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RESUMO

Tendo em vista o pequeno acervo de padrdes de referéncia disponiveis para uso no controle
de qualidade de fitoterdpicos preparados a partir de espécies nativas brasileiras, este trabalho
tem como objetivos preparar e caracterizar padrdes de alta pureza de casearinas a partir de
Casearia sylvestris, uma planta nativa da flora brasileira, que hd muito tempo vem sendo
usada pela populacdo. A estratégia utilizada para o isolamento das casearinas consistiu no
fracionamento do extrato etandlico das folhas por extra¢do em fase sélida utilizando silica e
carvao ativo, cromatografia em coluna em fase normal, além de desenvolvimento de método
em CLAE preparativo em fase reversa no modo isocrético e reciclante. Para as andlises por
CLAE preparativo no modo isocrético, inicialmente, alguns pardmetros como resolu¢do, carga
e volume de injecdo foram otimizados em coluna analitica e posteriormente foi feita a
transferéncia de escala para coluna preparativa utilizando fator de escalonamento de 21,2. A
transferéncia foi adequada, resultando no isolamento de 10,5 mg da casearina J, 30,0 mg da
casearina X e 3,0 mg da casearina Z. Em modo reciclante, foram isolados 60,0 mg da
caseargrewiina F. As andlises de pureza dessas substancias foram feitas através de CLAE-
DAD, calculando-se primeiramente a pureza de pico, que foi de 100% para as trés casearinas
analisadas e, posteriormente, a pureza cromatografica, pelo método de normalizacdo de area,
sendo de 85,5, 97,2, e 98,6% para as casearinas J, X e caseargrewiina F, respectivamente. As
andlises por CLAE-DAD-EM foram importantes para confirmar o resultado de pureza de
pico, assim como para obter os dados de massas dos contaminantes presentes nessas amostras.
O grau de pureza por DSC ndo pdde ser obtido, devido a auséncia do pico referente a fusdo
das casearinas, inferindo que as substincias sejam amorfas. A partir das curvas
TG/DTG/DTA foi possivel sugerir a auséncia de impurezas voldteis, umidade e cinzas. A
andlise por RMN de 'H e ">C possibilitou a identificagio das casearinas, assim como a
detec¢do de sinais referentes as impurezas. Assim, a aplicacdo em conjunto das diferentes
técnicas (CLAE-DAD, CLAE-EM, RMN e métodos térmicos) é a melhor estratégia para a
caracterizacdo de padrdes de alta pureza de casearinas para o uso em controle de qualidade
e/ou testes biolégicos.

Palavras-chave: Padrdes de referéncia. Casearia sylvestris. Diterpenos clerodanicos.
Casearinas. Determinacdo de pureza.



ABSTRACT

Taking into account the few library of reference standards available for the use in quality
control of phytotherapic agents from Brazilian native species, the aim of this work was to
prepare and characterize high purity standards of casearins from Casearia sylvestris, a native
plant of the Brazilian flora that has been used traditionally by population for a long time as
remedy. The strategy to isolate the casearins was to fraction at the ethanolic extract from
leaves by solid phase extraction using silica and active charcoal, column chromatography
(normal phase) and, additionally, the method development in preparative HPLC (reverse
phase) using isocratic e recycling mode. For the analyses by preparative HPLC using isocratic
mode, firstly of all some parameters like resolution, amount of sample and volume injection
were optimized in analytical column and then the scale-up to preparative column was carried
out using a scale factor of 21.2. The scale-up was appropriate, leading to the isolation of 10.5
mg of the casearin J, 30.0 mg of the casearin X and 3.0 mg of the casearin Z. In recycling
mode, 60.0 mg of the caseargrewiin F were isolated. The purity analyses of these substances
were carried out by HPLC-DAD, firstly measuring the peak purity, wich was 100.0% for the
three analyzed casearins, and then, the chromatographic purity, by the area normalization
method, wich was 85.5, 97.2 and 98.6% for the casearins J, X and caseargrewiin F,
respectively. The HPLC-DAD-MS analyses were important to confirm the peak purity results
as well as to obtain the mass data of contaminants wich are usually present in these samples.
The measurement of the purity degree by DSC method was not possible due to the absence of
fusion peak, thus it suggests an amorphous state for these substances. From the
TG/DTG/DTA curves, it was possible to suggest the absence of volatile impurities, moisture
and ash. The 'H and °C NMR analyses enabled the identification of casearins and the
detection of the signals of impurities. Thus, the application of different techniques jointly,
(HPLC-DAD, LC-MS, NMR and thermal methods) was found to be the best strategy to
characterize high purity standards of casearins aiming its use in quality control and/or
biological tests.

Key-words: Reference standards. Casearia sylvestris. Clerodane diterpenos. Casearins, purity
determination.
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1. Introducao

As plantas medicinais sdo usadas hd muitos anos para tratar uma grande variedade de
doengas. De acordo com a Organizacdo Mundial da Saide (OMS), o uso de fitoterdpicos se
espalhou tanto nos paises em desenvolvimento quanto nos industrializados, como uma
maneira de complementar o tratamento e até a prevencdo de doencas. (WORLD..., 2009;
MACIEL et al., 2002; CAPASSO et al., 2000).

No Brasil, o Ministério da Satude publicou em 2009 a Relacdo Nacional de Plantas
Medicinais de Interesse ao Sistema Unico de Saide (RENISUS). Essa lista é constituida por
71 espécies de plantas medicinais que devem ser priorizadas nos estudos e na geracdo de
produtos fitoterdpicos, dessa forma estimulando a pesquisa e producido (BRASIL, 2009a).

A ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria), 6rgdo responsdvel pela
fiscalizacdo do controle sanitdrio da producgdo e comercializagdo dos produtos farmacéuticos
no Brasil, publicou em 2004 a RDC nidmero 48 que dispde sobre o registro de medicamentos
fitoterdpicos, visando sua padronizagdo, pois para registrar o produto fitoterdpico devem ser
encaminhados os resultados de testes de seguranca e eficicia do produto, de acordo com o que
é preconizado na resolu¢cdo. Em conjunto, a validacdo de métodos analiticos e bioanaliticos no
controle de qualidade devem seguir a resolu¢dao RE nimero 899, assim como a utilizagdo de
padrdes (AGENCIA..., 2008b; AGENCIA..., 2008c).

O uso de padrdes quimicos no controle de qualidade torna-se importante para oferecer
uma maior confiabilidade e credibilidade as medicdes. Esses padrdes podem ter diversas
denominagdes, tais como: padrido primdrio, secundério, de trabalho e referéncia. Na drea de
produtos naturais, os padrdes fitoquimicos podem ser obtidos pelo isolamento a partir de uma
fonte vegetal ou pela sintese total ou parcial. Algumas organizagdes como a National Institute
of Standards and Technology (NIST) vendem padrdes quimicos e outras instituigdes como
United States Pharmacopeia- National Formulary (USP-NF) e European Pharmacopeia (EP)
fornecem esses padrdes com garantia de uso limitado as suas monografias (O PAPEL...,
2008).

A caracterizag@o dos padrdes é uma etapa importante no desenvolvimento destes e de
um fitoterdpico, para estabelecer a qualidade e credibilidade as medi¢Ges e aos produtos. As
técnicas espectrométricas (RMN, EM, IV, UV) sdo ferramentas importantes no primeiro

passo desse processo, que € a caracterizagdo estrutural dessas substancias.
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O segundo passo é examinar sua pureza onde o teor de substincias organicas é
geralmente determinado por métodos relativos, tais como a cromatografia e a andlise térmica.
Os teores de dgua e de solventes residuais precisam ser estabelecidos e a andlise elementar
revelard se hd ou ndo impurezas inorganicas presentes que devam ser consideradas (MA et al.,
2009; UNITED..., 2008). Quando possivel as impurezas presentes podem ser identificadas.
Assim, o resultado de pureza serd a diferenca entre o teor do analito de interesse e das
impurezas presentes (umidade, residuo de solvente etc...).

Dentre as espécies inseridas na RENISUS estd Casearia sylvestris (Salicaceae), uma
planta nativa do Brasil e encontrada em diversos paises da América do Sul. E conhecida
popularmente como guacatonga. O género Casearia € representado no Brasil por cerca de70
espécies.

Diversos estudos demonstram que esta espécie tem grande potencial fitoterdpico por
apresentar diversas atividades bioldgicas como: antitilcera, antiofidica, anti-inflamatodria,
antitumoral (ESTEVES et al., 2005; BASILE et al.,, 1990; DE MESQUITA et al., 2005;
ESTEVES et al., 2005; MAISTRO et al., 2004; RODRIGUES et al., 2006; SANTOS, 2008;
OLIVEIRA et al.,, 2009, SANTOS et al.,, 2010). Algumas dessas atividades (citotdxica,
antidlcera, antitumoral) foram relacionadas aos diterpenos clerodanicos (casearinas). Por essas
razdes e considerando o pequeno acervo de padrdes de origem vegetal, e principalmente das
plantas nativas do Brasil, torna-se importante o desenvolvimento de métodos para a
purificacdo e obtencdo dessas substancias, com a finalidade do uso no controle de qualidade

de fitoterdpico e/ou fitofdrmaco a partir de C. sylvestris.



22

2. Objetivos

Com a crescente utilizagdo de fitoterdpicos no tratamento e prevencao de doencas, as
regulamentacdes na Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria segundo a Resolu¢do RDC n°
48, de 16 de marco de 2004 quanto ao registro dos fitomedicamentos e o pequeno acervo de
padrdes de referéncia disponivel para uso no controle de qualidade, este trabalho tem como
objetivos preparar e caracterizar padrdes de alta pureza de casearinas a partir de C. sylvestris,
uma planta nativa da flora brasileira, com uso antigo na cultura popular e potencial para

comercializa¢do como fitoterdpico padronizado.

Objetivos especificos:
e Desenvolver método de purificagdo de casearinas de C. sylvestris em CLAE
preparativa em fase reversa C-18;
e Estudar a aplicacio de RMN, EM, CLAE-DAD de fase reversa, andlise elementar e

andlise térmica na determinacdo da pureza de casearinas.
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3. Revisao da literatura

3.1. Plantas Medicinais e Fitoterapicos

Muitas comunidades e grupos étnicos na maioria das vezes tém como recursos
terapéuticos as plantas medicinais, que sdo utilizadas no tratamento e cura de doencas. Ainda
hoje nas regides mais pobres do pais e até mesmo nas grandes cidades brasileiras, plantas
medicinais sdo comercializadas em feiras livres, mercados populares (MACIEL et al., 2002) e
a venda dessas plantas e de fitoterdpicos tem aumentado consideravelmente nos paises
industrializados (CAPASSO et al., 2000).

Em 2008, foi aprovado o Programa Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterdpicos
(PNPMF) em conjunto com a criagdo do Comité Nacional de Plantas Medicinais e
Fitoterdpicos, segundo a portaria interministerial (2.960/2008). Um dos objetivos do
programa € a inser¢do com seguranca do uso de plantas medicinais, fitoterdpicos e servigos
relacionados a fitoterapia no Sistema Unico de Satdde (SUS). Além disso, vai promover e
reconhecer as préticas populares e tradicionais de uso de plantas medicinais e remédios
caseiros (BRASIL, 2009b, 2009c¢)

Neste contexto das politicas relacionadas ao PNPMF, o Ministério da Sadde publicou
em 2009 a Relacdo Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao Sistema Unico de Satide
(RENISUS), constituida por 71 espécies de plantas medicinais que devem ser priorizadas nos
estudos e na a geracdo de produtos fitoterdpicos, dessa forma estimulando a pesquisa e
produg@o dos fitoterdpicos no pais (BRASIL, 2009a).

A ANVISA, na RDC n° 48 de 16 de Marco de 2004 que trata a respeito do “registro de
medicamento fitoterdpico”, traz as definicdes de droga vegetal e fitoterdpico:

* Droga vegetal: planta medicinal ou suas partes, apds processos de coleta,
estabilizacdo e secagem, podendo ser integra, rasurada, triturada ou
pulverizada.

¢ Fitoterapico: medicamento obtido empregando-se exclusivamente matérias-
primas ativas vegetais. E caracterizado pelo conhecimento da eficdcia e dos
riscos de seu uso, assim como pela reprodutibilidade e constincia de sua

qualidade. Ndo se considera medicamento fitoterdpico aquele que, na sua
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composicao, inclua substincias ativas isoladas, de qualquer origem, nem as

associagdes destas com extratos vegetais
Os medicamentos fitoterdpicos estdo cada vez mais populares em paises desenvolvidos
e em desenvolvimento para complementar o tratamento e até para prevenir doencas
(CAPASSO et al., 2000). Este mercado esta em crescente desenvolvimento e necessita de
tecnologias para preparar e caracterizar padroes “fitoquimico” para serem usado no controle

de qualidade e para a padronizacio dos produtos, desta forma, garantindo a eficicia desses.

3.2. Padrao de referéncia para fitoterapico e legislacao

A validacdo da metodologia analitica para o controle de qualidade dos fitoterdpicos
deve ser feita de acordo com o disposto na resolucdo RE n°® 899, de 29 de maio de 2003. Esta
determina que a validacdo deva garantir, através de estudos experimentais, que o método
atenda as exigéncias das aplicagdes analiticas, assegurando a confiabilidade dos resultados.
Assim, o uso de padrdes de alta qualidade é importante na identificagdo e quantificagdo de
marcadores quimicos da planta medicinal e do fitoterdpico (BRASIL, 2008c¢).

Devem-se utilizar padrdes de referéncia para a padronizagdo do extrato da planta,
conforme preconizado na RE 899/03. Nao havendo padrdes de referéncia para fitoterdpicos, a
resolugdo ja prevé o uso de padrdes de trabalho (BRASIL, 2008a).

Ao qualificar um extrato, a melhor opcdo é através dos marcadores isolados (padriao
primério) e perfil cromatografico. Em seguida, deve-se usar esse extrato qualificado como
padrdo de trabalho (padrdo secunddrio) e perfil cromatogrifico. Deve-se usar extrato
padronizado em que cada um dos marcadores ja estd definido com quantidades minimas.
Pode-se também utilizar diretamente os extratos padrdes oficializados (por exemplo, aqueles
disponibilizados pela USP), desde que acompanhado do perfil cromatografico (BRASIL,
2008a).

3.3. Padroes

Devido a grande variedade de plantas medicinais conhecidas e a serem descobertas
com alguma atividade fitoterdpica (bioldgica), e considerando que os produtos naturais e seus

derivados tém importancia sécio-econdmica cada vez maior, faz-se necessdrio a utilizacio de
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padrdes com altos niveis de pureza para o controle de qualidade de fitoterapicos (O PAPEL...,
2008).

Diversas terminologias s@o utilizadas para a defini¢do de padrdes com caracteristicas
diferentes. Para o IPEM (INSTITUTO DE..., 2008), sdo validas as seguintes defini¢des para
alguns padroes:

e “padrdo primério” ou “padrdo de referéncia” é designado ou amplamente reconhecido
como tendo as mais altas qualidades metroldgicas e cujo valor € aceito sem referéncia

a outros padrdes de mesma grandeza. Est4 disponivel em um dado local ou em uma

dada organizacdo, a partir do qual as medicdes 14 executadas sdo derivadas, sejam elas

drogas vegetais ou drogas convencionais;
e “padrio secunddrio” ou “padrio de trabalho” é definido como aquele padrdo cujo grau
de pureza € estabelecido por comparacdo com um padrao primdrio da mesma natureza.

E utilizado rotineiramente para calibrar ou controlar medidas materializadas,

instrumentos de medicdo ou materiais de referéncia.

A Food and Drug Administration (FDA) trata os padrdes primdrios e de referéncia
como sindnimos, assim como padrio secundério e de trabalho (UNITED..., 2008).

Os padrdes de referéncias vegetais podem ser produzidos de duas maneiras: pelo
isolamento a partir de fontes naturais (material vegetal) ou pela sintese parcial ou total, isto &,
artificialmente, via processo quimico. As andlises para determina¢@o do grau de pureza devem
ser realizadas em pelos menos trés laboratérios diferentes, segundo descrito na United State
Pharmacopeia (USP/NF), mas a tecnologia e os custos para a preparacdo podem inviabilizar
o processo. Além disso, as substincias de interesse podem estar em baixas concentragdes nas
fontes vegetais em estudo, tornando o processo invidvel financeiramente. Nesses casos

podem-se utilizar outras fontes com maior teor da mesma substincia. (O PAPEL..., 2008).

3.4. Metrologia

Os materiais de referéncia certificados (MRC) sdo produzidos, certificados e utilizados
de acordo com as instituicdes certificadoras desses materiais, entre elas a ISO (International
Jor Standardization) e BCR (Community Bureau of Reference) (TRAPMANN; SCHIMMEL,;
KRAMER, 2002), FDA, WHO (World Helth Organization). Por isso, torna-se importante o

estudo do material a ser certificado assim como seus métodos de analise € a confiabilidade
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destes. No entanto, o grau de estabilidade de um MRC nédo é compardvel ao de um produto
comercial podendo ndo ter a mesmas caracteristicas (PAUWELS; SCHIMMEL;
LAMBERTY, 1998).

A metrologia, definida como a “ciéncia da medi¢c@o”, tem como foco principal prover
confiabilidade, credibilidade, universalidade e qualidade as medidas. Como as medicdes estao
presentes, direta ou indiretamente, em praticamente todos os processos, a abrangéncia da
metrologia € imensa, envolvendo a industria, o comércio, a saiide e o meio ambiente, para
citar apenas algumas dreas. Estima-se uma parcela considerdvel do PIB nacional dos paises
industrializados sejam dedicados aos processos de medi¢cdo (INSTITUTO..., 2008a).

Com o crescente uso dos métodos de medidas em praticamente todas as dreas, foi
criado em 1993 o Comité Consultivo para Quantidade de Matéria nesta mesma época iniciou-
se o desenvolvimento da Metrologia Quimica no cendrio mundial. No Brasil, o marco inicial
da Metrologia Quimica foi o Semindrio "Metrology in Chemistry - A New Challenge for the
Americas", ocorrido no Rio de Janeiro, de 3 a 4 de novembro de 1997 (INSTITUTO ...,
2008b).

O INMETRO criou em junho de 2000 a Divisdao de Metrologia Quimica. Dentro desta
divisdo, a Metrologia em Quimica Orgénica iniciou suas atividades em julho de 2002 tendo
como missdo o desenvolvimento e a certificacio de materiais de referéncia, o
desenvolvimento e a validacdo de procedimentos de referéncia, a realizacdo de anélises,
atendendo demanda da sociedade e disseminar o conhecimento metrolégico através de
palestras, semindrios, cursos, participacdo em congressos e publicacdo de artigos em revistas
especializadas (INSTITUTO ..., 2008c).

Com a importancia crescente dessa drea, faz-se necessdrio uma boa credibilidade das
medigdes e esta estd fortemente associada a rastreabilidade, que é definida como “Propriedade
do resultado de uma medi¢do ou do valor de um padrdo estar relacionado a referéncias
estabelecidas, geralmente padrio nacional ou internacional, através de uma cadeia continua de
comparacdes, todas tendo incertezas estabelecidas” (INSTITUTO ..., 2008a). Contudo a
rastreabilidade a um sistema comumente aceito ¢ uma condi¢do essencial para garantir a
comparabilidade das medicdes e é um requisito bdsico para se constituir um material de
referéncia de todas as classes (PAUWELS; SCHIMMEL; LAMBERTY, 1998).

Com a importéincia crescente da metrologia no Brasil e em todo o mundo e a recente
aceleracdo da globalizacdo, potencializando a demanda por metrologia, em virtude da grande

necessidade de harmonizacdo nas relagdes de trocas comerciais, atualmente muito mais
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intensas, complexas e envolvendo um grande nimero de grandezas a serem medidas com
exatiddo e credibilidade, faz-se necessdrio o uso de padrdes com a mais elevada qualidade
metroldgica em todas as dreas (INSTITUTO..., 2008a). Nesta drea de padrdes de alta
qualidade o mercado de fitoterdpicos mostra-se atraente devido ao pequeno nimero de
fornecedores e também ao grande potencial dos fitoterdpicos no pais, que possui a maior

biodiversidade do mundo.

3.5. Caracterizacao de padroes

Considerando as substincias de referéncias como a base para estabelecer a qualidade e
credibilidade as medidas analiticas, é evidente a importancia da qualidade dos padrdes de
referéncia no sentido de promover um nivel confidvel e documentado de qualidade para
garantir seguranca e eficicia da matéria-prima e produtos vegetais (O PAPEL..., 2008). Nesse
sentido faz-se necessdrio a aplicagdo de diversas técnicas para chegar a um nivel aceitdvel de
pureza para as substancias.

A USP e a European Pharmacopeia (EP) oferecem substiancias de referéncia
primdrias para uso com métodos especificados em suas respectivas monografias, além de
outras instituicdes como a National Institute of Standards and Technology (NIST). Do ponto
de vista regulatério, a respeito da alta pureza, estes padroes farmacopéicos nio sdo validos
para propositos analiticos, além do uso nos métodos descritos nas respectivas monografias (O
PAPEL..., 2008).

Finalmente, qualquer substincia quimica com estrutura conhecida pode ser usada
como um padrdo para teste de identificacdo (qualitativo), embora seus teores ndo estejam
definidos (pureza). Por exemplo, em uma andlise de perfil quimico (fingerprint) por
cromatografia de camada delgada (CCD), a comparagdo da constituigdo de uma
produto/extrato vegetal, com substincias marcadoras, revela se as substincias desejadas estdo
ou nao presentes (O PAPEL ..., 2008).

As etapas para a caracterizacdo de um padrdo quimico estdo melhor descritas no
Guidance for Industry (2000), disponivel no site da FDA (UNITED..., 2008), e serdo
apresentadas abaixo, complementadas com informacdes de outros autores.

