidades de massa concernente a quebra
cruzada do anel de hexose, explicada acima, somada a perda de ramanose
Y*1°2X¢), enquanto o fon de m/z 309 relaciona-se & mesma quebra acrescida da
saida de ramanose e molécula de agua (Y?1%%X-H,0). O fon fragmento de m/z 357
origina-se da quebra cruzada do anel nas ligagdes 0,3 (°3X,) (FIGURA 5.46). As
intensidades relativas dos ions no modo negativo fornecem muitas informacgdes

sobre a disposicdo dos acucares em flavonoides glicosilados. Ferreres e
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colaboradores™® realizaram um estudo com flavonas C-glicosiladas nas posicdes 8

e 6 por LC-DAD-ESI/MS/MS, que tornou possivel a diferenciacéo desses, baseando-
se no padrdo de fragmentacdo. Segundo os autores a principal diferenca entre
ambas as flavonas é a razdo entre as perdas de 90 e 120 unidades de massa,
sendo que em flavonas 8C glicosiladas a perda de 120 unidades de massa
prevalece. Analisando o0 espectro ilustrado na FIGURA 5.45B observa-se que o ion
fragmento de m/z de 327, referente a perda de 120 unidades massa apoés a saida de
ramanose (Y?,%?Xy), constitui-se o pico base, enquanto o ion fragmento 357
originario da perda 90 unidades de massa apresenta intensidade de 40%. Esses
fatores indicam que o composto em questdo € uma flavona 8C glicosilada. Por outro
lado, como se trata de uma flavona com duas unidades de acucar, sendo uma C-
glicosidica e a outra O-ramanosidica, torna-se necessario diferenciar se o0 composto
se trata de flavona diglicosilada em diferentes posicbes da aglicona ou duas
unidades de aculcares interligadas. Conforme trabalho realizado por Ferreres®®,
flavonas O-glicosiladas na posigdo 2” do agucar C-glicosilado apresentam o ion
referente & saida do aglicar mais 18 unidades de massa (Y?1-H,O) como fon
abundante sendo, muitas vezes, o pico base. No espectro o fon m/z 429 (Y?1-H,0)
(FIGURA 5.45), apresenta intensidade significativa de 36,8%, 0 que sugere a
presenca de unidades hexose interligadas na posi¢céo 2”. Os dados obtidos sugerem

que o composto consiste na flavona orientina-2”-O-ramanosideo.
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FIGURA 5.44 — Cromatograma do extrato de P. niruri extraidos do ion [M-H]" de m/z
593.
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FIGURA 5.45 — Representacdo da fragmentacdo da molécula de orientina-2”-O-

ramanosideo: (°?Xy) perda de 120 unidades de massa concernente a quebra

cruzada do anel hexose nas ligaces 0,2; (°3Xy) perda de 90 unidades de massa

relativo & quebra cruzada do anel nas ligacdes 0,3; (Y?1) perda de 146 unidades de

massa referente & ramanosideo; (Y21-H,0) perda de ramanosideo mais molécula de

agua.

Intens.
X105
1.254
1.00
0.75
0.50

0.25

0.00 -

536.9
Aan

592.9

58;‘-9 N 604.8
An
- ;

-MS, 34.0-37.9min #(2057-2293)

628.9

lMu ,._66.\0'9 . -

] T 1 1 T T 1
500 520 540 560

! I
580 600

I T I T 1 | 1
620 640 660 680m/z

Intens.|
X105 |
0.8
0.6+

0.4+

0.2+

0.0

A M. "
T T

326.7

356.7

308.7

338.8 39[2'7
vl

428.8 472.8

-MS2(593.2), 36.7-38.8min #(1736-1823)

L3
T

T T T A ———
300 350 400

]
450

T L B e S B e — 0
500 550 m/z

FIGURA 5.46 - Espectro de massa do composto do item 8 apos injecdo do extrato

de P. niruri em LC-MS/MS no modo negativo de ionizagdo. A) espectro de ions totais

extraido da banda cromatografica no tempo de retencéo 36,0 min; B) fragmentacéao
do ion [M-H]'m/z 593.
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O composto do item 8 (tr = 36,2) (FIGURA 5.47) presente somente na

espécie P. niruri foi identificado como sendo uma flavona C-glicosilada denominada
orientina (FIGURA 5.48). O ion molecular [M-H]" de m/z 447 (FIGURA 5.49A) ao ser
fragmentado apresentou perdas caracteristicas de flavonas C-glicosiladas, entre as
guais se destacam a perda de 120 unidades de massa referente a quebra cruzada
do anel da glucose nas ligacdes 0,2 (“?Xy) e & perda de 90 unidades de massa
relativo & quebra cruzada nas ligagées 0,3 (°*Xy). O fon de m/z 285 é representativo
da quebra da ligacdo C-glicosidica com permanéncia da carga sobre a aglicona livre
(FIGURA 5.49B). Em flavonas C-glicosiladas a unidade de acucar comumente esta
ligadas as posicdes 6 ou 8, sendo possivel, conforme Ferreres™®, determinar qual a
posicdo baseando-se na intensidade do ions [(M-H)-90] e [(M-H)-120], sendo o
primeiro mais intenso em flavonas 6C do que em 8C-glicosilados. Os respectivos
ions apresentaram (FIGURA 5.49B) intensidades de 57 e 100%, sugerindo a

presenca de flavona 8C glicosilada, ou seja, luteolina-8-C-glucosideo (orientina).
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FIGURA 5.47 — Cromatograma do extrato de P. niruri extraidos do ion [M-H] de m/z
447.
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FIGURA 5.48 — Representacdo da fragmentacdo da molécula de orientina: (®*Xg)
perda de 120 unidades de massa concernente a quebra cruzada do anel hexose nas
ligacdes 0,2; (°*Xo) perda de 90 unidades de massa relativo a quebra cruzada do

anel nas ligacdes 0,3; e Y8 referente a quebra da ligacdo C-glicosidica.
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FIGURA 5.49 - Espectro de massa do composto do item 8 apos injecao do extrato
de P. niruri em LC-MS/MS no modo negativo de ionizagdo. A) espectro de ions totais
extraido da banda cromatogréfica no tempo de retencédo 36,2 min; B) fragmentacéo
do ion [M-H]'m/z 447.

O composto representado pelo nimero 9 (tr = 42,0) (FIGURA 5.50)
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destaca-se por estar exclusivamente presente no extrato de P. niruri. O mesmo foi

caracterizado como vitexina-2"-O-ramanosideo devido ao padrdo de fragmentacao
caracteristico de flavonas C-glicosiladas (FIGURA 5.51). A fragmentacéo do ion [M-
H] de m/z 577 (FIGURA 5.52A) apresentou as seguintes perdas: 120 relativo a
quebra do anel de hexose nas ligaces 0,2 (°*Xo); 164 concernente a saida da
ramanose e molécula de agua (Y?1-H,O); 266 referente a quebra cruzada da
hexose acrescido a perda da ramanose (Y?1°?Xy), 284 pertinente a fragmentac&o
cruzada da hexose e perda de ramanose aditado a molécula de agua (Y?1°?X¢-H,0)
(FIGURA 5.52B). A discriminacdo em relacdo ao posicionamento dos acucares €
possivel por meio da analise da intensidade de alguns ions no espectro. No espectro
de fragmentacgéo ilustrado na FIGURA 5.51B o pico base de m/z 413 atinente a
perda da deoxihexose mais molécula de agua (Y?1-H,O) reforca a proposicdo da
presenca de unidades de hexose interligadas pela posicdo 2” glicosidica™®. Por
outro lado, a presenca de quebras cruzadas do anel de hexose entre as ligacdes
0,2, aliado a auséncia de quebras cruzadas nas ligacdes 0,3, indicam que a ponto
de insercdo da C-glicosidica ocorre na posicdo 8 do nucleo flavonico™®,
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FIGURA 5.50 — Cromatograma do extrato de P. niruri extraidos do ion [M-H] de m/z
577.
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FIGURA 5.51 — Representacdo da fragmentacdo da molécula de vitexina-2”-O-
ramanosideo: (°?Xy) perda de 120 unidades de massa concernente a quebra

