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RESUMO

O género Aristolochia (Aristolochiaceae) possui 84 espécies catalogadas no Brasil.
Na medicina popular sdo amplamente utilizadas por serem abortivas/emenagogas,
estomaquicas, analgésicas, no tratamento de picada de cobra, feridas e doencas da
pele e por ajudarem no emagrecimento. Essas espécies sdo conhecidas por
apresentar flores com caracteristicas morfolégicas e com mecanismo de polinizacdo
bem peculiares. Apesar dessas particularidades acerca do género Aristolochia hi
somente trés estudos quimicos relacionados a extratos de flores dessas espécies
descritos na literatura. Dessa maneira, 0 objetivo desse trabalho foi contribuir para o
conhecimento da composi¢édo quimica de flores de Aristolochia, por meio de métodos
analiticos de desreplicacdo e através do isolamento e identificacdo estrutural dos
compostos majoritarios. Para isso a fracao acetato de etila, obtida do extrato etandlico
de flores de A. gigantea, foi submetida a fracionamento cromatografico levando ao
isolamento, e posterior identificacdo, de quatro fenilpropanoides, dois derivados do
acido benzoico, seis acidos aristoloquicos e dois flavonoides. Dois dos
fenilpropanoides isolados estdo sendo descritos pela primeira vez na literatura. Um
planejamento do tipo simplex centroide foi realizado para avaliar a influéncia de
diferentes sistemas de solventes na extracao dos constituintes quimicos das flores de
A. esperanzae, A. holostylis, A. gardneri, A. labiata, A. gehrtii e A. gigantea. Os
resultados revelaram que nenhum dos sistemas de solventes testados foi considerado
ideal para ser usado no preparo de extratos de todas as espécies de flores de
Aristolochia. Por fim, as fracdes hexanicas e metandlicas, obtidas a partir dos extratos
obtidos no planejamento experimental, foram analisadas por técnicas analiticas de
desreplicacdo. A andlise das fracdes hexanicas por CG-EM sugeriu a presenca de 37
substancias pertencentes as classes dos terpenoides, acidos graxos, alcoois, cetonas,
lignanas, além de homdlogos de alcanos. Ja a analise das fragcbes metandlicas por
CLAE-EM, utilizando a abordagem de redes moleculares, permitiu anotar 17

substéancias pertencentes as classes dos alcaloides, lignanas e flavonoides.

Palavras-chave: Aristolochiaceae. Aristolochia. Espectrometria de massas. Redes

moleculares



ABSTRACT

The genus Aristolochia (Aristolochiaceae) has 84 species cataloged in Brazil. In folk
medicine these species are widely used because they are
abortifacients/lemmenagogues, stomachic, analgesic, in the treatment of snakebite,
wounds and skin diseases and for helping to lose weight. These species are known to
have flowers with very peculiar morphological characteristics and pollination
mechanism. Despite these particularities concerning the genus Aristolochia, there are
only three chemical studies related to flowers extracts described in the literature. Thus,
the objective of this work was to contribute to the knowledge of the chemical
composition of Aristolochia flowers, through analytical methods of dereplication and
through the isolation and structural identification of the major compounds. For this, the
ethyl acetate fraction, obtained from the ethanolic extract of A. gigantea flowers, was
subjected to chromatographic fractionation leading to the isolation, and subsequent
identification, of four phenylpropanoids, two benzoic acid derivatives, six aristolochic
acids and two flavonoids. Two of the isolated phenylpropanoids are being described
for the first time in the literature. A centroid simplex design was carried out to evaluate
the influence of different solvent systems on the extraction of chemical constituents
from the flowers of A. esperanzae, A. holostylis, A. gardneri, A. labiata, A. gehrtii and
A. gigantea. The results revealed that none of the tested solvent systems was
considered ideal to be used in the preparation of extracts from all species of
Aristolochia flowers. Finally, the hexane and methanolic fractions, obtained from the
extracts obtained in the experimental design, were analyzed by analytical dereplication
techniques. The analysis of hexane fractions by GC-MS suggested the presence of 37
compounds belonging to the classes of terpenoids, fatty acids, alcohols, ketones,
lignans, in addition to homologs of alkanes. The analysis of the methanolic fractions
by HPLC-MS, using the molecular network approach, allowed to note 17 compounds

belonging to the classes of alkaloids, lignans and flavonoids.

Keywords: Aristolochiaceae. Aristolochia. Mass spectrometry. Molecular Networking



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 - Estruturas quimicas de algumas substancias bioativas identificadas em
€SPECIES A€ AFISOIOCNIA. ... .ueiiiiiiieiiiiie e 20
Figura 2 - Estruturas florais em Aristolochia: limbo (lim), tubo (tub) e utriculo (utr). Flor
em Visao lateral (A) € frontal (B)........ccovviruuiiiiiie e 22

Figura 3 - Sequéncia da visita de polinizadores e polinizagéo das flores de A. gigantea

Figura 4 - Substancias isoladas das flores de espécies de Aristolochia................... 25

Figura 5 - Destaque para as flores das espécies Aristolochia gigantea, A. gehrtii, A.

esperanzae, A. holostylis, A. gardneri e A. labiata ..............cccoooeoi 27
Figura 6 - Construgéo da rede molecular por alinhamentos espectrais EM/EM........ 30
Figura 7 - Divisdo das flores de A. gigantea em limbo (A) e tubo + utriculo (B) ....... 36

Figura 8 - Procedimento utilizado para o preparo dos extratos do limbo de A. gigantea

Figura 9 - Fracionamento da fracdo acetato de etila do limbo de A. gigantea.......... 38

Figura 10 - Espectros de RMN de 'H dos extratos etandlicos do limbo e tubo + utriculo

de flores de A. gigantea (DMSO-ds, 14,1 T).coooeeeeiieeiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 44
Figura 11 - Perfis cromatograficos dos extratos etanélicos do limbo e tubo + utriculo
de flores de A. gigantea €m CLAE-DAD ... 45

Figura 12 - Espectro de RMN de 'H das fracdes hexanica (CDCls, 14,1 T), AcOEt,
hidroalcodlica, (DMSO-ds, 14,1 T) e extrato etanolico Soxlhet (D20, 14,1 T) de flores
(o [ AN o [0 =T ] (== USSR 46
Figura 13 - Correla¢des observadas no mapa de contorno HMBC para a substancia |

Figura 14 - Acidos aristoloquicos isolados da fracdo acetato de etila do limbo de A.
(o[ [o Tz U g (T PSR 51
Figura 15 - Expansdes dos espectros de RMN de 1H de VII-XIl (14,1 T, DMSO-de),
destacando o padrdo de substituicdo e multiplicidade dos hidrogénios ligados a
CarDON0 ArOMALICOS ... 52

Figura 16 - Flavonoides isolados da fracao acetato de etila do limbo de A. gigantea

Figura 17 - Graficos de contorno e cromatogramas da melhor condicdo obtida pelo

planejamento SIMPIEX CENTIOIAE ............iiiiiiiii e 60



Figura 18 - Preparo das misturas de extratos a partir das fracdes hexanica e
1] 7= 1o ] o U 63
Figura 19 - Espectros de RMN de 'H das misturas das fracdes metandlicas de flores
de Aristolochia (CDsOD, 14,1 T): (A) expansao da regido & 0,0-3,3, (B) expanséo da
regiao 6 3,3-5,0 e (C) expansao da regido 6 5,0-9,0 .......ccceevieiiiiiiiiiiiiiie e, 64
Figura 20 - Espectro de RMN de *H ampliado da fracdo metandlica das flores de A.
gehrtii (CD30D, 14,1 T), destacando os sinais da kusunoquinina. ..............ccccc.uvevnnn.. 65
Figura 21 - Perfil cromatografico das frac6es metandlicas de flores de Aristolochia por
O A SRS 66
Figura 22 - Rede molecular gerada para os dados de CLAE-EM/EM das fragdes
metandlicas de flores de AriStOlOChIA............uuuuuiiiiiiiiii 67
Figura 23 - Clusters de substancias especificas de espécies de Aristolochia.......... 67
Figura 24 - Representacdo dos clusters e estruturas quimicas correspondentes aos
[pTeTe [oRSRo [0 1= 1 (0= (o] o =2 69
Figura 25 - Proposta de fragmentacédo para o ion tetrahidroprotoberberinico m/z 582

Figura 26 - Proposta de fragmentacao para o ion benzilisoquinolinico m/z 597 ...... 70
Figura 27 - Proposta de fragmentacdo para 0 ion M/Z 344 .........ccccoovieiiiiieenenennnnnnns 71
Figura 28 - Representacdo dos clusters e estruturas quimicas correspondentes a

familia molecular das lIgNanNas. ..........cooii i i e 72
Figura 29 - Proposta de fragmentacao para 0 ion m/z 369 ...........ccoovvviiiiiiieeeeennnnns 73
Figura 30 - Proposta de fragmentacao para 0 ion m/z 355 .........cccovviiiiiiieeeeeennnnns 73

Figura 31 - Representacgdo do cluster e estrutura quimica correspondente ao nodo da
(03 = 1 (o 1 - U 74
Figura 32 - Proposta de fragmentacao para 0 ion m/z 435 .........cccoovviiiiiiieeeeennnnn, 74
Figura 33 - Representacdo dos clusters e estruturas quimicas correspondentes aos
NOAOS AOS flaVONOIAES......ccoeeeeeeiee e e e e e 75
Figura 34 - Proposta de fragmentacao para 0 ion M/Z 627 .............eevevvvemmerinnneennnnnne 76
Figura 35 - Cromatograma da série homéloga de n-alcanos Cs-Cs0 em CG-EM .....78
Figura 36 - Calculo do IR para acido palmitico utilizando a equacédo de Van Den Dool
L =LA 79
Figura 37 - (A) Espectro de massas obtido para o acido palmitico (B). Espectro de

massas presente na biblioteca Wiley MS Database com 93% de similaridade......... 79



Figura 38 - Comparacdo dos cromatogramas das fracbes hexanicas de flores de
Aristolochia obtidos POr CG-EM. ........coiiii e 80



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 - Espécies de Aristolochia com suas distribuices geograficas e nomes
POPUIBIES. ... 26
Tabela 2 - Planejamento simplex centroide para definicdo do solvente extrator ...... 39
Tabela 3 - Analise de variancia para avaliacdo do modelo matematico ajustado aos
dados experimentais usando método dos minimos quadrados............cceeeevvviveeeennnn. 40
Tabela 4 - Rendimento das frag0es e extratos do limbo de A. gigantea................... 45
Tabela 5 - Dados de RMN de *H de I e Il (14,1 T, CD30OD, § em ppm, J em Hz)......48
Tabela 6 - Dados de RMN de 'H de lll, IVe V (14,1 T, CDs3OD, § em ppm, J em Hz,)

.................................................................................................................................. 49
Tabela 7- Dados de RMN de *H de VI (14,1 T, CD30OD, 6 em ppm, J em Hz).......... 50
Tabela 8 - Dados de RMN de 'H e *3C de VII-XII (14,1 T, DMSO-ds, 5 em ppm, J em
) PR PPPPPEPRRR 53
Tabela 9 - Dados de RMN de 'H e 3C de Xlll e XIV (14,1 T, 8 em ppm, J em Hz)..55
Tabela 10 - Massas de extratos obtidas no planejamento simplex centrdide ........... 58

Tabela 11 - Numero de picos dos cromatogramas obtidos para cada condicdo de
solventes gerada pelo modelo simplex centrOide...........coevvvvvevieiiiiiiiiiieiiieiiieeeeeeeee 59
Tabela 12 - Melhores solventes de extracao e equacgéo de regressao para o modelo
aplicado para cada espécies estudadas ............cccovvviiiiiiiiiieeeeeeeee e 61
Tabela 13 - AnotacBes das substancias presentes nas fracdes metandlicas de flores
(0 L= N 153 0] [0 Tox o] F= WP 68
Tabela 14 - Proposta de identificacdo dos compostos presentes nas fracdes

hexanicas de flores de Aristolochia analisadas por CG-EM............ccccoeeiiiiiiiiiiinnnnnnn. 81



ACN
AcOEt
Ae
Aga
Age
Agg
Ah
Alwus
Alve
ANOVA
CcC
CCD
CG
CLAE

dd

dl

DAD
DMSO
EM
EM/EM
EtOH
FM
gHMBC
gHSQC
IRcal
IRt

MeOH
m/z
PC
RMN

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Deslocamento quimico
Comprimento de onda
Acetonitrila

Acetato de etila

. esperanzae

. gardneri

gehrtii

. gigantea

. holostylis

. labiata MS

. labiata MG

Analise de variancia
Cromatografia em coluna
Cromatografia em camada delgada
Cromatografia em fase gasosa
Cromatografia liquida de alta eficiéncia
Dupleto

Duplo dupleto

Dupleto largo

Detector de Arranjo de Diodos
Dimetilsulfoxido
Espectrometria de massas

>>>>> > >

Espectrometria de massas sequencial
Etanol

Fase movel

Heteronuclear multiple bond correlation
Heteronuclear single-quantum correlation spectroscopy
indice de retencéo calculado

indice de retencao da literatura
Constante de acoplamento

Multipleto

Metanol

Raz&ao massa/carga

Ponto central

Ressonancia magnética nuclear
Simpleto



sl

tl

TFA
gTOCSY
Tr

uv

Simpleto largo

Tripleto largo

Acido trifluoroacético

Total correlation spectroscopy
Tempo de retencao
Ultravioleta



SUMARIO

1. INTRODUGAOD ..ottt anis 18
1.1 Familia AriStolOChIACEAE JUSS.........uuuuiuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiaiir e rnnnnnnannnnes 18
1.2 GENEro ArSTOIOCHIA L.......uuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e eaneanee 18
1.3 Morfologia floral de AristoloChia............uuuiiiiiiiiiiec e, 21
1.4 As espécies A. gigantea, A. gehrtii, A. esperanzae, A. holostylis, A. gardneri e A.
F= T 1= = WU PRTT 25
1.5 Identificacdo de compostos em matrizes COMPpPIEXaS ........ccovvvvvvvviiiieeeeeeeeeininnnnnn. 28
1.6 Molecular Networking na investigacdo de extratos vegetais..............ccceevvvvvvnnnnn. 29
2. OBUIETIVOS ... 32
3. PARTE EXPERIMENTAL ... e e e e 33
3.1 SOIVENLES ..o 33
A o |8 1] 0 = g 4 1= (o 1P 33
3.3 AnAlises CromatOgrafiCas ........ooiiuuiiiiiiiii e 34
3.4 Coleta e identificagéo do material vegetal............oooooeeiiii 35
3.5 Preparo e triagem quimica dos extratos de flores de A. gigantea....................... 35

3.6 Isolamento e purificacdo das substancias do limbo das flores de A. gigantea....36
3.7 Preparo e analise cromatografica dos extratos das flores das espécies A.
esperanzae, A. holostylis, A. gardneri, A. labiata, A. gehrtii e A. gigantea................ 38
3.8 Ajuste do modelo matematico ao conjunto de dados.............ceeeeeeeeeiiiiiiiiiiieeennn. 40

3.9 Andlise por CLAE-DAD das fragcbes metandlicas das flores das espécies A.

esperanzae, A. holostylis, A. gardneri, A. labiata, A. gehrtii e A. gigantea................ 41
3.10 Analises por CLAE-EM/EM das fracdes metandlicas das flores das espécies A.
esperanzae, A. holostylis, A. gardneri, A. labiata, A. gehrtii e A. gigantea................ 41
3.10.1 Molecular NetWOrKing ............ieiiieeiiiiiiecee e e 42
3.11 Analises por CG-EM das fracdes hexanicas das flores das espécies A.
esperanzae, A. holostylis, A. gardneri, A. labiata, A. gehrtii e A. gigantea................ 42
4. RESULTADOS E DISCUSSAOD ..o, 44
4.1 Analise dos extratos de flores de A. gigantea..............cooovvviiiiiieieeeieeiiiccee e, 44
4.1.1  Fenilpropanoides (I-1V)......ui i 47
4.1.2 Derivados do 4cido benzoiCo (V € V1) .....uuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiens 50
4.1.3 Acidos aristoldquicos (VI-XII) .....c.eeveeveereeeeeeeeeeeeeeee e, 51

4.1.4  Flavonoides (XHI-XIV) . e 54



4.2 Escolha do solvente extrator no preparo dos extratos de flores de Aristolochia
utilizando o planejamento experimental simplex centroide ............ccccoeveeieeiiiiiiiinnnnnn. 57
4.3 Preparo das misturas de extratos obtidas no planejamento experimental.......... 62
4.4 Andlise dos extratos por RMN de 'H e anotacdo dos compostos através da
espectrometria de massas e analise das redes de interacfes moleculares.............. 63

4.5 Determinacdo da composicdo quimica das fracbes hexanicas de flores de

ArStolochia POr CG-EM.......cooiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 77

4.5.1 Identificacdo dos componentes apolares de flores de Aristolochia........... 79
5. CONSIDERAGCOES FINAIS ....oooiiieceece ettt 86
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ........coiiiiiiiiieie ettt 87

APENDICES ..o e 96



18

1. INTRODUCAO

1.1 Familia Aristolochiaceae Juss

A familia Aristolochiaceae Juss, pertencente a ordem Piperales (APG 1V, 2016),
€ composta por duas subfamilias, Asaroideae e Aristolochioideae. A subfamilia
Asaroideae é constituida pelos géneros Asarum L. e Saruma Oliv., enquanto a
subfamilia Aristolochioideae é representada pelos géneros Aristolochia L. e Thottea
Rottb. Esses quatro géneros relinem cerca de 600 espécies amplamente distribuidas
pelo mundo, prevalecendo principalmente nas regides tropicais, subtropicais e
temperadas (FREITAS; DOWELD, 2021; FREITAS, 2020).

Com cerca de 550 espécies, 0 género Aristolochia L. é o mais representativo
da familia Aristolochiaceae e o Unico encontrado em terras brasileiras, tendo 84
espécies catalogadas até o momento (Aristolochiaceae, 2022; FREITAS; DOWELD,
2021; GONZALEZ, 2012).

1.2 Género Aristolochia L.

O nome do género Aristolochia tem origem das palavras gregas "aristos”, que
significa "mais adequado ou melhor", e " locheia", que significa "descarga uterina ou
expulsdo da placenta”, fazendo referéncia ao uso popular dessas plantas para
expulsdo da placenta ap6s o parto (AL-BARHAM et al., 2017; FERNANDEZ, et al.,
2019; FREITAS, 2016).

As espécies pertencentes ao género Aristolochia sdo frequentemente
trepadeiras, ocasionalmente ervas, subarbustos ou arbustos. Sao usualmente
conhecidas como “cipd mil homens”, “milome”, “jarrinha”, “papo de peru”, “patinho”,
“mata-porcos”, “serpentaria”, “cagau” e “batatinha” (FRANCA et al., 2005; FREITAS,
2016; NASCIMENTO et al., 2010).