Desta forma, o primeiro passo ao definir uma substincia quimica de referéncia, é

sempre sua identificagdo. A espectroscopia de ressonincia magnética nuclear (RMN) e a
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espectrometria de massas (EM) s@o ferramentas importantes para a caracterizacao estrutural
(UNITED..., 2008).

O segundo passo ¢ examinar sua pureza onde o teor de substancias organicas em
diferentes substratos é geralmente determinado por métodos relativos, tais como técnicas
cromatograficas (método de normalizacdo de area) e térmicas (MA et al., 2009; UNITED ...,
2008). Novamente, isso requer uma combina¢do de diferentes métodos. A Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) ou a Cromatografia Gasosa (CG) sdo técnicas tipicas,
usadas na busca por impurezas orgénicas e na determinacdo da pureza relativa, através do
célculo de area normalizada, assim como a CCD (UNITED ..., 2008), além da analise térmica
por DSC (MA et al., 2009).

Os teores residuais de dgua e de solventes precisam ser estabelecidos e a andlise
elementar revelard se hd ou ndo impurezas inorganicas presentes que devam ser consideradas
(UNITED ..., 2008), a andlise térmica por DSC e TG sfo utilizadas para determinar a pureza
e estabilidade térmica dos compostos, além também da identificacdo de impurezas volateis
(MACI:ZDO et al., 2000, MA et al., 2009). Em alguns casos particulares, os testes de pureza
podem incluir outros métodos, tais como rotagdo Optica ou ponto de fusdo e, no caso de
liquidos, o ponto de ebulicao.

Finalmente, como um terceiro passo, o conteido quimico € determinado através de
CLAE ou CG, podendo ser utilizado a técnica de CLAE-EM para a identificacdo das
impurezas (UNITED ..., 2008; MA et al, 2009). Contudo, deve-se tomar cuidado ao
estabelecer o conteido quimico com base somente na CLAE E CG, pois s@o métodos
relativos que ndo indicam o valor absoluto. Desta forma, é amplamente aceito que o grau de
pureza deve ser estabelecido com base em pelo menos dois métodos independentes, para a
certificacdo de que o valor assinalado € o valor "verdadeiro". A seguir, as quantidades de
impurezas totais (residuo de dgua, solventes e inorganicos) sao subtraidas desse valor obtido
por métodos cromatograficos (UNITED ..., 2008).

The Directorate for... (2007) apud Ma et al. (2009); World Health Organization (2003)
apud Ma et al. (2009) descrevem o célculo da pureza levando em considera¢do a pureza
obtida por métodos relativos, impurezas volateis, teor de umidade e cinzas:

Pureza (%) = Pureza relativa (%) - Impurezas Volateis (%) - Teor de Agua (%) - Cinzas (%)
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3.6. Cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de arranjo de diodo
(CLAE-DAD)

CLAE-DAD ¢ uma técnica importante e amplamente utilizada em andlises
quantitativas e qualitativas. Na drea farmacéutica é comum seu uso na andlise de pureza
(WIBERG et al., 2004) e na avaliagdo de componentes de degradacdo de drogas em testes de
estabilidade acelerada além de detectar a presenca de substincias co-eluindo com o analito
(CESCHEL et al.,, 2003; PAPADOYANNIS; GIKA, 2004; BRYANT; KINGSWOQD;
BELENGUER, 1996).

O objetivo da andlise de pureza é separar possiveis impurezas do constituinte principal
e, se possivel, identificd-las. Essas impurezas podem consistir de produtos de degradacao,
intermedidrios de sintese, constituintes da matriz de onde foi isolado a substancia ( MA et al.,
2009; WIBERG et al., 2004) e sdo importantes para o desenvolvimento de um novo produto
farmacéutico (YASUEDA et al., 2004).

Na andlise da pureza de uma substancia isso muitas vezes implica na determinacdo do
grau de pureza do pico principal, que em regra € a substincia ativa, esta andlise de pureza de
pico é muita usada durante o desenvolvimento de método para confirmar se todos os
componentes foram separados e no controle de qualidade para certificar-se que ndo ha
impurezas coeluindo (PAPADOYANNIS; GIKA, 2004; BRYANT; KINGSWOOD;
BELENGUER, 1996). Se o pico principal ndo estd puro, é possivel que as impurezas co-
eluidas com o ativo ndo sejam detectadas na andlise, dando origem a resultados incorretos de
andlise. No detector UV/Vis com arranjo de diodos (DAD) as absorbancias medidas em
funcdo do tempo de retencdo e de comprimento de onda proporcionam maior confiabilidade
para a andlise de pureza de pico em relacdo aos detectores UV/Vis com comprimento de onda
de detec¢do tinico (WIBERG et al., 2004).

Os softwares dos equipamentos de CLAE-DAD podem utilizar maneiras distintas para
fazer a andlise de pureza de pico, entre elas estdo a andlise do indice de pureza de pico (PPI) e
o indice de similaridade do pico (PPM). O PPI ¢ definido como o comprimento de onda que
divide uma faixa espectral pré-determinada em duas faixas, uma a esquerda e outra a direita,
com dreas iguais. O PPI para um pico cromatogrifico puro deve ser o mesmo desde o inicio
até o fim do pico para cada espectro gravado sobre ele. Ao calcular o desvio padrao relativo
do PPI sobre um pico, é possivel obter uma medida do grau de pureza do pico. Por outro lado,
o PPM descreve a semelhanca entre duas curvas espectrais, calculada como a correlacdo entre

os espectros do dpice do pico e os espectros das laterais do pico. O método fornece uma
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medida de similaridade variando da identidade (= 1000) para espectros idénticos e (= 0) para
espectros muito diferentes (WIBERG et al., 2004; BRYANT; KINGSWOOD; BELENGUER,
1996).

3.7. Cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de massa (CLAE-
EM)

EM ¢é o método mais sensivel e seletivo para andlise molecular e pode fornecer
informacdes sobre a massa molecular, assim como sobre a estrutura da molécula. A
combinacdo de cromatografia de alta efici€éncia com espectrometria de massas retne as
vantagens de um método de separacdo e um método de identificacio. CLAE-EM ¢ muito
utilizado para andlise de perfil quimico de plantas medicinais on-line e € possivel a
desreplicacdo das amostras, ou seja, identificacdo dos picos cromatogrificos sem a
necessidade de isolamento (LIANG; XIE; CHAN, 2004 ).

Além disso, pode-se combinar os detectores de DAD e EM acoplados em série com a
CLAE para obter perfis quimicos de extratos vegetais e identificacdo das substancias a partir
de seus espectros no UV/Vis e massas (LIANG; XIE; CHAN, 2004). Inicialmente,
procedimentos s@o usados para criar um banco de dados apropriado de tempos de retengdo e
espectros sob condi¢des padronizadas. E importante também que os dados de bioatividade
sejam j4 conferidos a certos compostos identificados, ja no extrato bruto (BRADSHAW et al.,
2001). Como exemplo, foi realizada a identificacdo de impurezas presentes em padrio
comercial de teofilina foi feita em CLAE-EM por comparacdo do perfil de fragmentagdo das
impurezas com um banco de dados (MA et al., 2009).

Ionizacdo por elétron spray € um técnica versatil, sensivel e rdpida para a
determinacdo da pureza de pico quando acoplado ao CLAE. As impurezas podem ser
rapidamente determinadas em niveis baixos, em que tanto a massa molecular quanto o tempo
de reten¢do das impurezas podem ser detectadas e diferente dos detectores no UV (DAD), que
substancias com idénticos ou similares espectros no UV ndo pode ser distinguidos

(BRYANT; KINGSWOOD; BELENGUER, 1996).
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3.8. Analise elementar

Anidlise elementar € uma técnica utilizada para a determinacdo da composicio
elementar de compostos orginicos e organo-metdlicos, através da determinacdo da
porcentagem de carbono, hidrogénio, nitrogé€nio e enxofre em uma amostra. Possibilita
também avaliar a pureza destes compostos, podendo ser indicativa da presenga de sais

inorganicos (KLUG et al., 1998).

3.9. Analise térmica

“Métodos térmicos sdo um grupo de técnicas nas quais uma propriedade fisica da
substancia e/ou de seus produtos de reacdo é medida em funcdo da temperatura enquanto a
substancia é submetida a uma variacdo de temperatura controlada e programada” (SKOOG
apud MACKENZIE, 2002).

O amplo campo de aplicagdo dos métodos térmicos nas medidas das propriedades
fisicas, nos estudos das reacdes quimicas e no comportamento térmico das amostras é de
interesse académico e industrial.

A termogravimetria (TG) € uma andlise quantitativa e método comparativo capaz de
produzir e reproduzir resultados ripidos. Pode ser usado no controle de qualidade de drogas,
com a intencdo de melhorar o produto final e para a determinacdo da qualidade e de
parametros tecnoldgicos. Calorimetria exploratéria diferencial (DSC) pode ser utilizada na
indudstria farmacéutica como uma ferramenta analitica de importincia para testes de
identificacdo e determinacdo da pureza de drogas ativas além de ser um método padrio para
caracterizacdo de drogas sdlidas, em particular no estudo de formulagdo, pois hd o
aparecimento e desaparecimento de pico endotérmicos e exotérmicos ocasionados pela
diferenca de excipientes utilizados na formulacdo (CESCHEL et al., 2003).

As técnicas térmicas estdo fornecendo importante contribuicdo para a quimica de
produtos naturais com suas aplicagdes em plantas medicinais utilizadas tradicionalmente pela
cultura popular. Estudos foram realizados com alcaléides de Cissampelos sympodialis, em
que a molécula warifiteina foi caracterizada por TG e DSC (ARAGAO, FILHO; MACEDO,
2001).
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Macédo et al. (2000) utilizaram as técnicas de TG e DSC para estudar o
comportamento térmico, pureza e estabilidade de antidepressivos e Ma et al. (2009) para a
determinacdo de constituintes voldteis e da pureza de padrdo comercial de teofilina. Os
resultados obtidos revelaram a importancia do uso dos métodos térmicos para o controle de
drogas bioativas. O uso de técnicas limpas, rdpidas e simples para obter os resultados é a
razdo do importante crescimento das andlises térmicas no controle de qualidade de

ingredientes ativos em medicamentos.

3.10. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia Preparativa

CLAE preparativa € uma técnica versdtil, robusta e amplamente utilizada para o
isolamento de produtos naturais. A principal diferenca entre CLAE e outros modos de
cromatografia em coluna é que o didmetro da particula da fase estaciondria ¢é
comparativamente baixo (3—10 pm), e essas particulas sdo empacotadas de forma a resultar
em uma estrutura uniforme dentro da coluna, o leito cromatografico. Quanto menor for o
diametro das particulas maior serd a pressdo necessdria para conduzir o solvente através das
camadas (CANNELL, 1998).

A CLAE preparativa é muito utilizada na purificacio de compostos de amostras
complexas, tais como de matrizes bioldgicas e produtos naturais (ZHANG et al., 2009). A
principal vantagem da cromatografia preparativa decorre da capacidade de desenvolver e
executar rapidamente uma purificacdo, além de ser uma excelente ferramenta para purificacao
de isdmeros (CHRISTOPHER et al., 2009).

Quando grandes quantidades de substancias purificadas sdo necessdrias, estas podem
ser obtidas pela injecdo de grandes quantidades de amostras e/ou por injecdes repetitivas
(SNYDER; KIRKLAND; GLAJCH, 1997), dependendo da qualidade da separacdo e das
dimensdes das colunas cromatogréficas disponiveis.

Absor¢do de um composto pela fase estaciondria pode ser aproximada as isotermas de
Langmuir. Em pequenas concentracdes da amostra na fase mével, a absorcdo do analito pela
coluna € proporcional 4 concentracio deste na fase movel, sendo observado um
comportamento linear. Em altas concentragdes do analito na fase mével o comportamento
linear da isoterma ndo é mais observado, ocorrendo a deformagdo do pico cromatogréfico,
mudanca na retencdo e perda de resolucao (SNYDER; KIRKLLAND; GLAJCH, 1997; KNOX;
PYPER, 1986).
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A otimizacdo das condigdes de separacdo € dificil e uma tarefa fundamental para
assegurar a pureza e a eficiéncia do processo. No desenvolvimento de método para um
sistema complexo, a otimiza¢do das condi¢Oes de separacdo € geralmente realizado em nivel
analitico por tentativa e erro, para economizar amostra e solvente, e depois as condi¢cdes
otimizadas sdo aplicadas no modo preparativo pelo aumento de escala (escalonamento) (JIN
et al., 2008).

A cromatografia preparativa desempenha um papel fundamental na medicina
tradicional chinesa, devido ao grande desempenho para a separacdo de amostras complexas
(JIN et al., 2008), tornando-se importante também para a os produtos naturais encontrados no
Brasil, ja que estes tem um papel importante para o desenvolvimento desta area.

A utilizacdo da CLAE preparativa em fase reversa C-18 é amplamente utilizada na
separacdo de compostos de plantas medicinais. Alguns exemplos recentes do uso de CLAE
preparativa na purificacdo de produtos naturais sdo apresentados a seguir. Liu et al. (2007)
purificaram ginsenosideos de extratos de folhas de Panax notoginseng utilizando ELSD
(detector de espalhamento de luz evaporativo) como detector. Zhang et al. (2008) isolaram 4
flavonas C-glicosiladas de folhas de bambu (Phyllostachys nigra var.henonis). Zhou et al.
(2007) obtiveram iridoides glicosilados de Gardenia jasminoides Ellis. Wu, Lohse e Grendlatt
(1995) utilizaram a metodologia de saturagdo da fase estaciondria da coluna para o isolamento
de taxol de Taxus canadensis tanto em fase normal quanto em fase reversa.

Uma alternativa adicional para a purificagdo de metabdlitos secunddrios de plantas por
CLAE € o uso do modo reciclante, utilizado na purificagdo final quando ndo se tem uma
separacdo desejada entre duas substancias de dificil resolucdo, com a vantagem de ter baixo
consumo de solvente. Taketa et al. (2004) e Lee, Jin e Row (2006) utilizaram este processo de
separacdo no isolamento de substincias naturais, como a eupatilina de Artemisia princeps

PAMPAN e nor-secofridelanos de Galphimia glauca, respectivamente.

3.11. Casearia sylvestris

Dentre as espécies de plantas com conhecida propriedade farmacolédgica estd Casearia
sylvestris Swartz (Salicaceae), uma planta nativa do Brasil, Peru, Argentina, Uruguai e
Bolivia; encontrada também no México, Antilhas e em outras partes de América Latina.

Conhecida popularmente no Brasil como guacatonga, um termo nativo originado da lingua
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tupi-guarani, indicativo do uso antigo dessas espécies pelas comunidades indigenas brasileiras
(ESTEVES et al., 2005).

No portal do Ministério da Satide estd disponivel a relacdo nacional das 71 plantas
medicinais de interesse do SUS, divulgada em fevereiro de 2009. Nesta relacdo estdo plantas
medicinais nacionais que apresentam potencial para gerar produtos e entre elas encontra-se a
C. sylvestris. Esta lista tem como finalidade a orientacdo de estudos dessas plantas para
geracdo de produtos a serem utilizados pela populacdo (BRASIL, 2009b).

As folhas de C. sylvestris sao utilizadas tradicionalmente como um agente anti-séptico,
cicatrizante e como anestésico topico, e sdo estudadas extensamente pela suas propriedades
antitlcera e antitumoral. Os extratos aquosos das folhas tem a capacidade de neutralizagio de
venenos de serpentes e de abelhas (YAMASHITA et al., 2005), além de atividade
antiplasmodial no tratamento de malaria (MESQUITA et al., 2007).

Devido a grande utilizagdo de C. sylvestris, estudos foram realizados com o objetivo
de caracterizar quimicamente os principios ativos responsaveis pelas varias acdes terap€uticas
atribuidas a esta planta. Entre estes estudos estdo incluidos a andlise de variabilidade intra-
especifica de casearinas (SANTOS, 2001), além da investigacdo de constituintes ativos
antiulcerogénicos e antitumoral (SANTOS, 2008; SANTOS et al., 2010), desenvolvimento de
metodologia de extragdo para obtencdo de fracdes com alto potencial farmacolégico
(FUNDACADO..., 2005) e metodologia de extracio para obtencdo de fracdo enriquecida em
casearinas (TININIS, 2006).

O género Casearia tem se caracterizado pela ocorréncia de substancias de interesse,
como cumarinas, flavonoéides, lignanas, e diversos diterpenos, especialmente os clerodanicos,
sendo estes ultimos diretamente relacionados as atividades antiulcerogénica, citotéxica e
antiinflamatdria apresentada pelos extratos dessas plantas. Quanto a constituicdo de dleos
essenciais de folhas de C. sylvestris hd apenas relato descrevendo a presenca de
biciclogermacreno, germacreno-D, germacreno-B, p-cariofileno, od-elemeno como

componentes principais (SILVA et al., 2008; TININIS et al., 2006; ESTEVES et al., 2005).

3.11.1. Extrato Etandlico das Folhas de Casearia sylvestris

A atividade antigdstrica do extrato etandlico das folhas de C. sylvestris foi estudada
por Basile et al. (1990). O extrato foi efetivo na redu¢do da producdo de suco géstrico quando
administrado por via oral em ratos em relacdo a droga controle. Ndo apresentou redugdo da

producio de 4cido cloridrico, o pH do suco géstrico ndo foi significativamente diferente dos
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apresentados pelos controle e o extrato apresentou baixa toxicidade (BASILE et al., 1990).
Sua acdo farmacoldgica, de acordo com os autores, pode ser atribuida a 6leos voldteis, taninos
e aos triterpenos das folhas (SERTIE; CARVALHO; PANIZZA, 2000).

A identificacdo dos principios ativos responsdvel pelo efeito antiulcerogénico do
extrato etandlico das folhas foi realizado por Santos (2008), que isolou diversos diterpenos
clerodanicos, entre eles as casearinas B, D, O, X e a caseargrewiina F, que apresentaram
inibicdo total da formacdo de dlceras induzidas por etanol em ratos (SANTOS, 2008). Estas
substancias também apresentaram atividades citotoxicas importantes em vérias linhagens de
células tumorais humanas (SANTOS et al., 2010).

A atividade antimicrobiana do extrato etandlico das folhas foi estudada frente a trés
leveduras, dois fungos filamentosos, seis bactérias Gram-negativas, e duas Gram-positivas,
apresentando resultados satisfatérios para estes testes. Foram identificados dois compostos
derivados do écido gélico (3,5-dimetiléter do galato de isobutila e 3,5-dimetiléter do galato de
metila) como responsdveis por essa atividade (SILVA et al., 2008).

Estudos da atividade genotéxica e mutagé€nica do extrato etandlico de folhas de C.
sylvestris e de algumas casearinas obtidas desses extratos indicaram que baixas dosagens
possuem acdo protetora contra danos ao DNA, mas para altas dosagens foram observados
efeitos potencialmente mutagénico (MAISTRO; CARVALHO; MANTOVANI, 2004;
OLIVEIRA et al., 2009).

3.11.2. Extrato metandlico e aquoso das folhas de Casearia sylvestris

Os estudos com extrato aquoso das folhas relataram a capacidade desse extrato em
inibir a acdo de enzimas, entre elas a fosfolipase A2 (PLA2) responsdveis por algumas das
propriedades biolégicas dos venenos de serpentes (BORGES et al., 2000, 2001).

Francischinelli et al. (2008) estudaram diferentes tipos de extrato das folhas de C.
sylvestris, como o hexanico, diclometanico, acetato de etila e metandlico na neutralizacdo dos
efeitos toxicos do veneno de Bothrops jararacussu. O extrato metandlico mostrou-se ativo,
sendo que os componentes fendlicos foram relacionados a este efeito. Foi sugerido como
substancia candidata a principio ativo a rutina, atuando em sinergismo com outros elementos
ndo identificados até o devido momento.

Sugere-se que as folhas de C. sylvestris possuem principios bioativos, sob a forma de

fitocomplexo que pode vir a ser usado como um antidoto contra efeitos neurotdxicos,
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antibotropico e miotoxico (FRANCISCHINELLI et al., 2008). Um aspecto importante a ser
considerado em relacdo aos principios bioativos de folhas de guacatonga esta relacionado a
auséncia de efeitos genotdxicos (MAISTRO et al., 2004). Isso representa um incentivo para
que estudos experimentais in vivo utilizando o extrato metandlico de C. sylvestris apds a
injecdo intramuscular de veneno de cobra, simulando assim envenenamento

(FRANCISCHINELLI et al., 2008).

3.11.3. Oleo essencial

Esteves et al. (2005) estudaram as atividades antiinflamatdria e antitilcera gastrica dos
Oleos essenciais das folhas dos Casearia sylvestris, devido a sua grande aplicabilidade para o
tratamento de lesdes de pele, ulceras géstricas e processos inflamatdérios. Como resultado, os
autores sugerem que os Oleos essenciais das folhas da guacatonga apresentam atividade
antiinflamatdria e antidlcera. Além disso, atribuem aos compostos terpénicos essas atividades,
sendo que o biciclogermacreno (sesquiterpeno) constitui 40,9% do 6leo essencial extraido.

A avaliagdo da citotoxicidade do 6leo essencial de C. sylvestris contra células tumorais
(A-549, HelLa e HT-29) foi estudado por Silva et al. (2008) a fim de contribuir para a
utilizacdo segura desta planta como fitofirmaco. O 6leo essencial desta planta € rico em [3-
cariofileno (18,1%) e a-humuleno (4,7%). Neste estudo foram comparados os resultados de
citotoxicidade obtidos com o 6leo essencial e com padrdes dos dois sesquiterpenos citados
acima, responsdveis por 22,8% da constitui¢do do 6leo essencial. Os resultados obtidos foram
semelhantes. Esses resultados apresentam-se positivos para o uso contra diferentes tipos de
cancer uma vez que o 6leo essencial das folhas apresenta baixa citotoxicidade contra células
nao tumorais (SILVA et al., 2008).