cruzada do anel hexose entre as posicdes 0,2; (Y1) perda de 146 unidades de

massa referente saida de ramanosideo e (Y?1-H,O) saida de ramanosideo mais

agua.
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FIGURA 5.52 - Espectro de massa do composto de numero 9 apos injecdo do

extrato de P. niruri em LC-MS/MS no modo negativo de ionizacdo. A) espectro de

ions totais extraido da banda cromatografica no tempo de retencdo 42,0 min; B)

fragmentacao do ion [M-H]'m/z 577.
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O composto do item 10 (tr = 44,0) (FIGURA 5.53) foi observado nas

espécies P. niruri e P. stipulatus. No experimento de MS? apresentou fragmentacao
caracteristica de elagitaninos, sendo sua possivel estrutura caracterizada como
acido quebulagico®® ou 4cido geraninico A (FIGURA 5.54). A fragmentac&do do [M-H]
de m/z 953 (FIGURA 5.55A) formou os ions de m/z 301 e 275 concernente a quebra
de ambas as ligacbes C-O dos ésteres ligados ao acUcar seguidos de rearranjo
formando acido elagico e quebra de uma das ligacdes C-C entre um dos anéis
aromaticos e uma das carbonilas dos ésteres, respectivamente. A perda de 332
unidades de massa formando o ion de m/z 633 refere-se a quebra das ligacbes de
éster com subsequente saida de grupo hexahidroxidifenoil. O ion fragmento de m/z
463 diz respeito a perda de &cido galico ap6s perda do grupo hexahidroxidifenoil
(FIGURA 5.55B).
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FIGURA 5.53 — Cromatograma do extrato de P. stipulatus extraidos do ion [M-H] de
m/z 953.
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FIGURA 5.54 — Possiveis estruturas de taninos hidrolisdveis com massa molar de

954 g/mol.1) &cido quebulagico; 2) acido geraninico A.
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FIGURA 5.55 - Espectro de massa do composto do item 10 apos injecao do extrato
de P. stipulatus em LC-MS/MS no modo negativo de ionizagdo. A) espectro de ions
totais no modo negativo de ionizacdo extraido da banda cromatogréafica no tempo de

retencéo 44,0; B) espectro de fragmentacgéo do ion [M-H]'m/z 953.

Os compostos representados pelos itens 11, 15 e 17 representam
flavonoides O-heterosidicos (FIGURA 5.56). O composto do item 11 (tr = 45,0)

(FIGURA 5.57) mostrou-se presente em todas as espécies exceto em P. stipulatus. A
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fragmentacdo do ion molecular 463originouo ion de m/z 317 caracteristico da

aglicona miricetina (Yo) ap6s a perda do acucar ramanose (FIGURA 5.58). O
composto de numero 15 (tr = 50,2) (FIGURA 5.59), presente nas quatro espécies de
Phyllanthus, ao ser fragmentado apresentou a perda de 162 unidades de massa
referente a glucose (Yy), dando origem ao fragmento de m/z 301 concernente a
quercetina (FIGURA 5.60). O composto do item 17 (tr = 55,3) (FIGURA 5.61),
presente nas quatro espécies, possui o ion molecular de m/z 447 que ao ser
fragmentado apresentou a aglicona livre de m/z 301 relativo a quercetina, entretanto
demonstrou perda de 146 unidades de massa caracteristico de ramanose (Yq)
(FIGURA 5.62). Os flavonoides O-heterosidicos geralmente apresentam glicosilacéo
na posicao 3 ou 7, podendo eventualmente estar ligado ao anel B e raramente na
posicdo 5. A discriminacdo dessas diferencas ndo € possivel exclusivamente pela

interpretacdo dos dados de fragmentacéo por espectrometria de massa.

1

FIGURA 5.56 - Possiveis estruturas representantes dos flavonoides dos itens 11, 15
e 17. 1) miricetina-3-O-ramanosideo; 2) quercetina-3-O-glucosideo; 3) quercetina-3-
O-glucosideo.
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FIGURA 5.57 — Cromatograma do extrato de P. niruri extraidos do ion [M-H] de m/z
463.
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FIGURA 5.58 - Espectro de massa do composto do item 11 apds injecdo do extrato

de P. niruri em LC-MS/MS no modo negativo de ionizagcéo. A) espectro de ions totais

no modo negativo de ionizacdo extraido da banda cromatografica no tempo de

retencado 45,0; B) espectro de fragmentacao do ion [M-H] de m/z 463.
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FIGURA 5.59 — Cromatograma do extrato de P. stipulatus extraidos do ion [M-H] de

m/z 463.
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FIGURA 5.60 - Espectro de massa do composto do item 15 apdés injecdo do extrato

de P. stipulatus em LC-MS/MS no modo negativo de ionizacdo. A) espectro de ions

totais no modo negativo de ionizacdo extraido da banda cromatografica no tempo de

retencdo 50,2; B) espectro de fragmentacao do ion [M-H]'de m/z 463.
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FIGURA 5.61 — Cromatograma do extrato de P. niruri extraidos do ion [M-H] de m/z

447.
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FIGURA 5.62 - Espectro de massa do composto do item 17 apés injecdo do extrato
de P. niruri em LC-MS/MS no modo negativo de ionizagdo. A) espectro de ions totais
no modo negativo de ionizacdo extraido da banda cromatografica no tempo de

retencado 55,3; B) espectro de fragmentacao do ion [M-H] de m/z 447

O composto do item 13 (tr = 49,7) (FIGURA 5.63), ausente somente na
espécie P. niruri, foi caracterizado no experimento 1 no modo positivo de ionizacédo
como sendo provavelmente rutina. No modo negativo de ionizacdo o ion molecular
[M-H] de m/z 609 (Figura 5.64A) ao ser fragmentado apresentou o ion de m/z 301
como pico base pertinente a aglicona livre (Yo). A perda de 146 unidades de massa

relativa a perda ramanose formando o ion 463 esta presente no espectro embora em

baixa intensidade (Y®1) (Figura 5.64B). Conforme Ferreres™®: o qual caracterizou e
diferenciou flavonoides poliglicosilados interligados por LC-ESI-MS/MS, os
flavonoides O-diglicosilados interligados através de ligagdo 1,6 (Glc(1 — 6)Glc)
apresentam como pico base a aglicona livre (Yq), por outro lado, o pico referente a
perda da primeira unidade de aclcar é pouco intenso (Y®1). Em contrapartida,
flavonoides O-diglicosilados interligados através de ligagdo 1,2 (Glc(1 —2)Glc)
embora também apresentem as mesmas quebras citadas acima, é possivel observar
0 pico relativo a perda da primeira unidade de acucar mais 18 unidades de massa

com abundancia significativa (Y?1-H,O). Ja flavonoides di-O-glicosilados
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apresentam pico base referente a quebra da primeira unidade de acucar. Em face

disso e também devido ao fato de dissacarideos em flavonoides geralmente estarem

dispostos em (1—6) ou (1—2)™*

pode-se inferir que o dado composto retrata uma
molécula de quercetina ligada por ligacdo O-heterosidica ao dissacarideo
rutinosideo. Em flavonois, embora seja possivel a unidade O-glicosidica estar ligada
a qualquer grupo hidroxil presente na aglicona, comumente o sitio de ligacdo de
heterosideos ocorre na posicéo 3 ou 7™*. Dessa forma, ndo é possivel propor com
certeza a estrutura exata do composto, todavia 0 mesmo aparenta ser quercetina-3-

O-rutinosideo (rutina) ou quercetina-7-O-rutinosideo.
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FIGURA 5.63 — Cromatograma do extrato de P. tenellus extraidos do ion [M-H] de

m/z 609.
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FIGURA 5.64 - Espectro de massa do composto do item 13 apds injecdo do extrato

de P. tenellus em LC-MS/MS no modo negativo de ionizacdo. A) espectro de ions
totais no modo negativo de ionizacdo extraido da banda cromatografica no tempo de

retencdo 49,7 min; B) espectro de fragmentacéo do ion [M-H]'m/z 609.

