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RESUMO

As 5,6-diidro-2-pironas 6-substituidas, também conhecidas como estirilpironas, sao
uma importante classe de metabdlitos secundarios presentes em plantas. Séo
substancias biologicamente ativas, apresentando como, por exemplo, atividade
anticancer, antioxidante, antifangica e antiviral. O género Cryptocarya, pertence a
familia Lauraceae e apresenta diversas estirilpironas em suas mais diversas partes:
folhas, cascas, sementes e raizes. Foram selecionadas para andlise as espécies
C. mandioccana, C. moschata e C. botelhensis. Foram utilizadas apenas as folhas,
por apresentarem facilidade para coleta e abundancia. Este trabalho tem como
objetivo a identificacdo das estirilpironas presentes em trés espécies brasileiras de
Cryptocarya com o uso das técnicas HPLC-DAD-MS. Foi desenvolvido método
cromatografico para andlise do extrato hidroalcodlico das folhas de espécies de
Cryptocarya por HPLC-DAD-MS utilizando etanol como fase organica na fase movel.
Com os espectros no UV foi possivel identificar que as classes de metabdlitos
presentes nas amostras eram alcaloides, flavonoides e estirilpironas. Utilizando os
dados de MS e MS/MS, foi possivel a caracterizacdo de estirilpironas presentes nos
extratos, assim como a sugestdo de suas fragmentacdes por espectrometria de
massas, além da identificacdo dos ions m/z 163 e m/z 189 caracteristicos da
fragmentacdo das estirilpironas. Foi detectado o ion m/z 423 no extrato de
C. moschata, referente a um possivel dimero da goniotalamina, sem relato anterior
para as espécies de Cryptocarya. Com o auxilio de pironas purificadas obtidas pelo
grupo, foi possivel a comparacédo de seus tempos de retencdo com os dados obtidos
a partir dos extratos de folhas das espécies de Cryptocarya ajudando na
identificacdo das substancias presentes. Além das estirilpironas, foram identificados
os alcaléides menisperina e xantoplanina nas trés espécies estudadas. Nota-se uma
grande diferenca na quantidade de metabdlitos entre as espécies analisadas, sendo
que a C. mandioccana € a mais rica em estirilpironas.

Palavras-chave: Lauraceae. HPLC-DAD. HPLC-MS. Etanol. Espectrometria de
massas. Metabolitos secundarios.



ABSTRACT

The 6-substituted 5,6-dihydro-2-pyrones, also known as styrylpyrones, are an
important class of secondary metabolites present in plants. They are biologically
active substances, presenting, for example, anticancer, antioxidant, antifungal and
antiviral activity. The genus Cryptocarya belongs to the family Lauraceae and
presents several styrylpyrones in its most diverse parts: leaves, barks, seeds and
roots. The species C. mandioccana, C. moschata and C. botelhensiswere selected
for analysis. We chose to use only leaves, because they are easy to collect and
abundant. The objective of this work is to identify the styrylpyrones present in three
Brazilian Cryptocarya species wusing the HPLC-DAD-MS techniques. A
chromatographic method was developed to analyze the hydroalcoholic extract from
leavesCryptocarya species by HPLC-DAD-MS using ethanol as the organic solvent in
the mobile phase. With the UV spectra were possible to identify the classes of
metabolites present in the samples as alkaloids, flavonoids and styrylpyrones.
Addtitionaly, with the MS and MS? data, was possible to characterize the
styrylpyrones present in the extracts, as well as the suggestion of their fragments by
mass spectrometry, in addition to the identification of ions m/z 163 and m/z 189
characteristics of the fragmentation of styrylpirones. The m/z 423 ion detected in
C. moschata extract was tentatively attributed to a goniotalamine dimer, with no
previuous reports for Cryptocarya species. With the help of purified pirones obtained
by the group, it was possible to compare their retention times with the data obtained
from leaf extracts of the Cryptocarya species, helping to identify the substances
present. Besides the styrylpyrones, the alkaloids menisperin and xantoplanin were
also identified in the three species studied. There is a great difference in the amount
of metabolites among the analyzed species, with C. mandioccana being the richest in
styrylpyrones.

Key-words: Lauraceae. HPLC-DAD. HPLC-MS. Ethanol. Mass spectrometry.
Secondary metabolite.
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1 INTRODUCAO

1.1 Lauraceae

A familia Lauraceae, distribuida em 52 géneros com 2500 - 3500 espécies é
predominantemente composta por arvores e arbustos (MORAES, 2007). Apresenta
distribuicdo pantropical, apesar de certas espécies serem restritas a regides
subtropicais e outras encontradas em clima temperado. Famosa por sua dificil
identificacdo, que deve ser realizada apenas por especialistas (MADRINAN, 2004).

A dificuldade referente a identificacdo e classificacdo das Lauraceae
apresenta como um fator a baixa quantidade de trabalhos e dissertacbes sobre
genética de populagbes de espécies brasileiras da familia, sendo encontrados
apenas trabalhos desenvolvidos através de isoenzimas para espécies de
Cryptocarya, Ocotea odorifera (Vell.) Rohwer, Ocotea porosa (Ness & Mart.) Barroso
e Ocotea catharinensis Mez (SILVA, 2014)

O numero estimado de espécies neotropicais encontra-se entre 700 e 800,
divididas em 31 géneros (van der Werff, 1988, 1991), dos quais 24 sao encontrados
no Brasil (439 espécies) (QUINET et al., 2014), fazendo parte da composicao da
Mata Atlantica, Cerrado e Floresta Amazénica (MORAES, 2007).