Tininis et al. (2006) estudaram a composicdo do Sleo essencial de folhas de uma
populagdo de C. sylvestris. As coletas das folhas ocorreram em dois periodos, manhd e a
tarde, e foi verificada uma pequena variagdo intra-especifica entre a populacdo e esta foi
dividida em dois grupos apds andlise dos dados por andlise hierdrquica de agrupamento e por
andlise dos componentes principais. No periodo da manha, os constituintes principais foram
identificados como: longifoleno (1,8%), B-selineno (4,2%), germacreno-D (79,2%) e
germacreno-B (14,8%). A tarde, foram identificados: longifoleno (3,2%), P-gurgeneno
(1,1%), y-muruleno (3,0%), y-gurjeneno (2,2%), B-selineno (5,2%), germacreno-D (66,2%),

biciclogermacreno (3,6%), &-cadineno (1,7%) e germacreno-B (13,7%).
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Como pode-se observar existem alguns resultados diferentes entre esses autores
quanto a composicdo quimica do 6leo essencial das folhas de C. sylvestris. Esteves et al.
(2005) relataram a composi¢do de 40,9% correspondente ao biciclogremacreno como sendo o
maior constituinte e Silva et al. (2008) apresentaram resultados da composicdo com 18,1%
para B-cariofileno e 4,7% para o o-humuleno. Tininis et al. (2006) relataram a formagdo do
biciclogermacreno como sendo um produto derivado do rearranjo ocorrido fotoquimicamente
do germacreno-B ou germacreno-D , que estdo presente em maior quantidade, e nem cita a
presenga de B-cariofileno e a-humuleno relatados por Silva et al. (2008). Desta forma, para
chegar a uma conclusdo a respeito da constituicio quimica e os resultados dos testes
biolégicos do 6leo essencial de C. sylvestris deve-se utilizar uma quantidade suficiente de
individuos, ou seja, representativos da populagdo, obtidos em diferentes locais e épocas do

ano para a realizacio desses estudos.

3.11.4. Diterpenos Clerodanicos

Um grande nimero de estudos fitoquimico com espécies de Casearia tem mostrado a
ocorréncia dos diterpenos clerodanicos triciclicos altamente oxigenados nesse género, todos
exibindo configurac@o cis entre os anéis A e B e um caracteristico sistema tetraidrofurano
diacetélico no anel C, além de grupos hidroxila ou éster como substituintes nas posi¢des C-2,
C-6, C-7, C-18 e C-19 (Figura 1). Casearia sylvestris apresenta muito desses compostos,

denominados de casearinas (SANTOS et al., 2007; SANTOS, 2008; SANTOS et al., 2010).

Figura 1. Representacdo do esqueleto carbonico das casearinas.

As casearinas (Tabela 1) sdo atribuidas algumas atividades farmacolégicas, das quais

podem ser destacadas as acdes antitumoral, tripanocida, antidlcera, citotéxica e
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quimioprotetora (ITOKAWA et al., 1988; ITOKAWA et al., 1990; DE CARVALHO et al,,
1998; OBERLIES et al., 2002; SPINDOLA et al., 2004; OLIVEIRA et al., 2009; SANTOS,
2008; SANTOS et al., 2010). A tabela 2 apresenta algumas caracteristicas fisicas dessas
casearinas.

O isolamento desses diterpenos clerodanicos foram realizados utilizando-se diferentes
metodologias, partindo-se do extrato etandlico ITOKAWA et al.,, 1988; MORITA et al.,
1991; OBERLIES et al., 2002; SANTOS, 2008; TININIS, 2006; OLIVEIRA et al. 2009;
SANTOS et al., 2010) ou do extrato diclorometanico/metandlico (2:1) (CARVALHO et al.,
1998) das folhas.

A partir da fase hexénica do extrato etandlico, por fracionamento em coluna de silica
gel e de C-18, foram isoladas as casearinas de A-R ITOKAWA et al., 1988; MORITA et al.,
1991). As casearinas S e T foram obtidas da fase diclorometidnica do extrato
diclorometanico/metandlico (2:1), depois de fracionamento em silica gel (CARVALHO et al.,
1998). A casearina X [antes conhecida no grupo como casearina U (SANTOS, 2001;
TININIS, 2006; SANTOS, 2008), o nome foi alterado devido a uma publicacio de uma
molécula diferente com o nome de casearina U], foi isolada também da fase hexanica seguida
de fracionamento em silica gel e purificacio em CLAE C18 preparativa (SANTOS, 2001).
Tininis (2006) isolou as caseargrewiina F e as casearinas X e Y (dados ndo publicados) a
partir da fracdo hexanica, apds extragdo em fase sélida em Si/carvdo ativo (1:1), CC em C-18
e CLAE fenil preparativa.

Nenhum relato é verificado na literatura quanto ao desenvolvimento de método em
CLAE preparativa para o isolamento dessa classe de substancia. Tininis (2006) desenvolveu
um método para obtengdo de fragdo enriquecida em casearinas e, com esse resultado, Santos
(2008) desenvolveu uma condicdo de fracionamento dessa fragdo em coluna aberta de vidro,
utilizando silica gel como fase estaciondria e fase mdvel composta de misturas de hexano,
acetato de etila e isopropanol eluida em gradiente.

Assim, essa classe de substincia (diterpenos clerodanicos), em especial as casearinas
obtidas de C. sylvestris, sdo candidatas potenciais a marcadores quimicos para uso no controle
de qualidade de fitoterdpico ou fitofdrmacos preparados a partir dessa espécie vegetal, ja que
esta planta tem aplicacdes muito antigas na comunidade e muitas das atividades bioldgicas

sdo associadas aos diterpenos clerodanicos.



Tabela 1. Casearinas e similares isoladas de Casearia sylvestris.
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Casearina R, R, R; R, Rs
A a-OMe OAC OAc a-OH OBu
B a-OMe OAc OAc a-OAc OBu
C a-OH OAc OAc a-OAc ODc
D a-OH OBu OAc a-OH OBu
E a-OH OEt OAc a-OH ODc
F a-OH OEt OAc a-OH OBu
G a-OMe OAc OAc H OBu
H a-OH OAc OAc H OBu
I a-OH OAc OBu H OBu
J a-OMe OBu OAc a-OH OBu
K a-OAc OAc OAc a-OH OBu
L a-OMe OBu OAc a-OAc OH
M a-OH OBu OBu a-OAc OH
N a-OMe OAc OBu a-OAc OBu
(0] a-OMe OBu OAc a-OAc OBu
P a-OMe OAc OAc a-OAc OAc
Q o-OH OAc OAc 0o-OAc OBu
R =0 OAc OAc a-OH OBu
S a-OMe =0 OAc H OBu
T a-OMe OAc OAc B-OAc OBu
X (U) 0-OBu OBu OAc o-OH H
X a-OBu OAc OAc H OBu
Y a-OMe OAc OBu H OBu
Caseargrewiina F a-OBu OAc OAc OH H
Casearvestrina
A B-isoOBu OAc OAc a-OH H
B B-OMeBu OAc OAc a-OH H
C B-OHex OAc OAc a-OH H
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Formula

Casearina Aspecto Ponto de Fusdo (°C) Molecular Autor
Incolor 82,0-83,0 Cy9H4209 Itokawa et al. (1990)
B Incolor 80,0-81,0 C31H44049 Itokawa et al. (1990)
C Oleosa - C36Hs54019 Itokawa et al. (1990)
D P6 branco 140,0 - 141,0 C30H4409 Itokawa et al. (1990)
E P6 branco 158,0 - 160 C34H5405 Itokawa et al. (1990)
F P6 branco 150,0-151,0 CysH409 Itokawa et al. (1990)
G Oleosa - C,oH4,054 Morita et al (1991)
H Oleosa - C,3H,005 Morita et al. (1991)
I Oleosa - C50H44054 Morita et al. (1991)
J Oleosa - C51H609 Morita et al. (1991)
K Oleosa - C30H4019 Morita et al. (1991)
L Oleosa - C9H409 Morita et al. (1991)
M Oleosa - C30H4409 Morita et al. (1991)
N Oleosa - C33H45010 Morita et al. (1991)
(0] Oleosa - C33H45010 Morita et al. (1991)
P Oleosa - CyH40019 Morita et al. (1991)
Q Oleosa - C30H4019 Morita et al. (1991)
R Oleosa - Cy6H3409 Morita et al. (1991)
S Oleosa - C,;H3304 Carvalho et al. (1998)
T Oleosa - C51H4405 Carvalho et al. (1998)
X (U) P6 branco - C;30H44O5 Santos (2001)
X Oleo amarelo - C3HigOs Tininis (2006)
Y Oleo amarelo - C31HyeOs Tininis (2006)
Kanokmedhakul;
Caseargrewiina F Solido amorfo - C,3H40Og Kanokmedhakul;

Buayairaksa (2007)
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4. Materiais

Balanca Analitica: Mettler Toledo modelo AG245 (méx. 210 g; d=0,1 mg).
Balanca semi-analitica: Gehaka®, modelo BG2000 (max. 2.020 g; min. 0,5 g; d=0,01 g).

Colunas cromatograficas de bancada:
- coluna de vidro com 2,5 cm d.i. e 4,0 cm de comprimento, com saida para sistema de succao
(“vacuo”);

- coluna de vidro com 7,5 cm d.i. e 20,0 cm de comprimento

Colunas cromatograficas CLAE:

- Phenomenex® Luna C-18. 250 x 4,6 mm, 5 pum.

- Phenomenex® Luna Fenil-Hexil. 250 x 4,6 mm, 5 pum.
- Shim-pack CLC ODS (M). 250 x 4,6 mm, 5 pm.

- Phenomenex® Luna C-18. 250 x 21,2 mm, 10 pum.

- Phenomenex® Gemini C-18. 250 x 21,2 mm, 5 pum.

Pré-tratamento das amostras: Agilent Technologies cartucho de C18 (Accu Bond" SPE

ODS-18 Cartridges).

Placas para CCD: SORBENT Technologies Silica G TLC plates w/UV 254, suporte de

aluminio (20 x 20 cm x 0,2 mm).

Cromatografo Liquido de Alta Eficiéncia (CLAE 1) (Varian®, modo analitico): bomba
ProStar® 240, detector de arranjo de diodos ProStar® 330, injetor automaético ProStar® 410,

programa gerenciador do cromatdgrafo e de dados Star Chromatography Workstation®.

Cromatografo Liquido de Alta Eficiéncia (CLAE 2) (Varian®, modo analitico): bomba
ProStar® 230. detector de UV/Vis ProSta®r 310, programa gerenciador do cromatdgrafo e de

dados Star Integrat0r®.

Cromatografo Liquido de Alta Eficiéncia (CLAE 3) (Shimadzu®, modos analitico e
preparativo): bomba LLC-18 A, com sistema de controle SCL-10Avp, detector UV/Vis (2
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comprimentos de onda simultaneos) SPD-M10Avp, programa gerenciador do cromatdgrafo e

de dados Class-VP versio 6.1.

Cromatégrafo Liquido de Alta Eficiéncia (CLAE 4) (Shimadzu®, modo analitico):bomba
LC-20AT, com sistema de controle CBM-20A, detector de arranjo de diodos SPD-M20A,
injetor automdtico SIL-20A, forno para coluna CTO-20A, desgaseificador DGU-20A-5,

programa gerenciador do cromatégrafo e dados LC-solution versao 1,21

CLAE-EM: CLAE Simadzu®, bomba LC-20AD, detector de DAD SPD-M20A, sistema de
controle CBM-20A, desgaseificador DGU-20A-5, programa gerenciador do cromatégrafo e
de dados LC solution. Espectrometro de Massas Bruker Daltonics Billerica, MA, EUA,
ultrOTOFq - ESI-TOF Mass Spectrometer, detec¢do no modo positivo, calibragdo interna e

externa com Na-TFA, Bomba de Infusao, Fluxo 300ul/h.

Analise elementar: Analisador CHNS-O modelo EA 1108 (Fisons Instruments)

Espectrometros de ressonincia magnética nuclear:
- Espectrometro Varian® INOVA 11,4 T operando a 500 MHz para 'Hea 125 MHz para B,
- Espectrometro Varian INOVA 7,04 T operando em 300 MHz 'H e em 75 MHz para Bc

Estufa de secagem de material de laboratério: Marconi® modelo MA 033/3.

Ultrassom: ELMA®, modelo TANSSONIC 700, freqiiéncia: 35 kHz.

Fase estacionaria para cromatografia em coluna:

a) silica gel: 0,060-0,200 mm; didmetro do poro: 6 nm; marca: Acros Organics® Bélgica
(reembalado por Ultra Chem® Ind. e Com. de Prod. Quimicos Ltda; 0,035-0,070 mm:;
didmetro do poro: 6 nm; marca: Acros Organics® Bélgica (reembaldo por Ultra Chem® Ind. e
Com. de Prod. Quimicos Ltda.

b) carvao ativo em po: LABSYNTH® Produtos para laboratérios Ltda;

¢) silica C-18: 0,040-0,060 mm; marca: LiChroprep® RP-18 (Merck®)
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Rota Evaporador: Biichi® modelo R-114 RE, com banho termostatizado (aquecimento)
Biichi® modelo B-480, banho ultratermostatizado (refrigeragdo) Marconi® modelo MA184 e

. , . .® ,
sistema de “vacuo” Biichi modelo V-500 com condensador secundario.

Solventes:

a) CCDC, CC, EFS: solventes grau P.A., adquiridos no mercado e destilados no Instituto de
Quimica da UNESP, em destiladores de vidro;

b) Analise por CLAE (incluindo pré-tratamento da amostra): solventes grau cromatografico;

) Agua: tratamento por osmose reversa e ultra purificada em purificador Milli-Q.

Material Vegetal: Foi utilizado o material vegetal disponivel do trabalho de Santos (2008) e
este realizou a coleta no seguinte local:
a) Parque Estadual “Carlos Botelho” em Sao Miguel Arcanjo-SP: 13/03/2004, periodo da
tarde: AGS04 (S 24°03°28™, 0 47°58°53™"), AGSO05 (S 24°03°28™, 0 47°58°53™).
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5. Métodos

5.1. Metodologia para purificacao das casearinas e analise de pureza

O extrato enriquecido em casearinas (EFS2) obtidos a partir do trabalho de Santos
(2008) por extracdo em fase solida foi fracionado em coluna aberta de vidro de silica gel.
Ap6s este fracionamento, foi feito o desenvolvimento de método cromatografico no modo
analitico com posterior escalonamento para o preparativo, sendo os esses otimizados no modo
isocrdtico e reciclante.

As casearinas isoladas foram submetidas a identificagdo por ressondncia magnética
nuclear e espectrometria de massas. Apés a identificacdo, foi realizada a investigada a
determinagdo da pureza por CLAE-DAD, pelo método de normalizag¢do de area, e DSC pela
aplicacdo da lei de Van’t Hoff. A determinacdo do teor de umidade, componentes organicos
volateis e cinzas foram feitas por TG.

Assim, a pureza foi calculada levando em consideracdo todos esses fatores a partir da

equacdo (MA et al., 2009):

Pureza (%) = Pureza relativa (%) - Impurezas Volateis (%) - Teor de Agua (%) - Cinzas (%)

Extrato enriquecido em CC para fracionamento CLAE preparativo C ]
casearinas (EFS2) ™ da fracdo EFS2 > para 1solarpento > (ascarinas
das casearinas
A4
Determinacio RMN ; ~
da Pureza < Identificagdo
EM
A
Métodos Umidade, Cinzas
Relativos Volateis
A
A y TG
HPLC-DAD TG

DSC
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5.2. Cromatografia em coluna

O extrato etandlico das folhas (462,6 g) adsorvido em mistura de silica e carvao ativo
(1:1 m/m) foi submetido a extracio em fase sélida (EFS). A fase estaciondria (FE) foi
composta de uma mistura de silica gel (60-200 pum, 2,6 kg) e carvdo ativo em pd na proporcio
de 1:1 (m/m), empacotada em uma coluna de vidro de 20 x 19 cm e eluida com 6,0 L de
Hex/AcOEt 95:5 (v/v) (F1), 6,0 L de AcOEt (F2 ou EFS-2) e 12,0 L de MeOH (F3)
(TININIS, 2006). A fracdo EFS-2, enriquecida em casearinas, obtida por este método de
extracdo, ja estava disponivel no laboratdrio a partir do trabalho de Santos (2008).

ApOs a realizacdo da extragdo em fase solida seguiu-se com o subfracionamento da
fracdo EFS-2 por cromatografia em coluna aberta de vidro, empacotada com silica gel (CC-
Si), utilizando as condi¢des otimizadas por Santos (2008), que consistiu em aplicar 16,8 g da
fracdo EFS-2 em coluna empacotada com silica gel (20 x 7,5 cm; 35-70 um; poro: 6 nm;
470,0 g). A eluigdo foi realizada por gradiente em sete etapas em propor¢cdo volumétrica: 1.
Hex/AcOEt/IPA 85:14:1, 2. 78:20,5:1,5, 3. 76:22,4:1,6, 4. 73:25,2,1,8, 5. 68:29,9:2,1, 6.
60:37,2:2,77, 7. AcOEt/MeOH 1:1. O volume de FM utilizada para cada propor¢do de eluente
foide 1,8 L.

5.3. Cromatografia em camada delgada comparativa (CCDC)

As subfragdes (FA) obtidas da CC-Si foram analisadas por CCDC com FM composta
de Hex/AcOEt/IPA (60:36:4, v/v, 200,0 mL), placa de aluminio coberta com silica gel G (20
x 10 cm x 0,2 mm) como FE e anisaldeido sulfirico como revelador. Apds comparacio, as

fracdes obtidas foram reunidas conforme perfil obtido (SANTOS, 2008).

5.4. Pré-tratamento das amostras para analise em CLAE-DAD

O procedimento para o pré-tratamento das subfracdes FA para andlise em CLAE-DAD
analitico consistiu em pesar aproximadamente 10 mg de cada subfracdo, solubilizacdo em 1,5
mL de MeOH/H,O (98:2, v/v) e aplicacdo em cartucho de C-18, previamente ativado com
MeOH puro. Em seguida, elui¢do da amostra com mais 3,0 mL de MeOH/H,O 98:2 (v/v) e,
por fim, mais 4,5 mL de MeOH para limpeza do cartucho para a préxima amostra, 3 amostras

por cartucho. Apds este procedimento, todas as subfragdes eluidas com MeOH/H,O 98:2
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foram concentradas até eliminag@o total dos solventes e a seguir dissolvidas em 10 mL

MeOH, obtendo-se uma concentragdo final de aproximadamente 1,0 mg/mL.

5.5. CLAE analitico

As andlises das subfracdes FA foram realizadas em CLAE-DAD (CLAE 1), no modo
analitico, utilizando coluna de fase reversa C-18, eluicdo no modo gradiente linear iniciando
com H,O/MeOH/ACN 34:22:44 e finalizando com 00:47:53 em 42 minutos, mais 5 minutos
isocrdtico na condicdo final, volume de injecdo de 10 puL, vazdo de 0,80 mL/min e detec¢do

no UV (200-400 nm). Os cromatogramas foram registrados utilizando a leitura em 235 nm.

5.6. Desenvolvimento do método em CLAE preparativo e purificacao

A estratégia utilizada para o desenvolvimento do método em CLAE-C18 preparativo
incluiu inicialmente a otimizagdo da resolucdo cromatogrifica em modo isocratico,
determinacdo dos valores mdximos de carga (massa de amostra por injecdo), volume de
inje¢do em coluna analitica (250 x 4,6 mm, 5 pm) e vazdo da fase mdvel, com posterior
escalonamento para coluna preparativa (250 x 22,1 mm, 10 um). A forca de eluicdo foi
ajustada entre k™ = 7-20 para o ultimo pico, em modo isocritico e para a composi¢do da FM
foram avaliadas misturas binarias e ternarias de H,O, MeOH e ACN.

As equagdes abaixo foram retiradas de Snyder; Kirkland; Glajch, 1997.

K'=tr— tm
tm

k- fator de retencdo
t, — tempo de retencdo do pico
tm— tempo morto

Rs = 2.! ta + trzl

(W1 +W3)

Rs — resolucdo
t;1 — tempo de retencdo do primeiro pico
t — tempo de retencdo do segundo pico
W, — largura do primeiro pico
W, — largura do segundo pico

O isolamento, realizado no equipamento CLAE 3, seguiu conforme os resultados

obtidos a partir do desenvolvimento do método em CLAE analitico. Foi calculado o fator de



47

escalonamento (21,2) para transferéncia de escala analitica/preparativa. Este fator leva em
consideracdo as dimendes das colunas analitica e preparatia.
X = (L.Deot. prep) /(.deor, anat)” = (25.21,2)%/ (25.0,46)* = 21,2

X — fator de escalonamento

L — comprimento da coluna preparativa;
Deot. prep — didmetro da coluna preparativa;
L — comprimento da coluna analitica;
deol. anal — didmetro coluna analitica;

pardmetros a serem calculados a partir do fator de escalonamento
Ceol. prep. — X . Ceol anal
Vinj col. prep. = X. Vinj col anal
I:;prep = X. Fanal

tprep = X. Fprep . tanal
Fana.l

Ceol. prep— carga em coluna analitica
Ceol anal — carga e coluna preparativa
Vinj col. prep — VOlume de injeg@o em coluna preparativa
Vinj col anal —volume de inje¢@o em coluna analitica
Fprep — vazdo da fase movel em coluna preparativa
Fanal — vazio da fase movel em coluna analitica
torep — tempo de reten¢do em coluna preparativa
tanal — tempo de retenc@o em coluna analitica

Inicialmente, os picos majoritdrios foram coletados em coletor automatico constituido
de um conjunto de 63 tubos de ensaio (15 mL por tubo de ensaio). A andlise por CLAE
analitico (equipamento CLAE 1 e/ou 4) das fracdes recolhidas nos tubos de ensaio permitiu
reuni-las de acordo com a pureza cromatogréfica.