O composto do item 16 (tr = 52,7) (FIGURA 5.65), presente somente
em P. amarus e P. stipulatus foi inferido como quercetina-3-O-glucuronideo (FIGURA
5.66). A presenca de acido glucurdnico ligado a aglicona quercetina, apesar de
rara™*, pode ser observada pela fragmentacédo do ion [M-H] de m/z 477 (FIGURA
5.67A) formando o ion de m/z 301 apds perda de 176 unidades de massa (Yy)
(FIGURA 5.67B). Este composto foi posteriormente isolado e identificado por

ressonancia magnética nuclear.
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FIGURA 5.65 — Cromatograma do extrato de P. stipulatus extraidos do ion [M-H] de
m/z 477.
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FIGURA 5.66 — Representacdo da fragmentacdo da molécula de quercetina-3-O-

glucuronideo; A) perda de 176 unidades de massa referente a acido glucurdnico.
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FIGURA 5.67 - Espectro de massa do composto do item 16 apos injecao do extrato
de P. stipulatus em LC-MS/MS no modo negativo de ionizagdo. A) espectro de ions
totais no modo negativo de ionizacéo extraido do tempo de retencdo 52,7 min; B)

espectro de fragmentacéo do ion [M-H] m/z 477.

O composto do item 18 (tr = 57,5) (FIGURA 5.68), ausente somente em
P. niruri, foi caracterizado como flavonoide O-diglicosilado (FIGURA 5.69). A
fragmentacao do ion de m/z 593 resultou na perda de 308 unidades de massa que
produziu o ion de m/z 285 referente a aglicona livre camferol (Yo) (FIGURA 5.70).

Essa quebra resulta da perda de duas unidades de agucar (glucose e ramanose). A



87
auséncia do ion relativo a perda de somente uma unidade de acucar reforca a ideia

gue os agucares estdo interligados entre estes através de ligacdes 1-6, ou seja,
formando um rutinosideo™*(FIGURA 5.70). Por outro lado, ndo é possivel
discriminar em qual grupo hidroxil estdo ligados os agucares, embora normalmente
estes estejam ligados aos grupos presentes nas posi¢cdes 3 ou 7. O composto do
item 18 foi caracterizado, possivelmente, como sendo camferol-7-O-rutinosideo ou

camferol-3-O-rutinosideo (FIGURA 5.69).
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FIGURA 5.68 — Cromatograma do extrato de P. tenellus extraidos do ion [M-H] de
m/z 477.
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FIGURA 5.69 - Possiveis estruturas do flavonoide representado pelo item 18. 1)

camferol-7-O-rutinosideo; 2) camferol-3-O-rutinosideo
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FIGURA 5.70 - Espectro de massa do composto do item 18 apds injecdo do extrato
de P. tenellus em LC-MS/MS no modo negativo de ionizacdo. A) espectro de ions
totais no modo negativo de ionizagdo extraido do tempo de retengdo 57,2 min; B)
espectro de fragmentacédo do ion [M-H]'m/z 593.

Os compostos dos itens 2, 6, 12, 14, 19 e 20 ndo puderam ter suas
estruturas caracterizadas baseando-se somente nos padroes de fragmentacao
obtidos no modo negativo de ionizagao.

5.4.3 — Resultados do Experimento 3

Esse experimento teve como objetivo a realizacdo de experimentos
porMS®de modo obter dados de fragmentacdo adicionais ao experimento 2. O
experimento foi desenvolvido utilizando a ferramenta MRM (Multiple Reaction
Monitoring) no modo negativo de ionizacao.

O composto identificado no experimento 2 como corilagina foi
selecionado e a fragmentacdo em MS® do fon fragmento de m/z 301 forneceu
quebras tipicas de acido elagico, a saber, perda de 44 unidades de massa referente
a perda de CO; e também a perda de 72 unidades de massa relativo a perda de

CO.e CO™ (FIGURA 5.71), corroborando a estrutura anteriormente proposta.
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Intens. { -MS3(633.0->301.0), 14.9-16.3min #(748-788)
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FIGURA 5.71 — Isolamento e fragmentacéo do ion fragmento de m/z 301 a partir do

ion molecular de m/z 633 relativo a molécula de corilagina.

No experimento 2todos 0s compostos caracterizados como flavonois
ligados a quercetina, isto €, os compostos dos itens 13, 15, 16 e 17, apresentaram
pico base de m/z 301. Em todos os flavondis descritos fragmentacao do ion de m/z
301 produziu os ions m/z 179 e 151 (FIGURA 5.72), os quais representam
respectivamente a quebra do anel C da quercetina entre as ligaces 1,2 (**A) e 1,3
(*?A") (FIGURA 5.73). Ao fragmentar o fon 301, proveniente do ion molecular [M-H]
de m/z 609, os fragmentos 273, 257, 229 e 125 foram observados (FIGURA 5.72 e
5.73)"!. O padrdo de fragmentacdo obtido infere a presenca de quercetina,

diferenciando estes daqueles compostos ligados a &cido elagico®®?.

Intens. -MS3(609.0->301.0), 51.7-52.9min #(1884-1924)
2500 178.8
2000

] 150.8
1500}
1000

E 273.0

500__ 124.9 191.7 228.7 256.9
04 A | M I h s
! 1 ' I ] ! 1 ' ] ' ] ! 1 ' ] ' ] ! 1 g
120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 m/z

FIGURA 5.72 — Isolamento e fragmentacdo do ion de m/z 301 a partir do ion

molecular de m/z 609 referente a molécula de rutina.



FIGURA 5.73 — Representacao das principais fragmentac¢des da quercetina no modo

negativo de ionizacao®®*

5.5 - Isolamento e caracterizacdo de marcador quimico

A partir do cromatograma obtido no modo reverso de eluigéo utilizando
gradiente exploratério (FIGURA 5.74), foram avaliadas condicfes isocraticas de
modo a possibilitar o isolamento e purificacdo de marcadores quimicos presentes

nas amostras.
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FIGURA 5.74 - Cromatograma da amostra do extrato aquoso de P. stipulatus.

(=]

Condicées cromatograficas: coluna analitica Luna® fenil-hexil 10pm, vazdo 1 mL/min;
A 254nm; volume de injegdo 30uL; eluicdo gradiente linear no modo reverso
(MeOH:acido férmico 0,5%v/v): 5-70% MeOH em 50 min (A%B = 1,3)

Com o objetivo de isolar e caracterizar os compostos de polaridade
intermediaria do cromatograma foi desenvolvido o seguinte método cromatogréfico:
eluicao isocratica com vazao de 1,5 mL/min e fase mdével constituida por solucéo de
75% &cido férmico 0,5%(v/v) e 25% de metanol como modificador organico (B) por
30 minutos seguido de degrau de 100% de B até 40 minutos (FIGURA 5.75).

—  254nm
275nm

T T T T T T T ]
20 30 40
minutos

FIGURA 5.75 — Cromatograma do extrato aquoso de P. stipulatus para isolamento

dos compostos de interesse. CondicOes cromatograficas: A = 254 e 275nm; coluna
fenil-hexil Luna® 10 um (15 x 0,46 cm d.i.); vazdo 1,5 mL/min; volume de injecdo
30pL; eluicdo isocratica MeOH:acido férmico 0,5% v/v (25:75 v/v) por 30 min seguido
degrau de 100% de MEOH até 40 minutos.
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A transferéncia de escala foi realizada utilizando coluna cromatografica

com dimensdes caracteristicas de sistema semipreparativo, ou seja, 20 x 0,7 cm d.i.
O ajuste da condicdo cromatografica foi realizado por meio da equacdo de

escalonamento abaixo*’:

s_Rp’Lp
Ra’lLa

onde S é o fator de escalonamento, Rp e Ra sdo os diametros e Lp e La sédo os

comprimentos das colunas preparativa e analitica, respectivamente.