As Lauraceae apresentam importancia econdémica em todo o mundo, como
exemplo o abacate, a canela e o louro, (Persea americana Mill., Cinnamomum
verum Presl. e Laurus nobilis L. respectivamente), que séo utilizados amplamente na
alimentacéo. As cascas e frutos de algumas espécies sao utilizadas para o preparo
de condimentos ou chas. Do pau-rosa (Aniba rosaeodora Ducke) e da canela-
sassafras (Ocotea odorifera (Vell.)) sdo extraidas substancias aroméaticas para o0 uso
em perfumaria, além do uso da céanfora (Cinnamomum camphora L.), tanto na
medicina popular, quanto na industrial (RIBEIRO et al., 1999). Essas espécies sao

apresentadas na Figura 1.
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Figura 1 - Espécies de Lauraceae economicamente importantes: (1) abacate
(Persea americana), (2) canela (Cinnamomum verum), (3) louro (Laurus nobilis), (4)
pau-rosa (Aniba rosaeodora), (5) canela-sassafras (Ocotea odorifera), (6) canfora

(Cinnamomum camphora).

4) (5) ©)
Fontes: (1) ROBERTSON (2016), (2) SCAMPERDELE(2009), (3) PLANTS RESCUE (2016),
(4) PEDROSO (2011), (5) VERDI (2010), (6) NAVIE (2016).

No Brasil, espécies de Lauraceae conhecidas pelos nomes vulgares de
canelas, louros, pau-rosa, imbuias e itaubas sdo destacadas por diversos autores
por apresentarem as mais diversas formas de uso, como por exemplo: fornecimento
de madeira para variados fins, extracdo de 6leos essenciais, uso por populacées
indigenas, reflorestamento, repelentes de insetos, alimentacdo de aves e mamiferos
e arborizacdo urbana (BARBOSA; BAITELLO; MORAES., 2012).

1.2 Cryptocarya

O género Cryptocarya € um dos maiores pertencentes a familia Lauraceae.
Apresenta distribuicdo pantropical, sendo encontrado na América do Sul, Africa do
Sul, Madagascar, Asia e Oceania. O género é composto por aproximadamente 350

espécies, sendo que por volta de 18 sdo neotropicais, com sua maioria presente no
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Brasil, principalmente na regido sul (Figura 2), mas encontradas também no Chile,
Floresta Amazobnica, Guiana, Guiana Francesa, Suriname, Bolivia, Venezuela,
Equador, Costa Rica e Peru (MORAES, 2007).

Figura 2 - Distribuicdo das espécies de Cryptocarya encontradas no Brasil.
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Fonte: Moraes (2007).

Em revisdo do género Cryptocarya realizada por Moraes (2007), sdo descritas
13 espécies presentes no Brasil: Cryptocarya aschersoniana Mez, Cryptocarya
botelhensis P. L. R. de Moraes sp. nov., Cryptocarya citriformis (Vellozo) P. L. R. de
Moraes, Cryptocarya guianensis Meissner, Cryptocarya mandioccana Meissner,
Cryptocarya micrantha Meissner, Cryptocarya moschata Nees & Martius ex Nees,
Cryptocarya riedeliana P. L. R. de Moraes, sp. nov., Cryptocarya saligna Mez,
Cryptocarya sellowiana P. L. R. de Moraes sp. nov., Cryptocarya subcorymbosa
Mez, Cryptocarya velloziana P. L. R. de Moraes sp. nov. e Cryptocarya wiedensis P.
L. R. de Moraes sp. nov.

Apés publicacdo da revisdo taxonbmica das espécies de Cryptocarya
presentes no Brasil produzida por Moraes (2005), os nomes Cryptocarya moschata
Ness & Mart e Cryptocarya aschersoniana Mez, previamente utilizados por
Cavalheiro e Yoshida (2000), Pascoli (2001), Nehme (2001), Nehme, Moraes e
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Cavalheiro (2002), Bastos (2003), Mantovani (2004), Nehme e colaboradores (2005),
foram alterados para Cryptocarya mandioccana Meisn. e Cryptocarya moschata
Ness & Mart respectivamente (CAMARGO, 2008).

Variadas espécies de Cryptocarya tém sido estudadas com foco em sua
fitoquimica e farmacologia, contudo, levantamento realizado com as 13 espécies
presentes no Brasil indicou que existem estudos quimicos de apenas quatro delas:
C. botelhensis, C. mandioccana, C. moschata e C. saligna.

1.2.1 Cryptocarya mandioccana

A C. mandioccana, espécie arbérea que atinge até 35 metros de altura,
apresenta variados nomes populares, entre eles noz-moscada-brasileira, cajati,
canela-de-porco e canela-fogo (Figura 3). A espécie é encontrada no Brasil nos
estados da Bahia, Minas Gerais, Parana, Rio de Janeiro, Santa Catarina e Sao
Paulo (Figura 4). Seu fruto apresenta sabor e aroma caracteristico, sendo
carminativo e ajudando na digestéo, além de poder ser usado como um substituto da
noz-moscada. As cascas podem ser usadas contra célicas e diarréia. O cha de suas
sementes é utilizado pelos caicaras contra dor de estomago, além de folhas

esmagadas misturadas com agua contra dores e colicas (MORAES, 2007).

Figura 3: Cryptocarya mandioccana encontrada no Parque Estadual Carlos Botelho.

BN o

Fonte: Acervo pessoal Prof. Dr. Alberto J. Cavalheiro.
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Figura 4 - Distribuicdo da C. mandioccana no Brasil.
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Cavalheiro e Yoshida (2000) relataram o isolamento e identificacdo de 13
estirilpironas dos extratos de galhos e cascas do tronco de C. mandioccana:
goniotalamina (1), criptofoliona (2), criptomoscatona D1 (3), criptomoscatona D2 (4),
criptomoscatona E1 (5), criptomoscatona E3 (6), criptomoscatona F1 (7),
criptopiranomoscatona Al (8), criptopiranomoscatona A2 (9), criptopiranomoscatona
A3 (10), criptopiranomoscatona B1 (11), criptopiranomoscatona B2 (12), e
criptopiranomoscatona B4 (13).