Em seu manuscrito Ruiz (1805) relata o uso de plantas de Aristolochia em
preparos de garrafadas, utilizadas para o tratamento de doencgas, bem como para a
construcéo civil. Por se tratar de uma trepadeira, os caules, apos descascados, eram
usados para a confeccdo de cordas grossas, como correias e corrimaos de pontes,
para amarrarem e ligarem os postes, além de servir como vigas para construcdo de

cabanas por indios no Peru.
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Na medicina popular essas espécies sdao amplamente utilizadas por serem
abortivas/emenagogas, estomaquicas, analgésicas, antialérgicas, anti-inflamatdrias,
antiasmaticas, antissépticas, expectorantes, sedativas, depurativas e por ajudarem no
emagrecimento. S0 usadas ainda como relaxante muscular, no tratamento de
vermes intestinais, malaria, picada de cobra, feridas e doencas da pele (FRANCISCO
et al., 2008; LERMA-HERRERA, et al., 2022; PACHECO et al., 2009).

Espécies pertencentes ao género Aristolochia possuem um histérico
significativo de estudos de composi¢cao quimica e de atividade bioldgica reportados
na literatura. S8o cerca de 200 espécies estudadas com aproximadamente 750
compostos isolados, tendo entre eles lignoides, alcaloides, terpenoides e derivados
fendlicos (CHAWLA, et al., 2013; KUO et al., 2012; LERMA-HERRERA, et al., 2022;
LOPES et al., 2001).

A lignana (—)-kusunoquinina (Figura 1), muito comum em espécies de
Aristolochia, € reconhecida por reduzir a viabilidade larval da lagarta da soja Anticarsia
gemmatalis, além de apresentar atividade anticancerigena significativa (MESSIANO
et al., 2008; TEDASEN, et al., 2020). J4 a lignana cubebina destaca-se por suas
atividades anti-inflamatoria, analgésica, anti-histaminica, leishmanicida, tripanocida,
antiprotozoaria, vasorelaxante, citotoxicidade em células tumorais e antimicrobiana
(MACEDO et al., 2020; RAJALEKSHMI et al., 2016).

Outros compostos isolados de espécies de Aristolochia que apresentam
atividades biolégicas comprovadas sdo as lignanas tetrahidrofurofuranicas (—)-
epieudesmina e (+)-sesamina, que demonstraram atividade antitripanosomal, as
lignanas tetrahidrofuranicas talaumidina, aristolignina e nectandrina B, que possuem
atividade neuroprotetora, os terpenos (—)-kaur-15-en-17-ol, (—)-acido kaur-16-en-19-
oico e (—)-acido copalico, que apresentam atividades inseticida, antiespasmaddica e
antitripanosomal, respectivamente, a cumarina 7,9-dimetoxitariacuripirona, com
atividade antimicobacteriana, e o flavonoide kaempferol, com propriedades anti-
inflamatoérias (Figura 1) (KUO et al., 2012).

As espécies do género Aristolochia também apresentam, em sua composicao,
0s acidos aristoloquicos | e Il (Figura 1), cujas propriedades nefrotoxicas e
carcinogénicas trazem graves riscos para quem faz uso indiscriminado desse tipo de
planta (JI, et al., 2021; LUKINICH-GRUIA, et al., 2022).
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Figura 1 - Estruturas quimicas de algumas substéncias bioativas identificadas em espécies de
Aristolochia
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Os acidos aristoloquicos séo considerados marcadores quimiotaxonémicos da
familia Aristolochiaceae comumente encontrados em espécies dos géneros
Aristolochia e Asarum (FAN et al., 2020).

Esses metabdlitos especializados sdo produzidos por essas plantas como
forma de defesa, dificultando ataques por animais herbivoros. Mesmo com o auxilio

desses artificios, a coevolugdo planta-animal possibilitou que alguns insetos
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desenvolvessem formas para superar as defesas produzidas pelas plantas, adquirindo
a capacidade de sequestrar e armazenar toxinas em seus tecidos corporais para
serem usadas como defesa quimica contra seus proprios predadores. Isso € o0 que a
borboleta Battus polydamas (Papilionidae, Troidinii) faz com varias espécies de
Aristolochia (FREITAS, etal., 2019; MEGA, etal., 2015; PRIESTAP, et al., 2012). ApGs
se alimentarem das folhas de Aristolochia, os &acidos aristoléquicos passam a fazer
parte do corpo da lagarta, fazendo com que as larvas de B. polydamas sofram baixas
taxas de predacdo, uma vez que, quando em ameaca liberam, através de suas
glandulas osmeteriais, fluidos contendo essas substancias (OPITZ; MULLER, 2009).
As informacBes apresentadas deixam claro que as espécies de Aristolochia
desempenham um papel importante ndo apenas como fonte de compostos bioativos

para o ser humano, mas também na conservacao e perpetuacéo de insetos.

1.3 Morfologia floral de Aristolochia

A familia Aristolochiaceae apresenta caracteristicas morfolégicas bem
peculiares em suas estruturas reprodutivas. Suas flores possuem formato tubular, que
em muitas das vezes remetem a forma de um cachimbo. S&o essas particularidades
que facilitam a identificagdo de membros pertencentes a esse grupo de plantas, em
especial as espécies relacionadas ao género com maior diversidade, Aristolochia L.
As flores das espécies de Aristolochia demonstram uma estrutura floral que
compreende trés regides distintas: utriculo, tubo e limbo (Figura 2) (FREITAS, 2016;
MARTIN et al., 2017; OELSCHLAGEL et al., 2009; SOUSA, 2011).

O arranjo basico das flores € pouco variavel dentro do género, porém hé
grandes variagdes em seus tamanhos e ornamentacdes, podendo medir de 1-2 cm,
como € o caso das espécies A. bahiensis e A. nevesarmondiana, até flores que vao
de 28-35 cm como € o caso A. gigantea e A. grandiflora, consideradas algumas das
maiores do mundo (FREITAS, 2016; HIPOLITO et al., 2012; SOUSA, 2011).

As flores de grande parte das espécies de Aristolochia exalam um cheiro
extremamente desagradavel e nauseante, que se assemelha a esterco ou até mesmo
carne em putrefacdo. Entretanto, algumas plantas apresentam flores que possuem
aromas mais agradaveis, parecidos com os de citronela e limao (ERBAR et al., 2017,
HIPOLITO et al., 2012).
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Figura 2 - Estruturas florais em Aristolochia: limbo (lim), tubo (tub) e utriculo (utr). Flor em visédo
lateral (A) e frontal (B)

Fonte: Freitas (2016)

O aroma floral das espécies de Aristolochia exerce um papel importante no
processo de polinizacdo. Essas plantas utilizam como estratégia o odor emitido para
simular a presenca de recursos Uteis para os polinizadores com a finalidade de atrai-
los, ou seja, anunciam uma recompensa que nao € fornecida aos mesmos. Este tipo
de associacdo € chamado de polinizacdo por engodo, e € comumente encontrada em
plantas polinizadas por insetos (HIPOLITO et al., 2012; OELSCHLAGEL et al., 2009;
PINHEIRO, 2014; RUPP, et al., 2021).

De modo geral, essas espécies vegetais podem simular, para 0s insetos
responsaveis pela polinizagdo e através do odor, a existéncia de restos de animais
em decomposicdo (procurados para alimentacdo e/ou oviposi¢ao), fonte de néctar e
polen (buscados como uma fonte de alimento), local de abrigo, além de poderem emitir
sinais associados a existéncia de um parceiro sexual, atraindo insetos que tentam
copular com certas estruturas florais (PINHEIRO, 2014).

Nas espécies de Aristolochia o processo de polinizagcéo ocorre quando o inseto,
atraido pelos odores, adentra o tubo floral, cuja parede interna é revestida por
estruturas denominadas tricomas (“pelos”) orientadas para o interior da flor que
blogueiam a entrada impedindo-o de sair, onde é aprisionado no interior do utriculo
no primeiro dia da antese (maturacéo e abertura da flor); este é chamado de estagio

feminino. Considerando que o inseto aprisionado traz consigo, preso ao corpo, graos
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de polen de outras flores coespecificas, a flor visitada é finalmente fecundada apos
um dia, mudando para o estagio masculino. E somente nesse estagio que o pblen é
depositado nas anteras, e assim o polinizador recebe novamente os graos de polen.
A fase masculina é caracterizada por modificacdes na estrutura floral, ou seja, ao
alcancar a maturacdo, os tricomas desprendem-se naturalmente, permitindo a
liberacdo do polinizador, que reiniciara o ciclo com a busca de novas flores. Desta
forma, o processo de polinizacdo, como um todo, € resumido em quatro etapas:
atracdo, aprisionamento, retencdo e, por fim, liberacdo dos polinizadores (Figura 3)
(HIPOLITO et al., 2012; JUNIOR, 2005; MARTIN et al., 2017).

Figura 3 - Sequéncia da visita de polinizadores e polinizacdo das flores de A. gigantea
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Fonte: Adaptado de Martin et al., (2017) e Freitas (2016)

Recentemente, Oelschlagel e colaboradores (2015) realizaram estudos com A.
rotunda e propuseram uma nova forma de polinizagcdo denominada cleptomiofilia, a

qual baseia-se na ideia de que as flores de A. rotunda, e certamente as de outras
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espécies de Aristolochia, imitam semioquimicos de insetos com o intuito de atrair seus
polinizadores. O estudo constatou que o0s principais polinizadores de A. rotunda sao
moscas fémeas pertencentes a familia Chloropidae. Essas moscas sé&o conhecidas
por se alimentarem das secrecdes de insetos (familia Miridae) que foram capturados
por predadores artropodes (aranhas, gafanhotos, centopeiras e caranguejos, por
exemplo). A analise dos componentes volateis mostrou que os mirideos recém-mortos
e as flores de A. rotunda liberaram 0s mesmos constituintes quimicos, e que, por
coincidéncia, sdo os mesmos usados pelas moscas Chloropidae para encontrar suas
fontes de alimento. Com isso foi possivel concluir que A. rotunda mimetiza substancias
guimicas emitidas por insetos com o objetivo de enganar essas moscas e induzi-las
ao processo de polinizacdo, o que certamente ndo resulta em nenhum ganho para o
inseto. Esse estudo mostra a grande especificidade em relacdo aos compostos
volateis produzidos por Aristolochia, sugerindo o quanto o sistema de polinizacdo por
cleptomiofilia € complexo e especifico.

Investigacdes acerca da composi¢do quimica do aroma floral de espécies de
Aristolochia possibilitaram identificar uma variedade de terpenoides (« e S-pineno, f-
cedreno, canfeno, sabineno, limoneno, cariofileno, germacreno A e D) em A. arborea
(KAISER, 2006). Aristolochia gigantea tem em sua composicdo a presenca
principalmente de (E) e (Z)-citral, citronelol, citronelal e linalol, bem como dimetil
dissulfeto, 2-heptanona e 3-metil-1-butanol (MARTIN et al., 2017). Aristolochia
cymbifera apresenta uma vasta gama de compostos de diferentes classes, tendo
ésteres (3-metil-butanoato de benzila e butanoato de benzila), alcool benzilico e
dissulfeto de dimetila presentes em maior concentracdo (JOHNSON; JURGENS,
2010). Além disso, A. rotunda possui volateis compostos de ésteres, alcoois e
hidrocarbonetos alifaticos (OELSCHLAGEL et al., 2015).

Apesar das espécies pertencentes ao género Aristolochia apresentarem uma
forma de polinizacédo diferenciada, ha somente trés estudos quimicos relacionados
com extratos metandlicos de flores de Aristolochia descritos na literatura. Dois desses
estudos foram realizados com as espécies A. kaempferi e A. zollingeriana dos quais
foram isolados aristolocatos de sodio (1, 3, 4 e 6), acidos aristoloquicos (2, 5, 7, 8 e
9), aristolactamas (10 e 11), cepharadiona A (12), quatro terpenoides (13-16), os
flavonoides kaempferol-3-O-rutinosideo (17) e quercetina-3-O-rutinosideo (18), um
alcaloide piridinico (28), asparagina (29), um derivado Cs-C1 (30) e um derivado Ce-
Cs3 (31) (CHIANG et al., 1998; WU et al., 1998) (Figura 4).
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Em um estudo recente com flores de A. trulliformis, realizado pelo nosso grupo
de pesquisa, foram isolados sete flavonoides (18-24), um derivado Cs-C1 (22), um
derivado Ce-C2 (33), dois derivados Cs-Cz3 (25 e 26), e um alcaloide
tetraidroisoquinolinico (27) (Figura 4) (HOLZBACH et al., 2019).

Figura 4 - Substancias isoladas das flores de espécies de Aristolochia
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1.4 As espécies A. gigantea, A. gehrtii, A. esperanzae, A. holostylis, A. gardneri

e A. labiata

As espécies de Aristolochia sdo plantas perenes que podem ser encontradas
em praticamente todo o territério brasileiro, sendo que algumas apresentam uma

distribuicdo mais restrita, enquanto outras s&o achadas sem dificuldades
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(Aristolochiaceae, 2022). Devido, principalmente, as suas caracteristicas
morfologicas, essas plantas podem ser popularmente reconhecidas por diferentes
denominacdes, sendo que algumas espécies compartilham o mesmo nome, uma vez
que possuem uma estrutura floral basica comum que remetem a essas espécies. A
Tabela 1 apresenta as seis espécies de Aristolochia que foram estudadas nesse

trabalho, com seus respectivos nomes populares e distribuicdo geogréfica.

Tabela 1 - Espécies de Aristolochia com suas distribuicdes geograficas e nomes populares

Espécie Distribuicdo geografica Nomes populares

A. gigantea Bahia, Espirito Santo, Minas Gerais, Rio de Cip6-de-cobra

Mart. & Zucc Janeiro, Sdo Paulo, Parana Milhome-gigante
Milhomens

Papo-de-peru
Papo-de-peru-do-grande

A. esperanzae  Distrito Federal, Goias, Mato Grosso do Sul, Cachimbo-de-turco
Kuntze Mato Grosso, Minas Gerais, Sdo Paulo Jarrinha-do-cerrado
Milhomes
Papo-de-peru
Patito
A. gehrtii Distrito Federal, Goias, Mato Grosso do Sul, Milhome-branco
Hoehne Mato Grosso, Minas Gerais, Rio de Janeiro, Milhome-miudo
Séao Paulo
A. holostylis Tocantins Nordeste Ceara, Maranhao, Piaui, Flor-de-sapo
F. Gonzalez Goias, Mato Grosso do Sul, Mato Grosso
A. gardneri Para, Bahia, Piaui, Goias -
Duch
A. labiata Tocantins, Alagoas, Bahia, Ceara, Angelico
Wwilld Pernambuco, Rio Grande do Norte, Sergipe, Buta
Distrito Federal, Goias, Mato Grosso do Sul, Crista-de-galo
Espirito Santo, Minas Gerais, Rio de Janeiro, Milhomens
Sao Paulo, Parana, Rio Grande do Sul, Papo-de-peru
Santa Catarina Peru-bosta

Fonte: Flora e Funga do Brasil, 2022.

As flores de A. gigantea, A. esperanzae e A. gehrtii foram coletadas de
exemplares cultivados no Instituto de Quimica (IQ/Unesp), em Araraquara-SP. As
flores de A. holostylis e A. gardneri, coletadas em Monte Alegre-GO, e de A. labiata,
coletada em Moema-MG e em Dourados-MS, sé@o espécies nativas encontradas
nessas regides do Brasil (Figura 5).

O tamanho e o aroma das flores também variam entre as espécies. As flores

de A. gigantea tém cerca de 30 cm; A. esperanzae e A. labiata sendo por volta de 12
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cm; A. gehrtii, holostylis e A. gardneri variando de 3-5 cm. As espécies A. labiata e A.
esperanzae emitem um odor extremamente desagradavel, de matéria em
decomposicdo, enquanto A. gigantea e A. holostylis apresentam um cheiro adocicado
semelhante a citronela e caramelo, respectivamente. Ja as espécies A. gehrtii e A.

gardneri ndo apresentam aroma caracteristico detectado (nota da autora).

Figura 5 - Destaque para as flores das espécies Aristolochia gigantea, A. gehrtii, A. esperanzae, A.

holostylis, A. gardneri e A. labiata

o

A. holostylis A. gardneri A. labiata

Fonte: Fotos tiradas pela autora

A vasta quantidade e variedade de compostos obtidos a partir de estudos
fitoquimicos de espécies de Aristolochia tém contribuido tanto para a compreenséo
acerca do género, quanto para descoberta de constituintes com atividades
farmacoldgicas promissoras.

Se tratando de flores, a quantidade de material pode ser uma dificuldade
durante o estudo. Desse modo, a utilizacdo de técnicas analiticas hifenadas torna-se

indispensavel na obtencdo tanto do perfii metabdlico quanto das informacfes
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estruturais de substancias presentes nos extratos vegetais, podendo distinguir
compostos previamente isolados de novas moléculas. O estudo das flores de
Aristolochia por técnicas modernas pode direcionar para o isolamento de novos
constituintes, ou aqueles que despertem interesse biol6gico, em andlises futuras,
auxiliando na racionalizacao dos estudos fitoquimicos.

Desse modo, o estudo das flores de espécies de Aristolochia, os quais
apresentam poucos relatos sobre a descricdo quimica e bioldgica na literatura, abre
caminho para a descoberta de novas substancias com potencial quimico e biol6gico

passiveis de serem explorados e aplicados futuramente.

1.5 Identificagcdo de compostos em matrizes complexas

A maioria dos extratos vegetais € constituido por uma mistura complexa de
metabdlitos com diferentes caracteristicas, tanto espectroscopicas quanto fisico-
quimicas. Atualmente as técnicas hifenadas, ou seja, aquelas que resultam do
acoplamento de uma técnica eficiente de separacdo, como a cromatografia liquida ou
cromatografia gasosa, com uma ou mais técnicas de deteccdo espectroscopica ou
espectrométrica, como por exemplo, espectrometria de massa (EM), infravermelho
(IV), ultravioleta-visivel (DAD) ou espectroscopia de ressonancia magnética nuclear
(RMN), tornaram-se uma das ferramentas com maior eficiéncia e rapidez para a
analise de matrizes complexas, capazes de fornecer diversas informacdes estruturais
dos compostos ali presentes, antes mesmo de serem isolados, sendo necessarios
apenas alguns miligramas do analito (SARKER; NAHAR, 2012; STORION;
GONCALVES; MARCUCCI, 2020).

As técnicas analiticas hifenadas tornaram-se ferramentas poderosas para
desreplicacdo de extratos vegetais, permitindo a rapida identificacdo de metabdlitos
conhecidos, mesmo que em misturas complexas, minimizando o isolamento de
substéancias ja descritas na literatura. Dessa forma, é possivel direcionar os estudos
para a descoberta e identificacdo de substancias inéditas, conduzindo ao isolamento
e identificacdo de compostos de interesse, economizando tempo e auxiliando
principalmente na prospeccado de compostos bioativos presentes nesses extratos
(ARORA; BANERJEE, 2019; HUBERT; NUZILLARD; RENAULT, 2017; PILON, et al.
2020; ZANI; CARROLL, 2017).
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Dentre as principais técnicas hifenadas utilizadas para a desreplicacdo dos
extratos estdo Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massa (CG-EM)
e Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia acoplada a Espectrometria de Massa
(CLAE-EM), fornecendo informacgdes estruturais que podem ser comparadas com
bases de dados disponiveis e auxiliando na caracterizacdo de extratos vegetais
(ALLARD; GENTA-JOUVE; WOLFENDER, 2017).