O fator de escalonamento (3,09) foi multiplicado pela vazao utilizada no
sistema analitico (1,5 mL/min). Desta forma, a vazao no sistema semipreparativo foi
ajustada em 4,65mL/min.

Para a purificacdo das bandas cromatograficas, a solucdo aquosa do
extrato de P. stipulatus foi preparada conforme descrito no item 6.4.1; o volume de
injecao utilizado foi de 200 yL (FIGURA5.76).

o
E |
| |
J“LN e G e | S

minutes

FIGURA 5.76 - Cromatograma do extrato aquoso de P. stipulatus em sistema
semipreparativo. As regides destacadas indicam a coleta das fracbes 1 e 2.
Condicées cromatogréficas: coluna Luna® fenil-hexil 10 um (20 x 0,7 cm d.i.), vaz&o
4,65 mL/min; A 254nm, volume de inje¢cdo 200 pL; eluicdo isocratica MeOH:&cido
férmico 0,5% v/v (25:75 viv) por 30 min seguido de degrau (100% MeOH) até 40

min.

As bandas cromatograficas (tr, entre 6,5-8,5 min e tr, entre 34,4-36,4
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min), denominadas fracdo 1 e 2, foram coletadas em bal6es de fundo redondo,

concentradas em rotaevaporador, congeladas e liofilizadas. Apés 13 injecdes, as
fracOes liofilizadas foram pesadas, obtendo-se 21,3 mg para a fragdo 1 e 58,4 mg
para a fragao 2.

A fracdo 1 (0,5 mg/mL) foi reanalisada em condi¢cdes analiticas com o
objetivos de verificar sua pureza (FIGURA 5.77). Como ndo foram observadas
impurezas nas condicbes de analise cromatografica, a amostra foi submetida a

caracterizagdo de sua estrutura quimica.
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FIGURA 5.77 - Cromatograma da fracao 1, purificada em sistema semipreparativo.
Condicées analiticas: coluna Luna® fenil-hexil 10 pm, vazdo 1 mL/min; A 254nm;
volume de injecdo 30uL; eluicdo isocratica MeOH:acido férmico 0,5% (v/v) (20:80
v/v); deteccdo por DAD (190-600 nm). A) espectro de UV no tempo de retencédo da

banda cromatografica.

A fracdo 2 foi analisada em condi¢des analiticas (5,0mg/mL), com o
intuito de avaliar a pureza do mesmo (FIGURA 5.78). Como a fracdo néo
demonstrou pureza foi desenvolvido um novo método para isolamento deste

composto.
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FIGURA 5.78 - Cromatograma da fragdo 2 purificada em sistema semipreparativo.
Condicées analiticas: coluna Luna® fenil-hexil 10 ym, vazdo 1 mL/min; A = 254 nm;
volume de injecado 30pL; eluicdo gradiente linear (MeOH:é&cido formico 0,5% v/v): 5-
70% MeOH em 50 min (A%B = 1,3).

O novo método cromatogréafico desenvolvido foi: eluigdo isocratica com
vazao de 1 mL/min e fase mdvel constituida por solucdo de 50% acido férmico
0,5%(v/v) e 50% de metanol como modificador organico (B) por 15 minutos (FIGURA
5.79).
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FIGURA 5.79 - Cromatograma da fracdo 2. Condi¢cbes cromatograficas: coluna fenil-
hexil Luna® 10 pm (15 x 0,46 cm d.i.), vazdo 1,0 mL/min, A 254 nm, volume de
injecdo 30pL, concentracdo 5mg/mL, eluicdo isocratica MeOH:4cido formico 0,5%
v/v (50:50 v/v).
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Para a cromatografia em escala semipreparativa, foi utilizada coluna

semipreparativa (25 x 0,7 cm d.i.) de silica derivada Fenil-hexil (Luna®) de 10 um de
tamanho de particula. A purificagdo da fragcdo 2 foi realizada solubilizando 50 mg da
mesma em 2,5 mL de agua deionizada e injetando-se 200uL a cada corrida
cromatografica (FIGURA 5.80).

2000

1500 I

1000 -
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500 ,'
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FIGURA 5.80 - Cromatograma da fracdo 2, repurificada em sistema semipreparativo.

Condicées cromatogréficas: coluna Luna® fenil-hexil 10 um (20 x 0,7 cm d.i.), vazdo
3,1 mL/min; A = 254 nm; volume de injecdo 200uL; eluicdo isocratica MeOH:acido
férmico 0,5% v/v (50:50 v/v) por 15 min.

A banda cromatogréfica (tr entre 6,15-7,07 min) foi coletada,
concentrada em rotaevaporador, congelada e liofilizada. Apos 12 injecdes, a fracdo
liofilizada foi pesada, obtendo 4,7mg. A fracdo 2 foi posteriormente submetida a

caracterizagao estrutural.

5.5.1 — Caracterizacéo espectroscopica da fracdo 1

A amostra purificada (fracdo 1; 4 mg) foi dissolvida em solvente
deuterado (CD3OD) e posteriormente em dimetilsulfoxido deuterado (DMSO-d6) e
caracterizada por Ressonancia Magnética Nuclear de 'H. A anélise do espectro,

juntamente com a comparacao dos valores relatados na
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literatura®®*%31** demonstrou que a amostra refere-se & substancia 1-O-galoil-3,6-

hexadihidroxidifenoil-a-D-glucopiranose, um tanino hidrolisavel isolado de espécies
de PhylIanthu326'89'100'101’1°4.

A fragdo apresentou o0s seguintes deslocamentos quimicos em
experimento de RMN 'H (CD;0D): & 7,0 (2H; s; préton galoil (Gal) H-2”; 6”), 6,64
(1H; s; 1H do grupo hexahidroxidifenoil H-2"), 6,61 (1H; s; hexahidroxidifenoil H-2),
6,32 (1H; d; J = 2,2; glucose Glc H-1"), 4,90 (1H; t; J = 11,0; Glc H,-6™), 4,75 (1H; sl;
Glc H-3"); 4,47 (1H; t; J = 9,5; Glc H-5"), 4,41 (1H; d; J = 3,2; Glc H-4"); 4,11 (1H;
dd; J = 11,0 e 8,0; Glc H,-6"), 3,93 (1H; sl; Glc H-2"). O espectro 'H RMN encontra-

se no APENDICE 1.

O experimento realizado em dimetilsulféxido deuterado (DMSO-d6)
apresentou os seguintes deslocamentos quimicos: 6 7,01 (2H; s; préton galoil (Gal)
H-2”; 67), 6,55 (1H; s; 1H do grupo hexahidroxidifenoil H-2'), 6,49 (1H; s;
hexahidroxidifenoil H-2), 6,20 (1H; d; J = 7,3; glucose Glc H-1"), 4,59 (1H; m; Glc
H3™), 4,35 (1H; t;J = 8,3 Glc H-5"); 4,25 (1H; d; J = 7,8; Glc H-4™), 4,21 (1H; sl; Glc
Ha-6"); 3,93 (1H; dd; J = 11,0 e 8,8; Glc H,-6"), 3,87 (1H; d;J = 6,5; Glc H-2"). O

espectro *H RMN encontra-se no APENDICE 1.

O experimento de RMN 'H realizado em DMSO-d6 demonstrou sinal
correspondente ao préton do carbono anomérico como dubleto em 6,20 ppm com
constante de acoplamento de 7,3 Hz, caracteristico de configuragdo B no carbono
anomérico, podendo ser consequentemente caracterizado como corilagina'®
(FIGURA 5.81). Em contrapartida, o espectro de RMN *H em CDs;OD apresentou
sinal correspondente ao proton do carbono anomérico (H-1") como dubleto a 6,32
ppm com constante de acoplamento de 2,2 Hz, tipico de arranjo equatorial-axial
caracterizando configuracdo alfa para o carbono anomérico. Segundo Liu et. al.*®,
essa constante de acoplamento representa o diasteroisbmero da corilagina,

denominada isocorilagina (FIGURA 5.81).
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FIGURA 5.81 -Estrutura quimica da corilagina (1) e isocorilagina (2).