Andlises realizadas utilizando a polpa de frutos verdes possibilitaram o
isolamento do flavonol 5-hidroxi-3,7,4'-trimetoxiflavonol (14), além de duas
estirilpironas inéditas: (+)-(6R)-[(2’R*)-6’-fenil-2’-hidroxi-3’,5’-hexadienil]-5,6-diidro-2-
pirona (15) e (+)-(6R)-[(2'S*)-6’-fenil-2’-hidroxi-3’,5’-hexadienil]-5,6-diidro-2-pirona
(16), além de quatro outra estirilpironas ja relatadas, criptofoliona (2),
criptomoscatona D1 (3), criptomoscatona E3 (6) e criptomoscatona F1 (7). Dentre os
metabalitos isolados, a estirilpirona (+)-(6R)-[(2’'S*)-6’-fenil-2’-hidroxi-3’,5’-hexadienil]-
5,6-diidro-2-pirona (16) apresentou atividade fraca, mas seletiva, quando submetida
a bioensaio especifico com linhagens mutantes de Saccharomyces cerevisiae,
inibindo as linhagens Rad 6, Rad 52Y e RS 321N (PASCOLI, 2001). Ainda dos
frutos, foi isolado o acido moscatico (17) (MANTOVANI, 2004).
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Nehme e colaboradores (2002) identificaram como principais constituintes de
extratos das folhas de C. mandioccana o flavondide quercetina-3-O-
ramnopiranosideo (18), e as estirilpironas criptomoscatona D2 (4) e criptofoliona (2).
Com novas andlises ainda com as folhas, Nehme e colaboradores (2005) isolaram
os flavondides glicosilados quercetina-3-O-galactopiranosideo (19), quercetina-3-O-
glicopiranosideo  (20), quercetina-3-O-xilopiranosideo  (21), quercetina-3-O-
arabinopiranosideo (22) e quercetina-3-O-alopiranosideo (23), além das
estirilpironas criptomoscatona E3 (6), criptomoscatona D1 (3), criptomoscatona D2
(4), criptomoscatona F1 (7), desacetilcriptocarialactona (24), criptomoscatona E1 (5),
criptofaliona (2) e goniotalamina (1).

Continuando os estudos das folhas de C. mandioccana, Telascréa (2006)
isolou as estirilpironas  criptofoliona  (2), criptomoscatona D2  (4),
desacetilcriptocarialactona (24), criptomoscatona Ea (25), criptomoscatona Eb (26),
criptomoscatona Fa (27), criptopiranomoscatona A3 (10), criptopiranomoscatona Ax
(28), criptopiranomoscatona B2 (12), criptopiranomoscatona B4  (13),
criptopiranomoscatona X (29), MT2 (30) e os flavondides quercetina-3-O-
ramnopiranosideo (18), 5-hidroxi-3,7,4’-trimetoxiflavonol (14), 5,3’-diidroxi-3,7,4’-
trimetoxiflavonol (31) e 5-hidroxi-7,4’-dimetoxiflavanona (32). As substéncias (2),
(24), (25), (26) e (27) apresentaram atividade contra os fungos fitopatégenos dos
tipos Clodosporium cladoporioides e C. sphaerospermum. Nos testes de atividade
antiproliferativa (in vitro) em linhagens celulares cancerigenas, a substancia (4)
apresentou atividade significativa contra a linhagem 786-0 (renal), a substancia (24)
contra as linhagens UACC-62 (melanoma) e NCI-ADR/RES (mama resistente) e a
substancia (30) contra a linhagem UACC-62 (melanoma) (TELASCREA, 2006).

A partir das folhas de C. mandioccana, Camargo (2008) isolou menisperina
(33), xantoplanina (34), quercetina-3-O-galactopiranosideo (19), quercetina-3-O-
glicopiranosideo  (20), quercetina-3-O-xilopiranosideo  (21), quercetina-3-O-
arabinopiranosideo (22), quercetina-3-O-alopiranosideo (23), quercetina-3-O-
ramnopiranosideo (18), criptomoscatona E3 (6), criptomoscatona D1 (3),
criptomoscatona F1(7), desacetilcriptocarialactona (24) e criptomoscatona E1 (5)
(CAMARGO, 2008).

Todas as substancias isoladas da C. mandioccana s&do apresentadas na

Figura 5.
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Figura 5 - Substancias isoladas das folhas, galhos, cascas do tronco e frutos verdes

de C. mandioccana, * indica configuracao relativa.
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16

1.2.2 Cryptocarya moschata

Espécie arbdérea que atinge até 35 metros, a C. moschata apresenta diversos
nomes populares, como canela-batalha, louro-precioso e canela-de-papagaio
(Figura 6). A espécie é encontrada nos estados de Alagoas, Bahia, Distrito Federal,
Goias, Mato Grosso, Minas Gerais, Parana, Pernambuco, S&do Paulo (Figura 7). O
extrato bruto de suas folhas e caules apresentaram atividade antiproliferativa. A
espécie também é indicada para plantios mistos em recuperacdo de areas
degradadas e na recuperacdo das margens de reservatorios de hidrelétricas
(MORAES, 2007).

Figura 6: Cryptocarya moschata encontrada na Mata "Mariana", em Ibaté-SP.
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Fonte: Telascéa (2006).
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Figura 7 - Distribuicdo da C. moschata no Brasil.

Fonte: Moraes (2007).

Spencer, England e Wolf (1984) isolaram das sementes de Cryptocarya
moschata as estirilpironas (-)-criptocarialactona (35) e (-)-desacetilcriptocarialactona
(24).

Das folhas de C. moschata, Bastos (2003) isolou seis flavondides e duas
estirilpironas: guercetina-3-O-ramnopiranosideo (18), guercetina-3-0O-
galactopiranosideo (19), quercetina-3-O-glicopiranosideo (20), quercetina-3-O-
xilopiranosideo (21), quercetina-3-O-arabinofuranosideo (36), quercetina-3-0O-6"-
acetilalopiranosideo (37), goniotalamina (1) e 4'-hidroxi-6'-fenil-1',5'-hexadienil-5,6-
diidro-2-pirona (43) (BASTOS, 2003).