A CG-EM é utilizada principalmente para analise de compostos volateis e
estaveis termicamente as altas temperaturas. Porém, compostos polares, ndo volateis
e termolabeis também podem ser analisados apds processo de derivatizacdo. E uma
técnica muito atil na identificacdo de compostos presentes em extratos apolares
devidos aos grandes bancos de dados espectrais. Ja a CLAE-EM é utilizada nas
andlises de compostos mais polares, sendo capaz de fornecer dados estruturais
importantes, que, quando comparados aos bancos de dados EM-EM de produtos
naturais, tornam-se indispensaveis na desreplicacao de extratos vegetais (PILON, et
al. 2020; SALEM et al. 2020).

1.6 Molecular Networking na investigacdo de extratos vegetais

A rede molecular, do inglés Molecular Networking, € uma ferramenta que
possibilita a anotacdo de substancias presentes em matrizes complexas de forma
rapida e eficiente. As redes moleculares tornaram-se uma estratégia poderosa na
busca de novos produtos naturais, uma vez que moléculas conhecidas podem ser
identificadas inicialmente, evitando assim seu reisolamento e, por consequéncia,
tempo, custos e esforgos podem ser economizados durante os estudos (PURVES, et
al. 2016).

A partir da rede molecular € possivel fazer a comparacao entre os espectros de
massas de cada um dos ions de moléculas detectados em um extrato, a partir de um
experimento de EM, bem como entre os fragmentos desses ions (EM/EM). A
comparacdo desses dados permite determinar a similaridade espectral entre os
padrbes de fragmentacdo EM/EM dos diferentes ions detectados e organiza-los em
clusters. Considerando que moléculas semelhantes apresentaram padrbes de
fragmentacdo semelhantes em EM/EM, a rede molecular produz um mapa de
similaridade espectral que possibilita visualizar moléculas com perfil estrutural
equivalente (PURVES, et al. 2016; QUINN, et al. 2017).
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As substancias agrupadas podem ainda ter seus espectros de massas
comparados a um banco de dados de espectrometria de massas (Figura 6). Foi a
partir das redes moleculares que surgiu a Global Natural Product Social Molecular
Networking (GNPS), uma plataforma de dados virtual, acesso aberto, alimentada pela
comunidade cientifica. Com o advento do GNPS, é possivel analisar os dados
agrupados e compara-los, de forma automatica, com os dados disponiveis na
plataforma GNPS, possibilitando tanto a anotacdo de substancias com espectros de
EM/EM de referéncia disponiveis no GNPS, quanto a extrapolagédo dessas anotacdes
através das redes moleculares, permitindo a deteccdo de analogos e até mesmo a
identificacdo de novos compostos nas matrizes estudadas (NOTHIAS, et al. 2018;
WANG, et al. 2016).

Figura 6 - Construcdo da rede molecular por alinhamentos espectrais EM/EM

il 4o 1l u_LlL E

|
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Espectros MS/MS

D|I Il; 1
0.7 Biblioteca
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_|_|JLL - @ (&)

Criagao da rede molecular
Alinhamento espectral

Fonte: Adaptado de Watrous et al. (2012)

Uma rede molecular é formada por clusters, nodos e arestas, onde o0s clusters
sao os diferentes conjuntos de dados espectrais similares, cada nodo, dentro de um
cluster, representa um espectro de EM/EM, que se conecta através de uma aresta

pelo grau de similaridade espectral entre todos os espectros EM/EM dos ions
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detectados. Para calcular a similaridade, os espectros EM/EM séo simplificados em
vetores no espaco, que sdo utilizados para calcular uma pontuacdo de cosseno que
variade O a 1 (1 indica que os espectros sao idénticos), permitindo determinar do grau
de similaridade espectral entre todos os espectros EM/EM. Dessa forma, aqueles que
apresentarem cosseno acima de 0,7 (definido pelo usuario) sdo agrupados em um
anico cluster (QUINN, et al. 2017; WATROUS, et al. 2012).

Na representacgéo visual de uma rede molecular, a espessura e distancia das
arestas que conectam os nodos indicam o grau de similaridade entre 0os espectros
EM/EM comparados. Quanto maior for a espessura e menor a distancia entre os
nodos maior sera a similaridade (QUINN, et al. 2017; WATROUS, et al. 2012).

Portanto, as redes moleculares tornam-se uma estratégia valiosa para
organizacéo e interpretacdo dos dados de espectrometria de massa obtidos a partir

de matrizes complexas.
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2. OBJETIVOS

O objetivo geral do trabalho foi contribuir para o conhecimento da composicao
quimica de flores de Aristolochia, por meio de métodos analiticos de desreplicacao e

através do isolamento e identificacdo estrutural dos compostos majoritarios.

Objetivos especificos:

v Isolar e identificar as substancias presentes na fracdo acetato de etila das flores
de A. gigantea, através de técnicas cromatograficas, espectroscopicas e
espectrométricas, para servir de padrdes nas analises das demais flores de
Aristolochia;

v Avaliar a influéncia de diferentes sistemas de solventes para a extracdo dos
constituintes quimicos das flores de Aristolochia;

v' Analisar e comparar os extratos organicos das espécies A. esperanzae, A.
holostylis, A. gardneri, A. labiata, A. gehrtii e A. gigantea, através de técnicas

analiticas de desreplicacdo por CLAE-EM e CG-EM.
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3. PARTE EXPERIMENTAL

Este trabalho foi realizado no Laboratorio de Produtos Naturais, Departamento
de Bioquimica e Quimica Organica do Instituto de Quimica da UNESP de Araraquara-

SP, coordenado pela Profa. Dra. Isabele Rodrigues Nascimento.

3.1 Solventes

Os solventes deuterados [(CDsOD e CDCIz com pureza = 99,8% para D);
(DMSO-de D, 99,9%)] utilizados nos experimentos de Ressonancia Magnética Nuclear
(RMN) foram da marca Sigma-Aldrich™ e CIL®. Os solventes ndo deuterados
empregados no preparo dos extratos, nos processos cromatograficos e nas etapas de
particdo das fracGes foram grau HPLC e das marcas J.T.Baker®, M.Tedia® e
Panreac®. A agua foi destilada e deionizada em aparelho da marca Milli-Q
(resistividade minima 18,2 MQ.cm a 25 °C).

3.2 Equipamentos

As andlises por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) foram
realizadas utilizando cromatégrafo JASCO® com controlador LC-Net [I/ADC, bomba
PU-2086 Plus, injetor automéatico AS-2055 Plus, detector de arranjo de fotodiodos MD-
2018 Plus e detector de dicroismo circular CD-2095. No modo analitico foi empregada
coluna C-18 ODS OmniSpher® (4,6 x 250 mm, 5 um, Varian®), enquanto no modo
semipreparativo foi utilizada coluna C-18 ODS Luna® (10 x 250 mm, 5 um,
Phenomenex®). As amostras analisadas por CLAE foram previamente submetidas a
extracdes em fase solida com cartuchos de fase reversa Macherey-Nagel C18 ec (3,0
mL; 500 mg, Chromabond®) e, na sequéncia, filtradas em microfiltro de PVDF (13 mm;
0,22 um, Exacta®).

As andlises por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas
sequencial (CLAE-EM-EM) foram realizadas utilizando sistema LC Shimadzu® com
bomba LC-20AD, injetor automatico SIL-20AHT, forno de coluna modelo CTO-20A
com temperatura de 40 °C, modulo de comunicagdo CBM-20A acoplado a um detector
de arranjo de diodos SPD-M20A e espectrometro de massas Amazon SL Bruker® com

analisador ion trap (IT) e fonte de ionizagdo por electrospray (ESI) em modos positivo
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e negativo. As separacfes foram feitas em coluna Kinetex 5y C18 100A (150 x 2,1
mm) equipada com pré-coluna Ultra Cis. A voltagem do capilar foi regulada para 4500
V, a voltagem da placa para 500 V e temperatura para 300 °C; o gas nebulizador com
pressao de 50 psi e vazdo do gas de secagem de 10,0 L/min. A faixa de aquisicéo foi
de m/z 50-1000 com 80% de amplitude de fragmentacdo. Os espectros de massas
foram adquiridos nos modos negativo e positivo.

Nas analises por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas
(CG-EM) utilizou-se cromatografo a gas Shimadzu QP2020 equipado com injetor
automatico AOC-20i Shimadzu e interface com um espectrdmetro de massas. A
coluna utilizada foi ZB-5HT (30 m x 0,25 pym x 0,25 mm). A temperatura do forno da
coluna foi programada utilizando uma rampa de aquecimento iniciando-se em 140 °C
(5 min) e elevada a uma taxa de 3 °C.min! até 320 °C (10 min). A temperatura do
injetor foi de 270 °C e modo de injecao split 1/15, gas de arraste hélio (99,999%),
pressdo de 88,5 kPa, velocidade linear de 37,8 cm/sec., fluxo total na coluna de 1
mL/min. Condi¢cdes do espectrdometro de massas: temperatura da fonte de ions e
interface de 280 °C, modo de impacto de elétrons a 70 eV, faixa das massas de
aquisicao de m/z 35-700 Da.

A eliminacéo dos solventes das amostras foi feita a presséo reduzida, utilizando
evaporador rotatério Biichi® (Waterbath B-480) e capela de exaustao.

Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear unidimensional (*H, *3C,
gNOESY e gTOCSY) e bidimensional (gCOSY, gHSQC e gHMBC) foram adquiridos
em espectrometro Bruker, modelo Avance Il HD 600 (14,1 T), com frequéncia de 600
MHz para o nilcleo de 'H e de 151 MHz para o 3C. Todas as amostras foram
analisadas em uma sonda criogénica de 5 mm com detecc¢éo inversa e trés canais de

aquisicdo (*H, 3C e *N) na temperatura de 23 °C.

3.3 Analises cromatograficas

Para o fracionamento cromatografico em coluna foi utilizada coluna de vidro
com 2,8 cm de diametro e 72,0 cm de comprimento, preenchida com Sephadex LH-
20 (Sigma-Aldrich®).

Para a cromatografia em camada delgada (CCD) foi utilizada silica gel (2-25
um, 60 A, Sigma-Aldrich®). As revelacdes das cromatoplacas foram efetuadas
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mediante o uso de iodo sublimado e por irradiacdées na regido de absorcao no UV (254
e 365 nm).

3.4 Coleta e identificacdo do material vegetal

As flores das espécies A. gigantea, A. gehrtii e A. esperanzae foram coletadas
no Instituto de Quimica da UNESP de Araraquara-SP, localizada a -21,8071367 de
latitude e -48,19264537 de longitude e altitude de 648 m. As espécies A. holostylis e
A. gardneri foram coletadas no municipio de Monte Alegre-GO em uma regido
localizada a -13.109782 de latitude e -46.726003 de longitude e altitude de 603 m. As
flores de A. labiata foram coletadas no municipio de Moema-MG em uma regiao
localizada a -19.91674996 de latitude e -45.33304453 de longitude e altitude de 809
m. e no municipio de Dourados-MS a 22'11°44’S de latitude e 54'56'9’'W de longitude.

A identificacdo do material vegetal foi realizada pelo Dr. Joelcio Freitas. Uma
exsicata de cada uma das espécies estudadas foi depositada nos herbarios do Museu
de Biologia Prof. Mello Leitdo (MBML) e da Universidade Federal da Grande Dourados
(DDMS), e registrada com os numeros MBML 54021 (A. gehrtii), MBML 54015 (A.
holostylis), MBML 54014 (A. gardneri), MBML 54017 (A. gigantea), MBML 55048 (A.
labiata MG), DDMS 6500 (A. labiata MS) e MBML 55049 (A. esperanzae). O material
botanico foi registrado no Conselho de Gestdo do Patriménio Genético
(CGEN/SisGen) sob os numeros A3486D8 (A. labiata, A. gigantea, A. esperanzae) e
AAABOF4 (A. gehrtii, A. holostylis, A. gardneri).

3.5 Preparo e triagem quimica dos extratos de flores de A. gigantea

As flores de A. gigantea foram divididas em duas partes, limbo e tubo + utriculo
(Figura 7) e secas em estufa a 35 °C por 48 horas.

Apbs secagem, o material vegetal foi moido com auxilio de um moinho de facas.
Ambas as partes foram extraidas com EtOH. Para isso, foram feitas quatro extrac¢oes,
com um intervalo de 24 horas entre cada uma, utilizando uma proporc¢édo de 5,0 g de
material vegetal para 20 mL de solvente, para ambas as partes. Os extratos etandlicos
do limbo e tubo + utriculo foram analisados por RMN de H e CLAE-DAD, a fim de

comparar os seus perfis quimicos.
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Figura 7 - Divisdo das flores de A. gigantea em limbo (A) e tubo + utriculo (B)

Fonte: Autora (2022)

Com base nos perfis espectral e cromatografico do limbo e tubo + utriculo

optou-se pelo preparo, em maior escala, do extrato etandlico do limbo de A. gigantea.

3.6 Isolamento e purificagdo das substancias do limbo das flores de A. gigantea

O limbo moido (500,0 g) foi submetido a sucessivas extracdes a temperatura
ambiente com etanol (2,2 L) na proporcédo de 1:4 (material vegetal (g):solvente (L)).
As extracOes foram realizadas a cada 24 horas, sendo que ap0s a filtracdo a biomassa
foi suspensa novamente no mesmo solvente, totalizando quatro extracdes. Em cada
filtracdo, o material foi concentrado sob pressao reduzida em evaporador rotativo. Por
fim, o residuo remanescente foi extraido até exaustdo com etanol em aparelho Sohxlet
(Figura 8).

O extrato etandlico (115,58 g) foi submetido a extracao liquido-liquido. O extrato
foi solubilizado em 100 mL de uma solucdo hidroalcodlica 1:1 (MeOH:H20) e
submetido a extragbes com n-hexano e acetato de etila. Para cada solvente foram
realizadas quatro extragdes com 150 mL cada, resultando em uma fracdo hexanica
(11,60 g) e uma fracéo acetato de etila (3,40 g). A porcdo remanescente deu origem

a fracdo hidroalcodlica (95,65 g) (Figura 8).
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Figura 8 - Procedimento utilizado para o preparo dos extratos do limbo de A. gigantea

Limbo de Aristolochia gigantea
(500,00 g)

Quatro extragdes com etanol

|
Extrato etandlico | Residuo |
(115,58 g)

Extragoes com etanol

H,0:MeOH (1:1) em aparelho Soxhlet
I
Solugdo hidroalcoélica do Extrato etanédlico
extrato etandlico Soxhlet (58,26 g)

Quatro extragoes com n-hexano Residuo

I
Fragdo hexanica Solugdo
(11,60 g) remanescente

Quatro extragoes com acetato de etila

Fragdo AcOEt Fragdo
(3,40 g) hidroalcodlica

(95,65 g)

As fracbes hexanica, acetato de etila, hidroalcodlica e o extrato etandlico
Soxhlet foram secas e analisadas por CCD, RMN de 'H e CLAE-DAD.

Uma porcao da fracdo acetato de etila do limbo de flores de A. gigantea (3,3 g)
foi submetida a cromatografia por exclusdo com fase estacionaria de Sephadex LH-
20 (® 2,8 x 72,0 cm) e fase movel isocratica de MeOH 100%. Foram coletadas 24
subfracdes de aproximadamente 25 mL cada. Todas as subfracdes foram analisadas
por RMN de 'H e CLAE-DAD (gradiente exploratério de MeOH/H20 5—100% de
MeOH em 40 minutos com 0,05% de TFA). As que apresentaram perfis semelhantes
foram reunidas em uma mesma subfracdo e renumeradas de 1-7 (Figura 9).

A subfracéo 6 foi submetida a CLAE em escala semipreparativa, e resultou no
isolamento e identificacdo de sete substancias, sendo quatro fenilpropanoides (I-1V),
dois acidos benzoicos (V-VI) e um flavonoide glicosilado (XIV).

A subfracéo 7 foi submetida & CLAE em escala semipreparativa, resultando no
isolamento e identificacdo de sete substancias, sendo seis acidos aristoléquicos (VII-

XIl) e um flavonoide (XIII).
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Figura 9 - Fracionamento da fracéo acetato de etila do limbo de A. gigantea
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L (L9mg)

3.7 Preparo e analise cromatogréafica dos extratos das flores das espécies A.

_

esperanzae, A. holostylis, A. gardneri, A. labiata, A. gehrtii e A. gigantea

Realizou-se um planejamento experimental do tipo simplex centroide para
definicAo do melhor solvente extrator. O numero de condigfes testadas foi baseado
na equacgdo 2k-1, onde k € o nimero de componentes (solventes) utilizados, que

foram selecionados com base no triangulo de seletividade de Snyder (1997), visto que
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solventes encontrados em diferentes grupos no triangulo apresentam caracteristicas
de seletividade diferentes.

Foram testadas seis combinacfes de solventes diferentes; trés combinacoes
com componentes puros, trés combinac¢des binarias e uma combinacdo ternaria,

sendo realizada uma triplicata no ponto central, Tabela 2.

Tabela 2 - Planejamento simplex centroide para definicdo do solvente extrator

St Composicdo em pseudocomponentes| Composicao real (%)
AcOEt EtOH CHCls AcOEt EtOH CHCIs
1 1 0 0 100 0 0
2 0 1 0 0 100 0
3 0 0 1 0 0 100
4 Ya Ya 0 50 50 0
5 0 Ya Ya 0 50 50
6 Ya 0 Ya 50 0 50
7(n=3) Va V& V£ 33,33 33,33 33,33

As flores das espécies A. esperanzae, A. holostylis, A. gardneri, A. labiata, A.
gehrtii e A. gigantea foram secas em estufa a 35 °C por 48 horas. ApGs secagem, 0O
material vegetal foi moido, submetido a trés extracdes de 30 minutos em aparelho de
ultrassom, sendo que a cada 15 minutos a agua do banho era trocada para evitar o
aguecimento. Cada extracdo foi realizada na proporcao de 1:10 (material vegetal
(g):solvente (mL)), sendo que para cada combinacao foi utilizado 1,0 g do material
vegetal. Os extratos obtidos foram analisados por CLAE-DAD.

Como resposta, utilizou-se o numero de picos observados em 250 nm, exceto
para espécie A. holostylis que foi analisada em 250 e 274 nm, comprimentos de onda
O0timo para a analise por CLAE-DAD dos extratos estudados. A partir desse
planejamento experimental foi possivel definir a melhor combinacdo capaz de extrair
maior nimero de substancias das flores de Aristolochia, dentre as condi¢des testadas.

Os solventes empregados nos processos de extracdo foram reutilizados ao
decorrer das extracbes e, ap0s o término das mesmas, foram adequadamente
descartados em frascos previamente rotulados e encaminhados ao descarte,

conforme as Normas Gerais de Gerenciamento de Residuos Quimicos do IQ/Unesp.
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3.8 Ajuste do modelo matematico ao conjunto de dados

A escolha do modelo matematico usado para descrever o comportamento dos
dados experimentais, foi feita analisando a adequacdo de cada um dos modelos as
repostas obtidas para as espécies estudadas.