A fracdo 1 também foi analisada por espectrometria de massa
utilizando experimento de infusdo direta de amostra com fonte de ionizagao
electrospray no modo negativo e analisador do tipo ion trap (item 6.4.2).

De maneira semelhante aos resultados encontrados nos experimentos
por LC-MS?, a fragmentacdo do fon [M-H] de m/z 633, amplitude de fragmentac&o
de 0,3 V, apresentou os seguintes ions fragmentos: m/z 463 referente a perda do
grupo galoil; m/z 301 e 275 relativos a fragmentagéo do ion de m/z 463 com duas
possibilidades; quebra das ligacdes C-O de ambas carbonilas dos ésteres ligados ao
acucar e quebra de uma das ligacdes C-C entre um dos anéis aromaticos e uma das
carbonilas dos ésteres (FIGURA 5.82 e 5.83).
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FIGURA 5.82 -Espectro de massa da corilagina por insercao direta de amostra em

electrospray no modo negativo. A) espectro de ions totais e B) fragmentacao do ion
molecular [M-H] 633 m/z.

FIGURA 5.83 — Representacéo da fragmentacdo da molécula de corilagina.

5.5.2 - Caracterizag¢ao espectroscopica da fracéo 2

A amostra purificada (fragdo 2; 1 mg) foi solubilizada em solvente

deuterado (CDsOD) e caracterizada por Ressonancia Magnética Nuclear de 'H,

COSY, HSQC e HMBC. A andlise dos espectros adicionalmente aos dados de
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106167 " evidenciou que a amostra refere-se a

ressonancia encontrados na literatura
substancia quercetina-3-O-p-D-glucuropiranosideo.

O espectro de *H RMN (TABELA 5.4) demonstrou uma relacdo axial-
axial entre H-1" e H-2” (6 5,35-5,33; J = 7,5Hz) indicando a presenga de B-D-
glucopiranosil. O espectro também mostrou sinais correspondendo a 5protons
carbonos sp? (5 7,67—6,21). Dois prétons com deslocamento de 5 6,40 e 6,21 com a
mesma constante de acoplamento (J = 1,4Hz) estdo relacionados ao anel A da
quercetina. Por outro lado, os protons com deslocamento de & 7,67 (1H, sl), 7,62
(1H, dd, J =8,0 e 2,0 Hz), e 6.85 (1H, d, J = 8,0 Hz) s&o relativos ao anel B. Esses
dados confirmam a presenca de quercetina como aglicona. Adicionalmente, o
acoplamento entre o pico H-1” (5 5,34) com o C-3 (8 135,47) nos experimentos de
HMBC indicam que o acido glucurdnico esté ligado a hidroxila C-3 da quercetina
(FIGURA 5.84). Os espectros uni e bidimensionais encontram-se no APENDICE 2.

HO

0
HO 0 H%}OH
OH

OH
FIGURA 5.84 — Importante acoplamento observado no experimento de HMBC.
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TABELA 5.4 — Valores espectroscopicos de RMN da molécula de quercetina-3-O-[3-

D-glucuronopiranosideo.

'H®) COSY Bc ) HMBC
2 159,67 7,6717,62
3 135,47 5,34
4 "
5 163,04 6,21
6 6,21 (1H; d; J=2Hz) 6,40 100,36 6,40
7 166,21 6,40/ 6,21
8 6,40 (1H; d; J=2Hz) 6,21 94,61 6,21
9 158,28 6,40
10 105,72 6,40/ 6,21
1' 123,17 7,67
2' 7,67 (1H; sl) 7,62 117,31
3 146,68 7,6716,84
4 150,15 7,6717,62/6,84
5 6,85 (1H; d; J=8Hz) 7,62 115,74 7,62
6' 7,62 (1H, dd, J=8,0 e 2,0Hz) 6,84/7,67 123,06 6,84
1” 5,34 (1H, d, J=7,8Hz) 3,53 104,23 3,54
2” 3,53 (1H,t, J=7,8Hz) 5,34/3,48 75,47 3,48
3” 3,48 (1H,t, J=7,8Hz) 3,53/3,59 77,56 3,54
4” 3,59 (1H, t, J=7,8Hz) 3,48/3,73 72,68 3,48
5” 3,73 (1H, d, J=7,8H2) 3,59 77,56
6” x

(*) valores de deslocamentos de *C néo observados nos experimentos de HSQC e
HMBC.

O composto quercetina-3-O-a-D-glucuronopiranosideo também foi
analisada por espectrometria de massa por meio de experimento de injecao direta
da amostra, com fonte de ionizac&o electrospray no modo negativo e analisador do
tipo ion trap (item 6.4.2).

A FIGURA 5.85A apresenta o espectro de massa do ion molecular de
m/z 477 (0,6V de amplitude de fragmentacdo), o qual confirma a massa molar de
478 g/mol. A fragmentagao do ion 477 originou o ion 301 referente a perda de acido
glucurdnico e permanéncia da carga na aglicona quercetina (FIGURA 5.66 e 5.85B).
Fragmentacdes em MS® do fon de m/z 301 (2V de amplitude de fragmentac&o)
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apresentou padrdo de fragmentacdo caracteristico da quercetina (FIGURA 5.73 e

5.85C).
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FIGURA 5.85 -Espectro de massa da molécula de quercetina-3-O-p-D-
glucuropiranosideo obtido por insercdo direta de amostra em electrospray no modo
negativo. A) espectro de ions totais, B) fragmentacao do ion molecular [M-H] de m/z

477 e C) fragmentacdo em MS® do fon de m/z 301.

5.6 — Resultados dos Experimentos de Caracterizagcdo Quimica das

Espécies de Phyllanthus estudadas

Os resultados encontrados nos experimentos descritos e discutidos
acima com respeito aos marcadores quimicos presentes nos extratos aquosos de
Phyllanthus amarus, P. niruri, P. amarus e P. tenellus, encontram-se detalhados na

TABELAS.5.
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TABELA 5.5 - Lista dos compostos quimicos encontrados nas espécies de quebra-

pedra estudadas.

Espécies
Compostos P.amarus  P. niruri  P. stipulatus P. tenellus
Acido galico X X X X
Acido carboxilico de brevifolina X X X X
Corilagina X X X X
Isbmeros de elagitaninos com X X X X
massa molar de 970 g/mol
Isbmeros de elagitaninos com X X
massa molar de 954 g/mol
Isbmeros de elagitaninos com X X X X
massa molar de 952 g/mol
Isbmeros de elagitaninos com X X X X
massa molar de 926 g/mol
Orientina-2"-O-ramanosideo X
Orientina X
Vitexina-2"-O-ramanosideo X
Miricetrina X X X
Rutina X X X
Quercetina-3-0O-glucosideo X X X X
Quercetina-3-O-glucuronideo X X
Quercetrina X X X X
Camferol-3-O-rutinosideo X X X