Com fracionamento biomonitorado do extrato etandlico das folhas de
plantulas de C. moschata, Ricardo e colaboradores (2004) isolaram os flavonoides
guercetina-3-O-galactopiranosideo (19) e quercetina-3-O-glicopiranosideo (20).
Estudos com o extrato etandlico da raiz e do caule de plantulas de C. moschata
levaram ao isolamento de goniotalamina (1), 6-[(4'-etil-9'-oxabiciclo[3.3.1]non-6"-en-
3'-il)metil]-5,6-diidro-2-pirona (38) e 6-propil-5,6-diidro-2-pirona (39). Os flavondides
(19) e (20) apresentaram atividade antioxidante, enquanto a estirilpirona (1)
apresentou atividade contra os fungos fitopatdégenos Cladosporium cladosporioides e
C. sphaerospermum (RICARDO et al., 2004).
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Outro estudo com as folhas de C. moschata levou ao isolamento de 6-estiril-2-
pirona (40), seu fotodimero simétrico 1,3-difenil-2,4-di-[6-(2-pironil)]-ciclobutano (41),
o0 sesquiterpeno 1,6-diidréxi-4-(15)-eudesmeno (42) e a goniotalamina (1). As
substancias (1), (40) e (42) apresentaram atividade contra os fungos fitopatégenos
Clodosporium cladoporioides e C. sphaerospermum, além disso, nos testes de
atividade antiproliferativa (in vitro) em linhagens celulares cancerigenas, a
substancia (1) apresentou atividades contra as linhagens PC3 (prostata), MCF-7
(mama), HT-29 (colon), UACC-62 (melanoma) e 786-0 (renal). (TELASCREA, 2006).

As substéancias 4'-hidréxi-6'-fenil-1',5'-hexadienil-5,6-diidro-2-pirona (43), éster
metilico do acido 3,5-diidroxi-7-fenil-6-heptendico (44), fotodimero ndo simétrico (45)
da substancia 6-estiril-2-pirona (40) e goniotalamina (1) foram isoladas das folhas de
C. moschata por Martinelli (dados né&o publicados). As quatro substancias (43,44,45
e 1) apresentaramatividade contra os fungos fitopatogenos Cladosporium
cladosporioides e C. sphaerospermum, sendo que as substancias (1) e (43)
apresentaram também atividade contra os fungos Candida albicans, C. krusei,
C. parapsilosis e Cryptococcus neoformans e a substancia (45) apresentou atividade
contra os fungos Candida parapsilosis e Cryptococcus neoformans (MARTINELLI,
dados nao publicados).

As substéancias isoladas de C. moschata sao apresentadas na Figura 8.
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Figura 8 - Substancias isoladas das sementes, folhas, raiz e caule de plantulas de C.
moschata

Quercetina-3-O-glicosilada

R= ramnopiranosideo (18)

R= galactopiranosideo (19)

R= glicopiranosideo (20)

R= xilopiranosideo (21)

R= arabinofuranosideo (36)
R= 6"-acetilalopiranosideo (37)

OH OH O o w

OCH;
(44)

Fonte: Autor.

1.2.3 Cryptocarya botelhensis

Conhecida popularmente como canela-de-jacu, a C. botelhensis € uma
espécie arborea que apresenta altura de até 20 metros (Figura 9). Apresenta
distribuicdo bem restrita no Brasil, sendo encontrada apenas no estado de S&o
Paulo. E relativamente abundante no Parque Estadual Carlos Botelho e Parque
Estadual Serra do Mar - Nacleo Cunha-Indai4, sendo encontrada também na
Estacdo Biologica de Paranapiacaba (Figura 10). Apesar de ndo serem descritos
usos populares, € conhecido que muriquis, macacos encontrados no Parque
Estadual Carlos Botelho consomem o fruto da espécie, contribuindo para sua
dispersao (MORAES, 2007).
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Figura 9: Cryptocarya botelhensis encontrada no Parque Estadual Carlos Botelho.

R N R

Fonte: Acervo pessoal Prof. Dr. Alberto J. Cavalheiro.

Figura 10 - Distribuicdo da C. botelhensis no Brasil.

Fonte: Moraes (2007).

A espécie apresenta apenas estudos realizados com o 6leo essencial de suas
folhnas (TELASCREA et al., 2008). No total foram identificados 42 constituintes do
Oleo essencial, sendo que 0s monoterpenos pinanos eram predominantes: a-pineno
(22,7%), B-pineno (9,2%), trans-verbenol (8,4%), trans-pinocarveol (5,5%), e mirtenal
(5,4%).
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1.3 Estirilpironas de Cryptocarya

Estirilpirona € o nome dado as 5,6-diidro-2-pironas 6 substituidas, que um
grupo estirila € encontrado no fim da cadeia lateral ligada ao carbono 6 (Figura 11)
(CAVALHEIRO; YOSHIDA, 2000).

Figura 11 - Exemplo de estirilpirona apresentando a contagem dos carbonos, 0s

circulos vermelhos indicam os grupos estirila e pirona.

OH OH OH

Grupo estirila Grupo pirona

Fonte: Autor.

Elas podem ser encontradas em espécies das familias Lauraceae
(Cryptocarya, Aniba), Piperaceae (Piper), Psilotaceae (Psilotum, Tmesipteris)
(CAVALHEIRO; YOSHIDA, 2000), Annonaceae (Ophrypetalum, Sanrafaelia)
(Malebo et al., 2014), Asteraceae (Helichrysum) (D'ABROSCA et al., 2013), entre
outras, podendo ser encontradas também em algumas espécies de fungo, como
Penicillium glabrum (HAMMERSCHMIDT et al.,, 2013) e variadas espécies dos
géneros Phellinus e Inonotus (LEE; YUN, 2011).

Em Cryptocaryas ja foram isoladas variadas estirilpironas, sendo que a
primeira foi a goniotalamina (1) isolada das cascas da C. caloneura por Hlubucek e
Robertson (1967).