Para remover impurezas ainda presentes nas fracdes selecionadas da etapa anterior,
uma etapa adicional de purificacdo foi utilizada. Para tal, foi otimizado um modo isocrético,
sendo a FM constituida por H,O/MeOH 20:80 (v/v), vazao de 17 mL/min, coluna preparativa
(250 x 22 mm, 5 pm).

Também foi avaliado o modo reciclante para a purificacdo final das substincias,
utilizando FM composta de H,O/MeOH 15:85 (v/v) e vazdo de 16 mL/min, coluna
preparativa (250 x 22 mm, 5 pm).



48

5.7. Identificacao das casearinas

A identificacdo das casearinas isoladas foi realizada por RMN uni e bidimensional de
'H e PC e gHMBC, gHMQC e gCOSY dissolvida em piridina-d5, além da utilizacdo da
espectrometria de massas para confirmacdo da massa molecular dissolvida em MeOH.

Também foi verificada a rotacdo Otica especifica, [a]p, solubilizando a amostra em

MeOH ou CHCls.

5.8. Avaliacao da pureza

A anélise de pureza por CLAE-DAD das substancias isoladas consistiu na utilizacio
do equipamento CLAE 4 e de duas colunas cromatogréficas com diferentes seletividades (C-
18 e Fenil-Hexil), elui¢do da FM em gradiente linear composta de H-O/MeOH na proporcio
de 35:65 até 00:100 em 60 min, mais 10 min isocrético na condicdo final, vazao de 1 mL/min
e detec¢do no UV (200-400 nm). Os cromatogramas foram registrados utilizando a leitura em
235 nm.

A técnica de CLAE-EM foi utilizada na tentativa de identificacdo das impurezas
organicas presentes nas substancias isoladas. A eluicio da FM ocorreu em gradiente linear
iniciando com H,O/MeOH 65:35 e finalizando em 00:100 em 15 min, mais 5 min na condi¢ao
final. O espectrometro de massas operou no modo positivo, ionizagdo por ESI, nitrogénio
como gds nebulizador.

As técnicas de RMN de 'H e "°C foram utilizadas para a caracterizacio estrutural das
substancias e para avaliar a presenca de sinais de impurezas.

As substincias foram caracterizadas pelas curvas TG e DSC com razdo de
aquecimento de 10 °C/ min para a TG e de 5 °C/ min e 10 °C/ min para a DSC.

A composi¢do percentual de C e H das substincias isoladas foi determinada pela

analise elementar.
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6. Resultados e discussao

6.1. Cromatografia em coluna e CCDC

A partir da aplicacdo de 16,8 g da fracdo EFS-2 foram obtidas 50 subfracdes,
nomeadas FA, e essas foram analisadas por CCDC (Figura 2). Apds andlise das
cromatoplacas, as subfracdes foram reunidas e novamente analisadas em CCDC (Figura 3).
As distribuicdo de massas das 17 subfragdes obtidas (Figura 4) e o rendimento da CC estdo
indicadas na Tabela 3. A CC apresentou alto rendimento (recuperac¢do) apods este processo de

separacdo (99,6 %).

Figura 2. CCDC das 50 subfracdes FA obtidas da CC-Si.

2 37 9 1012 16 18 21 24 30 3134 4145 48 50

Figura 3. CCDC das 17 subfracdes FA apds reunido conforme Tabela 1.
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Figura 4. Diagrama de barras representando a distribui¢do de massas das 17 subfra¢des FA obtidas a partir da
CC-Si.

Tabela 3. Identificacdo das subfragdes, balanco de massa da CC-Si e rendimento em relagdo a 16,8 g da fracdo
EFS-2.

Subfracoes Nome das Fracoes Massa (g) Rendimento da CC (%)

le2 FA2 0,870 5
3 FA3 1,116 7
456¢e7 FA7 1,818 11
8e9 FA9 3,882 23
10 FA10 1,341

11e12 FA12 1,130

13,14, 15¢e 16 FA16 1,815 11
17¢18 FA18 0,704 4
19,20 e21 FA21 0,616 4
22,23 e24 FA24 0,383 2
25,26, 27,28,29 ¢ 30 FA30 0,937 6
31 FA21 0,108 0,7
32,33e34 FA34 0,297 2
35, 36, 37, 38, 39,40 e 41 FA41 0,523 3
42,43, 44 e 45 FA45 0,246 1,5
46,47 e 48 FA48 0,073 0.4
49 e 50 FAS50 0,500 3

Total 16,359 99,6
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6.2. Pré-tratamento das subfracoes e analise por CLAE-DAD analitico

Realizados os pré-tratamentos nas 17 subfracdes FA conforme procedimento adotado,
estas foram analisadas em CLAE-DAD no modo analitico para verificar o perfil quimico de
cada subfra¢do, assim como a andlise de uma amostra de caseargrewiina F isolada
anteriormente por Santos (2008), utilizando coluna de fase reversa C-18, eluicdo no modo
gradiente linear iniciando com H,O/MeOH/ACN 34:22:44 e finalizando com 00:47:53 em 42
minutos, mais 5 min isocratico na condicao final, vazao de 0,80 mL/min e deteccdo no UV
(200-400 nm) e a 235 nm.

Os resultados do fracionamento da EFS-2 em CC-Si demonstram boa separacio
cromatografica, fornecendo subfracdes de composicdo simplificada, algumas constituidas
principalmente por uma casearina ja em alto grau de pureza, como as subfracoes 16, 18, 21 e
24 (Figura 5), e praticamente todos os picos das subfracdes obtidas apresentaram maximos de
absorcdo no comprimento de onda de aproximadamente 235 nm, que € caracteristico do dieno
conjugado presente na cadeia lateral em C-9 das casearinas (CARVALHO et. al., 1998;
ITOKAWA et al., 1990; MORITA et al., 1991; SANTOS et al., 2007).
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Figura 5. Cromatogramas das subfracdes FA, obtidos em CLAE-DAD fase reversa C-18 e registrados em 235

nm.
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A andlise dos cromatogramas (Figura 5) evidencia a presenca apenas de um pico mais
intenso nas subfracdes FA18, FA21 e FA24, indicando uma substincia predominante, sendo
necessdria apenas uma simples purificagcdo em CLAE no modo preparativo para obté-las com
alto grau de pureza. Além disso, os mdximos de absor¢do no UV para estas trés subfragdes
sdo 202 e 235 nm (Figura 6), e comparando o tempo de retencdo com o da caseargrewiina F,

pode-se sugerir que esta estd presente nessas subfracoes.
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Figura 6. Espectro no UV de caseargrewiina F e das subfracdes FA18, FA21 e FA24.

6.3. Desenvolvimento de método em CLAE preparativo

A préxima etapa realizada foi o desenvolvimento do método para o isolamento e
purifica¢do das casearinas em CLAE preparativo e a subfracdo 9 (FA9) foi escolhida para o
desenvolvimento do método cromatografico por possuir maior massa que as demais e por
apresentar-se constituida exclusivamente por casearinas inclusive a casearina X, isolada por
Santos (2008) desta subfracdo. Os resultados farmacoldgicos obtidos por Santos (2008)
indicam que a casearina X é um dos principios ativos com atividade antiulcerogénica
presentes no extrato etandlico das folhas.

Seguindo a estratégia proposta para o desenvolvimento cromatografico, foi ajustada a
forca de eluicdo da FM para k™ entre 7-18 para o ultimo pico com as misturas bindrias e
ternarias de H.O/MeOH, H,O/ACN e H,O/MeOH/ACN no modo isocritico (Figuras 7, 8 e
9).
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H,0/MeOH 22:78

k=72

MeOH/H,0 74:26

k=115

H,O/MeOH 30:70

k=174

Figura 7. Cromatogramas do desenvolvimento cromatografico para o ajuste da forca de elui¢do da FM (k 7 —
18) em CLAE-UYV da subfra¢do FA9 com mistura bindria H,O/MeOH.



55

H,O0/MeOH/ACN 25:39:36

H,0/MeOH/ACN/ 30:37:33

H,0/MeOH/ACN 35:35:30

Figura 8. Cromatogramas do desenvolvimento cromatografico para o ajuste da forca de elui¢do da FM (k 7 —
18) em CLAE-UYV da subfra¢do FA9 com mistura ternaria H;O/MeOH/ACN.
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H,0/ACN 29:71

k=70

H,O/ACN 35:65

k=133
H,O/ACN 40:60
k=185

Figura 9. Cromatogramas do desenvolvimento cromatografico para o ajuste da forca de elui¢do da FM (k 7 —
18) em CLAE-UYV da subfra¢do FA9 com mistura bindria HO/ACN.

Observa-se na figura 9 a inversdo dos dois picos majoritarios, seno que isso ocorre por
causa da diferenca de seletividade da FM quando a mistura H,O/MeOH € substituida por
H,O/ACN.

Ap6s a otimizagdo do fator de retengdo, calculou-se a resolu¢do para o par de picos
cromatograficos com pior separagdo e, a partir disso, foi construida uma curva de superficie
de resposta para se obter a melhor composi¢do da FM (Figura 10) visando a melhor resolucio
do par de picos mais dificil de separar. A Tabela 4 apresenta a composicio da FM e a

resolucdo cromatografica para os picos com menor resolucao.
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Tabela 4. Composi¢do da FM e resolug@o cromatogréfica dos picos com menor resolugao.

H,0 (%) MeOH (%) ACN (%) Resoluciao
22 78 0 0,80
26 74 0 1,25
27 73 0 1,25
29 0 71 0,70
35 0 65 1,25
40 0 60 1,25
25 39 36 0,80
30 37 33 1,25
33 37 30 1,00

Com o planejamento de misturas foi possivel construir a curva de superficie (Figura
10), que apresenta uma maior resolu¢do para a composicdo de FM terniria H O/MeOH/ACN
30:50:20 (v/v). Para verificar a eficicia desta otimizagao foi feita uma andlise cromatogréfica
utilizando essa FM (Figura 11). Esta andlise apresentou boa separacdo cromatografica entre os
picos, confirmando a eficicia do planejamento realizado, e foi utilizada para a continuidade

do trabalho, ou seja, o isolamento das substancias majoritdrias dessa subfragao.

Figura 10. Diagrama de superficie para determina¢do da melhor resolu¢do para a composi¢io de FM
(H,O/MeOH/ACN 30:50:20 (v/v)).
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Figura 11. Cromatograma da subfracdo FA9, obtido na condi¢do 6tima indicada pelo grafico de suﬁefﬁ’cie de
resposta da Figura 10, utilizando o equipamento CLAE-1.

Otimizada a composi¢do da FM, o préximo passo foi ajustar o volume de injecéo,
carga e vazdo do sistema ainda em modo analitico. O objetivo desta etapa foi realizar um
planejamento variando o volume de injecdo, carga e vazdo do sistema cromatografico e
obtendo como resposta a resolugdo cromatogrifica. Cada parametro foi avaliado em trés
condi¢des diferentes: concentragdo (1,0; 4,0 e 7,0 mg/mL), volume de injecdo (20, 50 e 80uL)
e vazdo (1,0; 1,3 e 1,6 mL/min).

A solubilidade da subfracio na FM foi determinada para evitar precipitagdo da
amostra na coluna, sendo que esta foi de 10 mg/mL. Assim, optou-se por trabalhar em uma
concentracdo maxima igual a 70 % da solubilidade da amostra na FM (7,0 mg/mL).

Abaixo estdo apresentados os resultados obtidos em cada andlise cromatogrifica

realizada (Figura 12, 13 e 14).
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Figura 12. Cromatogramas obtidos nos testes de carga, volume injecdo da amostra e vazdo da FM (as condigdes

estdo nos cromatogramas).
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FA 9 4 mg/mL, 1,3 mL/min

FA 9 7 mg/mL, 1,3 mL/min
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Figura 13. Cromatogramas obtidos nos testes de carga, volume injecdo da amostra e vazdo da FM (as condigdes

estdo nos cromatogramas).
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20 uL FA 9 1 mg/mL, 1,6 mL/min

50 uL

80 uL

20 uL FA 9 4 mg/mL, 1,6 mL/min

50 uL

80 uL

20 uL FA 9 7 mg/mL, 1,6 mL/min

50 uL

80 uL

Figura 14. Cromatogramas obtidos nos testes de carga, volume injecdo da amostra e vazdo da FM (as condigdes
estdo nos cromatogramas).

Observa-se (Figuras 12, 13 e 14) a deformacdo dos picos e seu alargamento com o
aumento da quantidade de amostra injetado. Ressalta-se que em pequenas quantidades de
substrato a absorcdo dos analitos € linear e em grandes quantidades esse comportamento nao
ocorre (SNYDER; KIRKLAND; GLAJCH, 1997; KNOX; PYPER, 1986).

Ap6s andlise dos resultados, foram definidos o volume méximo de injecdo (80 pL),
carga por injecdo [0,56 mg (7,0 mg/mL)] e vazdo da FM (1,6 mL/min), pois esta condi¢do foi
a que apresentou o menor tempo de retencdo, a maior quantidade e volume injetados, sem
perda significativa de resolucdo entre os picos. As demais condicdes, embora apresentem boa
separacdo, ndo foram selecionadas, pois apresentam tempos de andlise longos e/ou menor

capacidade de amostra injetada.
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Utilizando o fator de escalonamento de 21,2 (item 5.6, pag. 27-28), calculou-se para a
coluna preparativa os valores dos pardmetros estudados: volume de injecdo (Vinj prep = 1,7
mL), carga por injecdo (Ceol prep = 11,9 mg) e vazao (Feol prep = 33,0 mL/min). O cromatograma
no modo preparativo (Figura 15), obtido no equipamento CLAE 3, demonstra a adequada

transferéncia de escala (analitica — preparativa) para o método desenvolvido.

0.06] Cromatograma preparativo

5 10 15 20 25 30 35 40 as 50 55 60 65
Minutes

0.1a] —— FAsS 21112009 cotu:

Cromatograma analitico

o.,12

o.104

o.08

o.06]

S 10 1s Zo ES S0 ES 40 a5 S0 55 6o
Minutes

Figura 15. Cromatogramas em modo analitico e preparativo, a partir das condi¢des otimizadas: volume de
injecdo (80 puL/ 1,7 mL), carga (0,56 mg/ 11,9 mg) e vazdo (1,6 mL/min/ 33 mL/min), (coluna Phenomenex®
Luna C-18. 250 x 21,2 mm, 10 um).

6.4. Isolamento e purificacio em CLAE preparativo

Foram avaliados dois modos preparativos para a purificacdo de casearinas da
subfragdo FA9: purifica¢do por passagem unica na coluna preparativa e purificacio utilizando
o modo preparativo reciclante para a subfracio FA18. Em ambos os casos partiu-se das

condi¢des cromatograficas otimizadas em coluna analitica.

6.4.1 Isolamento no modo isocratico

Desenvolvido o método e definidos os pardmetros de volume de injecdo, carga e vazio
em coluna analitica e com seu devido escalonamento para a coluna preparativa, partiu-se para

o isolamento das duas substancias majoritdrias nesta fracdo (FA9).
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Apesar do estudo de carga ter sido realizado no modo analitico, também foram feitos
testes de carga para avaliar a pureza das duas substincias a serem isoladas j4 em modo
preparativo, injetando-se 11,9 mg; 7,0 mg e 28,0 mg da subfrag@o.

Na primeira andlise preparativa utilizando as condi¢cdes de carga estabelecidas,
realizou-se o fatiamento dos dois picos majoritarios, com o objetivo de avaliar a pureza das
substancias nas vdrias por¢des de cada pico e assim determinar os melhores pontos de cortes
das fragdes. Utilizou-se coletor automatico, programado para fatiar os picos a cada 15 mL de
FM (Figura 16). Foi retirada uma aliquota de cada fracdo (fatias) para andlise em CLAE-
DAD, com volume de inje¢do de 50 pL (Tabela 5). As fracdes (fatias) foram reunidas de
acordo com o grau de pureza observado nos respectivos cromatogramas, sendo que, para o
primeiro pico, as fragdes (fatias) reunidas foram de 4 a 9, obtendo-se a substincia referente a
este pico com 71% de pureza (Figura 17 A) e para o segundo pico, foram reunidas as fragdes
13 a 19, obtendo-se um teor de 80% de pureza para essa segunda substancia (Figura 17 B).
Esses teores de pureza foram determinados de forma preliminar, a partir da porcentagem de
drea normalizada obtida nos cromatogramas, respectivamente.

Foram realizados os experimentos, da mesma forma, para injecdo com quantidades de

7,0 e 28,0 mg (Figuras 18 e 19).
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Figura 16. Cromatograma em modo preparativo para avaliacdo da pureza dos dois picos majoritrios, volume
injegdo (1,7 mL), carga por injecdo (11,9 mg) e vazdo (33,0 mL/min), Phenomenex® Luna C-18. 250 x 21,2 mm,
10 pm.
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Tabela 5. Avaliacdo da pureza cromatogrédfica apds injecdo em CLAE preparativo.

Tubo ensaio Pureza (%) Tubo ensaio Pureza (%)
4 80 16 93
5 79 17 92
6 84 18 93
7 84 19 93
8 84 20 92
9 81 21 77
10 83 22 87
11 84 23 91
12 84 24 94
13 94 25 97
14 95 26 89
15 94
71 % A
80 % B

Figura 17. Avalia¢do da pureza em CLAE analitico apds reunido dos tubos de ensaio, primeiro pico acima e
segundo pico abaixo.
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Figura 18. Cromatograma em modo preparativo para avaliacdo da pureza dos dois picos majoritdrios, carga por

injecdo (7,0 mg) e vazdo (33,0 mL/min), Phenomenex® Luna C-18. 250 x 21,2 mm, 10um.

Tabela 6. Avaliacdo da pureza cromatogrdfica apds injecdo em CLAE preparativo com carga de 7 mg.

T. Ensaio Pureza (%) T. Ensaio Pureza (%)

4 Nio identificado 13 64

5 72,0 14 82,3

6 Nio identificado 15 92,4

7 71,0 16 92,8

8 75,4 17 92,5

9 66,1 18 92,3

10 78 19 90,1

11 61 20 100,0

12 66,4 21 86,3

“umum;;m“?
i

Figura 19. Cromatograma em modo preparativo para avaliacdo da pureza dos dois picos majoritdrios, carga por

injecdo (28,0 mg) e vazdo (33,0 mL/min), Phenomenex® Luna C-18. 250 x 21,2 mm, 10 pm.
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Tabela 7. Avaliacdo da pureza cromatogréifica apds inje¢do em CLAE preparativo com carga de 28 mg.

T. Ensaio Pureza (%) T. Ensaio Pureza (%)
0 77,0 10 92,7
1 94,9 11 91,4
2 96,3 12 91,2
3 91,7 13 89,9
4 89,0 14 88,2
5 83,4 15 83,8
6 70,2 16 78,6
7 76,4,8 17 80,1
8 91,6 18 80,7
9 93,1 19 84,7

As partir das Tabelas 6 e 7 é possivel avaliar o nivel de pureza aplicando-se tanto 7,0
mg como 28,0 mg. Observou-se que os dois picos majoritirios continuara apresentando
contaminaci0 mesmoO com uma menor carga por injecdo, sendo necessario um novo
procedimento cromatografico para obter estas substancias com pureza maior que 95%. Assim,
foi escolhida para isolamento das substancias a condi¢do que apresentou maior quantidade de
carga (28,0 mg) e coletando sempre a regido central dos picos.

Desta forma, foram utilizados 500 mg da subfracdo FA9, subdivididos em 18 inje¢des
de ~28 mg, para o isolamento destas duas substancias majoritdrias. Obtiveram-se 10 mg do
primeiro pico (Pico 1) e 78,1 mg do segundo (Pico 2). O Pico 2 apresentou duas
contaminacdes, a primeira apresentando um ombro no final do pico 2 e o pico 3 e, desta
forma, a fracdo foi submetida novamente em CLAE preparativa com FM constituida de

H,0/MeOH 20:80 (v/v) e vazao de 17 mL/min (Figura 20).



67

o.11 OV -1 (@3snm)
—— amostras pico 11
amostras pico 11001

Cromatograma analitico

OV -1 (23snm)
co 11

pPrep pico 11001

++3| Cromatograma preparativo

= 2 & ) E) 1= Ta e s Zo == Za
Minutes

Figura 20. Cromatogramas em modo analitico (acima) e preparativo (abaixo) massa aplicada de 78,1 mg.
Coluna Phenomenex® Luna C-18. 250 x 4,6 mm, 5 um, vazio 0,8 mL/min e Coluna Phenomenex® Gemini C-18.
250 x 21,2 mm, 5 pm, vazdo de 17 mL/min).

Ao avaliar os cromatogramas (Figura 20), foi possivel constatar uma boa resolugdo
cromatografica no modo analitico, importante fator para se obter essa substincia com alta
pureza. Utilizando essa condi¢do cromatogréfica no modo preparativo, obtiveram-se 30 mg da
substancia correspondentes ao pico 2 e 3 mg do contaminante eluido em aproximadamente 20

min (Figura 20, pico 3).

6.4.2 Isolamento no modo reciclante

No desenvolvimento em modo reciclante, para o isolamento de casearinas,
primeiramente foi ajustada a for¢a de elui¢do da FM moével bindria H,O/MeOH 15:85 (v/v),
vazdo de 0,8 mL/ min em coluna analitica e posterior transferéncia de escala para a coluna
preparativa, com vazdo de 17 mL/ min (Figura 21). Essa condicdo foi otimizada para a
subfracdo FA18, pois esta era constituida principalmente pela caseargrewiina F, que também
apresentou resultados bons para a atividade antiulcerogénica no trabalho de Santos (2008) e
na protecdo contra danos no DNA em baixas concentracdes (OLIVEIRA et al., 2009).