7

Baseado nos resultados sumarizados na TABELA 5.5 é possivel
observar diferencas nas composi¢des quimicas dos extratos aquosos. A espécie P.
niruri apresentou exclusivamente em sua composi¢cdo as flavonas C-glicosiladas,
vitexina-2-O”-ramanosideo, orientina e orientina-2-O”-ramanosideo, as quais podem
ser utilizadas como marcadores quimicos do extrato aquoso dessa espécie. Nos
extratos aguosos de P. amarus e P. stipulatus foi identificado o flavonol quercetina-
3”-O-glucuronideo, composto comumente ndo encontrado em amostras vegetais. As

espécies P. amarus e P. stipulatus apresentam grande semelhanca qualitativa na sua
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composicdo quimica, diferenciando-se somente quanto a presenca de um tanino

hidrolisavel com massa molar 954 g/mol e do flavonol miricetrina, contudo néo foi
possivel a sua elucidacdo estrutural completa desse tanino e também taninos
hidrolisdveis apresentam pequena capacidade de diferenciacao vegetal, visto serem
muito comuns em espécies vegetais. O extrato de P. tenellus ndo apresentou
nenhum metabdlito secundario exclusivo, no entanto a auséncia dos compostos
mencionados acima caracterizam a espécie. Outros metabdlitos importantes
inferidos foram a corilagina, composto presente nas quatro espécies com grande
intensidade e rutina, metabdlito também bastante intenso, entretanto ausente no

extrato de P. niruri.
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6 - PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

6.1 - Materiais e Equipamentos

Os solventes grau LC (J.T. Baker, Philipsburg, EUA) utilizados nas analises
cromatograficas foram filtrados a vacuo em membrana de nylon de 0,45 pym
(Millipore, Sao Paulo, Brasil). Os solventes nao foram filtrados nas analises por LC-
MS. A agua usada no preparo dos extratos aquosos e na composicdo das fases
moveis foi obtida no sistema MILLI-Q ((Millipore, Sdo Paulo, Brasil).

As amostras vegetais foram pulverizadas por Martins® utilizando
moinho de facas (Marconi®, modelo MA340) e liquidificador industrial (Skymsen®,
modelo TA-02) e em seguida foram padronizados com peneira de 60 mesh (Bertel®).
A extracdo das amostras foi realizada sob aquecimento em manta de aquecimento
(Quimis®). Os extratos foram liofilizados em liofilizador (Labconco®, modelo E-C
Modulyo) acoplado & bomba de vacuo (Emerson®, modelo DV-200N-250). A
homogeneizacdo das amostras foi feita em agitador de tubos (Phoenix®, modelo AP
56). As pesagens foram realizadas em balanca analitica (AND®, modelo HR 200),
com precisdo de 0,1 mg. Para o preparo de solucdes, os volumes de diluentes e
reagentes foram pipetados com micropipetas Gilson®.

Sistemas cromatogréaficos:

Sistema 1 (analitico): Cromatégrafo liquido SHIMADZU (Kyoto, Japao),
composto de uma bomba LC-20AT, com valvula solenoide de quatro linhas,
degaseificador DGU-20As, autoinjetor SIL-10A, detector de arranjo de diodos
SPDM10Avp e de ultravioleta SPD-20A; todas essas unidades s&o interligadas,
através de uma interface CBM 20A e operados por computador, através do qual os
cromatogramas foram registrados pelo software LC SOLUTION.

Sistema 2 (preparativo): cromatografo liquido SHIMADZU (Kyoto,
Japao), composto de uma bomba LC-6AD, injetor manual Rheodyne com valvula de
reciclo e algca de amostragem de 200uL, acoplado a um detector de ultravioleta
modelo SPD 10AVvp e interligados por uma unidade de interface SCL-10Avp. Os
cromatogramas foram registrados pelo software Class VP.

Sistema 3 (UFLC-MS): cromatégrafo liquido SHIMADZU (Kyoto,
Japéao)composto por duas bombas LC-20AD, degaseificador DGU-20A;, autoinjetor
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SIL-20AC HT, detector de ultravioleta SPD 20A; todas as unidades interligadas

através de uma interface CBM 20A e operados por computador, sendo o0s
cromatogramas registrados pelo software Class VP. O sistema cromatogréfico foi
acoplado por meio de um divisor de vazao (“splitter’) ao espectrémetro de massa
com fonte de electrospray e analisador tipo ion trap modelo Bruker HCT Ultra PTM
Discovery EDT I1® (Brucker Daltonics, Alemanha); os espectros de massas foram
registrados pelo software DataAnalysis.

Sistema 4 (LC-MS): cromatografo liquido SHIMADZU (Kyoto, Japdao),
composto de duas bombas LC-20AD, umas delas equipada com valvula solenoide
de quatro linhas, degaseificador DGU-20As, autoinjetor SIL-20A, detector de
ultravioleta SPD 20A,; todas as unidades interligadas através de uma interface CBM
20A e operados por computador, sendo os cromatogramas registrados pelo software
Class VP. O sistema cromatografico foi acoplado por meio de um divisor de vazéo
(“splitter”) ao espectrometro de massa com fonte de electrospray e analisador tipo
fon trap modelo Esquire 6000 (Brucker Daltonics, Alemanha); os espectros de
massas foram registrados pelo software DataAnalysis.

As colunas cromatograficas foram preparadas com silica Luna® fenil-
hexil (10 pm de tamanho de particula, 120A de poro), produzidas pela
Phenomenex®. Foi utilizada uma empacotadora Shandon, utilizando tubos de aco
inox de 15,0 x 0,46 cm d.i. para coluna analitica e 25,0 x 0,7 cm para coluna
semipreparativa. As silicas foram suspensas em metanol e homogeneizadas em
ultrassom (Cole-Palmer®8852) por trés minutos antes de serem empacotadas. As
colunas foram empacotadas sob uma pressao de 7000 psi. Ap0s 0 empacotamento,
as colunas foram condicionadas em MeOH por 24 horas, utilizando vazao de 1,0
mL/min, e posteriormente foram guardadas em temperatura ambiente, em local
apropriado.

Os espectros de RMN *H (400 MHz) e *C (100 MHz) foram registrados
em equipamento Avance® (BRUKER), utilizando sinal de TMS como referéncia

interna.
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6.2 - Preparo dos Extratos AqQuosos

A extracdo aquosa foi desenvolvida pesando-se exatamente 3g de
amostra vegetal em p6 (60 mesh) em baldo de fundo redondo de duas ou trés
bocas, com capacidade para 50 mL. Adicionou-se entdo 20 mL de agua deionizada.
Na boca central do baldo adaptou-se uma coluna do tipo “vigreux” e em uma das
bocas laterais adaptou-se um termdmetro e vedou-se o sistema com septos. O
sistema foi aquecido em manta de aguecimento até a temperatura interna de 98°C e
mantida essa condi¢cao por mais 15 minutos. O sistema foi resfriado em temperatura
ambiente, sendo o contetdo do baldo transferido para tubo de Falcon utilizando 30
mL de agua para a completa transferéncia e centrifugado a 10.000 rpm por 10
minutos. O sobrenadante foi separado, congelado em nitrogénio liquido e liofilizado.
O extrato liofilizado foi transferido para frasco de vidro tampado, identificado, pesado
e mantido em freezer a -20°C.

Para analise, a amostra foi descongelada em temperatura ambiente e
pesada (1,5 mg) em tudo de ensaio. Adicionou-se 1 mL de agua deionizada,
homogeneizou-se em agitador de tubos por 1 minuto. A amostra liquida obtida foi
centrifugada em tubo eppendorff® a 10.000 rpm por 2minutos. O sobrenadante foi
cuidadosamente separado e transferido para frasco de amostragem (vials) e
disposto na bandeja do autoinjetor; 50 uL da amostra foram injetados no sistema
cromatografico. Para injecéo no sistema cromatografico hifenado a espectrémetro de
massa foi pesado 1 mg o qual foi solubilizado em 1 mL de agua deionizada. O
volume de injecao foi de 50 L.

6.3 - Procedimentos para Anélises por LC-MS

6.3.1 - CondicGes cromatogréaficas para realizacdo de analises por LC-

MS dos extratos aquosos de Phyllanthus

As amostras das 4 espécies de Phyllanthus foram preparadas
conforme os procedimentos descritos no item 5.2 e analisadas empregando-se uma
coluna analitica Luna® Fenil-hexil (15 x 0,46 cm d.i., 120 A de diametro poro, 10 ym

de diametro de particula), adaptada a uma pré-coluna C18 (4 x 3 mm,
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Phenomenex).