Das raizes da C. bourdilloni foi isolado a substancia criptocarialactona (35)
por Govindachari e Pathasarathy (1971) e a goniotalamina (1) por Govindachari,
Parthasarathy e Modi (1972).

Das sementes de C. moschata, Spencer, England e Wolf (1984) isolaram
criptocarialactona (35) e desacetilcriptocarialactona (24). Das folhas foram isoladas
goniotalamina (1) e 4'-hidroxi-6'-fenil-1',5'-hexadienil-5,6-diidro-2-pirona  (43)
(BASTOS, 2003), 6-estiril-2-pirona (40), seu fotodimero simétrico 1,3-difenil-2,4-di-[6-
(2-pironil)]-ciclobutano (41). (TELASCREA, 2006), o fotodimero n&o simétrico (45) da
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substéancia 6-estiril-2-pirona (40) (MARTINELLI, dados n&o publicados). Estudos com
0 extrato etandlico da raiz e do caule de plantulas de C. moschata levaram ao
isolamento de goniotalamina (1) e 6-[(4'-etil-9-oxabiciclo[3.3.1]non-6'-en-3'-il)metil]-
5,6-diidro-2-pirona (38) (RICARDO et al., 2004).

Fu e colaboradores (1993) isolaram das folhas de C. kurzii uma nova
O-lactona-a,B-insaturada, a kurzilactona (46).

Das cascas de C. liebertiana, foram isoladas criptocarialactona (35),
desacetilcriptocarialactona (24), criptofoliona (2) e (+)-6-(4'-hidroxi-8'-feniloct-1',5',7'-
trienil)-5,6-diidro-2H-piran-2-ona (47), das cascas de um exemplar imaturo, foi
isolado o derivado acetil da criptocarialactona (35), a (+)-6-(6'-acetoxi-4'-hidroxi-8'-
feniloct-1',7'-dienil)-5,6-diidro-2H-piran-2-ona (48) (DREWES; HORN; MAVI;,1997).

A substancia criptofoliona (2) foi isolada das cascas do tronco das espécies
C. latifolia e C. myrtifolia por Sehlapelo, Drewes e Schott-Shaw (1994). Das cascas
do caule de C. myrtifolia, Drewes, Horn e Scott-Shaw (1995) isolaram a criptofoliona
(2) e sua cetona (49), das cascas do caule de C. wyliei isolaram goniotalamina (1),
criptofoliona (2), criptocarialactona (35), desacetilcriptocarialactona (24), e o
composto biciclico 7-estiril-2,6-dioxabiciclo[3.3.1]Jnonan-3-ona (50), e da C. woodii
isolaram a criptofoliona (2).

Em seu trabalho de doutorado, DiGeorgio (1999) isolou a goniotalamina (1)
das cascas de C. massoy.

Treze estirilpironas foram isoladas de galhos e cascas do tronco de
C. mandioccana: goniotalamina (1), criptofoliona (2), criptomoscatona D1 (3),
criptomoscatona D2 (4), criptomoscatona E1 (5), criptomoscatona E3 (6),
criptomoscatona F1 (7), criptopiranomoscatona Al (8), criptopiranomoscatona A2
(9), criptopiranomoscatona A3  (10), criptopiranomoscatona Bl  (11),
criptopiranomoscatona B2 (12), e criptopiranomoscatona B4 (13) (CAVALHEIRO;
YOSHIDA, 2000). Andlises realizadas utilizando a polpa de frutos verdes de
C. mandioccana levaram ao isolamento das estirilpironas (+)-(6R)-[(2’'R*)-6’-fenil-2’-
hidroxi-3’,5’-hexadienil]-5,6-diidro-2-pirona  (15), (+)-(6R)-[(2’S*)-6’-fenil-2’-hidroxi-
3’,5’-hexadienil]-5,6-diidro-2-pirona (16), criptofoliona (2), criptomoscatona D1 (3),
criptomoscatona E3 (6) e criptomoscatona F1 (7) (PASCOLI, 2001). Das folhas de
C.mandioccana, foram isolados criptomoscatona D2 (4), criptofoliona (2) (NEHME et
al., 2002) criptomoscatona E3 (6), criptomoscatona D1 (3), criptomoscatona F1 (7),

desacetilcriptocarialactona (24), criptomoscatona E1 (5), goniotalamina (1) (NEHME
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et al., 2005), criptomoscatona Ea (25), criptomoscatona Eb (26), criptomoscatona Fa
(27), criptopiranomoscatona A3 (10), criptopiranomoscatona Ax  (28),
criptopiranomoscatona B2 (12), criptopiranomoscatona B4 (13),
criptopiranomoscatona X (29), MT2 (30) (TELASCREA, 2006) e criptomoscatona E3
(6) (BANDEIRA; CAVALHEIRO, 2009).

Das cascas do tronco de C. strictifolia, Juliawaty e colaboradores (2000)
isolaram a pirona estrictifoliona (51).

Schmeda-Hirschmann e colaboradores (2001) isolaram dos frutos de C. alba
a criptofoliona (2) e seu derivado 6-(4,6-dimetoxi-8-fenil-octa-1,7-dienil)-4-hidroxi-
tetrahidro-piran-2-ona (52).

O composto 6-({4-o0x0-6-[(1E)-2-fenilvinil]-2H-3,5,6-trihidropiran-2-il}-metil)-5H-
6-hidropiran-2-ona (53) foi isolado das sementes de C. wightiana por Deschamps e
colaboradores (2001).

Do extrato das cascas do tronco de C. obovata, Dumontet e colaboradores
(2004) isolaram a obolactona (54). Do extrato das folhas de C. obovara foi isolada a
estirilpirona 7'-8'-diidroobolactona (55) (DAVIS et al., 2010).

Meragelman e colaboradores (2009) isolaram de folhas e galhos de
C. rugulosa a pirona rugulactona (56).