Foi possivel obter o constituinte principal por este processo de isolamento, modo
reciclante, a partir da subfracdo FA18, em que o pico majoritdrio foi submetido a seis reciclos
antes da coleta. Em cada ciclo o inicio e final do pico foram descartados para obtengdo de

maior pureza no pico principal, evitando a contaminacdo pelo alargamento desse com a
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substancia adjacente (Figura 21). Aplicou-se 350 mg da amostra em 7 inje¢des de 50 mg cada,

obtendo-se ao final 60 mg da substincia principal.
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12 18 MaoH 859 30u
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Figura 21.Cromatogramas em modo analitico (acima) e preparativo modo reciclante (abaixo); volume de
injecdo (7,0 mL), carga (50,0 mg) e vazdo (17 mL/min), (coluna Phenomenex® Gemini C-18. 250 x 21,2 mm, 5
nm).

6.5. Identificacao e elucidacao estrutural

As substancias foram identificadas como casearina J (Pico 1, 10 mg), casearina X
(Pico 2, 30 mg), uma casearina inédita nomeada casearina Z (Pico 3, 3 mg), isoladas a partir
da subfracdo FA9, e a caseargrewiina F (60 mg) obtida no modo reciclante a partir da
subfracdo FA18 (Figuras 22, 23, 24 e 25).

A casearina J foi descrita pela primeira vez por Morita e colaboradores (1991), sendo
0 unico relato de isolamento na literatura. A casearina X é bem conhecida neste grupo de
pesquisa, tendo sido isolada anteriormente nos trabalhos de mestrado (SANTOS, 2001) e
doutorado (TININIS, 2006; SANTOS, 2008) a partir do extrato entandlico das folhas de C.
sylvestris. A caseargrewiina F foi isolada primeiramente dos frutos de Casearia grewiifolia
(KANOKMEDHAKUL; KANOKMEDHAKUL; BUAYAIRAKSA, 2007) e também nos
trabalhos de Tininis (2006) e Santos (2008), a partir do extrato etandlico das folhas de C.

sylvestris.
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6.5.1. Casearina J

A casearina J foi obtida como um pé branco. Seu espectro de RMN de "°C, obtido em
piridina deuterada, apresenta 31 carbonos (Anexos 4-5, pags. 105-106), semelhantes aqueles
apresentados por outras casearianas descritas na literatura (CARVALHO et al., 1998;
ITOKAWA et al., 1990) e similar a isolada por Morita e colaboradores (1991), espectros
obtido em cloroférmio deuterado.

O espectro de massas de alta resolugdo (HRTOF-ESIMS) no modo positivo (Anexo 1,
pag. 102), apresentou sinais relativos aos fons [M+Na]" e [M+K]" com valores de m/z
585,3034 e 601,2904 (massas tedricas calculadas para C31HuO9Na" e C3;HagOoK* foram,
respectivamente, 585,3034 e 601,2773). A banda de absorcdo no UV em 234,6 nm ¢
caracteristica de dieno conjugado das casearinas (CARVALHO et al, 1998), cuja presenca
pode ser confirmada pelos sinais observados na regido olefinica do espectro de RMN de 'H
(Anexo 3, pag 104), mostrando os acoplamentos cis/trans da ligagdo dupla terminal
monossubstituida H-15, e H-15;, [5,21 ppm (d, J = 11,0 Hz), 5,24 ppm (d, J = 17,0 Hz)], com
hidrogénio vicinal, H-14, em 6,68 ppm (dd, J= 11,0 e 17 Hz), além do outro sinal, H-12, em
5,50 ppm (d, J= 8,0 Hz), que pode ser atribuido ao hidrogénio da outra dupla ligacdo
conjugada.

O sistema decalinico é confirmado pela similaridade dos deslocamentos quimicos de
BC com os apresentados na literatura, além das correlagdes apresentadas nos mapas de
contorno COSY e HMBC.

Os sinais de carbonos metinicos oxigenados em 97,1 e 99,1 ppm (Anexo 4, pag. 105),
C-18 e C-19 respectivamente, indicam a presenca do anel diacetdlico no anel C. A correlagdo
entre o hidrogénio H-19 (s, 7,24 ppm) e os carbonos C-5 e C-6 (55,0 e 74,7 ppm,
respectivamente) no mapa de contorno HMBC (Anexo 12, pag. 113), definem a posi¢do deste,
além disso, a correlacdo entre esse hidrogénio H-19 e o carbono carbonilico em 169,7 ppm
caracteriza a posicao do substituinte acetato (Anexo 15, pag. 116).

O butanoato em 173,6 ppm foi posicionado na posi¢do 18.

A posicdo da metoxila foi determinada pela correlagdo entre os hidrogénios da
metoxila (O-CHjs, s, 3,39 ppm) com o C-2 (73,2 ppm) (Anexo 13, pag. 114).

Os hidrogénios H-20 (s, 0,98 ppm) apresentam correlacio com o C-9 (40,1 ppm)
(Anexo 11, pag. 112) e a correlacdo entre H-20 e C-11 (30,9 ppm) sugere o posicionamento
da cadeia lateral no C-9 (Anexo 11, pag. 112). As correlagdes no COSY entre os hidrogénios
H-17 (d, 1,04 ppm, J= 7,0 Hz) e H-8 (t, 5,64 ppm, J = 11,0 Hz) sugerem a posicao deste
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grupo metila (Anexo 16, pag. 117), além das correlagdes no mapa de contorno HMBC entre
os H-17 com os carbonos C-7, C-8 e C-9 (76,4; 41,7 e 40,1 ppm) (Anexo 13 e 11, pags.114 e
112).

As casearina j4 isoladas com configuracdo trans entre C-17 e C-20, apresentam
deslocamento quimico cerca de 15,0 e 26,0 ppm. Quando existe um substituinte oxigenado
em C-7, é observada uma absor¢cdo em menor freqiiéncia para C-17 (11,0 ppm). Este fato
sugere a existéncia de um efeito de blindagem (gama) produzido pelo substituinte oxigenado
presente em C-7 sobre o C-17 (SANTOS, 2008). No caso da casearina J, as absor¢des em
11,7 e 26,0 ppm para C-17 e C-20, respectivamente, indicam a relacdo trans entre estas
metilas. Além disso, com essa informacdo € possivel sugerir o posicionamento do segundo
grupo butanoato com o carbono carbonilico em 173,4 ppm no C-7.

A correlacdo entre H-11 (dd, 2,69 ppm, J =9,0 e 16,0 Hz) e H-12 (d, 5,5 ppm; J =9,0
Hz) correspondente as ligacdes presentes no grupo lateral (Anexo 17, pag.118).

Os hidrogénios H-16 (s, 1,75 ppm) apresentam correlacdo com os carbonos C-12; C-
13, C-14, C-15 (127,5; 134,1; 134,3; ppm) (Anexo 14, pag. 115).

A casearina J e dextrorrotatéria +29,0° (¢ 0,7, CHCI;3) consistente com o resultado

apresentado por Morita e colaboradores (1991) +29,9°.

Figura 22: Casearina J e principais correla¢des encontradas no mapa de contorno HMBC, respectivamente.
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Tabela 8. Dados espectroscopicos de RMN de "°C, 'H obtidos em 125 e 500 MHz, respectivamente, gHMBC e
gCOSY, em piridina-d5 para a casearina J.

Morita et al.
Casearina J (1991) em
CDCl,
“C (ppm)  'H (ppnv/ J Hz) gHMBC (ppm) gCoSY (ppm) | “°C (ppm)
C1 26,5t 1,99 - 2,78 25,6t
C2 73,3 d 3,97t (4) - 72,6 d
C3 123,8d 6,38d (4) 73,3 123,5d
C4 144,5 s - - 142,9 s
Cs 55,0 - - 53,8 s
Co6 74,7 d 4,24d (10) 55,0; 76,4; 99,1 752d
C7 76,4 d 5,64t(11) 74,7 2,07 754 d
C8 41,7d 2,07 m 11,7 1,04; 5,64 41,1d
c9 40,1 s - - 394 s
C10 36,9 d 2,78dd (3; 13) 35,8d
C11 3091 2,69 dd (9,0; 16) 5,5 30,3 ¢
C12 127,5d 5,50d (8,0) 2,69 125,8 d
C13 134,1s - - 133,95
C14 134,3d 6,68 dd (10,5; 17,3) 5,24 133,4d
C15 114, 7¢  5,21dd (11) 5,24 (17) 20,4; 134,1; 134,3 6,68 114,6 ¢
C16 20,4 g 1,75 s 114,7,127,5; 134,1; 134,3 20,2 g
C17 11,7 g 1,04 d (7) 40,1; 41,7, 76,4 2,07 11,149
C18 97,1d 7,14t (1,5) 99,1 95,6 d
C19 99,1d 7,24 s 74,7; 55,0; 97,1; 144,5; 169,7 97,5d
C20 26,0 g 0,98 s 30,9; 41,7; 40,1; 37,0 254 q
OAc 21,8 ¢ 1,92s 169,7 21,3 ¢
OAc 169,7 s - 169,0 s
OBu 14,1 g 0,84 t(7,5) 18,9 1,58 13,5¢q
OBu 13,8 ¢ 0,90t (7,5) 19,2 0,84; 2,35 13,7¢q
OBu 18,9 ¢ 1,57 m 13,8 1,58 18,3 ¢
OBu 19,1¢ 1,66 m 14,1 18,6 ¢
OBu 36,7t 2,35t (7,5) 13,8; 18,9 36,3t
OBu 36,81 2,40 m 14,1; 19,2 36,4t
OBu 173,4 s - 173,7 s
OBu 173,6 s - 174,3 s
OMe 56,9 g 3,39s 73,3 57,09

6.5.2. Casearina X e caseargrewiina F

A casearina X e a caseargrewiina F (Figuras 23 e 24) foram identificadas comparando-
se 0s respectivos espectros de 'H e "C (Anexos 18 a22 e 23 a 26, pags. 119-123 e 124-127)

com os dados obtidos por Santos (2008) para estas duas substancias (Tabela 9 e 10). Como os



72

deslocamentos quimicos sdo idénticos e as substincias foram obtidas da mesma planta
estudada por Santos, ndo foi necessdrio utilizar técnicas bidimensionais para confirmagdo

estrutural destas casearinas.

Figura 23. Casearina X



73

Tabela 9. Dados espectroscépicos de RMN de °C e 'H obtidos em 125 e 500 MHz, respectivamente, em
piridina-d5 para a casearina X.

Casearina X Dados obtidos por Santos (2008)
C (ppm) 'H (ppnv/ J H2) “C (ppm)
C1 27,6t 2,08 m; 2,14m 27,6t
C2 67,4 d 5,73t (4,5) 67,4 d
C3 121,6 d 6,34 dl (4,5) 121,6 d
C4 147,8 s - 1478 s
Cs 54,8 s - 54,8 s
Co6 72,8d 4,18 dd (11,0; 5,0) 729d
C7 38,11t 1,88- 1,94 m 38,1t
C8 37,0d nd 37,0d
c9 38,6 s - 38,6 s
C10 37,7d 2,76 dd (13,5; 3,5) 37,7d
C11 30,0t 1,93 m 2,49 dd (16,0; 9,0) 30,0 ¢
C12 1284 d 5,64 dl (9,0) 128,4 d
C13 134,0 s - 134,05
C14 134,4 d 6,81dd (17,0; 11,0) 134,4d
C15 114,6 ¢ 5,13d(11,0) 5,26 d (17,0) 114,6 ¢
C16 20,7 q 1,84 sl 20,7 g
C17 16,1 g 0,88 d (7,5) 16,1 g
C18 97,3d 7,45t (1,5) 97,3d
C19 99,2 d 7,16 99,2 d
C20 25,5¢q 0,87 s 25,5¢q
OAc 22,04 2,04 s 22,04
OAc 170,0 s - 170,0 s
OBu 13,8 g 0,84 t(7,5) 13,8 ¢
OBu 14,0 g 0,89t (7,4) 14,0 ¢
OBu 18,9 ¢ 1,6 m 18,9 ¢
OBu 19,2 ¢ 1,6 m 19,2 ¢
OBu 36,7t 2,19 m 36,7t
OBu 36,7t 2,32 m 36,7t
OBu 1733 s - 173,3 s
OBu 1734 s - 1734 s
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§

Estas substancias apresentaram rotacio otica especifica de +50,3° (¢ 1,0, MeOH) para

Figura 24. Caseargrwiina F

a casearina X e +53,1° (c 1,0, MeOH) para a caseargrewiina F. Estes resultados demonstram
que essas substincias sdo dextrorrotatorias. Esses valores contribuem para a identificagio
dessas substancias quando comparados com os resultados obtidos por SANTOS (2008) para a
casearina X (+54,3°) e para a caseargrewiina F (+55,1°) e confirmam as respectivas

configuragdes relativas.
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Tabela 10. Dados espectroscépicos de RMN de “C e 'H obtidos em 75 e 300 MHz, respectivamente, em
piridina-d5 para a caseargrewiina F.

Caseargrewiina F

Dados obtidos por Santos (2008)

Bc Bc q (ppm J Hz) Be q
C1 27,7t 2,40- 2,45 m 274t 2,05-2,10 m
2 67,3d 6,04 1(4.,2) 67,0d 573 1(4,0)
c3 12164 6,40 dI (3,9) 121,3d 6,33 di (4,0)
C4 14775 - 1473 s -
Cs 54.8 s - 54,55 -
C6 72,8d 4,49 dd (9.9; 5,7) 72,5d 4,17 dd (11,0; 5,0)
C7 38,1 ¢ 2,20-2,26 m 378 ¢ 1,88- 1,94 m
C8 37,7d nd' 37.4d nd'
C9 38,65 - 3835 -
C10 3704 3,06 dd (12,9; 4,2) 36,7d 2,74 dd (13,5; 3,5)
cill 3004 2,79 dd (16,0, 9.3) 297 d 5 4;23‘ (112 %);”;’O)
C12  1284d 128,1d 5,63 dl (9,0)
CI3 13405 - 133,7 s -
Cl4  1344d 721dd (17,3 ;10,8) 134,1d 6,80 dd (17,0; 11,0)
C15  1146s S5 4074 1431 325 4070
Cl6  207¢ 2,14 51 20,4 g 1,83 s
C17  16l¢q 1,19 m 158 ¢ 0,88 d (6,0)
C18 9744 7751 (1,5) 97,1d 7431(1,5)
C19  991d 7,45 5 98,8 d 7,16 s
C200 255¢ 1L17s 2524 0,87 s
OAc  2l4gq 2,325 21,1¢q 2,025
OAc 170, - 1698 s -
OAc  220¢ 2,335 21,7¢ 2,025
OAc  1708s - 170,5 s -
OBu 140g¢ 1,161 13,7 ¢ 0,881 (7,0)
OBu 19271 1,93 m 18,9 ¢ 1,62 m
OBu 367t 2,48 m 36,4 1 2,18 m
OBu 1733 ; 1730 s -
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6.5.3. Casearina Z

A seguir é apresentada a elucidacdo estrutural preliminar da casearina Z, pois ndo
foram obtidos todos os experimentos de RMN necessdrios para a determinagdo da
configuragdo relativa, além dos espectros no IV, UV e de massas.

A esta substincia foi atribuida a férmula molecular CysH4,O7. Os dados de RMN de
BC e DEPT (Tabela 11) apresentam 28 sinais de carbono (Anexo 30-31, pags. 131-132),
sendo 6 quartendrios, 9 metinicos, 7 metilenos e 6 metilicos (Anexo 32-33, pags. 133-134),
semelhantes aqueles apresentados por outras casearinas (KANOKMEDHAKUL;
KANOKMEDHAKUL; BUAYAIRAKSA, 2007; CARVALHO et al., 1998; ITOKAWA et
al., 1990; MORITA et al., 1991; SANTOS et al., 2007).

O espectro de RMN de 'H apresentou um dubleto referente a metilas em 0,85 ppm (J
= 5,5 Hz, H-17) (Anexo 28, pag. 129)e um singleto em 0,86 ppm (H-20) (Anexo 28, pag.
129), um oximetileno em 5,66 ppm (sl, H-2) (Anexo 29, pag. 130), dois prétons metinicos em
5,74 ppm (s, H-18) e 7,11 ppm (s, H-19) e um préton olefinico trissubstituido em 6,46 ppm
(d, J = 4,0 Hz, H-3) (Anexo 29, pag. 130) sdo consistente com o esqueleto basico dos
diterpenos clerodanicos isolados do género Casearia, além disso os dois hidrogénios
metinicos (H-18 e H-19; Anexo 29, pag. 130)) confirmam a presenca do anel diacetdlico
(KANOKMEDHAKUL et al., 2007; CARVALHO et al., 1998; ITOKAWA et al., 1990;
MORITA et al.,, 1991; SANTOS et al., 2007).

As correlacdes encontradas no COSY em conjunto com as correlagdes encontradas no
mapa de contorno HMBC ajudam a confirmar o sistema decalinico desse diterpeno
clerodanico, H-1 e H-10, H-2 e H-1, H-2 e H-3, H-6 e H-7 (Anexo 44-45, pags. 143-144).

Os seis carbonos da cadeia lateral C-11 a C-16 mostram a presenca de um grupo
metileno terminal, consistente com a observa¢do dos prétons 5,16 ppm (d, J = 10,5 Hz, H-
15a) € 5,27 ppm (d, J = 17,0, H-15b) (Anexo 29, pag. 130), os quais acoplam com o préton
em 6,85 ppm (dd, J = 17,3 e 10,5, H-14) também confirmado pela correlagdo apresentado no
COSY entre os H-14 e H-15 (Anexo 46, pag. 145). A outra dupla ligacdo em conjugag¢do com
a anterior ¢ trissubstituida com sinal do préton em 5,57 ppm (dl, J = 8,5 Hz, H-12)
apresentando correlagdo entre H-11 e H-12 (Anexo 45, pag. 144). Também apresenta
correlacdes no mapa de contorno HMBC entre os prétons em 1,81 ppm (s, H-16) e os

carbonos C-12 e C-14 (Anexo 43, pag. 142).
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A correlagdo no mapa de contorno HMBC entre a metila em 2,00 ppm (s) com o
carbono carbonilico em 170,0 ppm define a posi¢ao dessa (Anexo 43, pag. 142)e a correlagdo
entre o H-19 e o mesmo carbono define a posicdo dessa acetoxila (Anexo 42, pag. 141).

A correlagdo observada no COSY entre os prétons da metila em 1,12 ppm (t, J = 7,0
Hz) e os prétons metilénico em 3,60/3,84 ppm demonstram sua conectividade e o
deslocamento quimico dos prétons em 3,60 ppm sugerem ser representativos de um grupo
etoxi (Anexo 45, pag. 144). A correlacdo do préton H-18 e o carbono 65,1 ppm (etoxila)
definem a posicdo desse grupo (Anexo 40, pag. 139).

Ao substituinte butanoato foi atribuido ao carbono com sinal em 67,3 ppm (C-2),
consistente com os deslocamentos quimicos apresentados para outras casearinas com esse
substituinte em C-2 e com uma hidroxila em C-6 (72,3 ppm) (CARVALHO et al., 1998;
ITOKAWA et al., 1990; MORITA et al., 1991; SANTOS, 2008).

Os deslocamentos quimicos do C-17 e C-20 (16,0 e 25,6 ppm, Anexo 31, pag. 132)
sugerem a relacdo trans entre eles, pois para as casearinas ja relatadas quando o sistema trans
estd presente, os deslocamentos quimicos para essas duas metilas estdo em torno de 15,0 e
26,0 ppm, enquanto que para a configuracdo cis os valores observados sdo de 16,0 e 18,0
ppm, respectivamente. Assim, a configuracdo cis entre a jungdo dos anéis A e B pode ser
confirmada a partir do deslocamento quimico do C-20 (SANTOS, 2008).

Esta casearina € inédita por apresentar uma etoxila em C-18. Na literatura é descrita a
mesma estrutura com uma metoxila nessa posi¢do, tendo sido isolada dos frutos de Casearia
grewiifolia e nomeada de caseargrewiina G (KANOKMEDHAKUL; KANOKMEDHAKUL;
BUAYAIRAKSA, 2007).

Figura 25. Casearina Z e correlagdes apresentadas no mapa de contorno HMBC, respectivamente.
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Tabela 11. Dados espectroscépicos de RMN de “C e 'H obtidos em 75 e 500 MHz, respectivamente, em
piridina-d5 para a casearina Z.

Casearina Z

BC (ppm) 'H (ppnv/ J Hz) gHMBC (ppm) gCOSY (ppm)
C1 27,61 2,05 m 52,7 2,59
C2 67.3d 5,66 sl 2,05; 6,46
Cc3 1252 d 6,46 d (4,0) 27,6;52,7; 103,7 5,66
C4 146,3 s -
C5 52,7 s -
C6 723d 4,08 dd (11,0, 4,5) 1,70/1,74; 1,85
c7 36,7 t 1,85 m 35,9;52,7; 72,3 4,08
Cs 359d 1,74 m 36,7; 72,3
Cc9 38,5 -
C10 38,0d 2,59 dd (11,0, 5,0) 27.6; 52,7 72,3
ci1 20,61 249 dii?fé?; 100 134,4; 128,5 557
C12 128,5d 5,57 dl (8,5) 1,87; 2,49
C13 133,9 s -
C14 134,4 d 6,85 dd (17,3; 10,5) 20,6; 133,9 5,20
C1s 14,6 ¢ gég a 8238 ggg 6,85
C16 20,6 ¢ 181 s 134,4; 128,5
Cc17 16,0 g 0,85d(5,5) 1,74
C18 103,7d 574 s 52,7;65,1; 98,8; 125,1; 146,7
C19 98,8 d 711s 52,7; 72,3; 103,7; 146,7; 170,0
C20 25,6 g 0,86 s
OAc 2194 2,00 s 170,0
OAc 170,0 s -
OBu 14,02 g 0,90 £ (7,5) 1,65
OBu 19,2 ¢ 1,64 m 14,0; 36,8
OBu 36,8 ¢ 2,27 14,0; 19,2
OBu 1733 s -
OEt 153 ¢ 1,12 £(7,0) 3,60/3,84

OEt 65,11t 3,60/3,84 1,12
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6.6. Avaliacao da pureza

6.6.1 Pureza Cromatografica

A determinagdo da pureza das substincias foi realizada por CLAE-DAD em duas
etapas: inicialmente determinou-se a pureza do pico e posteriormente determinou-se a pureza
cromatogréfica pelo método de normalizacdo de drea.