As andlises foram realizadas por dois métodos de eluicao
cromatograficos, sendo o primeiro realizado no sistema cromatografico 3 (UFLC
SHIMADZU® e espectrometro BRUKER® HCT Ultra PTM Discovery EDT 2) e o
segundo no sistema cromatogréfico 4 (LC SHIMADZU® e espectrdometro BRUKER®
Esquire 6000)

O primeiro método (Método 1) consistiu em uma eluicdo gradiente no
modo reverso, sendo a fase movel constituida por solugcdo de &cido férmico
0,1%(v/v) e metanol como modificador organico (B). A vazédo foi de 0,5 mL/min
apresentando o seguinte gradiente: condicdo inicial de 5% de B, mantendo-se
isocratico até 5 minutos, seguido de inclinagdo de 5% a 70% de B até 45 minutos
(A%B=1,625), mantendo-se depois isocratico por 5 minutos. Apoés eluicdo
cromatografica foi realizada uma limpeza da coluna com 100% de metanol por 10
minutos acompanhado por retorno do gradiente em 5 minutos (100-5% de B). A
coluna foi condicionada em 5% de B por 20 minutos entre cada analise, totalizando
90 minutos de andlise.

O segundo método (Método 2) empregou o mesmo modo de eluicao,
mesma fase movel e vazao de 1 mL/min. A eluicdo cromatografica iniciou com 24%
de B mantendo-se isocratico por 20 minutos seguido de inclinacdo 24 a 50% de B
até 60 minutos (A%B=0,65). ApGs eluicdo cromatografica foi realizada uma limpeza
da coluna com 100% de metanol por 5 minutos acompanhado por retorno do
gradiente em 3 minutos (100-24% de B). A coluna foi condicionada em 24% de B por

20 minutos entre cada analise, totalizando 88 minutos de analise.

6.3.2 - Condicbes espectrométricas para realizacado de analises por LC-

MS dos extratos aquosos de Phyllanthus

6.3.2.1 - Experimento 1

As condicbes cromatograficas utilizadas nesse experimento estdo
arroladas no item 5.3.1 do procedimento experimental conforme Método 1, utilizando
o sistema cromatografico 3.

As condicfes do espectrometro de massa para analise foram: pressao
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do nebulizador (nebulizer) 40,0 psi, vazdo do gas de secagem (dry gas) 10 L/min,

temperatura de secagem (dry temp.) de 350°C, condi¢Oes aperfeicoadas para uma
relacdo massa/carga de 550 m/z (smart parameter settings ligado).

Inicialmente foi realizado um full scan das amostras nos modos
positivos e negativos em uma faixa de relacdo massa carga de 50 a 1100 m/z. A
vazao que chegava até o espectrometro era de 0,1mL/min, a qual era determinada
por meio de um divisor de vazao (splitter).

Em seguida foram realizadas analises por MRM (Multiple Reaction
Monitoring), selecionando aquelas razbes massa/carga de interesse para cada

espécie, as quais foram determinadas pelas anélises em full scan.

6.3.2.2 - Experimento 2

As condi¢Bes cromatograficas nesse experimento estdo dispostas no
item 5.3.1 do procedimento experimental conforme Método 2 utilizando o sistema
cromatografico 4.

Os parametros do espectrdbmetro de massa para andlise foram:
pressdo do nebulizador (nebulizer) 30,0 psi, vazdo do gas de secagem (dry gas) 8
L/min, temperatura de secagem (dry temp.) de 325°C, condicbes aperfeicoadas para
uma relagdo massa carga de 600 m/z (smart parameter settings ligado).

Inicialmente foi realizado um full scan das amostras nos modos
positivos e negativos em uma faixa de relagdo massa/carga de 300 a 1100 m/z. A
vazao que chegava até o espectrdmetro era de 0,1mL/min, a qual era determinada
por meio de um divisor de vazéao (splitter).

Posteriormente, realizou-se analises de fragmentacao utilizando auto-
MS? somente no modo negativo de ionizacdo, no qual o instrumento analisa o
espectro e determina os picos que serdo fragmentados, a partir da intensidade
(threshold) de 4000.

6.3.2.3 - Experimento 3

As condi¢cdes cromatogréficas e os parametros do espectrobmetro de

massa nesse experimento sdo as mesmas do experimento 2.
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O full scan das amostras foi realizado no modo negativo com uma faixa

de relacdo massa carga de 50-2500 m/z. A vazdo que chegava a fonte do
espectrometro era mesma do experimento 2.

Em seguida realizou-se andlises selecionando a ferramenta MRM
(Multiple Reaction Monitoring) com a finalidade de se obter os espectros de massa

dos fons fragmentos (MS?®) de alguns compostos descritos no experimento 2.

6.4 - Isolamento e Caracterizacdo de Compostos de Interesse

6.4.1 - Preparo das Amostras para Injecdo em Sistema Semipreparativo

Antes da injecdo das amostras vegetais no sistema semipreparativo as
mesmas foram submetidas a um processo de preparo de amostra por extracdo em
fase sélida (SPE).

Inicialmente 750 mg de extrato vegetal devidamente pesados em tubo
Falcon de 50 mL foram solubilizados em 25 mL de agua deionizada, os quais foram
centrifugados a 10.000 rpm por 5 minutos, recolhendo-se depois 0 sobrenadante.
Nesse processo foram utilizados 5 cartuchos de SPE empacotados com silica
derivada com C18 (Supelco®), os quais foram previamente condicionados com 2 mL
de metanol e com 2 mL de agua. Em seguida passou-se pelos cartuchos 1 mL do
extrato vegetal solubilizado a uma vazdo de aproximadamente 1 mL por minuto,
sendo descartada a aliquota recolhida. Posteriormente 2 mL de metanol foram
eluidos através dos cartuchos, recolhendo-se as aliquotas. Cada cartucho foi
posteriormente limpo com 2 mL de metanol e equilibrado com 2 mL de agua, sendo
0 mesmo utilizado em 5 extracdes.

Todas as aliguotas foram recolhidas em dois tubos Falcons e
centrifugados a 10000 rpm por 5 minutos. O sobrenadante separado teve entdo o
solvente evaporado em evaporador rotatério a temperatura ambiente, e

ressolubilizado em 5 mL de agua deionizada.
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6.4.2 - Condi¢cdes Cromatograficas para Isolamento e Caracterizacao

Quimica

O isolamento e purificacdo dos compostos de interesse foram
realizados a partir da espécie vegetal Phyllanthus stipulatus. O preparo da amostra
vegetal foi feito conforme item 6.4.1 e analisadas em uma coluna analitica Luna®
fenil-hexil (20 x 0,7 cm d.i., 120 A de diametro poro, 10 ym de didametro de particula).

As andlises foram realizadas no sistema cromatografico 2
(semipreparativo), cuja configuracdo esta descrita no item 6.1. O volume de injecao
foi de 200 pL.

O método para isolamento consistiu em uma eluicdo isocrética no
modo reverso, sendo a fase madvel constituida por solucdo de &cido férmico
0,5%(v/v) e metanol como modificador organico (B). A vazéo foi de 4,65mL/min e a
eluicdo apresentou a seguinte configuracdo: condicdo inicial de 25% de B,
mantendo-se isocratico até 30 minutos, seguido de degrau de 100% de B até 40
minutos. ApOs eluicdo cromatogréafica foi realizado o recondicionamento da coluna
por 20 minutos (25% de B).

As fracdes foram coletadas nos seguintes tempos de eluicdo: 6,5 a 8,5
minutos (fracdo 1) e 34,4 a 36,4 minutos (fracéo 2).

A fracdo 2(concentracdo de 20mg/mL e volume de injecdo de 200uL)
foi recromatografada empregando-se eluicdo isocratica sendo a fase movel
constituida por solucdo de acido formico 0,5%(v/v) e metanol como modificador
organico (B), vazdo de 3,1 mL/min e elui¢do isocratica com 50% de B. Durante as
eluicOes foi coletada a fracdo com tempo de retencédo de 6 a 7 minutos (fracéo 2).