O fracionamento guiado do extrato bruto de C. concinna levou a identificacao
das estirilpironas criptomoscatona D2 (4), Z-criptofoliona (57), Z-criptomoscatona
(58), criptofoliona (2), a cetona da criptofoliona (49) e o composto (59) (STURGEON
et al., 2008). Das folhas e galhos da C. concinna, foram isolados 8 estirilpironas:
criptoconcatona A (60), criptoconcatona B (61), criptoconcatona C (62),
criptoconcatona D (63), criptoconcatona E (64), criptoconcatona F (65),
criptoconcatona G (66) e criptoconcatona H (29) (YANG et al., 2016).

Das cascas do caule de C. aschersoniana, Campos e colaboradores (2016)
isolaram a 6-esteril-2-pirona (40) e a goniotalamina (1).

Todas as estirilpironas isoladas das espécies de Cryptocarya estédo

representadas na Figura 12.
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Figura 12 - Estirilpironas isoladas de folhas, sementes, galhos, casca do tronco,

frutos e raizes de diversas espécies de Cryptocarya, * indica configuracao relativa.

(29) R=H

2 3
c2 - R
c4 S* R*
cs - -
ce' R* -
cr - -
cg - -

Fonte: Autor

(50)

(8). (9), (10) e (28) R=OH

4 5
S* -
R* R*

- R*

(2)e (5) R=H
(48) R=Ac

11
S*
R*
S*
R*

15
R*

16
S*

25
R*
S*

S*

28
R*
S*
R*
R*
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Figura 12 (continuagao) - Estirilpironas isoladas de folhas, sementes, galhos, casca

do tronco, frutos e raizes de diversas espécies de Cryptocarya.

65 OH OAc OH
66 OH OH OAc

Fonte: Autor

As estirilpironas de Cryptocarya sao importantes por apresentarem atividade
biolégica. Ja foram descritas na literatura atividades antifingica (MARTINELLI,
dados n&o publicados; PASCOLI, 2001; RICARDO et al., 2004; TELASCREA, 2006;
REDDY et al., 2010) citotoxica em linhagens celulares cancerigenas (DUMONTET et
al., 2004; TELASCREA, 2006; STURGEON et al., 2008; GIOCONDO et al., 2009),
antiparasitaria (SCHMEDA-HIRSCHMANN et al., 2001), inibidora do fator nuclear kB
(NF-kB) (MEREGELMAN et al., 2009), antibacteriana (REDDY et al., 2010), e
tripanocida (DAVIS et al., 2010).

1.4 Biossintese de estirilpironas

Uma caracteristica constante nas estirilpironas encontradas no género
Cryptocarya € a configuracdo absoluta R para o carbono 6 do anel pirdnico, ja os
carbonos hidroxilados da cadeia lateral apresentam configuracbes variadas. A
analise da biossintese dessa classe de metabdlitos pode auxiliar na compreensao
dessa variedade estrutural encontrada (PASSARELI, 2014).



26

A biossintese dessa classe de substancias pode ocorrer por uma rota mista,
com a condensacgao de uma unidade Cs.C3 (cinamoila iniciadora) proveniente da via
do chiquitado e unidades C:z provenientes da via do acetato, ocasionando a extensao
da cadeia carbénica, dando origem a diversos policetideos (DEWICK, 1997).

Os policetideos pertencem a uma classe de metabdlitos secundarios que
apresentam uma ampla diversidade, tanto funcional, quanto estrutural. Na
farmacologia apresentam atividades variadas, entre elas: antiparasitaria, antifangica,
antitumoral e propriedades imunossupressoras (STAUNTON; WEISSMAN, 2001).

As policetideos sintases (PKS) sao 0s grupos de enzimas responsaveis por
biossintetizar os policetidios, e sdo divididos em trés grupos: Tipo | (multifuncional:
apenas uma enzima, mas varios sitios ativos), Tipo Il (multienzimas: varias enzimas,
cada uma possuindo um sitio ativo) e Tipo Il ("sitio ativo multifuncional”: uma Unica
enzima com apenas um sitio ativo). Diferentemente das PKS dos Tipos | e Il que
utilizam a proteina acil carregadora (ACP) para ativar os substratos da acil SCoA, as
PKS do Tipo lll sdo independentes da ACP, podendo agir diretamente nos tio
ésteres de CoA dos acidos carboxilicos. Outro fator que difere as PKS do Tipo Il
dos outros dois grupos, € que com apenas um sitio ativo elas podem realizar uma
série de reacbes de aromatizacdo, descarboxilacdo, condensacdo e ciclizacdo
(STAUNTON; WEISSMAN, 2001, SHEN, 2003).

A mais conhecida PKS do Tipo Il € a chalcona sintase (CHS), que esta
envolvida na biossintese dos flavonoides (AUSTIN; NOEL, 2003). A estirilpirona
sintase (SPS), também uma PKS do Tipo lll, pode estar envolvida na biossintese de
estirilpironas, porém, como estirilpironas foram observadas como produtos liberados
em ensaios in vitro com CHS, Beckert e colaboradores (1997) decidiram investigar a
ocorréncia da SPS sem a interferéncia da CHS. A espécie Equisetum arvense foi
escolhida para o estudo por acumular estirilpironas e flavonoides em 6rgéos distintos
(gametofitos e rizomas do esporofito possuiam como constituintes majoritarios
estirilpironas enquanto os brotos verdes do esporéfito apresentava flavonoides).
Com os experimentos foram observadas duas estirilpironas como produtos liberados
in vitro, possibilitando, com esse estudo, a identificagdo da estirilpirona sintase como
uma policetidio sintase presente na planta (BECKERT et al., 1997, HERDERICH,
BECKERT; VEIT, 1997).

Em C. mandioccana foram descritas estirilpironas resultantes de cadeias

policetidicas com varios carbonos, incluindo desde tricetideos até hexacetideos
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(Figura 13). Estas estirilpironas podem ser resultado de estirilpironas sintases pouco
especificas, com controle pouco preciso da extensdo da cadeia policetidica ou
policetideos com cadeias de comprimentos diferentes estarem relacionados com
isoenzimas especificas. Em resumo, a chalcona sintase (CHS) estaria envolvida com
a biossintese de flavonoides das folhas de C. mandioccana, enquanto a estirilpirona
sintase (SPS) poderia estar envolvida na biossintese das estirilpironas (CAMARGO,
2008).