Os modelos verificados foram modelo linear (Equacao 1), modelo quadrético

(Equacéo 2) e modelo cubico especial (Equacéo 3),

y = Bixg + Baxy + P3xs (Equacéo 1)
Yy = Bixg + Baxy + Baxs + Braxixy + BrzXixz + PagXaxs (Equacéo 2)
Yy = Bixg + Baxy + Baxs + Brax1xy + Pr3Xixz + BagXaxs + Pr23XiX2X3 (Equacao 3)

onde y é a estimativa das respostas (numero de picos), B1, B2, B3, B12, P13, B23 € P123
sao os coeficientes do modelo, x;, x, € x3 S80 0s componentes das misturas (CHClIs,
AcOEt e EtOH).

Tabela 3 - Andlise de variancia para avaliacdo do modelo mateméatico ajustado aos dados

experimentais usando método dos minimos quadrados

Fonte de variacao SQ g.l. MQ
m 1
- A _\2 SQreg
Regresséo 5Qreq = @i =9 p—1 MQreq = =1
i
m N
; A2 _ SQres
Residuo SQres = ij =i n-—p MQyes = —— »
i J
m T S
Falta de ajuste SQrqj = Z Z(f’i —¥)? m—p MQyqj = sza;
i J
m N
— o.\2 Ser
Erro puro SQep = Vij = 31) n—m MQ.p =
: i n—m
m N
_ SQ
Total SQtot = Z Z(Yij —9)? n—1 MQ¢or = nTtOi
i j

SQ, soma quadrética; g.l., graus de liberdade; MQ, média quadréatica; m, nimero total de niveis no
planejamento; ni, nimero total de experimentos; p, nimero de coeficientes do modelo; ¥;, valor
estimado pelo modelo para o nivel i; y;;, réplica realizada em cada nivel individual; y; , média das

réplicas realizadas no mesmo conjunto de condi¢bes experimentais e y ,média global.
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O ajuste do modelo escolhido foi feito com base na analise de variancia
(ANOVA) no nivel de confianca de 95% (Tabela 3), que possibilitou avaliar a
significancia da regresséao utilizada, bem como a qualidade dos ajustes as respostas
obtidas nos experimentos (BRUNS; SCARMINIO; BARROS NETO, 2001). Para o

tratamento dos dados utilizou-se o software Statistica versao 10.

3.9 Analise por CLAE-DAD das fracdes metandlicas das flores das espécies A.

esperanzae, A. holostylis, A. gardneri, A. labiata, A. gehrtii e A. gigantea

Para a andlise do perfil quimico de cada um dos nove extratos obtidos, para
cada espécie, no planejamento experimental, foi realizado extracdes utilizando n-
hexano e MeOH. Primeiramente cada extrato foi submetido a trés extragbes com n-
hexano (20 mL cada) em aparelho ultrassom por 3 minutos cada, e a parte solavel
deu origem a uma fracdo hexanica. Em seguida os residuos foram extraidos com
MeOH (3 x 20 mL) e a parte soluvel resultou na fragdo metandlica, a qual foi analisada
por CLAE-DAD.

As fragcdes metandlicas foram submetidas individualmente a clean-up por
extracdo em fase sélida (SPE) em cartuchos de fase reversa Cis. Os cartuchos foram
primeiramente ativados com MeOH (3,0 mL) e equilibrados com 3,0 mL de MeOH:H20
95:5 (v/v), posteriormente as amostras foram aplicadas e eluidas com 1 mL de
MeOH:H20 95:5 (v/v). ApGs secas as amostras foram preparadas solubilizando 5,0
mg em 1 mL de 95:5 ACN:H20 (v/v) e em seguida filtradas em microfiltro de PVDF.
As amostras foram analisadas por CLAE-DAD utilizando um gradiente linear de fase
mével composta por H20 e ACN acidificada com 0,025% TFA, de 5 a 100% de ACN
em 50 minutos. O volume de injecéo foi de 20 L e a vazédo de 1 mL.min™2,

3.10 Andlises por CLAE-EM/EM das fracdes metandlicas das flores das
espécies A. esperanzae, A. holostylis, A. gardneri, A. labiata, A. gehrtii e A.

gigantea

Para uma andlise com maior representatividade foi preparada uma mistura das
fracbes metanolicas de cada espécie separadamente. Para isso foi retirado 1 mg de
cada uma das nove fracdes metanolicas, com o intuito de obter uma combinacéo que

representasse todas as condic¢des testadas para cada espécie.
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Em seguida, cada mistura foi submetida a uma etapa de clean-up, como
descrito na secéao 3.9, p. 41. ApGs a secagem, as misturas foram solubilizadas em
ACN:H20 95:5 (v/v) tendo a concentracdo ajustada para 1 mg.mL, e na sequéncia,
filtradas em microfiltro de PVDF. As amostras foram analisadas por CLAE-EM/EM,
utilizando um gradiente linear e fase mével composta por H20 e ACN acidificada com
0,1% de acido férmico, de 5 a 100% de ACN em 40 minutos. O volume de injecéo foi

de 1 yL e a vazéo de 0,5 mL.min.

3.10.1 Molecular Networking

A rede molecular foi criada usando o fluxo de trabalho online (https://ccms-
ucsd.github.io/GNPSDocumentation/) no site do GNPS (http://gnps.ucsd.edu). Os

dados foram filtrados removendo todos os ions de fragmento EM/EM dentro de +/- 17
Da do precursor m/z. Os espectros de EM/EM foram filtrados por janela escolhendo
apenas os 6 ions de fragmento superiores na janela de +/- 50 Da em todo o espectro.
A tolerancia de massa do ion precursor foi fixada em 2,0 Da e uma tolerancia de
fragmento de ion EM/EM de 0,9 Da. Uma rede foi criada onde as bordas foram filtradas
para ter uma pontuacéo de cosseno acima de 0,7 e mais de 4 picos correspondentes.
Além disso, as bordas entre dois nés foram mantidas na rede se, e somente se, cada
um dos nos apareceu nos respectivos 10 nés mais semelhantes. Finalmente, o
tamanho méximo de uma familia molecular foi definido como 100 e as bordas de
pontuacdo mais baixas foram removidas das familias moleculares até que o tamanho
da familia molecular estivesse abaixo desse limite. Os espectros na rede foram entao
pesquisados nas bibliotecas espectrais do GNPS (WANG, et al., 2016). Os espectros
da biblioteca foram filtrados da mesma maneira que os dados de entrada. Todas as
correspondéncias mantidas entre os espectros da rede e os espectros da biblioteca

deveriam ter uma pontuacgéo acima de 0,7 e pelo menos 4 picos correspondentes.

3.11 Anaélises por CG-EM das fragcbes hexanicas das flores das espécies A.

esperanzae, A. holostylis, A. gardneri, A. labiata, A. gehrtii e A. gigantea

Para analise dos compostos apolares, uma mistura utilizando 1 mg de cada
uma das nove fracdes hexanixas de cada espécie também foi preparada. As amostras

foram solubilizadas em n-hexano:AcOEt 70:30 (v/v), tendo suas concentracdes


https://ccms-ucsd.github.io/GNPSDocumentation/
https://ccms-ucsd.github.io/GNPSDocumentation/
http://gnps.ucsd.edu/
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ajustadas para 1 mg.mL! e na sequéncia filtradas em microfiltro de PVDF e analisadas
por CG-EM. O volume de amostra injetado foi de 1 L.

A andlise das fragBes hexanicas das flores de Aristolochia foi feita com base
nos indices de retencao linear de cada pico, calculados a partir da equacéo proposta
Van Den Dool e Kratz, 1963 (Equacao 4). Para isso foi utilizada uma série homologa
de n-alcanos Sigma-Aldrich (Cs-C40) como padréo, onde o indice de retencéo de cada
um dos componentes foi obtido a partir da interpolacdo dos tempos de retencao
relacionados a cada componente presente na amostra com oS tempos de retencao
dos padrdes dos hidrocarbonetos, ou seja, aqueles hidrocarbonetos eluidos antes e

apos cada componente de interesse.

-t
IR =100n + 100 (M) (Equacéo 4)

n+1 — tn

A partir da equacao temos que tx é o tempo de retengdo de um componente X,
th € 0 tempo de retencdo do n-alcano eluido antes do componente X, th+1 € 0 tempo de
retencdo do n-alcano eluido apés o componente x, e h € nimero de carbonos do n-
alcano eluido antes ao componente X.

A identificacdo dos componentes presentes nos extratos estudados foi
realizada com base na andlise e comparacdo dos espectros de massas obtidos com
os disponiveis nas bibliotecas Wiley MS Database, NIST8 e NIST14. Para a andlise
foi estabelecido um limite minimo de similaridade de 70% entre o espectro da amostra
e 0 espectro da biblioteca. Além disso, foi feita a comparagédo entre os indices de
retencdo calculados com os indices de retencao da literatura (NIST).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Analise dos extratos de flores de A. gigantea

As andlises realizadas para os extratos etandlicos do limbo e tubo + utriculo
das flores de A. gigantea por RMN de 'H (Figura 10, Apéndices A e B) mostraram
perfis espectrais semelhantes entre os dois extratos. Entretanto, ao analisar os perfis
cromatograficos por CLAE-DAD (Figura 11, Apéndice C) observou-se que o extrato
de limbo apresentava maior quantidade de picos ao longo do cromatograma. Desta
maneira, optou-se por fracionar, isolar e identificar os constituintes quimicos do extrato

etandlico do limbo de A. gigantea.

Figura 10 - Espectros de RMN de 'H dos extratos etanélicos do limbo e tubo + utriculo de flores de A.
gigantea (DMSO-ds, 14,1 T)

Limbo das flores
de A. gigantea

Tubo + utriculo das

QML M' flores de A. gigantea
! U [

4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0
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Figura 11 - Perfis cromatograficos dos extratos etandélicos do limbo e tubo + utriculo de flores de A.
gigantea em CLAE-DAD
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Condig6es: Coluna Zorbax RX-C18 (Agilent®, 4,6 x 250 mm, 5 um), FM 5 — 100 % ACN em 40 min
com 0,05% de TFA, vazéao 1,0 mL/min, A =274 nm.

Os rendimentos obtidos dos extratos etandlico e etandlico Soxhlet e das frac6es
hexanica, acetato de etila, hidroalcodlica do limbo de A. gigantea estao apresentados
na Tabela 4. O extrato etandlico foi o que apresentou maior rendimento, tendo a fracéo
hidroalcoolica com o maior percentual em massa, seguida das fragcdes hexanica e
acetato de etila.

Tabela 4 - Rendimento das fragBes e extratos do limbo de A. gigantea

Extrato Massa (g) Rendimento (%)
Extrato etandlico 115,6 23,1*

e Fracédo hexanica 11,6 10,1**

e Fracao acetato de etila 3,4 2,9**

e Fracao hidroalcéolica 95,6 83,1**
Extrato etandlico Soxhlet 58,3 11,6*

* Massa do material vegetal: 500,00 g; ** Massa do extrato etandlico.

Os espectros de RMN de 'H das fracbes hexanica, acetato de etila,
hidroalcoolica do limbo de A. gigantea estdo apresentados na Figura 12. O espectro

de RMN de 'H da fracdo hexanica apresentou sinais na regido de hidrogénios
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oximetinico (& 3-4), olefinicos (& 5-6), alifaticos (6 0,5-2,5) (Apéndice D). Na fracdo
acetato de etila foi possivel notar, principalmente, sinais de hidrogénios ligados a
carbonos aromaticos (8 6-8), oximetinicos (6 3-4), alifaticos (6 0,5-2,5) (Apéndice E).
O perfil cromatografico dessa fracdo foi o que apresentou maior nimero de picos,

sugerindo elevada diversidade de metabdlica (Apéndice F).

Figura 12 - Espectro de RMN de 'H das fragbes hexanica (CDCls, 14,1 T), AcOEt, hidroalcodlica,
(DMSO-d6, 14,1 T) e extrato etandlico Soxlhet (D20, 14,1 T) de flores de A. gigantea
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Nos espectros de RMN de 'H da fracdo hidroalcodlica e extrato etandlico
Soxhlet (Apéndices G e [), observou-se sinais de sinais de hidrogénios ligados a
carbonos aromaticos, oximetinicos, alifaticos. A presenca de uma elevada quantidade
de sinais na regido entre 6 3,2-4,2 sugeriu grande quantidade de acucares presente
nesses extratos. Diferente da fracdo acetato de etila, os perfis cromatograficos da
fracdo hidroalcodlica e extrato etandlico demonstraram poucos picos.

Com base na analise conjunta desses dados, nota-se que, apesar do baixo
rendimento, a fracdo acetato de etila foi a que apresentou os melhores perfis espectral
e cromatografico para estudos de isolamento e identificacdo dos constituintes,
deixando claro a importancia da etapa de particdo com diferentes solventes organicos.
ApoOs etapas de separacao da fracdo acetato de etila dos limbos das flores de A.
gigantea (secéo 3.6, pag. 36), foram isoladas e identificadas quatorze substancias,
sendo quatro fenilpropanoides (I-IV), dois acidos benzoicos (V-VI), seis acidos
aristoléquicos (VII-XII) e dois flavonoides (XII-XIV).

4.1.1 Fenilpropanoides (I-1V)

0 R' R2

N O/R2 I OH  CHOHCH,COOH

N H CHOHCH,COOH
HO m H H
R IV OH H

O espectro de RMN de *H de | (APENDICE K, Tabela 5) apresentou um padrdo
de deslocamento quimico e multiplicidade dos hidrogénios que sugeriu a presenca de
um anel aromético 1,3,4-trissubstituido em & 6,78 (d, J = 8,2 Hz), 6,95 (dd, J=8,2, 1,9
Hz) e 7,06 (d, J = 1,9 Hz). Observou-se, ainda, dois sinais referentes aos hidrogénios
olefinicos H-7 e H-8 com constantes de acoplamento caracteristicas a hidrogénios
com configuracao trans em ¢ 7,58 (d, J = 15,9 Hz) e 6 6,32 (d, J = 15,9 Hz). Notou-se
dois sinais referentes aos hidrogénios metilénicos H-2" em & 2,82 (dd, J = 16,4, 9,2
Hz) e 6 2,95 (dd, J = 16,4, 3,6 Hz) e um sinal atribuido ao hidrogénio oximetinico H-3’
em 6 5,42 (dd, J =9,2; 3,6 Hz).



Tabela 5 - Dados de RMN de 'H de | e Il (14,1 T, CDsOD, 6 em ppm, J em Hz)
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Posicao I Il

dc OH oc OH
1 127,7 - 127,1 -
2 115,0 7,06 (d, J=1,9) 131,3 7,47 (d, J = 8,6)
3 146,8 - 116,8 6,81 (d, J = 8,6)
4 149,8 - 161,3 -
5 116,4 6,78 (d, J =8,2) 116,8 6,81 (d, J = 8,6)
6 123,1 6,95 (dd, J =8,2; 1,9) 131,3 7,47 (d, J = 8,6)
7 1474 7,58 (d, J =15,9) 146,9 7,65 (d, J =15,9)
8 114,7 6,32 (d, J =15,9) 114,8 6,39 (d, J =15,9)
9 168,4 - 168,4 -
1 174,0 - 174,2 -
2 37,8 2,82 (dd, J=16,4;9,2) 37,9 2,82 (dd, J = 16,0; 8,8)

2,95 (dd, J =16,4; 3,6) 2,95 (dl, J = 16,0)

3 71,4 5,42 (dd, J =9,2; 3,6) 71,5 5,42 (dl, J=5,7)

O espectro de RMN de 13C-DEPTQ (APENDICE L, Tabela 5) de | exibiu 12

sinais atribuiveis a seis carbonos aromaticos (6 115,0 - 149,8), dois carbonos

carboxilicos (6 168,4 e 174,0), dois carbonos olefinicos (6 114,7 e 147,4), um carbono

oximetinico (5 71,4) e um metilénico (5 37,8).

Os valores de deslocamento quimico de '3C foram atribuidos com base nas
correlacdes observadas nos mapas de contornos HSQC (APENDICE M) e HMBC
(APENDICE N). As correlacfes a longa distancia observadas entre H-7 (5 7,58) e os

carbonos aromaticos em 6 123,1 (C-6) e 115,0 (C-2) e com o carbono carboxilico em

5 168,4 (C-9), bem como as intera¢des de H-3’ (5 5,42) com os carbonos carboxilicos

6168,4 (C-9) e 174,0 (C-1’) (Figura 13), permitiram sugerir a estrutura de | como sendo

o acido (E)-3-((3-(3,4-dihidroxifenil)acriloil)oxi)-3-hidroxipropanoico.

Figura 13 - CorrelagBes observadas no mapa de contorno HMBC para a substancia |

S

@

HO 3

OH O
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Apods andlise conjunta dos espectros de RMN de H, 3C-DEPTQ, HMQC e
HMBC (APENDICES O - R), observou-se que a substancia Il foi isolada em mistura
com lll na proporgéo de 1:1.

A substancia Il apresentou um perfil espectral de RMN de 'H semelhante ao de
| com relag&o aos hidrogénios metilénicos H-2' em 6 2,82 (dd, J = 16,0, 8,8 Hz) e 2,95
(dl, J = 16,0 Hz), ao hidrogénio oximetinico H-3’ em & 5,42 (dl, J = 5,7 Hz) e aos
hidrogénios olefinicos H-7 e H-8 de configuracdo trans em & 7,65 (d, J = 15,9 Hz) e
6,39 (d, J = 15,9 Hz). A diferenca entre os espectros foi com relagdo a simetria no anel
aromatico 1,4-dissubstituido em & 6,81 (d, J = 8,6 Hz; H-2,6) e 6 7,47 (d, J = 8,6 Hz;
H-3,5), indicando a auséncia da hidroxila em C-3 em Il em relagdo a | (Tabela 5). A
mesma semelhanca espectral foi observada ao comparar os dados de RMN de 13C,
apos as devidas atribuicdes dos sinais.

A estrutura da substancia Il foi sugerida como sendo com o acido (E)-3-hidroxi-
3-((3-(4-hidroxifenil)acriloil)oxi)propanoico. As substancias | e Il estdo sendo descritas
pela primeira vez na literatura.

A substancia lll foi isolada em uma mistura com Il (lll:1), enquanto a substancia
IV foi isolada em mistura com | e V (IV:1:V) (APENDICES S - Z, Tabela 6).

Tabela 6 - Dados de RMN de H de lll, IV e V (14,1 T, CD3OD, 6 em ppm, J em Hz,)

Acido p-cumérico Acido cafeico Acidop-

(GEORGE, 2018) (GEORGE, 2018) BRI ZEE
Posicao (LEE et. al, 2012)

1| v Vv

dc OH dc OH dc OH

127,2 - 127,7 - 123,1 -

131,1 7,45(d,J=8,6) 1150 7,04(d,J=2,0) 1330 7,87(d, J=8,8)

116,8 6,81(d, J=86) 1468 - 116,0 6,82 (d, J=8,8)

161,1 - 1494 - 163,3 -

116,8 6,81(d,J=86) 1164 6,78(d, J=82) 116,0 6,82 (d, J=8,8)

131,1 7,45(d,J=8,6) 122,9 6,93 (dd, J=8,2;2,0) 1330 7,87 (d, J=8,8)
146,6 7,60 (d,J =15,9) 147,0 7,53 (d,J = 15,9) 1702 -
115,6 6,28 (d, J=15,9) 1155 6,22 (d,J = 15,9) - -
171,2 - 171,2 - - -

© 00 N o OB WN PP

Apods andlise dos espectros de RMN de 'H, 3C-DEPTQ, HSQC e HMBC e

devidas atribuicdes dos sinais, os dados foram comparados com os da literatura
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(GEORGE, 2018; LEE et. al, 2012 Tabela 6) e as substancias identificadas com os ja

conhecidos acido p-cumarico (1), acido cafeico (IV) e acido p-hidroxibenzoico (V).