As fracdes correspondentes as bandas cromatograficas de interesse
foram coletadas em balbes, concentradas em rotaevaporador, congeladas em
nitrogénio liquido e liofilizadas por 24 horas. Posteriormente, as amostras purificadas
foram transferidas para frascos tipo eppendorff, tampados, identificados e pesados.

Para a caracterizacado da amostra purificada (fracado 1) por RMN, diluiu-
se 4 mg em 600uL de metanol deuterado em tubo apropriado. O experimento de
RMN foi repetido utilizando como solvente DMSO deuterado. Para a analise por
espectrometria de massa, preparou-se uma solugdo aquosa de concentragao

5ug/mL, que foi inserida diretamente na fonte de ionizagao electrospray, por infuséo
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direta (vazdo de 800uL/h). As condicdes de ionizacdo foram: polaridade negativa,

pressdo de nebulizacdo de 30 psi com vazédo de 9,0 L/min(nitrogénio), temperatura
do capilar 325°C, voltagem do capilar +3KV, voltagem do cone (skimmer) -34,5V,
saida do capilar -197,5V.

A fracdo 2 também foi caracterizada por RMN, diluindo-se 1 mg em 60
ML de metanol deuterado em tubo apropriado. Foram realizados analises de RMN
2D, a saber COSY, HSQC e HMBC. Realizou-se andlises por espectrometria de

massa nas mesmas condi¢des da fragao 1.
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7 — CONCLUSOES

A Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia constitui-se uma das mais
importantes ferramentas no ambito de controle de qualidade de plantas medicinais
tanto na esfera de pesquisa cientifica como na rotina laboratorial. A utilizagdo dessa
poderosa ferramenta analitica aliada a detectores mais sensiveis e especificos como
espectrometros de massa amplia seu potencial e aplicabilidade em pesquisas
cientificas visando o estabelecimento de padrdes de qualidades mais seguros para
fitoterapicos. Nesse contexto, o atual trabalho apresentou sua contribuicdo para
aplicacao de LC acoplada a espectrometria de massa na caracterizacdo quimica de
espécies vegetais.

Os resultados encontrados nesse trabalho foram bastante Uteis no
enriguecimento de dados fitoquimicos do género Phyllanthus, especialmente em
relacdo a espécies com poucas informacgfes fitoquimicas como P. stipulatus e P.
tenellus.

As andlises por LC-MS" utilizando fragmentacdes em MS? e
MS®forneceram ricas informacées estruturais a respeito de metabdlitos secundarios,
sendo possivel inferir diversas estruturas quimicas, algumas presentes em todas as
espécies de Phyllanthus e outros exclusivos de algumas espécies. A utilizacdo de
técnicas acopladas de LC-MS" propiciou andlises rapidas e sem grandes gastos de
solventes, além de permitir a caracterizacdo de compostos quimicos que
apresentavam pequena intensidade nos cromatogramas devido a sua alta
sensibilidade. Contudo, muitos compostos apresentaram dados de fragmentacao
insuficientes para a caracterizagcdo estrutural completa, havendo assim a
necessidade de investigacao estrutural utilizando outras técnicas espectroscopicas
CcOmo ressonancia magnética nuclear.

No entanto, foi possivel inferir algumas estruturas quimicas néo
caracterizadas anteriormente no género Phyllanthus como algumas flavonas C-
glicosiladas, a saber, vitexina-2”-O-ramanosideo e orientina-2"-O-ramanosideo.
Esses Ultimos presentes somente no extrato aquoso de P. niruri, 0S quais juntamente
com 1-O-galoil-3,6-hexadihidroxidifenoil-glucopiranose, podem servir como padrdes
para o extrato aquoso dessa espécie.

Adicionalmente, foi possivel caracterizar o composto, raramente
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encontrado em espécies vegetais, quercetina-3-O-glucuronideo, o qual foi

caracterizado nos experimentos por LC-MS" e também isolado e identificado por
espectroscopia de RMN uni e bidimensional. Destaca-se o fato deste estar presente
somente nos extratos aquosos de P. amarus e P. stipulatus, podendo
consequentemente servir de marcador quimico dos extratos aquosos dessas
espécies.

Dessa forma, a utilizacdo da técnica acoplada de LC-MS" demonstrou
grande aplicabilidade na diferenciacdo das espécies vegetais por meio da
caracterizacdo dos metabdlitos secundarios presentes em cada espécie, podendo
consequentemente ser aplicado como método que assegure a autenticidade e

padrbes de qualidade superiores de materiais vegetais e fitoterapicos.
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APENDICE 1: Espectros de Ressonancia Magnética Nuclear 1D da

Substancia Isocorilagina
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Espectro de RMN *H (400 MHz CD3;OD) da substancia corilagina.




Tabela dos picos do RMN *H do composto corilagina (400 MHz CD50OD)
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N° (ppm) (Hz) Altura
1 3.93 1574.5 0.0192
2 4.08 1634.2 0.0104
3 4.10 1642.0 0.0130
4 4.11 1645.2 0.0135
5 4.13 1653.3 0.0131
6 4.41 1764.3 0.0158
7 4.42 1767.5 0.0168
8 4.44 1777.7 0.0074
9 4.47 1788.5 0.0101
10 4.49 1796.6 0.0073
11 4.75 1902.7 0.0067
12 4.88 1951.9 0.0056
13 4.90 1962.9 0.0114
14 4.93 1973.9 0.0063
15 6.31 2525.3 0.0239
16 6.32 2527.5 0.0245
17 6.61 2644.9 0.0636
18 6.64 2656.6 0.0704
19 7.00 2801.9 0.1401
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Tabela dos picos do RMN *H do composto corilagina (400 MHz DMSO-d6)
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N° (ppm) (Hz) Altura
1 3.86 1546.8 0.0216
2 3.88 1553.3 0.0224
3 3.91 1565.2 0.0203
4 3.93 1573.6 0.0254
5 3.94 1575.8 0.0232
6 3.96 1584.6 0.0224
7 4.21 1685.8 0.0475
8 4.23 1693.6 0.0308
9 4.24 1697.0 0.0226
10 4.26 1704.8 0.0214
11 4.33 1733.4 0.0228
12 4.35 1741.3 0.0363
13 4.37 1749.6 0.0155
14 4.58 1834.3 0.0394
15 4.59 1835.6 0.0399
16 4.59 1837.2 0.0365
17 6.19 2478.2 0.0785
18 6.21 2485.5 0.0780
19 6.49 2596.5 0.1595
20 6.55 2622.9 0.1790
21 7.01 2806.9 0.3824
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APENDICE 2: Espectros de Ressonancia Magnética Nuclear 1D da

Substéncia Quercetina-3-O-B-D-Glucuropiranosideo.
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Tabela dos picos do RMN *H do composto quercetina-3-O-B-glucuronopiranosideo

N° (ppm) (Hz) Altura
1 3.44 1378.2 0.0119
2 3.47 1387.4 0.0309
3 3.49 1395.9 0.0305
4 3.51 1404.9 0.0277
5 3.53 1412.7 0.0331
6 3.55 1421.7 0.0189
7 3.56 1424.9 0.0191
8 3.58 1434.7 0.0259
9 3.61 1443.1 0.0147
10 3.72 1488.0 0.0247
11 3.74 1497.1 0.0186
12 3.82 1528.5 0.0050
13 3.85 1541.6 0.0073
14 5.33 2134.9 0.0309
15 5.35 2142.4 0.0289
16 6.21 2484.8 0.0630
17 6.21 2486.2 0.0581
18 6.40 2562.0 0.0599
19 6.41 2563.4 0.0523
20 6.84 2737.8 0.0437
21 6.86 2746.3 0.0452
22 7.60 3043.0 0.0319
23 7.61 3044.6 0.0316
24 7.62 3050.9 0.0284
25 7.63 3052.8 0.0281
26 7.67 3068.1 0.0578
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