Para cada substancia isolada foram obtidos cromatogramas em CLAE-DAD no modo
analitico, em duas colunas com diferentes seletividades de FE para o célculo de pureza
cromatografica (Phenomenex® Luna C-18, 250 x 4,6 mm, 5 pum e Phenomenex® Luna Phenyl-
Hexil, 250 x 4,6 mm, 5 um), sendo a elui¢do realizada com o mesmo gradiente linear de
H,0/MeOH (35:65) até 100 % de MeOH em 60 min, mais 10 min em 100 % MeOH (Figuras
29,30 e 31).

As Figura 26 e 27 apresentam a pureza de pico para as casearinas J, X e
caseargrewiina F com resultado de 100% para as trés substancias isoladas em coluna C-18 e
Fenil-Hexil, importante fator para a avaliacio da pureza cromatogrifica, j4 que é um

indicativo da auséncia de contaminantes coeluindo com essas substancias.

PutyCuve P
PoraShe

CasearinaJ |, | Casearina X

T T T T T T T T T T T T
3000 3025 3050 3075 31.00 3125 3150 3175 min 3150 3175 3200 3225 3250 min

Caseargrewiina F

Flgura£6Anéhsedapureza d“e plc(; em CLAE—DAD em coluna C-18 para as casearinas J e X, e caseargrewiina
F.
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Figura 27. Andlise da pureza de pico em CLAE-DAD em coluna fenil-hexil para as casearinas J e X, e
caseargrewiina F

A andlise de pureza cromatogréfica incluiu uma etapa preliminar de andlises realizadas
logo apds a ultima etapa de purificacdo, tomando-se uma aliquota das substancias coletadas e
injetando em coluna C18. Apds a concentracdo dessas repetindo-se a andlise para
determinacdo da pureza em colunas C18 e fenil-hexil.

Para casearina J foi observada uma diminui¢do do grau de pureza durante a etapa de
evaporacgdo do solvente, com aumento do pico eluido em 23,5 min, o que pode ser indicativo
de degradacdo dessa substancia durante a concentracdo em rota evaporador (Figura 29). O
espectro no UV desse contaminante (Figura 28) € semelhante aos das casearinas descritas na
literatura, ja que apresenta um maximo de absorcdo no comprimento de onda de 234 nm,
caracteristicos do dieno conjugado das casearinas. Desta forma, pode-se sugerir que a
casearina J degradou sem a perda do croméforo.

A pureza cromatografica obtida para essa substincia foi de 85,5 % e 834 %,

respectivamente nas colunas de fase reversa C18 em Fenil-Hexil.

S52erT 90

2250 2500 2750 2000 2250 as0.0 w750 om

Figura 28. Espectro obtido no UV do produto de degrada¢do da casearina J, pico em 23,5 min.
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Figura 29. Pureza cromatografica da casearina J determinada em coluna C18 apds coleta do pico e em colunas
C18 e fenil-hexil apds evaporacdo total do solvente e dissolvido em MeOH, na concentra¢do de 0,2 mg/mlL,
condi¢do de andlise no item 5.8.
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A Figura 30 evidéncia o alto grau de pureza cromatogréfica para a casearina X, sendo
97 % em coluna C18 e 94 % em coluna fenil-hexil. Esta casearina € mais estavel que a J, pois

apds concentracdo em rota evaporador a mesma nao apresentou degradacao significativa.

= 5

Ap6s coleta do pico
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m;éJGSnmAnm {1.00) S
0 ApGs concentracio o Coluna Phenomenex® Luna C-18
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; IO‘ 20‘ 30‘ 40‘ 50‘ 60‘ min
mAU
400  —235nm,dnm (1.00) 3 |
0 S| Apés concentragio 94,1 % " | Coluna Phenomenex® Luna Phenyl
% 3| em rota evaporador 250 x 4,6 mm, 5 ym
250 —
0

Figura 30. Pureza cromatogréfica da casearina X determinada em coluna C18 apds coleta do pico e em colunas
C18 e fenil-hexil apds evaporacdo total do solvente e dissolvido em MeOH, na concentra¢do de 0,4 mg/mlL,
condi¢do de andlise no item 5.8.
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Da mesma forma, a caseargrewiina F ndo apresentou degradacdo apds concentracdo

em rota evaporador, resultando em pureza cromatografica maior que 98% nas duas colunas

(Figura 31).
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Figura 31. Pureza cromatografica da caseargrewiina F determinada em coluna C18 apds coleta do pico e em
colunas C18 e fenil-hexil apds evaporagio total do solvente e dissolvido em MeOH, na concentracdo de 0,2
mg/mL, condi¢io de andlise no item 5.8.
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6.6.2. CLAE-DAD-EM

As andlises por CLAE-DAD-EM consistiram na verificacdo da presenga de possiveis
contaminantes co-eluindo com as substincias purificadas, além de identificar as massas
desses contaminantes pela andlise dos seus espectros de massas.

As Figuras 32, 33 e 34 apresentam os resultados das andlises por CLAE-DAD-EM em
coluna C18 e fenil-hexil para as trés casearinas analisadas. Foram obtidos os espectros de
absorcdo no UV dos picos detectados nos cromatogramas abaixo (Anexos 47 a 53), sendo que
praticamente todos os picos tém méaximo de absor¢do no comprimento de onda de 235 nm.
Estes resultados auxiliaram a confirmar os resultados obtidos pela pureza cromatografica
obtida no item 6.6.1., pois esses contaminantes respondem de forma semelhante no UV.

Em uma andlise preliminar dos espectros de massas dos picos detectados apds o
processo de dessecamento do cromatograma da casearina J (Figura 32) alguns picos tem
espectros com fons caracteristicos de casearinas, pois estas apresentam o fon [M+Na]® e
[M+Na+51]", apesar deste dltimo fon ainda ndo ter sido interpretado de forma conclusiva por
este grupo de pesquisa, mas estd presente em todas as casearinas estudas. Pode-se identificar a
presenca desses nos espectros de massas nimero, 5, 7, 8, 9, 10, 15, 17, 19, 21 em coluna
fenil-hexil (Anexos 57 a 63). Em coluna C18 é observado esse mesmo perfil de fons nos
espectros, 5,6,7, 8,9, 11, 16, 20 (Anexos 77 a 81).

Resultados semelhantes sdo apresentados para a casearina X, espectros de massas 11,
12, 13, 15, 19, 22, 25 e 28 em coluna fenil-hexil (Anexos 64 a70) e 5, 8,9, 10, 13, 15, 21 em
coluna C18 (Anexos 83 a 85) e para caseargrewiina F, espectros 6, 10, 13 e 18 em coluna
fenil-hexil (Anexos 71 a 76) e 4, 6 e 13 em coluna C18 (Anexos 86 a 90). Uma alternativa
para identificar esses picos € fazer a fragmentag@o de cada um e, desta forma, obter o perfil de
fragmentacdo.

Comparando os cromatogramas das trés casearinas (Figuras 32, 33 e 34) é observado
que elas sdo mais retidas em coluna fenil-hexil que em C18 e também apresentam picos co-
eluindo com as substincias. Desta forma, sugere-se que a coluna analitica C18 € mais

adequada para o uso.
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6.6.3. Analise térmica

A natureza da mudanga de posicdo da linha de base observada em uma curva DSC
quando uma substancia sofre transi¢do vitrea reside na variag@o finita da capacidade calorifica
inerente a essa transicdo. Esse fenomeno é observado para a caseargrewiina F (Figura 35),
sendo que as temperaturas referentes a essa transicao sdo: Ton set = 53,9 °C, Ty = 56,1 °C e T,
meédio = 56,3 °C. A transi¢do s6 ocorre em materiais ndo cristalinos (comumente chamados de
amorfos), desta forma ndo apresentando pico de fusdo. Neste caso, ndo foi possivel calcular a
pureza dessa substincia por esta técnica por ela ndo apresentar pico referente a fusdo no
experimento de ponto de fusdo, mas sim uma faixa de temperatura, muitas vezes confundida
com o ponto de fusio da substancia.

Mecanicamente, a partir da temperatura de transicdo vitrea, o material migra de um
estado rigido e quebradico denominado vitreo para um estado borrachoso, de maior
mobilidade molecular. As mudangas observadas ndo ocorrem em uma temperatura especifica,
como € o caso do processo de fusdo, mas em uma faixa de temperatura, o que leva alguns
autores a sugerirem que a melhor denominacio para a temperatura de transicdo vitrea seria
intervalo de temperatura de transformacao vitrea (YAMAKI; PEDROSO; ATVARS, 2002).

A curva TG da caseargrewiina F, em atmosfera dindmica de ar, apresenta dois eventos
de decomposi¢@o. No primeiro evento ocorre perda de 46,4 % de massa e, no segundo evento,
a perda de massa € de 53,6 %. Estes eventos sdo confirmados pela curva DTG. Essa segunda
perda de massa, referente & oxidagdo da substancia e divide-se em pelo menos dois eventos
que ndo puderam ser resolvidos pela curva TG (Figura 36 e Tabela 12).

A curva DTA (Figura 36) apresenta um pico exotérmico, 421,3 — 590,1 °C, referente a
oxidagdo, confirmada pela perda total de massa apresentada pela curva TG.

Além dessa perda, pode-se sugerir a auséncia de contaminantes volateis e de dgua na
amostra, pois a mesma ndo apresentou perda significativa de massa na regido de 30 a 100 °C,
referente a faixa de evaporacdo dos solventes orginicos e dgua utilizados nas etapas de
purificagdo.

O experimento de residuo de cinzas também foi realizado por TG. Como resultado ndo
apresentou massa significativa ap6s 1000 °C, sugere-se a auséncia de cinzas (quantidade néo
detectdvel). Este resultado j4 era esperado, pois a amostra sofre diversos fracionamentos e no
isolamento em CLAE preparativa € utilizada 4gua e solventes orginicos de alta pureza para

obtencdo dessa substincia. Esse mesmo resultado € igual para a casearina J e casearina X.



89

0,0

Exo 4\

-0,5

Fluxo de calor (W/g)

-2,0

2,5 T T T T T T
40 50 60 70 80 9 100

Temperatura (°C)

Figura 35. Curva DSC para a caseargrewiina F apresentando a regido referente a transi¢do vitrea (razdo de
aquecimento de 20 °C/min, atmosfera dindmica de ar sintético, cadinho de aluminio).
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Figura 36. Curva TG/DTG e TG/DTA para a caseargrewiina F (razdo de aquecimento 20 °C/min, atmosfera
dindmica de ar sintético, cadinho de alumina).

Tabela 12. Caracteristicas termogravimétricas da caseargrewiina F em atmosfera dindmica de ar sintético e
razdo de aquecimento de 20 °C/ min

Intervalo de temperatura (°C) Perda de massa (%)
164,7 -331,2 46,4
331,2-584.7 53,6

As curvas DSC para a casearina J e casearina X ndo sdo apresentadas por nao
apresentarem informacdes que possam contribuir para este trabalho, pois ndo apresentaram
pico de fusdo para célculo de pureza e nem a transi¢do vitrea, mas de maneira similar a
caseargrewiina F, estas substincias apresentaram uma faixa de temperatura da passagem de
sélido para “liquido” quando realizado o experimento de ponto de fusdo.

A curva TG da casearina J (Figura 37) em atmosfera dindmica de ar sintético revela

dois eventos de decomposi¢cdo, com uma primeira perda de massa de 52,4 % e uma segunda
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de 47,6 % (Tabela 13). A curva DTG apresenta dois eventos para o primeiro estdgio de
decomposicio.
A curva DTA (Figura 37) apresenta um pico exotérmico, entre 429,2 — 607,6 °C,

referente a oxidacdo da matéria orginica.
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Figura 37. Curva TG/DTG e TG/DTA para a casearina J (razdo de aquecimento de 20 °C/min em atmosfera
dindmica de ar sintético, cadinho de alumina).

Tabela 13. Caracteristicas termogravimétricas da casearina J em atmosfera dindmica de ar sintético e razdo de
aquecimento de 20 °C/ min.

Intervalo de temperatura (°C) Perda de massa (%)
169,7-341,3 52,4
341,3 -560,4 47,6

A curva TG da casearina X (Figura 38) em atmosfera dindmica de ar revela dois
eventos de decomposi¢do, uma primeira perda de massa de 44,3 % e uma segunda de 55,7 %
(Tabela 14). A curva DTG, apresenta a ocorréncia de duas decomposi¢des para o primeiro
evento e trés decomposicdes para o segundo evento.

A curva DTA (Figura 38), apresenta um primeiro eventos exotérmico, entre 130,5-

188,1 °C e mais dois referentes a oxidacdo total da substancia, entre 422,0 — 607,6 °C.

05

100 100 e
os =
80 80
L4
Exo 4\
03 -3
g 60- S 5 e -
(2] [~ Us
g 404 5 3 404 F1
& = =
<
© o
0,1
201 204 ;
0 0,0 0 -2
T T T T T T T T T T T T T -3
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 200 400 500 800 1000
Temperatura (°C) Temperatura (°C)

Figura 38. Curva TG/DTG e TG/DTA para a casearina X (razdo de aquecimento 20 °C/min, atmosfera dindmica
de ar sintético, cadinho de alumina).
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Tabela 14. Caracteristicas termogravimétricas da casearina X em atmosfera dindmica de ar sintético e razdo de
aquecimento de 20 °C/ min.

Intervalo de temperatura (°C) Perda de massa (%)
169,7 —296,4 44,3
296,4 — 584.6 55,7

6.6.4. Analise elementar

A seguir sdo apresentados os resultados de andlise elementar (Tabela 15). Todas as
amostras apresentam valores das porcentagens de carbono e hidrogénio fora do erro da
andlise, sendo encontradas as seguintes férmulas moleculares: casearina J C3;H44QOo, casearina
X Cp9Hyy0g5 € caseargrewiina F CygHy4Os.

Estes resultados sugerem uma possivel contaminacido dessas substincias, mas os
espectros de RMN de 'H e "°C das casearinas X e caseargrewiina F ndo apresentam sinais que
possam ser de outras substancias orginicas ou mesmo casearinas. J4 a casearina J apresenta
alguns sinais que ndo referentes a substincia em seus espectros de RMN de 'H e °C (Anexos
2 a 5). Este comportamento ja era esperado para esta substancia, ja que por CLAE-DAD, foi
verificada a modificacdo molecular sem perda do grupo funcional. O isolamento dessa, e sua
identificacdo, possibilitaria interpretar corretamente a presenga dos sinais ndo correspondentes
a casearina J nos espectros de RMN, mas com menor intensidade. A andlise TG demonstra a

auséncia de cinzas, que poderiam estar influenciando nesta anélise.

Tabela 15. Resultados da andlise elementar para as casearinas J, X e caseargrewiina F.

Formula Porcentagem Erro
Substincias Porcentagem Tedrica niag 0,2 %
Molecular Experimental 1
analise
C (%) H (%) C(%)  H(%) E“’g no
Casearina J C31H609 66,15 8,18 66,58 7,81 0,7
Casearina X C1yH44054 67,63 8,27 67,28 8,07 0,5

Caseargrewiina F CygHyoOg 66,63 7,93 65,93 8,68 1,0
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6.6.5. Calculo da pureza

Segundo The Directorate for... (2007) apud Ma et al. (2009); World Health
Organization (2003) apud Ma et al. (2009), a porcentagem de pureza de um material pode ser
obtido calculando-se a pureza por métodos relativos subtraindo desse valor a porcentagem de
constituintes volateis, umidade e cinzas.

Pureza= (Pureza relativa% -impurezas volateis% - teor de umidade% - cinzas%)

Como a presenca de contaminantes voldteis e cinzas ndo foram detectdveis pelas

técnicas utilizadas, a pureza das substancias isoladas € igual a pureza relativa obtida por

CLAE-DAD.

Para a casearina J a pureza em coluna C18 é:

Pureza= (85,5-0-0-0) -> Pureza = 85,5 %.

A tabela a seguir mostra os resultados do cédlculo de pureza para as trés casearinas

estudadas e em suas respectivas colunas C18 e Fenil-Hexil.

Tabela 16. Resultado de pureza para as casearinas isoladas de Casearia sylvestris.

Casearina J Casearina X Caseargrewiina F
C18 (%) Fenil-Hexil (%) C18 (%) Fenil-Hexil (%) C18 (%) Fenil-Hexil (%)

85,5 83,4 97,2 94,1 98,6 98,5
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7. Conclusao

Levando-se em consideragdo que o desenvolvimento de método cromatogrifico em
CLAE preparativo é uma etapa importante no isolamento e purificacio de metabdlitos
secunddrios de plantas visando a obten¢@o das substincias com maior porcentagem de pureza
para a realizag¢@o de ensaios bioldgicos e/ou para serem utilizadas como padrdo no controle de
qualidade, os dois métodos apresentados em CLAE preparativo em fase reversa no modo
isocrdtico e reciclante foram satisfatérios para obtencdo das casearinas a partir de Casearia
sylvestris. Ressalta-se que no modo reciclante existe a possibilidade de injetar grandes
quantidades de amostra e o consumo de solvente € menor.

As substancias isoladas foram identificadas como casearina J, X e caseargrewiina F,
além de uma inédita nomeada casearina Z. O isolamento dessa dltima casearina demonstra o
6timo desempenho do método no modo isocrético, pois foi possivel isolar e identificar uma
substancia nova.

Foram utilizadas as casearinas J, X e caseargrewiina F no estudo de pureza
empregando-se de diferentes técnicas para a avaliagdo dessa pureza. O método
cromatografico por CLAE-DAD com o uso de colunas com diferentes seletividades e os
célculos de pureza de pico e pureza cromatogréfica pelo método de normaliza¢do de drea,
mostraram-se eficazes para aferir os valores de porcentagem de pureza dessas casearinas,
sendo, desta forma, utilizado como técnica padrdo para determinacdo da pureza, ji4 que o
detector de DAD ¢€ seletivo para as casearinas € os contaminantes presentes também absorvem
na mesma regido do espectro de absorcdo no UV.

A CLAE-DAD-EM foi utilizada para auxiliar na identificacio das substancias e
também na verificacio de possiveis contaminantes co-eluindo com as casearinas isoladas. Os
resultados apresentados foram consistentes com as massas moleculares dessas, além da
detec¢do das massas dos contaminantes nos respectivos cromatogramas. Alguns picos
apresentam o mesmo padrio de ionizacdo das casearinas ja estudadas, no entanto, esses nao
puderam ser identificados at¢é o momento, pois ndo foi possivel atribuir o perfil de
fragmentacdo a nenhuma substancia.

A determinacdo de pureza por DSC ndo foi possivel, pois as substincias ndo
apresentaram pico referente a fusdo em seus termogramas, sugerindo um estado ndo cristalino

para estas casearinas, como o apresentado para a caseargrewiina F. As curvas TG/DTG/DTA
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auxiliaram na caracterizacdo de solventes residuais, dgua e cinzas totais, além de um estudo
preliminar da decomposi¢@o dessas substancias.

A comparagdo das formulas percentual experimental e tedrica indicou diferenca acima
do erro experimental aceitivel (0,2%) para a andlise elementar, desta forma ndo sendo
conclusivo quanto a presenca de contaminantes que ndo sejam detectados nas outras técnicas,
pois analisando os espectros de RMN e as curvas TG a CLAE-DAD e CLAE-EM, ¢ possivel
sugerir a auséncia de contaminantes orgdnicos volateis, cinzas e a presenca de picos nos
cromatogramas sao referentes a degradacdo das casearinas estudas.

Deve-se ressaltar que € necessdria uma grande quantidade de substdncia para a
realizacdo de todas as andlises, por isso, muitas vezes € invidvel a aplicagdo de algumas
técnicas destrutivas de andlise, sendo assim necessdria a utilizacao de salas limpas, vidrarias e
todo material deve ser de uso exclusivo para este tipo de trabalho e talvez até a utilizagdo de
equipamento com a mesma finalidade.

Desta forma, neste trabalho de mestrado foi possivel a aplicacdo de algumas técnicas
utilizadas rotineiramente em diversos laboratérios, permitindo o isolamento, identificacdo e
caracterizacdo da pureza das casearinas como padrdes. Assim, a utilizacdo de CLAE-DAD e
CLAE-EM, RMN e técnicas térmicas € uma boa estratégia para a caracterizacdo dessas

casearinas.
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Anexo 1. Espectro de massas de alta resolugdo (HRTOF-ESIMS) da casearina J.
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Anexo 2. Espectro de RMN de 'H da casearina J em piridina-d5 obtido em 500 MHz.
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Anexo 3. Expansdo do espectro de RMN de 1H da casearina J em piridina-d5 obtido em 500
MHz.
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Anexo 4. Espectro de RMN de “C da casearina J em piridina-d5 obtido em 125 MHz.
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Anexo 6. Espectro de DEPT 135° da casearina J em piridina-d5 obtido em 125 MHz.



108

FAFNANDD FOSSArS 11 FAT GEUNLIE L8 FIMe AU Sosusg e

Fulse Ssgquencei DEPTY(

Solvent: pyridine
T 0.8 C s 303.1 K

P
user: 1-id-
THOVA=500  “multigs®

we broadening 1.9 He
1z0 BBSIE

L
FT &
Total time 13 hr. 53 min, 53 sec

T
2 . I| | '
& L3 =
z " . | H‘ ‘

T P . i " o T o
220 200 180 150 148 iz0 io0 -1 60 an 20 Ppm

Anexo 7. Espectro de DEPT 90° da casearina J em piridina-d5 obtido em 125 MHz.
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Anexo 8. Mapa de contorno gHMQC e expansdo da casearina J (piridina-d5, 11,7 T).
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Anexo 9. Expansio do mapa de contorno gHMQC da casearina J (piridina-d5, 11,7 T).
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Anexo 10. Mapa de contorno gHMBC da casearina J (piridina-d5, 11,7 T).