4.1.2 Derivados do acido benzoico (V e VI)

0]
R_3 1 A R
OH Y, H
VI OH

HO

O espectro de RMN de 'H de VI (APENDICE AA, Tabela 7) apresentou um
padrdo de deslocamento quimico hidrogénios que indica a presenca de um anel
aromatico 1,3,4-trissubstituido em 6 7,41-7,44 (m, H-2,6) e 6,79 (d, J = 8,0, H-5).

O espectro de RMN de 3C-DEPTQ, HSQC e HMBC de VI (APENDICE BB-DD)
exibiram sete sinais atribuiveis a seis carbonos aromaticos em § 115,7-151,5 e um
sinal de um carbono carboxilico em 6 170,4 (Tabela 7).

Apo6s comparar os dados de RMN de 'H e 13C obtidos com os descritos na
literatura identificou-se a substancia VI como &cido protocatecuico (SHATAER, et al.,
2020).

Tabela 7- Dados de RMN de H de VI (14,1 T, CD30D, & em ppm, J em Hz)

Acido protocatecuico

Posicao v (SHATAER, et al., 2020)
dc OH dc OH
1 123,2 - 123,0 .
2 117,7 7,41-7,44 (m) 117,7 7,23 (M)
3 146,0 - 145,9 -
4 151,5 - 151,4 -
5 115,7 6,79 (d, J =8,0) 115,7 6,77 (d, J=8,0)
6 123,8 7,41-7,44 (m) 123,9 7,21 (d, J=38,0)
7 170,4 - 170,3 -
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4.1.3 Acidos aristoloquicos (VII-XII)

Os é&cidos aristoloquicos possuem uma estrutura formada por um anel
fenantreno substituido por um acido carboxilico em C-1, um grupo nitro em C-10 e um
grupamento metilenodioxilico em C-3,4 (Figura 14). Estes compostos sdo marcadores
guimiotaxondmicos da familia Aristolochiaceae (LOPES et al., 2001).

O estudo fitoquimico da fracéo acetato de etila de flores de A. gigantea resultou

no isolamento de seis acidos aristoloquicos (VII-XII) (Figura 14).

Figura 14 - Acidos aristoléquicos isolados da frag&o acetato de etila do limbo de A. gigantea

R! R? R3 Nome do composto
Vil H H OCH;  Acido aristoléquico |
Vil H H OH Acido aristoléquico la
IX OCH, H OCH;  Acido aristoléquico IV
X OH H OCH;  Acido aristoléquico 1Va
XI OH H OH Acido aristoléquico G
Xl H OCH;  OCH;  Acido aristoléquico VII

Os espectros de RMN de 'H de VII-XII apresentaram, como caracteristicas
principais, sinais de hidrogénios desblindados (6 6,4-8,8), tipicos de hidrogénios
ligados a carbono aromaticos pertencentes a sistemas altamente conjugados,
incluindo os simpletos referentes aos hidrogénios H-2 (5 7,71-7,81) e H-9 (6 8,44-
8,58), além do sinal caracteristico de hidrogénios metilenodioxilicos aromaticos (8
6,44-48), Tabela 8 e Figura 15.

Os padrdes de substituicdo dos anéis B e C dos &cidos aristoloquicos VII-XII
foram determinados com base nos valores de deslocamento quimico, constantes de
acoplamento e multiplicidades dos sinais (Figura 15), nas correlacdes observadas nos
mapas de contorno HMQC e HMBC (APENDICES EE-VV), bem como a comparacao
com os dados de substancias anteriormente isoladas e identificadas em nosso grupo

de pesquisa e com os dados descritos na literatura (Tabela 8).
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Figura 15 - Expansdes dos espectros de RMN de 1H de VII-XII (14,1 T, DMSO-ds), destacando o
padrdo de substituicao e multiplicidade dos hidrogénios ligados a carbono aromaticos
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Os seis acidos aristoloquicos isolados da fracao acetato de etila do limbo de
flores de A. gigantea ja foram descritos anteriormente em outras partes da planta para
diversas de espécies de Aristolochia (KUO et al., 2012; LOPES et al., 2001). Contudo,
apenas os compostos VIl e X ja tinham sido isolados em flores de A. zollingeriana
(CHIANG et al., 1998), e os &cidos VI, IX, Xl e XIl estdo sendo relatados pela primeira

vez em flores de Aristolochia.
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Tabela 8 - Dados de RMN de 'H e 13C de VII-XII (14,1 T, DMSO-ds, § em ppm, J em Hz)

el Acido aristoléquico | Acido aristoléquico la  Acido aristoloquico IV Acido aristoléquico IVa  Acido aristoléquico G Acido aristoléquico VI
(CAI, CAl, 2010) (URZUA et. al,1983)  (PISTELLI et. al, 1983) (ZHANG, JIANG, 2006) (CAl, CAl, 2010) (YU, 2005)
VI VI IX X Xl Xl
dc OH dc OH dc OH oc OH dc OH dc OH
1 * - * - * - * - * - * -
2 112,5 7,81 (s) 112,3 7,78 (s) 112,3 7,78 (s) 112,4 7,75 (s) 112,0 7,71 (s) 1115 7,73 (s)
3 146,3 - 146,3 - 146,1 - 145,8 - 145,9 - 145,8 -
4 146,1 - 146,3 - * - 146,4 - 146,1 - 145,7 -
4a 117,2 - 118,3 - * - 116,9 - 116,6 - * -
4b 130,2 - 130,5 - * - 132,0 - 132,2 - * -
5 119,5 8,62 (d, J=8,3) 117,6 8,51 (d,J=8,1) 101,6 8,17(d,J=1,8) 104,0 8,08 (d,J=2,1) 103,6 7,96 (d,J=2,1) 123,4 8,81 (d, J =9,3)
6 132,0 7,83 (t,J=8,3) 132,2 7,70 (tl, J=8,1) 162,8 - 161,6 - * - 117,7 7,75(d, J=9,3)
7 109,2 7,35(d,J=8,3) 113,1 7,20(d,J=8,1) 99,4 7,01(d,J=18) 99,9 6,83(d,J=21) 102,0 6,74(d,J=2,1) 151,2 -
8 156,6 - 1559 - 1579 - 158,5 - * - 1447 -
8a 118,9 - * - 113,6 - 112,5 - 112,2 - * -
9 119,5 8,55 (s) 120,7 8,58 (s) 119,8 8,49 (s) 120,7 8,47 (s) 121,5 8,48 (s) 119,8 8,44 (s)
10 146,1 - 1455 - * - 143,0 - * - * -
10a 118,7 - 1174 - 1179 - 118,0 - 118,1 - 116,2 -
11 168,2 - 168,2 - 168,3 - 168,4 - 168,4 - 167,8 -
12 103,1 6,48 (s) 103,1 6,46 (s) 106,1 6,47 (s) 103,1 6,47 (s) 102,9 6,44 (s) 103,3 6,47 (s)
CH30-6 - - - - 55,6 3,98 (s) - - - - - -
CH:O-7 - - ; ; ; - - - - - 61,7 4,00 (s)
CHsO-8 56,5 4,05 (s) - - 56,8 4,06 (s) 56,5 4,00 (s) - - 56,6 3,98 (s)
HO-6 - - - - - - - 10,78 (s) - - - -

*Valores de 13C ndo observados
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4.1.4 Flavonoides (XII-XIV)

Dois flavonoides (Figura 16) foram isolados da fracdo acetato de etila do limbo

de flores de A. gigantea.

Figura 16 - Flavonoides isolados da fracdo acetato de etila do limbo de A. gigantea

R
Xl OH
XIV  AGlc

O espectro de RMN de H da substancia Xl (APENDICE WW) apresentou um
padrdo de deslocamento quimico e multiplicidade de hidrogénios que evidencia a
presenca de dois sistemas aromaticos sendo um anel trissubstituido em 6 7,66 (d, J =
2,2 Hz), 6 7,53 (dd, J = 8,5; 2,2 Hz) e ¢ 6,88 (d, J = 8,5 Hz), e um outro sistema
tetrassubstituido em & 6,41 (d, J = 2,0 Hz) e 6 6,18 (d, J = 2,0 Hz). A presenca de um
simpleto em & 12,48, sinal comumente observado em flavonoides, sugeriu uma
hidroxila quelada na molécula. Por meio das correlacdes observadas nos mapas de
contorno HSQC e HMBC (APENDICE XX e YY), bem como com a comparac¢io dos
dados obtidos com os presentes na literatura foi possivel identificar XIIl como sendo
a quercetina (ZHANG et. al, 2017) (Tabela 9).

O espectro de RMN de 'H de XIV (APENDICE ZZ, Tabela 9) apresentou um
padrdo de deslocamento quimico e multiplicidade dos hidrogénios semelhantes aos
da substéncia Xlll. A diferenca se deu pela presenca de um dupleto em & 5,24 (H-1”),
atribuido ao hidrogénio anomérico, com constante de acoplamento de 7,5 Hz,
sugerindo uma configuragéo S da unidade glicosidica.

Com base na analise conjunta dos experimentos de DEPTQ, HSQC e HMBC
(AAA-CCC) e dos dados existentes na literatura (Tabela 9), a substancia XIV foi

identificada como sendo isoquercitrina (HAN, et al., 2004).



Tabela 9 - Dados de RMN de H e 13C de Xlll e XIV (14,1 T, 6 em ppm, J em Hz)
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Posicdo Xl (DMSO-de) Quercetina (ZHANG et. al., 2017) XIV (CD30D) Isoquercitrina (HAN, et al., 2004)
oc OH oc OH dc OH dc OH

2 1475 - 147,4 - 158,9 - 158,2 -

3 * - 136,4 - 1355 - 1354 -

4 * - 176,5 - 179,3 - 179,2 -

5 160,7 - 161,4 162,8 - 162,7 -

6 98,5 6,18 (d, J =2,0) 98,8 6,20 (d,J=1,9) 99,8 6,18 (sl) 99,8 6,17 (d,J=2,0)

7 163,4 - 164,4 - 165,8 - 165,7 -

8 93,7 6,41 (d, J =2,0) 94,0 6,42 (d,J =1,9) 94,7 6,36 (sl) 946 6,35(d,J=2,0)

9 156,6 - 156,8 - 158,3 - 158,8 -

10 1034 - 103,7 - 1055 - 1055 -

1 1223 - 122,6 - 122,9 123,1

2 1154 7,66 (d,J=2,2) 115,7 7,69 (d,J=2,0) 117,5 7,71 (sl) 117,4 7,71(d,J=2,4)

3 1454 - 1457 - 1458 - 1456 -

4 1476 - 148,3 - 149,8 - 1496 -

5 116,0 6,88 (d,J=28,5) 116,2 6,90 (d,J=7,9) 1159 6,86 (d,J=8,4) 115,8 6,85(d,J=8,6)

6’ 120,3 7,53 (dd,J=8,5;2,2) 120,6 7,55 (dd, J =7,9; 2,0) 123,3 7,57 (dl, J =8,4) 122,8 7,56 (dd, J=8,6;2,4)

1” - - - - 104,2 5,24(d,J=7,5) 104,2 5,23(d,J=7,6)

2’ - - - - 75,6  3,45(t,J=8,9) 75,6  3,22-3,51 (m)

3” - - - - 78,2  3,20-3,25 (m) 78,2  3,22-3,51 (m)

4’ - - - - 71,0 3,36(t,J=9,2) 71,1  3,22-3,51 (m)

5” - - - - 78,0 3,49 (t,J=8,3) 77,9  3,22-3,51 (m)

6” - - - - 62,4 358(dd,J=11,9;53) 624 3,58(dd,J=12,0;5,2)

3,72 (dd, J=11,9; 1,8) 3,71(dd, J=12,0; 2,4)
HO-5 - 12,48 (s) - 12,52 (s) - 12,33 (s) -
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Ambos os flavonoides ja foram isolados em outras partes de espécies de
Aristolochia (KUO et al., 2012; LOPES et al., 2001). Um estudo recente, realizado pelo
nosso grupo de pesquisa, com flores de A. trulliformis levou ao isolamento da
quercetina (HOLZBACH et al., 2019). A isoquercitrina est4d sendo descrita pela

primeira vez em flores de Aristolochia.

Essa primeira etapa do trabalho, que consistiu no isolamento e identificagao
dos constituintes quimicos majoritarios presentes em flores de A. gigantea, permitiu
avaliar como que essa matriz tdo pouco estudada se comporta quanto a producao de
metabdlitos especializados.

Considerando a diversidade de substancias isoladas e identificadas e que
apenas duas subfracdes foram estudadas, sugere-se que as flores de A. gigantea

sejam uma fonte promissora para estudos quimicos futuros.



57

4.2 Escolha do solvente extrator no preparo dos extratos de flores de

Aristolochia utilizando o planejamento experimental simplex centroide

Com o objetivo de conhecer a composicdo quimica das flores de A.
esperanzae, A. holostylis, A. gardneri, A. labiata, A. gehrtii e A. gigantea, parte deste
trabalho consistiu em investigar a eficiéncia do processo extrativo empregando
diferentes misturas de solventes no preparo dos extratos, e verificar se esses sistemas
auxiliam na extracdo do maior niumero de substancias para cada uma dessas
matrizes.

Deste modo, levou-se em consideragéo os efeitos sinérgico e antagénico dos
solventes em relacdo a cada uma das espécies estudadas. Se a juncéo de dois ou
mais componentes conduz a uma resposta maior que a resposta associada a um Unico
componente, tem-se um efeito sinérgico. Por outro lado, se a juncdo desses mesmos
componentes contribuir para reducéo da resposta, o efeito € de antagonismo.

O planejamento experimental do tipo simplex centroide € importante para
compreender essas interacdes sinérgicas e antagonicas entre diferentes solventes
extratores e matrizes complexas, visto que as diferentes forcas intermoleculares
inerentes desses sistemas permitem a extracdo de metabdlitos que, em muitos casos,
nao poderiam ser obtidos com a utilizacdo de um Unico solvente. Dessa forma, o0s
extratos obtidos a partir desse tipo de planejamento experimental podem fornecer
maior variedade e quantidade de metabdlitos do que aqueles obtidos pelos métodos
tradicionais de extracdo (SOARES, et al., 2018; GARCIA, et al., 2010).

O planejamento, utilizando como componentes CHClIs, EtOH e AcOEt (secao
3.7, p. 38), foi composto de sete experimentos com triplicata no ponto central. As
massas dos extratos obtidos estdo apresentadas na Tabela 10.

Os nove extratos das flores de A. esperanzae, A. holostylis, A. gardneri, A.
labiata, A. gehrtii e A. gigantea foram analisados por CLAE-DAD, tendo o numero de
picos como variavel dependente (Tabela 11). O comprimento de onda de 250 nm foi
escolhido com base no numero e intensidade dos picos. A espécie A. holostylis foi a
Gnica que teve sua resposta baseada na média do nimero de picos observados em
250 e 274 nm, uma vez que apresentou picos diferentes em 274 nm daqueles
observados em 250 nm. Optou-se, portanto, em trabalhar com ambos os

comprimentos de onda para essa espécie.
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Tabela 10 - Massas de extratos obtidas no planejamento simplex centréide

Massas dos extratos (mg)

. labiata MG 26,0 40,3 36,8 36,1 26,9 28,6 24,6 23,2 24,2

Espécie CHClz: EtOH: AcOEt:
CHCI3 EtOH EtOH AcOEt AcOEt CHCIs PC1* PCy*  PCs*
11 1.1 1:1

A. gehrtii 52,2 63,4 47,4 52,0 83,3 48,8 49,9 42,7 47,6
A. holostylis 32,5 65,5 169,4 61,2 28,7 22,1 388 393 381
A. esperanzae 21,3 63,6 99,8 71,3 19,9 20,5 44 .4 39,4 41,5
A. gardneri 23,3 57,6 70,0 29,7 17,1 23,5 30,8 29,1 40,5
A. gigantea 33,5 74,1 98,2 77,3 23,4 29,2 48,3 53,8 458
A
A

. labiata MS 27,0 32,9 26,0 28,4 25,3 27,4 27,1 25,7 21,6

*Ponto Central = ACOEt:EtOH:CHCIs (V5:74:74), em triplicata.

A escolha dos solventes extratores baseou-se na sele¢cdo de componentes que
pudessem extrair simultaneamente tanto os compostos com maior polaridade como
0s compostos de baixa polaridade. Além disso, optou-se por solventes com diferentes
seletividades, a fim de extrair uma maior variedade de compostos dentre os presentes
nas matrizes estudadas, e dessa forma entender como ocorre a producdo dos
metabolitos em flores de espécies de Aristolochia.

O resultado do planejamento experimental para as espécies estudadas esta
apresentado na Tabela 11. As superficies de resposta, levando em consideracao o
namero de picos em funcdo das proporcdes de solventes utilizada para cada espécie,
juntamente com os cromatogramas para a melhor condicao, estdo expostos na Figura
17.

Para a espécie A. labiata foram realizadas coletas em diferentes estados
(Minas Gerais e Mato Grosso) com intuito de analisar a influéncia dessas regides
sobre a composicdo quimica dessas espécies. A espécie A. labiata MG exibiu uma
maior quantidade de picos em seu cromatograma, fato esse que pode estar
relacionado com a concentragdo dos compostos nessas matrizes, uma vez que seus

perfis sdo semelhantes (Figura 17).
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Tabela 11 - Numero de picos dos cromatogramas obtidos para cada condicao de solventes gerada pelo

modelo simplex centrdide

NUmero de picos observados em 250 nm*

Espécie cHcl CHCk: EtOH: AcOEt:

, E;tL(?lH EtOH Ai?lEt AcOEt ClH:Clilg P*C*il P*C*Zz P*C*ig
A. gehrtii 24 27 38 23 20 22 23 24 23
A. esperanzae 37 20 17 19 27 29 20 21 19
A. gardneri 51 24 26 19 17 27 19 18 18
A. gigantea 38 21 19 20 17 18 16 17 17
A. holostylis * 51 56 47 49 52 50 58 56 59
A. labiata MS 35 22 15 28 21 22 20 21 21
A. labiata MG 42 40 34 38 35 30 39 38 38

*A espécie A. holostylis teve sua resposta baseada ha média do nimero de picos observados em 250
e 274 nm.

**Ponto central.

As analises de variancia (ANOVA) para os modelos ajustados aos dados
experimentais obtidos estdo apresentados nos APENDICES RRR-XXX. Através dos
dados da ANOVA foi possivel deduzir quais os fatores significativos dentro de intervalo
de confianca de 95% e qual a significancia estatistica da regressdo. Com base nos
dados apresentados na Tabela 11 foram geradas equacfes de regressado para 0S
modelos polinomiais quadratico e cubico especial (Tabela 12, secdo 3.8, p. 40),
capazes de prever a melhor proporcao de solventes extratores que resulta no maior
namero de picos.

Com base nos resultados apresentados na Figura 17 foi possivel inferir que ndo
existe um mesmo sistema de solventes ideal que possa ser utilizado para todas as
espécies. Além disso, as respostas associadas as misturas dos componentes
resultaram em um efeito antagdnico, uma vez que as essas nhao contribuiram
significativamente para o aumento da resposta, quando comparada aos componentes
puros.