A biogénese das estirilpironas tem inicio com a trans-desaminacdo da
L-fenilalanina catalisada pela fenilalanina aménia-liase (PAL), dando origem ao &cido
trans-cinamico. Essa reacdo € de grande importancia, uma vez que o acido trans-
cindmico é responsavel pela formacdo de uma grande quantidade de metabdlitos
secundarios, estando diretamente envolvido com a biossintese de substancia
acumuladas nas plantas, como as estirilpironas, alcaloides e flavonoides (DEWICK,
1997). Partindo da biossintese dos precursores fenilpropandicos, ocorre a
esterificacdo para tioésteres de CoA pelas SCoA ligases, que através de
condensacdes com unidades de malonil SCoA e catalisadas por SPS seriam 0s
responsaveis pela formacao de variados esqueletos carbbnicos de estirilpironas de
Cryptocarya (CAMARGO, 2008), como apresentado na Figura 13.
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Figura 13 - Quadro de biogénese das estirilpironas de Cryptocarya. Em rosa, identificado de C. moschata, em vermelho,

identificado de C. moschata e C. mandioccana, em azul, identificado de C. mandioccana. [ ] indica a suposta cadeia policetidica
inicial. As substancias 1 e 2 sdo formadas por fotodimerizacéo.
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2 OBJETIVOS

- Desenvolvimento de método cromatografico para analise de extratos
hidroalcodlicos de folhas das espécies de Cryptocarya utilizando como solvente
organico o etanol;

- lIdentificacdo das estirilpironas presentes nos extratos de folhas das
espécies de Cryptocarya estudadas utilizando as técnicas de HPLC-DAD e
HPLC-MS.
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3 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

3.1 Coleta

As folhas de dois individuos de Cryptocarya mandioccana (voucher CM353 e
CM354) e de Cryptocarya botelhensis (voucher Moraes 1243) foram coletadas no
Parque Estadual Carlos Botelho em S&ao Miguel Arcanjo - SP. As folhas de
Cryptocarya moschata (voucher P. L. R. de Moraes 2347) foram coletadas no Viveiro
Camara em lbaté - SP. O material vegetal foi identificado pelo Dr. Pedro L. R. de
Moraes.

As folhas foram secas (a temperatura ambiente para C. mandioccana e
C. botelhensis e em estufa a 40 °C durante dois dias para C. moschata), e

pulverizadas em moinho de facas.

3.2 Producdo do extrato etandlico de C. mandioccana

Diferente da C. moschata e C. botelhensis em que foram usadas as folhas
secas e moidas para as analises, no caso da C. mandioccana foi utilizado o extrato
etandlico produzido por Telascréa (2006).

A extracdo foi realizada inicialmente com diclorometano por trés vezes
(DCM 3x) utilizando a relagdo amostra/solvente 1:3 (m/v) e filtrado em funil de
Bilcher. O material sélido passou novamente por extracdo seguindo 0 mesmo
procedimento utilizando etanol como solvente (EtOH 3x). Ambos os extratos foram
obtidos em banho de ultrassom (Transonic 700 - Elma) por 15 minutos em cada
etapa. A solucdo etandlica foi concentrada em rotaevaporador Biich (R-114) sob
pressao reduzida e banho de aquecimento (40 °C) até a eliminacdo completa do
solvente. Os solventes utilizados foram da marca Synth (reagente analitico, Sao
Paulo, Brasil). O esquema genérico da obtencdo do extrato etandlico é apresentado

na Figura 14.
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Figura 14 - Esquema genérico da producéo do extrato etandlico.

Folhas secas

e moidas
1) DCM 3x
2) Filtragdo a vacuo
Solucgéo Material
diclorometanica solido
1) EtOH 3x
2) Filtragdo a vacuo
Solugéo
etandlica
1) Concentrar
Extrato
etandlico

Adaptado de: Telascréa (2006).

3.3 Preparo dos extratos hidroalcoolicos

Os extratos hidroalcodlicos das trés espécies estudadas foram praparados
seguindo um protocolo de extracdo e pré-tratamento desenvolvido por Nehme e
colaboradores (2005), modificado por Bandeira (2009) e adaptado para este
trabalho. Em tubo de centrifuga de 15 mL, foram adicionados 100 mg de folhas
moidas ou do extrato etendlico, juntamente com 4,0 mL de hexano grau HPLC da
marca J. T. Baker, e submetido a extracdo por ultrassom por 30 minutos, seguido
por adicdo de 4,0 mL etanol grau HPLC da marca J. T. Baker e &cido acético 10%
1:1 (v/v) e submetido novamente a extracao por ultrassom por 30 minutos. O tubo foi
entdo centrifugado a 1200 g por 10 minutos, apos isso, a fase hidroalcoolica foi
filtrada por microfiltro de 22 um e submetida aos experimentos. Na figura 15 é

apresentado o fluxograma referente ao procedimento.
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Figura 15 - Preparo dos extratos hidroalcodlicos.

1) 100 mg folhas moidas ou
extrato etandlico

Tubo de centrifuga Extragéo por ultrassom,
1S mb 2) 4,0 mL hexano 30 min.

1) 4,0 mL EtOH/
AcOH 10% 1:1 (viv)

Centrifuga 1200 g, Extragdo por ultrassom,
10 min. 30 min.

1) Filtragao da fase hidroalcodlica
por microfiltro 22 um

Extratos hidroalcodlicos

Fonte: Autor.

3.4 Anélises preliminares por HPLC-DAD

As andlises iniciais foram realizadas com o extrato hidroalcodlico da espécie
C. mandioccana, por ser a espécie que apresenta maior quantidade de metabdlitos
conhecidos (alcaloides, estirilpironas e flavonoides), como apresentado na secao
1.2.1.