Fernando Passarslli FAD amostra 10 Pico 1D Z4/0w/un

PUISE SBQUENCEI gRno.
Solvent: :yriul

Temp. 30.0 C_/ 303.1 K
User: 1= 1-! 87
TuNUA-EAN  tmi ] E1BSS

nem: d-lqy 1. nuo wne
l ll9
I| -4 H
2D Width Z'IHI? 1) H!
18 r-petmum
128 incramant
DOBSERV! H1, l!I L38BE3TE WHz
DATA PROCESSING
Sine bell 0. OIJ' s8c

T Yize 2048 % 208
Total time 44 -Im 16 sec

—— 0

| t.e
—
= 2.0

| 2.5 —— RS T SR
45 a0 35 30 25
F1 fooml

20

F2

| (ppm}
| 0.35"

‘n.?sj
: S

as a0 35 30
F1 (ppm)

———r

25

15 . 10

20

Anexo 11. Expansdes do mapa de contorno gHMBC da casearina J (piridina-d5, 11,7 T).
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Anexo 13. Expansdes do mapa de contorno gHMBC da casearina J (piridina-d5, 11,7 T).



115

Farnando Passarelll FA3 amostra L0 Pico 10 Z4/06/0% ‘

Fulse SQUENCE: grmou

Sojvent: pyridine

Temp. 50.0C 7 308.1 K ‘
User: 1-14-87

TRACA-RRR MmuTtiESY

Relax. delay 1.000 sec
Acg. time 0.193 sec
width 88,

20 Width 28027.6 Wz
}s rlnrtitio:m

»

& ineromants

EafSNe)
DATA PROCESSING
Sins ball 0.087 soc 0"
Fi DATA PROCESSING
Sine bell 0.003 soc
FT size 2048 x 2048 0%
Total time 44 min, 16 sec

_L;._ |__‘_ L L Ee — e

| fppm¥ |

—{ 3.4 — -

130 120 110 100 30 80

Fernando Passareill FAS asostra 10 Pico 10 24/08/0¥

Pulse Sequenca: gHABU

salvent: pyridine
Temp. 30.0 C s 203.1 K
User: 1-14-87
INOVA=-500 'multis™

DATA PROCESS
Sine_bel 087 s8c
Fi DATA

NO
Sina bal .003 sec
FT size 2048 x 2048

Total time 44 min, 16 sec ‘

B T S — T I——

—— ——— — =21

3 €.

o T AT S M A.E T B I B s 1 S ’ .

- T T
175 170 165 160 155 150 145 140 135 130

Anexo 14. Expansdes do mapa de contorno gHMBC da casearina J (piridina-d5, 11,7 T).
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Anexo 15. Expansdes do mapa de contorno gHMBC da casearina J (piridina-d5, 11,7 T).
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Anexo 16. Mapa de contorno gCOSY e expansdo da casearina J (piridina-d5, 11,7 T).
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Acg. time 0.193 sec
Width S280.4 H2
20 Width 52

OBSERVE Hi, 499.3966370 WHZ
DATA PROCESSING
EL B PmsERay

Sq. sine bell n Ins sec
T S‘z! Zﬂll *
Total time 21 nln. & s8C

1]

A

bim

.lu!hlil =

. A/:i ” '\Il.aﬁ
F2 | a
tnpm]l
1
e nl =
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I
|
I
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] - I
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]
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Anexo 17. Expansdes do mapa de contorno gCOSY da casearina J (piridina-d5, 11,7 T).
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Anexo 18. Espectro de RMN de 'H da casearina X em piridina-d5 obtido em 500 MHz.
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Anexo 19. Expansoes do espectro de RMN de 'H da casearina X em piridina-d5 obtido em 500
MHz.
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Anexo 20. Expansdes do espectro de RMN de 'H da casearina X em piridina-d5 obtido em 500
MHz.
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Anexo 21. Espectro de RMN de "°C da casearina X em piridina-dS obtido em 125 MHz.
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Anexo 22. Expansdes do espectro de RMN de "°C da casearina X em piridina-d5 obtido em 125
MHz.
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Anexo 23. Espectro de RMN de 'H da caseargrewiina F em piridina-d5 obtido em 300 MHz.
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Farnando Fassars 1 FA 18 0810700

Pulee Beauancer SEENl . -
sorvansy gvciaina g SEEEIRARS
P e T i 41

ruise a5.0 degreus(
g, timd a.rie e
Widtn 4408.4 Hx

3z repet

onsERw:

Zan . ul
pATA PROCESSING 1
FT wize 6ssan
Total tims 2 omin, 0l sdo

—1.105

1.041

\
= . R o preast »—j |
zlu 2.4 zlz z.0 1.8 1.6 1.4 1.2 pRm
wl o~ w L] - ~w
I 8| 53 510 1 s222 Eaad  szRi
o S 5 ML o d M . A .
T T T = 1
2\ P £ &N a5 4.0 3.5 3.0 ppm
OBSERVE ML, 299.9552274 WHz
DATA PROCESSING -
FT size 65536 =
Total time 2 min, @ sec -
i
g | e
H " |
F: z [
gl ‘I
L|| | I
| -
| ‘ | |I . 3E g
f | ol 9% 4
| \ |\ I\ A AYATA!
[\ |\ I UN O NIVAU\L
— S S = ———————T—T— T T T
7.8 7.8 77 7.6 7.5 7.4 7.8 7.2 #:a ppm

Anexo 24. Expansdes do espectro de RMN de 'H da caseargrewiina F em piridina-d5 obtido em
300 MHz.
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Anexo 25. Espectro de RMN de "°C da caseargrewiina F em piridina-d5 obtido em 75 MHz.
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Anexo 26. Expansdes do espectro de RMN de "°C da caseargrewiina F em piridina-d5 obtido em
75 MHz.



128

Anexo 27. Espectro de RMN de 'H da casearina Z em piridina-d5 obtido em 500 MHz.
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Anexo 28. Expansdes do espectro de RMN de 'H da casearina Z em piridina-d5 obtido em 500

MHz.
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Anexo 29. Expansdes do espectro de RMN de 'H da casearina Z em piridina-d5 obtido em 500

MHz.
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Anexo 30. Espectro de RMN de "°C da casearina Z em piridina-d5 obtido em 75 MHz.
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5WWWWW hvwmmmmw iMooty ™ M Ll
70 65 50 ss s a4 T a 1—;;

A bt ﬁmmw ot g WMM\M'.&MMW“WEW Whanchu Wl tapabng st gl o o Wt il
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Fernando Passarell FAS 4.2 amostra 11 24,0000 ||| Il
FUISE SeqUeEnce: Supu) it
solvent: pyridine

Temg: 30.0°C ¢ $03.1 K '
INGVAS30G vmuitisd*

—150.525
— 138,250
124.208

128,540

Pulee 45.0 degraes
Acq. time 1.815 sec
Width 17421.8 Wz

!03?' repetition
ERVE C13, 75 4257!39 HHz
DQCQUFI.! Oll 200.9567273 MHz

oon:!mnun
WALTZ-16 modulated
DATA PROCESSING
Line bruuon!»ﬂ 1.0 Hz
FT siz
Total l|-l 1? hr, 59 min, 53 sec

10
98,804

123,18
114,83

280
0z
8.775
——
—_—
o133
128
2
A
—

/v pe-11]

Anexo 31. Expansdes do espectro de RMN de Bc da casearina Z em p1r1d1na—d5 obt1d0 em 75
MHz.
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Fernando Passarell PAY 4.¢ AMOETIA 11 €n/uisud

a0 IvenE: Py Uy
Temp. 30,0 C f
H'Ia fornandoP_| mnza-u dept

Pulse 30.0 degress
Acg. time 1.815 sec
width 17421 68 Hz

OBSERVE C13, 75.4237563 WHz
DECOUPLE H1, 299.9567273 MHz
Power 30 d

on during acquisition s
off during delay =
WALTZ=16 modulated z
DATA PROCESSI &
Line hrolg;:lnu 1.0 Hz T
otai tine 17 br, 59 min, 55 sec | 5 - =s
g = | £ “anife
I - e 883 ¥ 42
2 LL B 45 SOAEBS YL oA
| vl e dibea sk st b kbt 0l v ditale o abhie b iboho budidda sb el ol b Bk AUN L 0Ll
LR T T TS L L S PR s . L - - § . . R
220 200 180 160 140 120 io00 .11 60 ﬂﬂl ‘| 2? ppm
Total time 17 hr, 59 min, 55 sec ®
X 2 z . 58 - |
o u s - | 0 o
L. i 1l i [ PP | SR 1 (PO PPV I 1 A €10 R [ I PR TP 1Y W | POV | WY WY T R ™ TR KT T L T =TT T
"wm"m1WWTWHHMN"FW“ﬂT Tl'ﬂ"‘"ﬂ"‘f! F'I"WI‘!"'H['II‘I!ITI""! FTF""F‘J"""' F ’""H'IT'F"Y"""' TSRS CERUEAE: oon
T — —r—Tr T
70 JS ﬁﬂ 55 50 45 40 ! 35 3E 25 20 ppm
WALTZ-16 modulated =
DATA PROCESSING o
Line bradeanlnu 1.0 Hz -
Fl' l12& B85 -
(2217 ke E8 min €€ can o
s, v b d v oo delele s o Mt Bhiitaball icre o Mbssetnd e D Wt et lob ot atdad bbb IHMLmullﬂlukﬂkﬂjhdﬂmmm
LEREE b i LT R IR TR b MR L n,, A L AL S Ol A KRR Db s, LI ) ) ,
——r T T T 1 et — T ' T
1&0 145 140 135 130 125 120 11# 11n 105 ppm

Anexo 32. Espectro de DEPT 135° (incluindo expansdes abaixo) da casearina Z em piridina-d5

obtido em 75 MHz.
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Fernando Passarell FAS 4.2 amostra 11 24,08,08
Pulse Sequence: DEPT
solventi pyridine

Temp. 303.1 K
Fila: fernandoP_FAS4Zam1l_dept
INOVA=-300 "multisq”

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 80.0 degrees

ong

OBSERVE 13, 75.4237563 WMz
DECOUPLE H1, £99.8587273 WMHZ
Power 30 dib

on during acquisition
of f_during delay
WALTZ=16 modulated
DATA PROCESSING

124

67.268

-

- =}

- -

- A, =z

2 12 @@= - 2

5 (s = - H
. na o . ™
< B s

| a "“| H an

103.661
38,804

Anexo 33. Espectro de DEPT 90° da casearina Z em piridina-d5 obtido em 75 MHz.

Pulse Sequence: gHMQC

Solvent: pyridine
Temp. 30.0 C 7 303.1 K
TNOVA-SO0  "muTE1REY

Rélax. delay 1.000 sec

nca. time 0.160 sec |
Width §387.7 Hz

20 Width 20027.6 Hz

80 repetitions

Power 47 dB I |
on during acquisition I

of f during delay

GARP-1 modulated
DATA PROCESSING

Causs apodization 0.874 sec
F1 DATA ﬁn_r;ssg;uo .

Total time 6 hr, 54 min, 54 sec

121, . ST
220 200 180 160

T

.l.dtl. I i.Zl] .100 &0 60 40 20

Anexo 34. Mapa de contorno gHMQC da casearina Z (piridina-d5, 11,7 T).



FANANGO FASBATEI] PAY 4. AROSTOA L1 WP U/ UN

Pulse Sequence: gHMOC
Solvent: gyrhﬂnt
fﬂ:. 30.0 C s 303.1 K

INOVA-500 “multiBs"

F\

Relax. delay 1.000
Acg. time 0.180 s&
width = 63877 Wz
w1 mpEL e
2 x 128 incraments
OBSERVE  H1, 430.3884551 WHz /
DECOUPLE C13, 125.5876343 Wiz \
Powsr 47 dB \
on during acquisition f
of f during delay | \\
/ /
! \ i
/ % /

sec
e
[ \
I

Gauss apodization 0,074 sec
A PROCE:

dization 0,003 sec

Gauss &
FT size 2048 x 2048
Total time & hr, 54 min, 54 sec

e T -
20 16

! ;IS
28 26 24

Fernando Passarsl{ FAS 4.2 amostra 11 07/07/0%
[ )

FUIEE SEQUENLES WP
PO, SULW L f 3U3.1
INOVA-500 “multiBs™

Widin" 763877 Rz’
20 Width 28027.0 Hz
80 repstitions:

Power 47 dB
on during acquisition

of f during delay

CARP-1 moddulated
DATA PROCESSING

Gauss a) ization 0.074 sec
F1 DATA PROCESSING ;

Gauss apodization 0.003 sec
FT size 2048 x 20

Total time 6 hr, 54 min, 54 sec tie

RARASRERAE]

24

e PR |
A BAaamE ™
30 28 26 22

! 32

38

Anexo 35. Expansdes do mapa de contorno gHMQC da casearina Z (piridina-d5, 11,7 T).



FEFNANOD FASEATEI] FAT %.¥ ABOSTrE LL Wi ui/ve

Pules Ssequence: gHNQC

Solvant: syrnmw
4 303.1 K
1I|W=‘Sﬂﬂ “aultigs”

Relax. delay 1.000 sec
Acq. time 0,160 sec

Width 6387, z i
20 Width 28027.6 Hz {

80 repetitions {174
2% 128 Increments | 1
w1 we uo I 1
on during acquisition | 1
of {f during delay k) / 1
=1 modulated | / |
DATA PROCESSIM / 4 |'l
Gauss anodlznuon 8.074 sec il ! f X
F1 DATA PROCESSIN / \ I v
Gauss unmllzalrml 0.003 sec /! / .
FT size 2048 x Fy -
Total time 6 I|I'. Sil aln, 54 sac - —
| Cppm]|
) | —
a.3 |
.____.r')_\
— 1
4.0
) =
-
J b ey RAaartaa s ey EARRaa SR et

77 7n RAR 33 64 62 &0 58 56 54 52 50
F1 (ppm)
Farnando Passarsli FAS 4.2 amostra 11 07707708 i

Pulee Sequance: gHMOC |. II
Sn'Junt pyriding

0.0 C  303.1 K |
INOVAZSD0 auitiBsh

0 IOD

ﬂalnx da lay 1. DEU ur. ( -l

i thatn Sabars he f |

8o rlpllitiunl! Al | l
I

2 x 128 inc
naeEBuE

nts |
B IURAEET WMy |

“Power a7 db’ | II I| \
on during acquisition |

off during delay | { '|I
GARP-1 modulated | / ! f

FT Eize 2048 % 2048 ) . 3
Total time B hr, 54 min, 54 sec / y

T I— . —— e R _— .

T T
140 135 130 125 120 115 110 105 100

Anexo 36. Expansdes do mapa de contorno gHMQC da casearina Z (piridina-d5, 11,7 T).
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Fornando PASSArE!) FAY 9.¢ ABUMEIM 34 Wr/wisue

o
Pules Ssquence: gQHNOC /\/U\
Solvent: pyridina
Tomp. 30.0C ¢ 303.1 K 0.
INOVA-SOD  "multins®

HEIAN, O81EY L.9US wwL
o

80 ropetitions
2w 128 incremants
OBSERVE M1, 488.3884551 WHE

ruws we um

on during acquisition \ | ] //
oft during delay \ |

GARP-1 wodulated ek

Fi DATA PROCESSINO _ |

Total time & hr, 58 min, 59 soc

1
| F2
i (ppm)| ey
{ 5.6 S
e
! - |
JRLECE
| 6.8 -
=
fa0
] —— |
) 7.23 .
— 3 g ——
" ias 130 125 120 115 110 105 100

Anexo 37. Expansdes do mapa de contorno gHMQC da casearina Z (piridina-d5, 11,7 T).

Pulss Seguence: gHMBC

TEmp. G g swess
THNUAZERN  SmnTtiESH

Relax. dalay 1.000 sec

Ac:. time 0.160 sec

Width 8387.7 Hz

20 Width 20027.8 Hz

132 repetitiond

128 increments :
OBSERVE H1, 438 3884551 MMz

DATA PROCESSING I | |
S1me_bal)_0.088 ssc | |
S GNIL wouve se . X
FT size 2098 % 2048 | |
Total time 5 hr, 51 min, 3 sec || | ! .I | X
|h .I 1 \ I: | I
L ul v L
— v |
1 74 - - = - -
— = = -
[ 7 N INEE————————— SN L s st ST TERRTRRERRRIRCE
290 2nn 180 160 140 120 100 80 60 40 20
F1 [ppm)

Anexo 38. Mapa de contorno gHMBC da casearina Z (piridina-d5, 11,7 T).
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32 30 28 26 24 22 20 18 16 14
F1 (ppm)

| F2
| (ppm)|

30 28 26 24 22 20 18 16 14 12 10
F1 (ppm)

Anexo 39. Expansdes do mapa de contorno gHMBC da casearina Z (piridina-d5, 11,7 T).
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Fernando PASEArell FAY 4.¢ BROETTA 1L Wisur/en

Pulse Sequenca: gHMBC

solvent: pyridine
Tomp. 30.0 € ¢ 303.1 K
TNOVA-SB0  “multi8S"

Relax. delay 1.000 sec
Acg. time 0.180 sec
ngtll 6387.7 Hz

oRsFavE "WYY den.3seq551 MHz

1 UATA FRULESSING

0
Total time 5 hr. 51 min, 3 sec

9
]

M

= R - en as sn as an 35
F1 ooml

1F2 4
(ppm]j

N L L Ly Lt b aas b s

74 72 70 68 66 64 62 60 58 56 54 52 50 48
F1 (ppm)

Anexo 40. Expansdes do mapa de contorno gHMBC da casearina Z (piridina-d5, 11,7 T).



Fernando Passarel] FAY 4.¢ AROSTTA LI W//W/ 0%

Pulss Saquance: gHMEC

INGVA-580 mmuieT§EA T
Relax. delay 1.000 sec
Acq. time 0.160 sec
Uk;th

128 {ncremants
85 H1, 489 3984551 WHr
DATA PROCESSING
Sine bell 0.089 sec
F1i DATA PROCESSING
n
FT snize 2048 x 2048
Total time 5 hr, 51 min, § sec

T LPPmE
- ]
|
i 1
2 |
5 f-11
—l 7 &4
I i,

FUIRE STguENLE. grmes

TEMP. V.Y L g au3ea m
FMAASGR SRR
Relax. delay 1.000 sec
Acg, time 0.180 sec
Width §387.7 Hz

20 Width 20027.5 Hz
132 repotitions

128 increments
ARZEDUE M1 AGE SARASS1 MHZ

Sine bell 0.080 sec

Tatal tima 5 hr. 51 min. 2 sec

A
|

1 1

S aiiaaanns
148 146 1

140

T
138 136
F1 (ooml

132

oA ATpn e e U
130 128 126 124

122

Anexo 41. Expansdes do mapa de contorno gHMBC da casearina Z (piridina-d5, 11,7 T).
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Fernando Passarel! FAS 4.2 amostra 11 07/07/09

FUIGE SEQUENTE! grMDL
Solvent: pyridine
Temp. 30.0 C / 303.1 K
INOVA-500 “multigs"

Sine bell 0.080 sec
F1 DATA PROCESSING

LA LIEE 3 Ny da R e ewe 1 , | ’ :

I .84 =
| v —_—
- = — —_—
_J 7.22 = - - ez
| - e
| 7.a83 I
— 7 3 R —— — |
| = |
Y = - e = = E
il

F1l |Lppm)

FECPANDO FASFATEIT TAS 9.8 AMUNLTA L1 WIJWISUE

Pulse Sequence: giNDC
Solvent: pyridine
Temp. 30.0C 7 303.1 K
INOVA-S00  “multi6s"

Widtn T §387.7 Mz
128 vmpELy s

128 incramants

OBSERVE  H1, 489 3304551 MMz

DATA PROCESSING !
Sine bell 0.080 sec fi
F1 DATA PROCESSING |

17
Total time 5 hr, 51 min, 3 sec J

| (ppmY| |

18l D O - |

—T | T T
180 170 180 150 140 130 120

Anexo 42. Expansdes do mapa de contorno gHMBC da casearina Z (piridina-d5, 11,7 T).