Para a maioria das espécies estudadas observou-se que com o aumento de
CHCIs na mistura ha uma melhora na eficiéncia de extracdo, exceto para a espécie A.
gehrtii, que teve a extracdo mais eficiente (maior nimero de picos observados no

cromatograma) com o aumento de EtOH (Tabela 12, Figura 17).
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Figura 17 - Graficos de contorno e cromatogramas da melhor condicdo obtida pelo planejamento

simplex centroide
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Tabela 12 - Melhores solventes de extracdo e equacao de regressao para o modelo aplicado para cada espécies estudadas
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Espécie Melhor
P solvente de Equacéo de regresséo Modelo
analisada ~
extracao (%)
A. gehrtii EtOH y = 23,949x, + 37,949x, + 19,949x5 — 14,974x,x, + 1,026x1x3 — 22,974x, x5 Modelo quadratico
(100) +0,536 40,536 +0,536 +2,342 +2,342 +2,342
A. esperanzae CHCl3 y =37,141x, + 17,141x, + 27,141x5 — 30,820x,x, — 14,820x,x3 — 14,820x,x; Modelo quadrético
(100) +1,081 +1,081 +1,081 +4,726 +4,726 +4,726
A. gardneri CHCI; y =51,269x4 + 26,269x, + 17,269x3 — 63,384x,x, — 33,384x,x3 — 15,384x,x3 Modelo quadratico
(100) +1,44 +1,44 +1,44 +6,306 +6,306 +6,306
A. gigantea CHCI; y = 38,154x; + 19,154x, + 17,154x3 — 33,077x,x, — 41,077 x,x3 + 4,923x, x5 Modelo quadréatico
(100) 40,909 +0,909 +0,909 +3,976 +3,976 +3,976
A. holostylis CHCIs:EtOH  y = 52,766x1 + 44,989x; + 55,989x3 + 32,228x,x, — 13,772x,x3 Modelo quadratico
(7525) +1,164 +1,067 +1,067 +5,092 +5,092
A. labiata MS CHClIz y = 34,0x; + 14,0x, + 21,0x3 — 22,0x,x3 + 42,0x,x3 — 123,0x; x,x3 Modelo cubico
(100) +1,361 +1,361 +1,491 +7,000 +5,092 +5,092
A. labiata MG CHCl3 y = 42,130x; + 34,5543x, + 39,1304x3 — 26,2391x;x, + 11,7609x, x5 Modelo quadrético

(100) +1,64 +1,79 +1,64 +7,82 +7,82
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E importante destacar que o planejamento experimental utilizado resultou
apenas na melhor condicéo de extracdo dentre as testadas. Para a otimizacao dessas
extracdes seria necessaria a utilizacdo de pontos axiais ou até mesmo o uso de um
novo sistema de solventes. Porém, esse ndo era o objetivo, uma vez que a intencao
foi verificar se a utilizacdo de diferentes tipos de solventes resultaria em uma extracao
com maior variedade de metabdlitos, o que ndo pode ser observado.

Com isso, essa parte do trabalho serviu para que pudéssemos entender como
essas matrizes se comportam frente a utilizagéo de diferentes solventes, embasando
estudos futuros que possam ser realizados pelo grupo de pesquisa.

Os proximos topicos deste trabalho estdo voltados para a desreplicacao por

CLAE-EM e CG-EM dos extratos obtidos a partir do planejamento experimental.

4.3 Preparo das misturas de extratos obtidas no planejamento experimental

O planejamento experimental indicou que cada uma das espécies estudadas
apresenta um tipo de resposta frente aos sistemas de solventes utilizados para a
extracdo. Com isso, optou-se em unir todos os extratos obtidos para cada espécie e
analiséa-los de forma conjunta, a fim de obter uma analise mais representativa.

Com a intencdo de analisar tanto os compostos de maior polaridade como
agueles de baixa polaridade, todos os extratos obtidos foram fracionados utilizando
metanol e n-hexano. Em seguida, uma mistura constituida por uma fracao de todas
as condicoes testadas foi preparada (Figura 18).

Partindo do planejamento de misturas simplex centroide, de cada uma das
espécies individualmente, as fracfes hexanicas foram obtidas a partir da parte soltvel
em n-hexano de cada uma das condi¢les testadas (Figura 18). A mistura, por sua
vez, foi obtida pela combinacdo de uma fracdo (1 mg) de cada um dos pontos das
fracGes hexanicas, podendo assim ser analisado por CG-EM.

As fragbes metandlicas, assim como sua mistura correspondente, foram
obtidas de forma semelhante e tiveram seus perfis analisados por CLAE-EM. Os
resultados das analises das misturas metanolica e hexanica serdo discutidos nos itens

a seguir desse trabalho.
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Figura 18 - Preparo das misturas de extratos a partir das fracdes hexanica e metandlica
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O preparo da mistura de extratos tem como objetivo trazer uma maior
representatividade nas analises das matrizes estudadas, uma vez que o planejamento
experimental ndo resultou em uma mistura de solvente ideal para cada espécie.
Assim, a mistura garante que substancias presentes em todos os pontos sejam

analisadas.

4.4 Andlise dos extratos por RMN de 'H e anotacdo dos compostos através da

espectrometria de massas e analise das redes de interag6es moleculares

As misturas das fragdes metandlicas de cada espécie estudada (se¢éo 3.10, p.
41) foram analisados por RMN de 'H e os resultados estdo apresentados na Figura
19 (APENDICES YYY-EEEE). A partir desses experimentos foi possivel comparar os
perfis espectrais dos extratos das flores das espécies A. labiata MG e MS, A.

holostylis, A. gigantea, A. gehrtii, A. gardneri e A. esperanzae (Figura 19).
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Figura 19 - Espectros de RMN de 'H das misturas das fragdes metandlicas de flores de Aristolochia
(CDs30OD, 14,1 T): (A) expanséo da regido 5 0,0-3,3, (B) expansédo da regido & 3,3-5,0 e (C) expanséo
daregido 5 5,0-9,0
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No geral, todas as espécies estudadas, com excecdo de A. gehrtii,
apresentaram perfis espectrais semelhantes, tanto em valores de deslocamentos
quimicos e quanto de multiplicidade dos sinais.

Para a espécie A. gehrtii, observou-se sinais intensos na regido de hidrogénios
ligados a carbono arométicos e olefinicos em 6 6,6-8,8, hidrogénios oximetinico em &
3,9-4,2, hidrogénios referentes a metoxilas aromaticas em & 3,8 e hidrogénios
metilénicos em & 2,5-2,9. Analise mais criteriosa desses dados e comparacdo com
substancias isoladas previamente dessa espécie vegetal (sin. A. giberti, NOGUEIRA,
2014) permitiram identificar a lignana dibenzilbutirolactdnica kusunoquinina em

grande concentracdo na fracédo (Figura 20).

Figura 20 - Espectro de RMN de 'H ampliado da fragdo metandlica das flores de A. gehrtii (CDsOD,

14,1 T), destacando os sinais da kusunoquinina.
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As misturas das fracdes metandlicas das flores também foram analisados por
CLAE-EM (Figura 21). Ao contrario das andlises realizadas por RMN de H, as
misturas apresentaram perfis cromatogréaficos diferentes, sugerindo uma variedade

significativa de metabdlitos presentes nas espécies vegetais.
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Figura 21 - Perfil cromatogréfico das fracdes metandlicas de flores de Aristolochia por CLAE-EM
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Condi¢bes CLAE-EM: Coluna Kinetex 5u C18 100A (150 x 2,1 mm), H20:ACN, 5—100% de ACN em
40 minutos, com 0,1% de &cido férmico, volume de injecdo de 1 puL, vazdo de 0,5 mL.min?,
concentracdo de 1 mg.mLL.

A analise dos compostos presentes nas fracdes metandlicas de flores de
Aristolochia por meio de plataforma GNPS gerou uma rede molecular composta por
1257 ions precursores, representados pelos nodos que foram agrupados em 563
clusters de acordo com a similaridade quimica (valor de cosseno) (Figura 22).

Com base no perfil de fragmentacado dos ions das substancias protonadas, bem
como na comparacdo dos dados obtidos com aqueles presentes na literatura, foi
possivel anotar 17 substancias nas fraces metandlicas de flores de Aristolochia
(Tabela 13), representadas por trés familias quimicas: alcaloides (a-e), lignanas (f-k)
e flavonoides (I-q), determinadas a partir dos ions precursores e das perdas neutras
caracteristicas de cada classe. Além disso, observou-se a presenca de clusters com
substancias especificas encontradas apenas em determinadas espécies (Figura 23).
No entanto, elas ndo apresentaram correlacdo de seus dados EM/EM com a
referéncia espectral da biblioteca GNPS, sugerindo que possam ser substancias
especificas produzidas pelo género, e por isso ndo serem encontradas no banco de

dados do GNPS ou até mesmo substancias inéditas.
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Figura 22 - Rede molecular gerada para os dados de CLAE-EM/EM das fragdes metandlicas de flores

de Avristolochia
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Tabela 13 - Anotac8es das substancias presentes nas frac6es metandlicas de flores de Aristolochia

N Tr(min) [M+H]* EM/EM Anotacgéo Espécie Referéncia

a 6,1 552 420, 178 8-[4’-hidroxibenzil]-2-metoxi-10-O- Agg, Ah, Ae, Age Lopes, 1992
[xilopiranosil]berbin-3,11-diol

b 53 582 420, 178 10-O-[glicopiranosil]-8-[4’- Agg Lopes, 1992
hidroxibenzil]-2-metoxi-berbin-3,11-diol

c 6,6 420 178 8-[4’-hidroxibenzil]-2-metoxiberbin- Agg, Ah Lopes, 1992
3,10,11-triol

d 7.4 597 566, 552, 192, 177 Pampulhamina Agg Cortes, et al. 1987

e 10,7 344 177 N-feruloil-3-O-metildopamina Ah, Agg Holzbach, Lopes, 2010

f 16,0 369* 351, 320, 299 Dimetilmatairesinol Ae, Aga, Age, Alvg, Alus Li, et al. 2019

g 18,4 353* 335, 283 Kusunoquinina Ae, Age, Alvg, Alvs Holzbach, et al. 2019

h 12,2 341* 323, 271 Matairesinol Ae, Alye, Aluvs Ren, et al. 2021

i 14,3 357 339, 321 Xantoxilol Age Cunha, 2018

j 17,8 371 353, 321, 303 Fargesina Age Cunha, 2018

k 14,4 355 337, 305, 285 Episesamina Age, Ae, Ah Cunha, 2018

I 6,9 435 273 Chalcononaringenina 2'-O-hexose Ah, Aga Yim et al. 2015

m 7,6 465 303 Quercetina-3-0O-hexose Ah, Aga, Aluc Wu, et al. 1999

n 6,6 627 465, 303 Quercetina-3-0O-hexose-hexose Agg, Ae Wu, et al. 1999

0] 6,7 597 465, 303 Quercetina-3-0O-hexose-pentose Ah, Aga, Age, Alvc Xie, et al. 2004

p 7,3 581 449, 287 Kaempferol-3-O-hexose-pentose Ah, Aga Xie, et al. 2004

q 7,8 611 479, 317 Isorhamnetina-3-O-hexose-pentose Ah, Aga She, et al. 2012

*IM+H*-H20]

A. esperanzae = Ae; A. gardneri = Aga; A. gehrtii = Age; A. gigantea = Agg; A. holostylis = Ah; A. labiata MS = Alus; A. labiata MG = Alwc

68
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Os ions precursores de valores pares em m/z 552 (a), 582 (b), 420 (c) e 344

(e) indicaram a presenca de substancias nitrogenadas com namero impar de atomos

de nitrogénio nessas moléculas (Figura 24). Com base nas substancias ja descritas
em Aristolochia (LOPES; NASCIMENTO, SILVA, 2001; KUO, et al., 2012), sugeriu-se

gue esses compostos sejam alcaloides.

Figura 24 - Representagdo dos clusters e estruturas quimicas correspondentes aos nodos dos

alcaloides
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Os espectros EM/EM dos ions precursores m/z 552 (a), 582 (b) e 420 (c)

apresentaram perdas caracteristicas que levaram a formacg&o do ion produto em m/z

178, que € normalmente atribuido aos alcaloides do tipo tetrahidroprotoberberinico. A

formacao desse fragmento ocorre tipicamente por meio de clivagens via retro Diels-
Alder, como observado na Figura 25 (LIMA et al., 2020).
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As substancias a e b foram agrupadas em um mesmo cluster por apresentarem
um padrdo fragmentacdo caracteristico de substancias O-glicosiladas, sendo
observado perdas neutras de 132 e 162 Da, sugerindo a presenca de unidades dos
monossacarideos pentose e hexose, respectivamente, nessas estruturas (VUKICS;
GUTTMAN, 2010).

Figura 25 - Proposta de fragmentacéo para o ion tetrahidroprotoberberinico m/z 582
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A substéncia d, que exibe o ion [M+H]* em m/z 597 (Figura 26), foi observada
na rede molecular como um nodo individual encontrada apenas na espécie A.

gigantea.

Figura 26 - Proposta de fragmentacgéo para o ion benzilisoquinolinico m/z 597
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Para esta substancia, a fragmentacao de segunda ordem resultou na formacéo
do ion produto m/z 192 [M+H-405]* decorrente da perda neutra de 405 Da,
caracteristico de alcaloides do tipo benzilisoquinolinicos (Figura 26 A) (LIMA et al.,
2020; QING et al., 2020). Além disso, as perdas neutras de 31 e 45 Da indicaram a
eliminacdo de unidades de metilamina e dimetilamina, respectivamente, estando de
acordo com a estrutura proposta (Figura 26 B e C).

A andlise do espectro EM/EM do ion precursor m/z 344 (e) apresentou uma
perda de 167 Da, resultado da doacdo de um par de elétrons pelo grupo carbonila,
levando a formacao do ion acilio e clivagem da ligacdo C-N (DEMARQUE, et al.,
2016), para produzir o ion produto m/z 177. Este padrdo de fragmentacdo indica a

estrutura de um derivado de alcamida (Figura 27).

Figura 27 - Proposta de fragmentacgao para o ion m/z 344

OH
H. /\/@[ e N
O
CO(‘ /\/@[OH E ) /o:©/\///
/OW'N‘ o7 ™  Ho
(@)

H H —167 Da

m/z 344 m/z 177

Em dois estudos anteriores com a espécie A. gigantea, realizados pelo proprio
grupo de pesquisa, foi possivel o isolamento e identificacdo das substancias a, b e ¢
nas folhas e a substancia e nas raizes (LOPES, 1992; HOLZBACH; LOPES, 2010).
Ainda em folhas de A. gigantea, a substancia d também foi isolada (CORTES, et al.,
1987), corroborando dessa forma com as anota¢des propostas.

A familia molecular das lignanas foi observada em um cluster da rede
molecular. A analise dos espectros EM/EM possibilitou observar a presenca de ions
precursores com padrao de fragmentagdo caracteristico dessa familia molecular em
modo positivo, onde as perdas de moléculas de agua consecutivas sdo comumente
observadas (EKLUND, et al., 2008) (Figura 28).
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Figura 28 - Representacéo dos clusters e estruturas quimicas correspondentes a familia molecular das

lignanas.
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Os ions precursores em m/z 369 (f), 353 (g) e 341 (h) foram anotados como
sendo lignanas do tipo dibenzilbutirolactdnica. Pela analise dos seus espectros de
EM/EM, observou-se a perda consecutiva de duas moléculas de agua. A primeira
perda ocorre na fonte de ionizacdo antes da deteccédo no espectrometro de massas.
Essa perda ocorre com a protonacdo da lactona, que leva a formacéo do ion acilio
através da doacdo de um par de elétrons e da clivagem da ligacdo C-O, levando a
formacéo do ion precursor [M+H-H20]*. Em seguida ocorre a segunda perda neutra
de 18 Da, responsavel pela formagao do ion produto [M+H-2H20]*. A perda de agua
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ainda na fonte de ionizacéo antes da deteccao é especifica para esse tipo de lignanas

em modo positivo (Figura 29) (EKLUND et al., 2008).

Figura 29 - Proposta de fragmentagédo para o ion m/z 369
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Fonte: Adaptado de EKLUND, et al., 2008

Os dados de RMN de *H, juntamente com as anotacdes obtidas a partir do

GNPS, reforcaram a proposta para a substancia g, anotada como a kusunoquinina,

que foi identificada na fragdo metandlica de A. gehrtii, e pdde ser observada nas

espécies A. labiata MS, A. labiata MG e A. esperanzae.

Com base nos espectros de EM/EM dos ions m/z 357 (i), 371 (j) e 355 (k) foi

possivel anotar trés lignanas do tipo tetraidrofurofuranica, tendo em comum a perda

de uma molécula de agua do anel tetraidrofurano (Figura 30) (EKLUND, et al., 2008).

Figura 30 - Proposta de fragmenta¢éo para o ion m/z 355
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Das seis lignanas anotadas, quatro ja foram descritas em espécies de
Aristolochia, inclusive sendo isoladas recentemente em nosso grupo de pesquisa de
flores de A. trulliformis e de folhas de A. warmingii (HOLZBACH et al. 2019; CUNHA,
2018).

A analise do perfil de fragmentacdo observado no espectro de EM-EM para o
ion m/z 435 (1) permitiu sugerir a presenca de uma chalcona, que foi observada como
um unico nodo da rede molecular e encontrada apenas nas espécies A. holostylis e
A. gardneri (Figura 31).

Figura 31 - Representacado do cluster e estrutura quimica correspondente ao nodo da chalcona
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No espectro de EM/EM do ion m/z 435 (l) observou-se o ion produto m/z 417,
obtido apés perda de uma molécula de agua (18 Da), seguido de mais duas perdas
consecutivas de agua (36 Da), resultando no ion produto m/z 381. Observa-se
também de um pico base em m/z 273, formado apods a perda de uma unidade de
hexose (162 Da) (Figura 32).

Figura 32 - Proposta de fragmenta¢éo para o ion m/z 435
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A classe dos flavonois glicosilados foi agrupada em um unico cluster da rede
molecular, sendo dividido em flavonoides mono e diglicosilados (Figura 33). As perdas
das unidades de agucar permitiram identificar as agliconas kaempferol, quercetina e

isorhamnetina.

Figura 33 - Representacdo dos clusters e estruturas quimicas correspondentes aos nodos dos
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As analises dos espectros de EM/EM dos ions precursores m/z 465 (m), 627
(n) e 597 (o) apresentaram fragmentacdes caracteristicas de flavonoides O-
glicosilados derivados da quercetina (CUYKENS; CLAYES, 2004; VUKICS;
GUTTMAN, 2010). Os ions precursores m/z 627 (n) e 597 (0) apresentaram perdas
neutras de 162 Da (hexose) e 132 Da (pentose), respectivamente, gerando assim 0s
ions produtos Yi1* em m/z 465. A formacédo do ion produto Yo* em m/z 303, atribuido
a aglicona do flavonol quercetina, foi resultado das perdas neutras de 324 Da e 294
Da, respectivamente, evidenciando a presenca de duas unidades de acUcar nas

estruturas de n e o (Figura 34).
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O espectro de massas EM/EM registrado para o ion precursor com m/z 465 (m)
apresentou uma perda neutra de 162 Da (hexose), responsavel por gerar o ion produto

Yo" em m/z 303, também atribuido & aglicona da quercetina.