PUIES SOQUENCET QHATA

Solvent: pyridine
Temp. 30.0 C / 303.1 K
INOVA-500 “multi6s"

Relax. delay 1.000 sec
cq. time 0.1B0 sec
vidin " 83877 Hz

aRdrour TR AuS GeRARST Wels
“Eine ball 0,080 sac
Sine bell 0.002 sec

FT silze 2048 x 2098
Total time 5 hr, 51 min, 3 sec

| Lppmy

142

€.0] + — e . * T - — + + + ¥ ]

180 170 160 150 140 130 120
rLoLppmy

Anexo 43. Expansdes do mapa de contorno gHMBC da casearina Z (piridina-d5, 11,7 T).
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Farnandn Bazzarall FAS 4.2 amostra 11 07/07/00

|
Pulse Sequence: gQCOSY
Solvent: pyriding
Tomp, 30. /3851 K
INOVA-500 “multiss"

MEIAK, 00IAY §.MW wwL
cq. time 0.160 sec

16_repstitions

: it
Bq. sine ball 0.080 tec
'é nnw‘u PROCESSING F2
q. sine bell 0.012 sec
FT 8128 2098 % 2048 (ppm]]
Total tise 40 min, 42 sec {
1 1+

12 T -
iz 11 10 9 8 7 6 5

Ferpando Passarell FAR 4.2 amostra 11 07,/07/08
Pulse Ssquence: gCOSY
Solvant: pyridine

Ll
Temp. 30.0 € ¢ 503.1 K
TEHMGA-SAA  YmiaTEERS"

1.2
| |
[ ! o
1.4 |
|
>
2.8
' hes ST S [ S .
2.6 2.4 2.2 2.0 1.8 1.6 1.4 1.2 1.0 0.8 0.6

F1 (ppm)

Anexo 44. Mapa de contornos gCOSY e expansio da casearina Z (piridina-d5, 11,7 T).
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Fulse Sequance: gCOSY

Solvent: pyridine
Tamp. 30.8°C / 303.1 K
INOVA-508 “multigs™

Relax. cdelay 1.000 sec

Acg. time 0.160 sec

wi ath §387.7 Hz

20 Width B387.7 Hz ”
(LU

Fernando Passarell FAY 4.2 amostra 11 07/07/08 |
18 _repetition: '

81, sing ba]) 9,000 sec 4 f2 1 I

Total time 40 min, A2 sec

FT 5176 2008 % 3048 ] ey ‘

o 3 = |
J ‘Q-Ui |
< | i [or 2]
— 5.0 I
=% B |
! | [ 3} =
b= m=m

RSSO iR A

z2.8 2.6 2.4 2.2 2.0 1.8 1.6 1.4 1.2 1.0

Fernando Passarell FAS 4.2 amostra 11 07/07/08

Pules Seguence: gCOSY

Solvent: pyridine |
Temp. 30.0 C / 303.1 F
TMAVAZENR  Pan 18 RES

PR S —— TR T
7.6 7.4 7.2 7.0 6.8 6.6 6.4 6.2 6.0 5.8 5.6 5.4 5.2 5.0 4.8
FL (ppm)

Anexo 45. Expansdes do mapa de contornos gCOSY da casearina Z (piridina-d5, 11,7 T).
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Pulse Sequance: goOSY ||

Solvent: pyridine

Temp. 30.0 C / 303.1 K |

um\rg—sse "multiss" ( 1 | M 1l J
| | | |

Relax. delay 1.000 sec || | I| | Jll [[

Acy. time 0160 soc I i AU Wi

£U WiDIn B30I B
16 repstitions
198 inrromante

N 1
Sq. sina bell 0.080 sac :

N F2
Sq. sine bell 0.012 sec ! (ppmj
FT 5ize 2048 x 2048 —
Total time 40 min, 42 sec

= "1 @\ me |

T T Y ABARRERRASAALY T s T e e

[ 6.6 6.4 6.2 6.0 5.8 5.6 5.4 5.2
F1 (ppm)

Anexo 46. Expansao do mapa de contornos gCOSY da casearina Z (piridina-d5, 11,7 T).
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Anexo 47. Espectro de absor¢do no UV dos picos indicados no

cromatograma da figura 32

obtidos pela andlise em coluna fenil-hexil, os tempos de retencdo estdo indicado nas figuras

acima.
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Anexo 48. Espectro de absor¢do no UV dos picos indicados no cromatograma da figura 32
obtidos pela andlise em coluna fenil-hexil, os tempos de retencdo estdo indicado nas figuras

acima.
AL AU
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Anexo 49. Espectro de absor¢do no UV dos picos indicados no cromatograma da figura 33
obtidos pela andlise em coluna fenil-hexil, os tempos de retencdo estdo indicado nas figuras

acima.
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Anexo 50. Espectro de absor¢do no UV dos picos indicados no cromatograma da figura 33

obtidos pela andlise em coluna fenil-hexil, os tempos de retencdo estdo indicado nas figuras
acima.
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Anexo 51. Espectro de absor¢do no UV dos picos indicados no cromatograma da figura 34
obtidos pela andlise em coluna fenil-hexil, os tempos de retencdo estdo indicado nas figuras

acima.
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Anexo 52. Espectro de absor¢do no UV dos picos indicados no cromatograma da figura 34
obtidos pela andlise em coluna fenil-hexil, os tempos de retencdo estdo indicado nas figuras
acima.
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Anexo 53. Espectro de absor¢do no UV dos picos indicados no cromatograma da figura 32
obtidos pela andlise em coluna C18, os tempos de retengdo estdo indicado nas figuras acima.
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Anexo 54. Espectro de absor¢do no UV dos picos indicados no cromatograma da figura 33
obtidos pela andlise em coluna C18, os tempos de retengdo estdo indicado nas figuras acima.
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Anexo 55. Espectro de absor¢do no UV dos picos indicados no cromatograma da figura 33
obtidos pela andlise em coluna C18, os tempos de retengdo estdo indicado nas figuras acima.
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Anexo 56. Espectro de absor¢cdo no UV dos picos indicados no cromatograma da figura 34
obtidos pela andlise em coluna C18, os tempos de retengdo estdo indicado nas figuras acima.
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Anexo 57. Espectro de massas para os picos detectados nos cromatograma da figura 32 obtido em
coluna fenil-hexil.
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Anexo 58. Espectro de massas para os picos detectados nos cromatograma da figura 32 obtido em

coluna fenil-hexil.
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Anexo 59. Espectro de massas para os picos detectados nos cromatograma da figura 32 obtido em

coluna fenil-hexil.
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Anexo 60. Espectro de massas para os picos detectados nos cromatograma da figura 32 obtido em

coluna fenil-hexil.
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Anexo 61. Espectro de massas para os picos detectados nos cromatograma da figura 32 obtido em

coluna fenil-hexil.
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Anexo 62. Espectro de massas para os picos detectados nos cromatograma da figura 32 obtido em
coluna fenil-hexil.
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Anexo 63. Espectro de massas para os picos detectados nos cromatograma da figura 32 obtido em

coluna fenil-hexil.
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Anexo 64. Espectro de massas para os picos detectados nos cromatograma da figura 33 obtido em
coluna fenil-hexil.



160

Intens

600

400

2004

505.2408

491.2255

556.3421

+MS, Dissect, 9.59-10.24min

Ll

T
460

T T
480 500

T
520

T
580 m/z

Intens.

600+

400+

200+

L.

376.9436

R

521.2366

1JI.I.| T

569.2557

+MS, Dissect, 9.75-10.73min

577.2583

T
350

T T
450 500

|||IllIILJ| Hull J.Ill

m/z

Intens

1250

1000

750

500

250

419.2435

589.2974

612.3666

+MS, Dissect, 10.56-11.11min

Intens.

600

400 1

200

L il
T

441.2286

533.2397

Illllllllll!'||'"."|

587.2856

640.3985

605.2893

) L Y
T LI B B

+MS, Dissect, 10.56-11.16min

725.2738

T
350

T T
400 450 500

T
650

=
700

L T
750 800 m/z

Intens.
400+

300

200

100

1.

0

499.2327

450

500

549.2675

600.3688

577.2968

+MS, Dissect, 10.84-11.43min

Anexo 65. Espectro de massas para os picos detectados nos cromatograma da figura 33 obtido em
coluna fenil-hexil.
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Anexo 66. Espectro de massas para os picos detectados nos cromatograma da figura 33 obtido em

coluna fenil-hexil.
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Anexo 67. Espectro de massas para os picos detectados nos cromatograma da figura 33 obtido em

coluna fenil-hexil.



Intens.
x104

1.5

0.5

163

571.2906

594.3653

+MS, Dissect, 13.61-14.37min

622.3972

}| L

T
630 m/z

23.

305.]1 593

32

443.3003

393.2880

1871
S.1870 349.1899

+MS, Dissect, 13.99-14.59min

499.2683

527.2655 582.3671

I.|| " ll 1 L
350

1 VR )

450

[ L, L) "

322.9732

Ll

443,

457.2591

s 1]

487.3260

+MS, Dissect, 14.32-14.70min

569.2771

555.2602

22.3442
5223 620.3821

L

587.2789

;ll.n' Y W W

Intens. |
x104

0.8

0.6

0.4

0.2

0.0

Intens. |
x104

0.8

0.6

0.4

0.2

0.0

].I.l.' —
450

350 400

T T s e
500 550 600 650 m/z

125.

487.3266
529.2795

+MS, Dissect, 14.53-14.97min

571.2908

622.3983

587.I2726

T
450

T
500

T T T T T T T T T T T
600 650 700 m/z

126.

305.1593

393.2917
4 9.I2795

+MS, Dissect, 14.42-15.35min

531.3522

T
300

T
400

T T T
450 500 550 m/z

Anexo 68. Espectro de massas para os picos detectados nos cromatograma da figura 33 obtido em

coluna fenil-hexil.
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Anexo 69. Espectro de massas para os picos detectados nos cromatograma da figura 33 obtido em
coluna fenil-hexil.
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Anexo 70. Espectro de massas para os picos detectados nos cromatograma da figura 33 obtido em

coluna fenil-hexil.
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Anexo 71. Espectro de massas para os picos detectados nos cromatograma da figura 34 obtido em

coluna fenil-hexil.
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Anexo 72. Espectro de massas para os picos detectados nos cromatograma da figura 34 obtido
em coluna fenil-hexil.
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Anexo 73. Espectro de massas para os picos detectados nos cromatograma da figura 34 obtido em

coluna fenil-hexil.
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Anexo 74. Espectro de massas para os picos detectados nos cromatograma da figura 34 obtido em
coluna fenil-hexil.
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Anexo 75. Espectro de massas para os picos detectados nos cromatograma da figura 34 obtido em

coluna fenil-hexil.
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Anexo 76. Espectro de massas para os picos detectados nos cromatograma da figura 34 obtido em
coluna fenil-hexil.
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Anexo 77. Espectro de massas para os picos detectados nos cromatograma da figura 32 obtido em
coluna C18.
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Anexo 78. Espectro de massas para os picos detectados nos cromatograma da figura 32 obtido em

coluna C18.
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Anexo 79. Espectro de massas para os picos detectados nos cromatograma da figura 32 obtido em
coluna C18.
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Anexo 80. Espectro de massas para os picos detectados nos cromatograma da figura 32 obtido em
coluna C18.
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Anexo 81. Espectro de massas para os picos detectados nos cromatograma da figura 32 obtido em
coluna C18.
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Anexo 82. Espectro de massas para os picos detectados nos cromatograma da figura 33 obtido em

coluna C18.



176

Intens [g-
1200

1000
800
600
400
200

0

491.2372

521.2432

549.2676

+MS, Dissect, 7.09-7.94min

585.2809

605.3000

573.2743

L
450

636.3768
I L”L |L I‘, P

Aol
- Ly il T
600 625 650

575

B T
675 m/z

Intens. [g;
x1047

1.0
0.8
0.6
0.4
0.2

0.0

404.|2503

433.I2301

+MS, Dissect, 7.94-9.00min

543.2659

566.3412 594.3732

517.2500
533.2437 580.3563

608.3818 625.|2751
L L

T
400

T
450

T
500

T T T T
550 600 m/z

Intens. [1o;

x104
1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

0.0

SBB.IZOSB

420\2459

+MS, Dissect, 8.15-9.32min

559.2609

582.3388 610.3690

641.2690
Wl ul, A ]

T
400

T
500

:547.I2622 hl
E— T T T T T T T

600

T T T
550 650 m/z

Intens {77,

1250

1000

750

500

2507

04

393.2804

485.2514

528.3241 547 2624
Lo i

+MS, Dissect, 8.79-9.37min

587.2929

638.3979
603.3028

.'l In Ll L L

400

T T T T
550 600 650 700 m/z

Intens T3,

20004

1500

1000

500

0

Lat 1

501.2295
1L
T

531.2664

'II |

+MS, Dissect, 8.94-9.64min

582.3690
557.2814

5783.2765

624.3853

T
450

T
475

500

T
550

Lo
T
625

e LA e L e e e
600 650 m/z

Anexo 83. Espectro de massas para os picos detectados nos cromatograma da figura 33 obtido em
coluna C18.



177

Intens

x104

0.8

0.6

0.4

0.2

0.0

420.I2457

559.2620

582.3401

610.3711

+MS, Dissect, 9.48-10.64min

T
500

|

600

638.3995
L1
T T T T T T T

T
650 m/z

Intens

600

4004

2004

04

L

393.2913

305.1622

.'|l' 'l

i u L

473.2284

+MS, Dissect, 10.32-10.91min

603.3181

I

T
300

T
40

L
0 450

T
500

T
550

T T T
600 650 m/z

Intens

6000

40004

2000

15.

3.

33.1781 401 .IZSBZ
|

432.I251 9

503.2346

526.3120
|

554.3434
Ly L L

571.2971

+MS, Dissect, 10.17-11.44min

594.3727 622.4046

653.3081
| 1

T T
350 400

T
450

T
550

T
650 m/z

Intens

3000

2000

1000

04

461.2598

1 n

401 .I2391

454.|2463

571.2961

594.3717

608.3856

+MS, Dissect, 11.28-11.65min

622.4036

653.3033
| | )|

T T T T T T 7
400 450

T
500

T T T
650 m/z

Intens

5000

4000

3000

20004

1000

401.2
|

389 432.2787

483.2426

506.|3145

571.2960

552.|3692

534.3469 se.2021
1 Il n

+MS, Dissect, 11.01-12.02min

623.4069
635.;1065

T
400

T
450

T
500

T
550

N} il
T

T
600

T T T T T T T T
650 m/z

Anexo 84. Espectro de massas para os picos detectados nos cromatograma da figura 33 obtido em
coluna C18.



Intens

178

18.
1250

1000

7501

500

2504

0

587.2867
610.3986

559.2910

Al
569.2899 | 6384065
Ll

+MS, Dissect, 11.33-11.97min

Ll s

1T
475

L e L e e e e e L L A e S s S e S s a—

T
525 550 575 600

T
m/z

Intens
1000

8004

600

400

200

443.2483

301.1464

425.2420
536.3314

PP Il

571.2941

+MS, Dissect, 12.08-13.03min

587.2877
620.3846

N T

T
500

L — T
650 m/z

Intens. Jq-

2500
2000+
1500
1000

500

457.2617

499.2711

l 541.2837 587.2901
|

" . L

600
+MS, Dissect, 12.55-13.35min

T
550 600

T T
650 m/z

Intens.
x104
6

1.

606.4082

565.3008 578.3764 592.3925
6204237

| | \

564.‘3612 634.:1391

+MS, Dissect, 13.35-14.31min

T T T T T
560 580 600 620 640

T T T
660 680 m/z

Intens.
x104
1.0

22.

0.8

0.6

0.4

0.2

329.[1 800

0.0

531.3564
575.3830

619.4096
487.3300
663.4360

443.3030
707.4622

399.2761

| R T 1 O PO Y O 1%

+MS, Dissect, 14.04-15.91min

751.4902

795.l5147

T
300

L b
T T T T T T T T T T T T L
400 500 600 700

L "
T T T T T
800 m/z

Anexo 85. Espectro de massas para os picos detectados nos cromatograma da figura 33 obtido em

coluna C18.



179

Intens {23
2000

+MS, Dissect, 14.73-16.44min

463.3072

419.2812
1500

507.3336

10004
551.3603

500 375.2533 595.3869
639.4111

305.1618 1372413 |l l J \ 683.4382
0 , L I T . N . | ) , L .
L DL AL LA R e T T T T T T T T T T T T T T
250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 0 mz
Intens{og4.

+MS, Dissect, 15.32-16.55min

2000 407.2827

15004

1000

325.2356
500

226.9907 447.2893 491.3042
[ | L ]

u AL Ll | L |

L A A B S B S B L e S T T e e

T T T T
200 250 300 350 400 450 500 m/z
Intens [o5

+MS, Dissect, 15.96-17.08min

1500
385.2044

429.3147

1000 341.2665
473.3491
409.2932
5004 313.1808 517.3735

357.2068
561.4003

297,27
9728 605.4280 649.4511

0 | | oy ull | | I i

-t r-7r Tt Tt o T T T T

T T T T —
300 350 400 450 500 550 600 650 m/z
+MS$, Dissect, 16.23-17.35min

Intens o6

337.2381

6000

4000

20004

313.1811 357.2079
o | L, |

2!;0 ' 2!;0 ' SKI)O ' 32IO SAItO ' 3!1)0 ' séo ' 4(I)0 ' 42IO ' mI/z
Anexo 86. Espectro de massas para os picos detectados nos cromatograma da figura 33 obtido em
coluna C18.



180

Intens.p.
1000
800
600

400

200

489.2053

515.2206

'll .luljn .In'J' 'I . N — L

538.2960

+MS, Dissect, 6.03-7.09min

4 FT.

T
450

T
500

Tt T
525 550 575

UL B
600 m/z

Intens f3.
1500 1

1250 4
1000 4
750 4
500

2501

515.2208

531.2144

554.2921

+MS, Dissect, 6.03-6.98min

582.3225
L L,

550

T
600

Intens. [y

6000

4000

2000

41 B.I2559 447.I2441

529.2376

552.3132
580.3438
566.3294 I
L L 1 n

+MS, Dissect, 7.30-8.41min

T T
400 450

T
500

T T
550

m/z

Intens {5

1250

1000

7501

500

250

531.2220

|I]|L'

545.2250

554.2956

582.3277
| | I,

+MS, Dissect, 7.62-8.46min

540

T
580

T T
620 m/z

Intens. 5.

1500

1000

500

302.9701
04 N

475.1985
L

559.2491

541.2410

499.2329
| I |

582.3242

+MS, Dissect, 7.62-8.94min

610.3567

| )|

1
300

L
350 400

T
450

T T
500 550

T —

T T T
600 650m/z

Anexo 87. Espectro de massas para os picos detectados nos cromatograma da figura 34 obtido em

coluna C18.



181

Intens J7-

543.2541

3000

2000

1000

4322733
1

566.3293
594.3604
580.345
Ll ] |

+MS, Dissect, 8.73-9.42min

L A LA R Sy S B B S Sy S B B S S B B B S S B B B S S S ) A

T T
550 575

600 " 625 iz

Intens. [g;

800
543.2528

600

4004

200
594.3594

04 L

+MS, Dissect, 9.53-9.90min

"

T T T T T T
480 500 520 540 560 580 600 620

T T T
640 660 m/z

Intens fg

500 559.2473
400 4
3004

2007 575.2417

100

+MS, Dissect, 9.53-10.16min

T
675

Intens

300

2004

393.2932

100

0

+MS, Dissect, 9.58-11.49min

531.2564

541.2420

T T
350 375 475 500

T
550

Intens. [17

1000 393.2895

800
600

301.1413
400+

+MS, Dissect, 11.60-12.18min

200

268.9956

483.2340 557.2686

531.2673

L

I
200

350

T
400

T
450

T me

Anexo 88. Espectro de massas para os picos detectados nos cromatograma da figura 34 obtido em

coluna C18.



182

Intens {15,

1000

800

600

400

2004

4
T

557.2686
525.2514

664.4013

608.3775

636.3745

650.3833

+MS, Dissect, 11.65-12.82min

il N

L
700 750

Intens 3.
x1043

# 5.I2778

527.2601

5503359 564 3516

+MS, Dissect, 11.86-12.93min

578.3671

592.3831

T
400

T
425

L
450

T T
475 500

7T L
525 550

T T
575

Tt T
600 625 m/z

Intens

xi04
2.0

0.59

0.0

457.2539

499.2646

+MS, Dissect, 12.66-13.35min

T
400

T
420

T
449

520 m/z

Intens {5

4000
3000+
2000+

10004

297.1816
L

457.2531

425.2287

499.2628
b L

555.2869
L

+MS, Dissect, 13.40-14.15min

T
300

T T
500 550

600 miz

Intens {16
300

250
200
150
100

50

04

e L L L D L A D L L L

200

250

295.1859

300 350

393.2911

377.0022

400 450

+MS, Dissect, 13.83-14.68min

500 m/z

Anexo 89. Espectro de massas para os picos detectados nos cromatograma da figura 34 obtido em

coluna C18.



183

Intens 1
2000+

1500

1000

500

7.

241.0003

J

329.1725

355.2415  399.2682
284.3285311.2135 457.2596

Ll |

T | L
v i v v

+MS, Dissect, 14.47-15.32min

619.4016 663.4282 707.4537

L |

L i | ud o

T
200

T T
300 400

T T T v
500 600 700 m/z

Intens
x104]

0.8

0.6

0.4+

0.2

004

355.‘2423

531.3491

487.3230

443.2963

399.2693

N

l l

+MS, Dissect, 14.47-16.07min

575.3755

619.4019

663.4283

707.4545
751.4811

T
300

T
350

T T T
400 450 500

I
550

600

, L.I AL

i |:|.'.' i |l'|
760

795.5064

L
T T
750 800 m/z

7T
650

Intens

1250

1000

750

500

250

0

19.

419.2746

407.2752

375.2470
327.2216

393.2963

L1
N

305.1553 433.0032

A ll'll...'

+MS, Dissect, 15.05-16.34min

463.3013

507.3286

551.3515
595.3806

“ 484.3048

" " 1l sl

400

T
450

L e e e T T
500 600 m/z

Intens

1000

800

600

400

200

325.2272

| 'lll ||.I'|.'

407.2760

522.5949

+MS, Dissect, 15.75-16.55min

763.6045

300

Lol | 'I. | U)o i.Jl.h. _ ']'II 'I'II'

350 i) 500

750 miz

Intens

4000

3000

2000

1000

o

21.

313.1766 341.2608

52895 4293092

l 473.|3453

517.3713
|

+MS, Dissect, 16.12-17.03min

706.4891

655.3819

678.4564

, e

T
300

T
350

T T
400 450 500

T
550

T T —
600 650 750 mfz

Anexo 90. Espectro de massas para os picos detectados nos cromatograma da figura 34 obtido em
coluna C18.



	CAPA
	FOLHA DE ROSTO
	FICHA CATALOGRÁFICA
	COMISSÃO EXAMINADORA
	DADOS CURRICULARES
	DEDICATÓRIA
	AGRADECIMENTOS
	EPÍGRAFE
	RESUMO
	ABSTRACT
	LISTA DE FIGURAS, TABELAS, ABREVIATURAS, SIGLAS, SÍMBOLOS
	LISTA DE TABELAS
	LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS
	LISTA DE SÍMBOLOS

	SUMÁRIO
	1. INTRODUÇÃO
	2. OBJETIVOS
	3. REVISÃO DA LITERATURA
	4. MATERIAIS
	5. MÉTODOS
	6. RESULTADOS E DISCUSSÃO
	CONCLUSÃO
	REFERÊNCIAS
	ANEXOS