Figura 34 - Proposta de fragmentacao para o ion m/z 627
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A andlise dos espectros de massas EM/EM dos ions precursores em m/z 581
(p) e 611 (q) também mostraram fragmentaces caracteristicas de flavonois O-
glicosilados. O dissacarideo foi identificado pelas perdas de 132 Da (pentose),
levando a formacao dos ions produtos em m/z 449 e 479, respectivamente, bem como
perdas de 294 Da (pentose-hexose), resultando nos ions produtos em m/z 287 e 317,
atribuidos as agliconas dos flavonois kaempferol e isorhamnetina, respectivamente.
Dentre os flavondis descritos, os compostos m e n ja foram descritos em estudos
anteriores com espécies de Aristolochia (WU, et al., 1999).

Se considerarmos a importancia da estrutura floral para a sobrevivéncia e
perpetuacdo das plantas, bem como sua capacidade em reconhecer e se adaptar
rapidamente aos fatores bidticos e abidticos que oferecam riscos a sua permanéncia,
por exemplo com a producdo de compostos de defensa, podemos inferir alguns
pontos para 0s compostos anotados nesse trabalho.

Os alcaloides registrados foram encontrados principalmente nas espécies A.
gigantea e A. holostylis. Esses compostos sao conhecidos por atuarem no combate a
patogenos e predadores, devido a sua toxicidade, e por estarem envolvidos nos

processos de crescimento, metabolismo e reproducdo das plantas, influenciando até
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no desenvolvimento de plantas competidoras (HEINRICH, et al., 2021; DESMET, et
al., 2021). A presenca desses metabdlitos nas flores de A. gigantea e A. holostylis
pode indicar que esses alcaloides estejam atrelados ao sistema de defesa dessas
plantas.

As lignanas sdo substancias frequentemente encontradas na familia
Aristolochiaceae e estao relacionadas a protecao das plantas contra insetos e agentes
patogénicos. Por exemplo, as lignanas (-)-kusunoquinina, (+)-eudesmina e (+)-
sesamina, isoladas de A. pubescens e A. malmeana, respectivamente, apresentaram
atividade inseticida (MESSIANO et al., 2008; NASCIMENTO, et al., 2004).A elevada
propor¢cdo de kusunoquinina encontrada em A. gehrtii sugere que essa lignana
também possa estar envolvida no mecanismo de defesa das flores da espécie.

Se levarmos em consideracao a diversidade em cores, tamanhos e formas das
estruturas florais das Aristolochia, a presenca de flavonoides se torna coerente, uma
vez que esses compostos estdo relacionados principalmente com a pigmentacao,
realizando um papel essencial na atracdo de polinizadores e na protecdo contra
estresses bidticos e abidticos (LAOUE, et al., 2022; ZAYNAB, et al., 2018), o que &
indispensavel para a sobrevivéncia em biomas como o cerrado, que € o0 caso das
espécies A. holostylis e A. gardineri que foram as que mais apresentaram essa classe

de compostos.

4.5 Determinacdo da composicdo quimica das frag6es hexanicas de flores de
Aristolochia por CG-EM

As misturas das fragdes hexanicas das espécies A. labiata MS, A. holostylis, A.
gigantea, A. gehrtii, A. gardneri e A. esperanzae foram analisadas por CG-EM. Os
indices de retencao linear dos componentes foram calculados a partir da equacgéo de
Van Den Dool e Kratz (Equacao 4, secao 3.11, p. 42), tendo uma série homoéloga de
n-alcanos (Cs-Cao) como referéncia.

A anélise e comparacao dos espectros de massas das substancias detectadas
com os das bibliotecas disponiveis ndo séo o bastante para propor a identificacdo dos
componentes presentes nos extratos. Devido a presenca de isébmeros, muitos dos
espectros de massas podem apresentar o mesmo padrdo de fragmentagcao
dificultando a sua proposta de identificagcdo. Uma estratégia para contornar essa

situacdo seria a injecdo de padrdes auténticos para confirmar a estrutura de um
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determinado composto. Porém, quando se trata de misturas complexas, essa € uma
tarefa impossivel. E por isso que o indice de retencéo é tdo importante nas analises
de CG-EM, sendo que é a partir desse valor, obtido por interpolacdo do tempo de
retencdo de um componente X presente na amostra em relacdo aos tempos de
retencdo de dois padroes da série homodloga de n-alcanos, que € possivel fazer
sugestdes dos compostos presentes nas amostras.

No cromatograma do padréo de n-alcanos (Figura 35) foram observados nove
picos de possiveis contaminantes, de baixa intensidade com tr 12,706, 17,775,
22,709, 27,407, 31,755, 35,807, 39,626, 43,214 e 46,564 min, além de dois picos de
maior intensidade com tr 13,749 e 16,991 min. Observou-se ainda que, nas condi¢gdes
cromatograficas empregadas na andlise dos n-alcanos, os hidrocarbonetos Cs-C13
coeluiram com o solvente. No entanto, nenhum desses fatores influenciaram na

determinacao dos indices de retencéo dos componentes das amostras analisadas.

Figura 35 - Cromatograma da série homéloga de n-alcanos Cg-Cs0 em CG-EM
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Dessa forma, os indices de retencdo dos componentes em todas as amostras
foram calculados levando em consideracdo os tempos de retencdo dos
hidrocarbonetos eluidos antes e apds cada componente analisado. Os calculos do
indice de retencdo para o &cido palmitico, por exemplo, presente em todas as

amostras analisadas, esta representado na Figura 36.
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Figura 36 - Calculo do IR para acido palmitico utilizando a equacao de Van Den Dool e Kratz
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Ap0Os a obtencgao do valor do indice de retencao calculado (IRca = 1968), 0 &cido
palmitico foi proposto com base na comparacédo do valor obtido com o valor do indice
de retencdo presente na literatura, IRi= 1971 (NIST, 2019). Além disso, foi feita a
comparacdo do espectro de massas, obtido experimentalmente para o acido
palmitico, com o encontrado nas bibliotecas de espectros (NIST e Wiley) através do
software GCMS solutions, versao 2.61, com no minimo 70% de similaridade (Figura
37 A e B), bem como a analise do padrao de fragmentacdo observado nos espectros
de massas obtidos. Essas andlises foram realizadas para todos os componentes de

todas as fracdes estudadas.

Figura 37 - (A) Espectro de massas obtido para o acido palmitico (B). Espectro de massas presente

na biblioteca Wiley MS Database com 93% de similaridade
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4.5.1 Identificacdo dos componentes apolares de flores de Aristolochia

As analises por CG-EM possibilitaram avaliar o perfil quimico das fragfes

hexanicas de flores de Aristolochia. Com base nos cromatogramas obtidos observou-
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se que existem algumas semelhancas entre as espécies A. gigantea, A. labiata MS,
A. esperanza e A. gardneri (Figura 38). As espécies A. holostylis e A. gehrtii, apesar
de apresentarem alguns picos em comum, demonstraram um perfil cromatogréfico
gue ndo segue 0 mesmo padréo das demais, principalmente no intervalo de tempo de

retencdo de 30-55 minutos (Figura 38).

Figura 38 - Comparag&o dos cromatogramas das frag8es hexanicas de flores de Aristolochia obtidos
por CG-EM.
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A partir da comparacao dos indices de reten¢do e padréo de fragmentacao das
substancias encontradas com os dados da literatura e bancos de dados foi possivel
propor a identificacdo de 37 substancias das 103 detectadas por CG-EM. Entre os
compostos detectados estdo oito terpenoides, quatorze acidos graxos, um alcool,
duas cetonas, uma lignana, além de onze homélogos de alcanos de cadeia linear
(Tabela 14).

As espécies com 0 maior numero de compostos detectados foram A. gehrtii e
A. esperanzae com 29 substancias, seguido das espécies A. gigantea e A. labiata MS
com 27 e as espécies A. holostylis e A. gardneri com 22 e 23 compostos detectados,

respectivamente.



Tabela 14 - Proposta de identificacdo dos compostos presentes nas fracdes hexanicas de flores de Aristolochia analisadas por CG-EM
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. Tr L Area %
Picos Composto . IRcal IRjit Similaridade %
(min) Aga Ae Alys Age Agg Ah

1 Acido decanoico 5,033 - 1380 96 - 0,04 - 0,07 0,46 0,21
2 a-copaeno 5,229 - 1377 90 - - - 0,26 - -
3 B-cubebeno 5,966 - 1419 94 - - - 0,30 - -
4 - 6,16 - - - - - - - - 0,23
5 - 7,114 - - - - - 0,14 - - -
6 - 7,322 - - - 0,30 0,51 0,66 - 0,47 -
7 - 7,706 - - - - - - - 0,05 0,33
8 - 7,895 - - - - 0,13 - - - -
9 Acido dodecanoico 9,411 1554 1566 95 0,08 0,03 0,14 - 0,27 0,12
10 - 10,348 - - - 0,24 0,05 0,03 2,77 - 0,16
11 Oxido de cariofileno 10,547 1598 1592 95 0,05 - - 0,4 - -
12 - 11,504 - - - 0,08 - - - 0,6 0,05
13 - 11,658 - - - 0,26 0,12 0,33 0,33 1,3 -
14 - 12,153 - - - - - - - - 2
15 - 12,65 - - - - 0,14 - - - -
16 - 12,94 - - - - - - 0,22 - 0,09
17 - 13,335 - - - - - 0,03 0,62 - 0,19
18 - 13,746 - - - - 0,11 0,09 - - 0,3
19 - 14,269 - - - - - - - - 0,24
20 Acido tetradecanoico 15,34 1757 1767 96 0,33 0,28 0,75 0,14 0,66 0,62
21 - 16,573 - - - - - - - - 0,32
22 - 17,601 - - - - 0,09 0,44 - - -
23 - 17,713 - - - - 0,12 - - - -
24 Hexahidrofarnesil acetona 18,085 1844 1847 91 - 0,20 0,46 - - -
25 Acido pentadecanoico 18,517 1858 1867 94 0,79 0,97 0,75 0,54 0,38 0,49
26 Acido 9-hexadecenoico 21,177 1942 1942 93 - - - - 5,86 0,35
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i Tr L Area %
Picos Composto \ IRca IRt Similaridade %
(min) Aga Ae Alus Age Agg Ah

27 Acido 9-hexadecenoico 21,391 1949 1942 94 - - - 0,39 1,19 -
28 Acido palmitico 21,992 1968 1971 95 27,64 56,02 44,39 19,63 23,75 24,98
29 Hexadecanoato de etila 22,815 1994 1993 96 0,15 0,76 0,59 0,72 0,13 0,03
30 - 23,22 - - - - - - - - 0,17
31 Acido heptadecanoico 24,02 2033 2086 87 - 0,34 1,49 0,2 - -
32 Acido heptadecanoico 24,855 2060 2086 93 0,24 0,20 0,30 0,26 0,1 0,06
33 Heneicosano 26,096 2099 2100 95 0,14 0,12 0,44 0,15 0,44 0,10
34 Acido linoleico 27,028 2131 2140 95 0,49 - - 0,63 - -
35 - 27,204 - - - 0,18 - - 0,28 1,96 -
36 Acido oleico 27,348 2142 2152 88 - - - - 13,88 -
37 Acido oleico 27,456 2145 2153 90 - 0,13 - - 5,79 44,29
38 Acido estearico 27,964 2161 2172 94 2,72 0,78 0,80 0,94 0,48 -
39 Docosano 29,084 2200 2200 95 0,09 0,09 0,52 0,18 - -
40 - 29,206 - - - - - - 1,74 - -
41 - 31,342 - - - - - - 1,58 - -
42 Tricosano 31,987 2300 2300 95 1,38 1,71 6,52 2,60 2,13 0,08
43 - 33,106 - - - - - - - 1,46 -
44 - 33,298 - - - - - - 5,51 - -
45 Tetracosano 34,779 2400 2400 95 0,28 0,32 1,54 0,26 0,41 -
46 - 35,959 - - - - - - 21,14 - -
47 Pentacosano 37,487 2500 2500 95 1,56 0,69 1,74 1,03 4,36 0,06
48 - 37,587 - - - 0,20 0,03 0,13 - - 0,47
49 - 38,263 - - - - - - - 0,35 -
50 Hexacosano 40,079 2600 2600 94 0,14 0,08 0,14 - 0,21 -
51 - 41,431 - - - - - - - 0,32 -
52 - 41,869 - - - 0,22 0,06 0,13 0,10 0,11 0,06
53 1-Tetracosanol 41,968 2675 - 95 - - - - 0,52 -
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i Tr L Area %
Picos Composto \ IRca IRt Similaridade %
(min) Aga Ae Alws Age Agg Ah

54 - 42,151 - - - - - - - 0,09 0,12
55 - 42,271 - - - - - - - - 0,35
56 - 42,368 - - - - - 0,13 - - 0,56
57 Heptacosano 42,576 2699 2700 94 1,41 1,19 2,76 1,16 3,51 0,19
58 - 43,375 - - - 1,88 0,17 - - - -
59 - 43,815 - - - 0,20 - - - - 0,11
60 - 43,926 - - - - - - - - 0,14
61 - 44,367 - - - 0,73 - - - - -
62 - 44,654 - - - - - - - - 0,11
63 - 44,715 - - - - - - - - 0,09
64 Octacosano 44959 2800 2800 95 - 0,10 0,35 0,07 0,11 -
65 - 45,139 - - - 0,47 0,29 - - - 0,17
66 - 45,244 - - - - - - 0,54 - -
67 Nonacosano 47,347 2900 2900 94 1,27 0,89 3,05 0,76 1,63 0,29
68 - 48,053 - - - 0,55 - - 0,12 - -
69 - 48,209 - - - 0,16 - - 0,26 - -
70 - 49,396 - - - - - - 2,14 - -
71 Triacontano 49,62 3000 3000 91 - 0,22 0,10 - - 0,14
72 - 50,083 - - - 0,28 - - - - -
73 - 50,489 - - - 0,38 0,30 0,23 0,68 - -
74 Hinoquinina 50,818 3057 3096 87 - 0,12 0,09 0,71 - -
75 - 51,19 - - - - 0,15 0,21 0,23 0,25 -
76 - 51,419 - - - - 0,15 0,33 0,05 0,36 0,08
77 Hentriacontano 51,8 3100 3100 95 1,23 0,96 0,46 1469 0,25 0,42
78 - 52,209 - - - 0,12 0,15 - - 0,22 0,2
79 a-tocoferol 52,518 3135 3138 95 0,90 0,20 0,11 0,44 - 0,49
80 - 52,674 - - - - - 0,18 - - 0,49
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i Tr L Area %
Picos Composto \ IRca IRt Similaridade %

(min) Aga Ae Alus Age Agg Ah
81 - 53,649 - - - 0,47 2,69 0,19 - 0,15 -
82 - 53,839 - - - - - - - - 0,13
83 - 53,933 - - - - - 0,54 - - -
84 - 54,122 - - - - - - 0,55 - -
85 - 54,286 - - - - - - - 0,15 0,41
86 - 54,527 - - - 1,14 - - 0,70 0,72 0,72
87 - 54,661 - - - - - - - 0,20 0,90
88 - 54,806 - - - 0,59 0,41 0,87 - - -
89 Stigmasterol 55,175 3261 3248 93 1,57 0,48 - 1,32 1,93 2,83
a0 - 55,35 - - - - 0,90 - - - -
91 16-hentriacontanona 55,706 3287 3304 92 376 17,62 2052 4,01 14,89 5,18
92 - 56,093 - - - 0,46 0,87 0,33 0,16 - -
93 y-sitosterol 56,387 3323 3351 94 5,53 0,53 - 3,90 3,49 5,12
94 - 56,569 - - - 0,45 0,97 0,42 0,73 0,82 -
95 - 56,803 - - - - - - - - 1,26
96 - 57,955 - - - 0,36 1,59 0,44 0,36 0,25 1,02
97 - 58,785 - - - - - - - 1,40 -
98 Stigmast-4-en-3-ona 59,169 3459 3458 92 2,41 2,71 0,94 2,54 1,71 1,44
99 - 59,325 - - - 0,06 - 4,71 - - 0,57
100 - 59,784 - - - 0,65 1,35 - 0,52 - -
101 - 61,202 - - - 0,73 - - - - -
102 5-a-stigmastano-3,6-diona 62,291 3624 3601 83 0,59 0,60 0,27 0,37 0,23 0,30
103 - 62,564 - - - 0,25 0,27 0,22 - - 0,17

A. gardneri = Aga; A. esperanzae = Ae; A. labiata MS = AIMS; A. gehrtii = Age; A. gigantea = Agg; A. holostylis = Ah
Tr (mMin) = tempo de retengdo em minutos; IRca= indice de retencéo calculado; IRit = indice de reteng&o da literatura; Similaridade % = similaridade entre o
espectro da amostra e o espectro da biblioteca; Area % = area relativa.
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A partir da proposta de identificacdo baseada na analise dos dados espectrais
de CG-EM, observou-se que as substancias, com maior porcentagem de area relativa
presentes em todas as amostras, foram acido palmitico (28) e 16-hentriacontanona
(91) (Figura 38, Tabela 14).

Para as espécies A. holostylis e A. gigantea observou-se picos referentes ao
acido oleico (36) com elevadas porcentagens de area relativa (13,88%).

Os alcanos de cadeias longas C21 (33), C22 (39), C23 (42), C24 (45), C25 (47),
C26 (50), C27 (57), C28 (64), C29 (67), C30 (71) e C31 (77) foram identificados nos
extratos de flores de Aristolochia apds analise comparativa tanto dos espectros de
massas quanto com a propria série homoéloga dos hidrocarbonetos. Dentre os alcanos
identificados, hentriacontano (C31, 77), pentacosano (C25, 47) e tricosano (C23, 42)
foram os que apresentaram maior porcentagem de area relativa nas espécies A.
gehrtii, A. gigantea e A. labiata MS, respectivamente.

Dentre as substancias identificadas, verificou-se que B-cubebeno (3), &acido
dodecanoico (9), O6xido de cariofileno (11), acido tetradecanoico (20), acido 9-
hexadecenoico (27), éacido palmitico (28), é&cido oleico (36), tricosano (42),
pentacosano (47), hexacosano (50), heptacosano (57), octacosano (64), nonacosano
(67), hinoquinina (74), stigmasterol (89) e y-sitosterol (93) ja foram relatadas em
estudos anteriores com O6leos essenciais e extratos hexanicos de espécies de
Aristolochia (SOUMYA et al., 2016; MARTINS et al.,, 2014; KUO et al.,, 2012,
MARCHESINI et al., 2009).
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5. CONSIDERACOES FINAIS

O estudo da fracdo acetato de etila das flores de A. gigantea levou ao
isolamento e a identificagdo de 14 substancias, sendo quatro fenilpropanoides, dois
derivados do acido benzoico, seis acidos aristoloquicos e dois flavonoides. Dois dos
fenilpropanoides isolados estdo sendo descritos pela primeira vez na literatura.

O planejamento experimental de misturas simplex centroide permitiu verificar
gue nédo existe um sistema de solventes, entre os testados, ideal para todas as flores
sugerindo uma variagdo na composi¢ao quimica dessas matrizes.

A andlise das fracbes metandlicas, utilizando a abordagem de redes
moleculares, permitiu anotar 17 substancias pertencentes as classes dos alcaloides,
lignanas e flavonoides. J4 a analise das fracdes hexanicas por CG-EM sugeriu a
presenca de 37 substancias pertencentes a familia dos terpenoides, acidos graxos,

alcoois, cetonas, lignana, além de homdélogos de alcanos.

Com base nos resultados obtidos neste trabalho, foi possivel fazer algumas
sugestbes que podem ser usadas para nortear o grupo de pesquisa em estudos
futuros, entre elas estéo:

v' Estudar as demais fracdes de flores de A. gigantea, uma vez que além de
possuir maior quantidade de material vegetal, esta espécie demonstrou ser
promissora para estudos fitoquimicos;

v' Otimizar o processo de extracdo de flores das espécies de Aristolochia para
obtencdo do maior de nameros de substancias, partindo dos sistemas de
solventes utilizados neste trabalho;

v Estudar individualmente as espécies A. holostylis, A. gardneri, A. labiata e A.
gehrtii que apresentaram clusters exclusivos, ndo anotados pelo GNPS (Figura
23), sugerindo a presenca substancias encontradas apenas nestas matrizes.
Além disso, a espécie A. gardneri presentou um perfil espectral e
cromatografico diferentes daqueles observados para as demais espécies.

Portanto, estas matrizes demonstraram ser interessantes para estudos futuros.
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APENDICE C - Perfil cromatografico dos extratos etandlicos do limbo e tubo + utriculo
em CLAE. Condi¢Ges: Coluna Zorbax RX-C18 (Agilent®, 4,6 x 250 mm, 5 um), FM 5
— 100 % ACN em 40 min com 0,05% de TFA, vazao 1,0 mL/min, A =274 nm.
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APENDICE D - Espectro de RMN de 'H da fracdo hexanica do limbo de flores de A.
gigantea (CDCls, 14,1 T).
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- Espectro de RMN de 'H da fracdo AcOEt do limbo de flores de A.

gigantea (DMSO-ds, 14,1 T).
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APENDICE F - Perfil cromatogréafico da fragdo AcOEt do limbo em CLAE. Condicdes:
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APENDICE G - Espectro de RMN de *H da frac&o hidroalcodlica do limbo de flores de
A. gigantea (DMSO-de, 14,1 T).
Fr. Hidroalcodlica Limbo A. giganteae
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APENDICE H - Perfil cromatografico da fragéo hidroalcodlica do limbo em CLAE.
Condicdes: Coluna Zorbax RX-C18 (Agilent®, 4,6 x 250 mm, 5 um), FM 5 — 100 %
ACN em 40 min com 0,05% de TFA, vazao 1,0 mL/min, A = 254 nm.
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APENDICE | - Espectro de RMN de 'H do extrato etandlico Soxlhet do limbo de A.

gigantea (D20, 14,1 T).
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APENDICE J - Perfil cromatogréafico do extrato etandlico Soxlhet do limbo. Condigbes:
Coluna Zorbax RX-C18 (Agilent®, 4,6 x 250 mm, 5 pm), FM 5 — 100 % ACN em 40
min com 0,05% de TFA, vazao 1,0 mL/min, A =274 nm.
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— Espectro de RMN de *H ampliado de | (CDsOD, 14,1 T).
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APENDICE M - Mapa de contornos HSQC de | (CDsOD, 14,1 T).
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APENDICE Q - Mapa de contornos HSQC de Il + lll (CDsOD, 14,1 T).
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APENDICE R - Mapa de contornos HMBC de Il + lll (CDsOD, 14,1 T).
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APENDICE U - Mapa de contornos HSQC de Ill + Il (CDsOD, 14,1 T).
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- Espectro de RMN de 'H de IV + | + V (CD30OD, 14,1 T).
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APENDICE Y - Mapa de contornos HSQC de IV + | + V (CDsOD, 14,1 T).
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APENDICE AA - Espectro de RMN de H de VI (CDsOD, 14,1 T).
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APENDICE BB - Espectro de RMN de 3C NMR (DEPTQ) de VI (CDsOD, 14,1 T).
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APENDICE CC - Mapa de contornos HSQC de VI (CDs0D, 14,1 T).
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APENDICE DD - Mapa de contornos HMBC de VI (CDsOD, 14,1 T).
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APENDICE EE - Espectro de RMN de 'H de VIl (DMSO-ds, 14,1 T).
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APENDICE FF - Mapa de contornos HSQC de VII (DMSO-ds, 14,1 T).
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APENDICE GG - Mapa de contornos HMBC de VIl (DMSO-ds, 14,1 T).
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APENDICE HH - Espectro de RMN de 'H de VIII (DMSO-ds, 14,1 T).
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APENDICE Il - Mapa de contornos HSQC de VIII (DMSO-ds, 14,1 T).
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APENDICE JJ - Mapa de contornos HMBC de VIII (DMSO-ds, 14,1 T).
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APENDICE KK - Espectro de RMN de *H de IX (DMSO-ds, 14,1 T).
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APENDICE LL - Mapa de contornos HSQC de IX (DMSO-ds, 14,1 T).
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APENDICE MM - Espectro de RMN de 'H de X (DMSO-ds, 14,1 T).
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APENDICE NN - Espectro de RMN de 3C NMR (DEPTQ) de X (DMSO-d6, 14,1 T)
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APENDICE OO - Mapa de contornos HSQC de X (DMSO-ds, 14,1 T).

Ll

T T T T T T T T T T T T T
175 170 165 160 155 150 145 140 135 130 125 120 1 110 90

Camile_F7P8

{3.9847,56.4782}

{6.8038,99.9356}

{8.0567,104.0174} {6.4328,102.9458}

{7.7262,112.4144}

{8.4596,120.6534}

r 100

r110

120

130

r 140

' 150

r160

170

T T T T T T T T
11.0 10.5 7.5

T
7.0 6.5

2 (ppm)

APENDICE PP - Mapa de contornos HMBC de X (DMSO-ds, 14,1 T).
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APENDICE QQ - Espectro de RMN de H de XI (DMSO-ds, 14,1 T).
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APENDICE RR - Mapa de contornos HSQC de XI (DMSO-ds, 14,1 T).
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APENDICE SS - Mapa de contornos HMBC de XI (DMSO-ds, 14,1 T).
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APENDICE TT - Espectro de RMN de H de XII (DMSO-ds, 14,1 T).
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APENDICE UU - Mapa de contornos HSQC de XII (DMSO-ds, 14,1 T).
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APENDICE VV - Mapa de contornos HMBC de XII (DMSO-ds, 14,1 T).
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APENDICE WW - Espectro de RMN de *H de XIIl (DMSO-ds, 14,1 T).
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APENDICE XX - Mapa de contornos HSQC de XlII (DMSO-ds, 14,1 T).
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APENDICE YY - Mapa de contornos HMBC de Xlll (DMSO-ds, 14,1 T).
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APENDICE ZZ - Espectro ampliado de RMN de *H de XIV (CDsOD, 14,1 T).
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APENDICE CCC - Mapa de contornos HMBC de XIV (CDsOD, 14,1 T).
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APENDICE DDD- Cromatogramas do planejamento simplex centroide para a A. gehrtii em A = 250 nm
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APENDICE EEE - Cromatogramas do planejamento simplex centroide para a A. esperanzae em A = 250 nm
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APENDICE FFF- Cromatogramas do planejamento simplex centroide para a A. gardneri em A = 250 nm
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APENDICE GGG - Cromatogramas do planejamento simplex centroide para a A. gigantea em A = 250 nm

Intensidade (pV)
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APENDICE HHH- Cromatogramas do planejamento simplex centroide para a A. holostylis em % = 250 nm

8000

6000

4000

Intensidade (uV)

2000

A. holostylis EtOH

12000

10000

8000

6000

Intensidade (pV)

4000

2000

04

10 20 30 40
Tempo de retengdo (min)

A. holostylis AcOEt:CHCI,

50

0

14000

12000

10000

8000

6000

Intensidade (uV)

4000

2000

10 20 30 40

Tempo de retencdo (min)

A. holostylis PC,

10 20 30 40

Tempo de retengdo (min)

50

50

Intensidade (V)

Intensidade (uV)

Intensidade (uV)

12000

10000

8000

6000

4000 -

2000

A. holostylis EtOH:AcOEt

Intensidade (pV)

40000 -

30000

20000

10000

10 20 30 40 50

Tempo de retengdo (min)

A. holostylis CHCI,

Intensidade (uV)

20000

10000 -

10 20 30 40 50

Tempo de retengdo (min)

A. holostylis PC,

Intensidade (uV)

L7

10 20 30 40 50

Tempo de retengdo (min)

40000 4

20000

A. holostylis AcOEt

16000

14000

12000

10000 +

8000 -

6000

4000 -

2000 -

10 20 30 40 50

Tempo de retencdo (min)

A. holostylis CHCI :EtOH

14000

12000

10000

8000

6000

4000

2000

10 20 30 40 50

Tempo de retengdo (min)

A. holostylis PC,

10 20 30 40 50

Tempo de retengdo (min)

129



APENDICE llI- Cromatogramas do planejamento simplex centroide para a A. labiata MT em A = 250 nm
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APENDICE JJJ- Cromatogramas do planejamento simplex centroide para a A. labiata MG em A = 250 nm
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APENDICE KKK- Cromatograma validacdo da melhor condicdo para A. gehrtii em A

=250 nm
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APENDICE LLL- Cromatograma validacdo da melhor condi¢do para A. esperanzae

em A =250 nm
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APENDICE MMM- Cromatograma validacdo da melhor condicéo para A. gardneri em
A =250 nm
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APENDICE NNN- Cromatograma validacdo da melhor condicéo para A. gigantea em
A =250 nm
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APENDICE OOO- Cromatograma validacéo da melhor condi¢&o para A. holostylis em
A =250 nm
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APENDICE PPP- Cromatograma validacdo da melhor condicdo para A. labiata MG
em A =250 nm

14000 A )
A. labiata MG CHCI3
12000 -
10000 -

8000

6000

Intensidade (uV)

4000

2000 H M

0 -

T T T T T

0 10 20 30 40 50

Tempo de retengao (min.)



135

APENDICE QQQ- Cromatograma validacdo da melhor condicéo para A. labiata MS
em A =250 nm
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APENDICE RRR- Gréfico de Pareto e tabela ANOVA para os efeitos da composicéo
obtidos no planejamento simplex centroide para a espécie A. gehrtii

EEOH =

(MCHCl; 447134

(C)ACOEE 37.24521

BC -9.81048

AB -6.39433

AC ABTIET9

p=.05

ANOVA para o efeito dos solventes extratores sobre o nimero de picos utilizando modelo quadratico

para a espécie A. gehrtii

Fonte de variagdo SQ g.l. MQ Valor de F Valor de p
Regresséo 220,0171 5 44,00342 151,4235 0,000839
Residuo 0,8718 3 0,29060

Falta de ajuste 0,2051 1 0,20513 0,6154 0,514929
Erro puro 0,6667 2 0,33333

Total 220,8889 8 27,61111

Fcalculado Ftabelado

F (MQreg /MQres) 151,4235 Fs,3 9,01

F (MQfaj /MQep) 0,6154 Fi2 18,51

SQ, soma quadratica; g.l.., graus de liberdade; MQ, média quadrética; reg, regressao; res, residuo; faj,

falta de ajuste; ep, erro puro.
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APENDICE SSS- Gréfico de Pareto e tabela ANOVA para os efeitos da composicéo
obtidos no planejamento simplex centroide para a espécie A. esperanzae

(AICHC; -34.35763
(CHACOEL 25.10708
(B)EtOH 15.85648
AB -6.52081
BC -3.13563
AC 313563

p=.05

ANOVA para o efeito dos solventes extratores sobre o nimero de picos utilizando modelo quadratico

para a espécie A. esperanzae

Fonte de variacao SQ g.l. MQ Valor de F Valor de p
Regressao 334,0043 5 66,80085 56,4310 0,003629
Residuo 3,5513 3 1,18376

Falta de ajuste 1,5513 1 1,55128 1,5513 0,339074
Erro puro 2,0000 2 1,00000

Total 337,5556 8 42,19444

Fcalculado Ftabelado

F (MQreg /MQres) 56,4310 F5,3 9,01

F (MQtaj /MQep) 1,5513 Fi2 18,51

SQ, soma quadratica; g.l.., graus de liberdade; MQ, média quadratica; reg, regressao; res, residuo; faj,

falta de ajuste; ep, erro puro.
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APENDICE TTT- Gréafico de Pareto e tabela ANOVA para os efeitos da composicéo
obtidos no planejamento simplex centroide para a espécie A. gardneri

(A)CHCI,

(B)ELOH

16.21919

(C)AcOEL

11.97456

AB

AC

-5.29449

BC

-£.43986

-10.0622

p=105

ANOVA para o efeito dos solventes extratores sobre o nimero de picos utilizando modelo quadratico

para a espécie A. gardneri

Fonte de variagdo SQ g.l. MQ Valor de F Valor de p
Regressao 905,6794 5 181,13590 85,9752 0,001947
Residuo 6,3205 3 2,10684

Falta de ajuste 5,6538 1 5,65385 16,9615 0,054208
Erro puro 0,6667 2 0,33333

Total 912,00 8 114,00

Fcalculado Ftabelado

F (MQreg /MQres) 85,9752 Fs.3 9,01

F (MQfaj /MQep) 16,9615 Fi2 18,51

SQ, soma quadratica; g.l.., graus de liberdade; MQ, média quadrética; reg, regressao; res, residuo; faj,

falta de ajuste; ep, erro puro
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APENDICE UUU- Gréfico de Pareto e tabela ANOVA para os efeitos da composicéo
obtidos no planejamento simplex centroide para a espécie A. gigantea

(ACHC, |

(B)EtOH |

(C)ACOEE |

AC |

AB |

BC

21.06385

-10.3317

438254

-8.31952

16.86442

- |

=05

ANOVA para o efeito dos solventes extratores sobre o niimero de picos utilizando modelo quadratico

para a espécie A. gigantea

Fonte de variagdo SQ g.l. MQ Valor de F Valor de p
Regresséo 369,4872 5 73,89744 88,2245 0,001874
Residuo 2,5128 3 0,83761

Falta de ajuste 1,8462 1 1,84615 5,5385 0,142857
Erro puro 0,6667 2 0,33333

Total 372,00 8 46,50

Fcalculado Ftabelado

F (MQreg /MQres) 88,2245 F5,3 9,01

F (MQfaj /IMQep) 5,5385 Fi2 18,51

SQ, soma quadratica; g.l.., graus de liberdade; MQ, média quadrética

falta de ajuste; ep, erro puro

; reg, regressao; res, residuo; faj,
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APENDICE VVV- Gréfico de Pareto e tabela ANOVA para os efeitos da composicéo
obtidos no planejamento simplex centroide para a espécie A. holostylis

(C)ACOEt

{A)CHCI,

4530355

(B)ELOH

4215029

AB

6.328687

AC

-2.70437

52.45619

ANOVA para o efeito dos solventes extratores sobre o nimero de picos utilizando modelo quadratico

para a espécie A. holostylis

Fonte de variagdo SQ g.l. MQ Valor de F Valor de p
Regresséo 96,7059 4 24,17648 17,53093 0,008422
Residuo 5,5163 4  1,37908

Falta de ajuste 3,5163 2 1,75815 1,75815 0,362562
Erro puro 2,0000 2 1,00000

Total 102,2222 8 12,77778

Fcalculado Ftabelado

F (MQreg /MQres) 17,53093 Faa 6,39

F (MQ#aj /MQep) 1,75815 F2,2 19,00

SQ, soma quadratica; g.l., graus de liberdade; MQ, média quadrética; reg, regressao; res, residuo; faj,

falta de ajuste; ep, erro puro
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APENDICE WWW- Gréafico de Pareto e tabela ANOVA para os efeitos da composicao
obtidos no planejamento simplex-centroide para a espécie A. labiata MS

(AYCHCI; -24,9848
(C)ACOEL | 14,08723
(BJETOH | 10,28786
BC | 5832667
ABC | -3,5119
Ac | 13,06521
p=.05

ANOVA para o efeito dos solventes extratores sobre o nimero de picos utilizando cubico especial para
a espécie A. labiata MS

Fonte de variacao SQ g.l MQ Valor de F Valor de p
Regresséo 248,8889 5  49,77778 22,400 0,013972
Residuo 6,6667 3 2,22222

Falta de ajuste 6,0000 1 6,00000 18,000 0,051317
Erro puro 0,6667 2 0,33333

Total 2555556 8  31,94444

Fcalculado Ftabelado

F (MQreg /MQres) 22,400 Fs3 9,01

F (MQ#aj /MQep) 18,000 Fi.2 18,55

SQ, soma quadratica; g.l., graus de liberdade; MQ, média quadrética; reg, regressao; res, residuo; faj,
falta de ajuste; ep, erro puro



142

APENDICE XXX - Gréafico de Pareto e tabela ANOVA para os efeitos da composi¢ao
obtidos no planejamento simplex-centroide para a A. labiata MG

(A)CHCI5

-25'69801

(C)EtOH |

(BIACOEL |

AB |

-3,30457

BC

1,90358

19,31473

2386812

p=.05

ANOVA para o efeito dos solventes extratores sobre o nimero de picos utilizando modelo quadratico

para a espécie A. labiata MG

Fonte de variacao SQ g.l MQ Valor de F Valor de p
Regresséo 80,98551 4 20,24638 6,22272 0,052199
Residuo 13,01449 4  3,25362

Falta de ajuste 12,34783 2 6,17391 18,52174 0,051225
Erro puro 0,66667 2 0,33333

Total 94,00000 8 11,75000

Fcalculado Ftabelado

F (MQreg /MQres) 6,22272 Faa 6,39

F (MQ#aj /MQep) 18,52174 F2,2 19,00

SQ, soma quadratica; g.l., graus de liberdade; MQ, média quadrética; reg, regressao; res, residuo; faj,

falta de ajuste; ep, erro puro.
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APENDICE YYY- Espectro de RMN de H de flores de A. labiata MG (CDsOD, 14,1
T).

A. labiata MS

T T T T T T T T T T
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APENDICE ZZZ- Espectro de RMN de H de flores de A. labiata MS (CDsOD, 14,1 T).

A. labiata MG

T T T T T T
8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 55
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APENDICE AAAA- Espectro de RMN de H de flores de A. holostylis (CDsOD, 14,1
T).

A. holostylis
T T T T T T 1
8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 55
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APENDICE BBBB- Espectro de RMN de H de flores de A. gigantea (CDsOD, 14,1
T).

A. gigantea
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APENDICE CCCC- Espectro de RMN de H de flores de A. gehrtii (CDsOD, 14,1 T).

A. gehrtii

L,

T T T T T T T T T T T
69 68 67 66 65 64 63 62 61 60 59
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L L
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f1 (ppm)

APENDICE DDDD- Espectro de RMN de *H de flores de A. gardneri (CDsOD, 14,1 T).

A. gardneri
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APENDICE EEEE- Espectro de RMN de 'H de flores de A. esperanzae (CDsOD, 14,1

7).

A. esperanzae
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