Para todas as analises por HPLC-DAD, o equipamento utilizado foi um
cromatografo liquido de alta eficiéncia Shimadzu, equipado com bombas LC-20AT,
injetor automatico SIL-20, degaseificador DGU-20A, controlador CBM-20A, forno de
coluna CTO-20A, detector de arranjo de diodos UV-VIS SPD-M20A. A elui¢do foi
feita em coluna de fase reversa Phenomenex Synergy 4u Hydro-RP 80A
(150 mm x 4,6 mm) em modo gradiente 95:05 - 0:100 (A:B) em 50 minutos, seguido
de eluicdo em modo isocratico 0:100 (A:B) por 10 minutos, a fase movel foi
composta por agua ultra pura (A) e etanol grau HPLC da marca J. T. Baker (B),
vazédo de 0,8 mL.min", volume de injecdo 10 pL e temperatura da coluna 30 °C.
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3.5 Planejamento multifatorial para desenvolvimento de método por HPLC-DAD

Para reduzir a quantidade de analises necessarias para o desenvolvimento do
método cromatogréfico, foi realizado um planejamento multifatorial que consiste na
escolha de fatores e suas variacdes isoladas ou simultaneas seguida pela anélise
dos dados obtidos.

Foi utilizado o planejamento fatorial com ponto central, que consiste em 2k
andlises, em que k representa a quantidade de variaveis analisadas, além de uma
analise em triplicata do valor médio dos fatores. Como foram escolhidas 3 variaveis,
o planejamento apresenta onze analises. A seguir € apresentada uma tabela
genérica relacionada a esse planejamento (Tabela 1), sendo que, (-1) representa o

valor mais baixo da variavel, (+1) o valor mais alto, O o ponto central e Vx a variavel.

Tabela 1 - Tabela genérica de planejamento fatorial com ponto central utilizando trés

variaveis.

N° experimento V1 V2 V3
1 +1 +1 +1
2 -1 +1 +1
3 +1 -1 +1
4 -1 -1 +1
5 +1 +1 -1
6 -1 +1 -1
7 +1 -1 -1
8 -1 -1 -1
9
10
11

A variaveis escolhidas foram: temperatura, vazdo e porcentagem de acido
férmico na agua (%HCO2H). A seguir é apresentada a tabela preenchida com os

parametros utilizados (Tabela 2).
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Tabela 2 - Planejamento fatorial com ponto central com as variaveis escolhidas e

seus valores.

N° experimento Temperatura (°C) Vazédo (mL.mint) %HCO2H
1 40 0,8 1,0
2 25 0,8 1,0
3 40 0,6 1,0
4 25 0,6 1,0
5 40 0,8 0,1
6 25 0,8 0,1
7 40 0,6 0,1
8 25 0,6 0,1
9 33 0,7 0,55
10 33 0,7 0,55
11 33 0,7 0,55

Foi utilizada uma coluna Phenomenex Synergy 4 p Hydro-RP 80A
(150 mm x 4,6 mm). A eluicéo foi feita em modo gradiente linear 95:5 - 0:100 (A:B)
em 50 minutos seguido por uma eluicdo isocratica 0:100 (A:B) durante 10 minutos, a
fase mével foi composta por dgua ultra pura acidificada (HCOzH) (A) e etanol grau
HPLC da marca J. T. Baker (B). Vazao, temperatura e %HCO2H na agua variaram
dependendo do experimento conforme apresentado na Tabela 2. O volume de
injecado foi de 10 pL.

Foi considerada a quantidade de picos (variavel dependente) em cada
cromatograma para que fossem definidos os melhores parametros para analises

posteriores.

3.6 Ajustes no gradiente cromatografico

Apo6s a definicho das melhores condigbes cromatograficas com o
planejamento multifatorial, realizou-se algumas mudancas no gradiente para uma
melhor distribuicdo de picos no cromatograma. Os ajustes levaram ao seguinte
gradiente: 83:13 - 30:70 (A:B) em 50 minutos, 30:70 - 0:100 (A:B) em 5 minutos e

eluicdo isocratica 0:100 (A:B) por 5 minutos com a fase movel composta por agua
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ultra pura 0,1% HCO2H (A) e etanol grau HPLC da marca J. T. Baker (B),
temperatura da coluna 40 °C, vazédo 0,8 mL.min* e volume de injeg¢do 10 pL.

Como as alteracbes nao foram adequadas, foram realizadas novas
modificacdes que nos levaram ao seguinte gradiente: 85:15 - 60:40 (A:B) em 40
minutos, 60:40 - 40:60 (A:B) em 10 minutos, 40:60 - 0:100 (A:B) em 5 minutos,
seguido por eluigdo isocratica 0:100 (A:B) por 5 minutos. Fase movel, temperatura
da coluna, vazéo e volume de injecédo nao foram alterados.

Definidas as melhores condicdes e o melhor gradiente, foram realizadas

analises para as espécies C. moschata e C. botelhensis.

3.7 Andlise dos extratos por HPLC-MS e HPLC-MS/MS

As andlises por HPLC-MS e HPLC-MS/MS foram realizadas em cromatografo
liguido de alta eficiéncia Shimadzu equipado com bombas LC-20AD, detector
UV-DAD SPD-M20A, injetor automatico SIL-20A, controlador CBM-20A acoplado a
um espectrometro de massa Bruker Daltonics (Billerica, MA, EUA) modelo amaZon
SL-ESI-IT de baixa resolugdo, operando nos modos negativo e positivo. Os
parametros utilizados no espectrémetro de massas foram: gas nitrogénio, pressao
do nebulizador: 60 psi, fluxo do gas de secagem: 10 L.min, temperatura do gas:
320 °C, voltagem do capilar: 3500 V, End Plate: 500 V. Os espectros foram
registrados na faixa de 50 a 1000 Da. A condi¢do cromatografica utilizada foi um
gradiente segmentado: 85:15 - 60:40 (A:B) em 25 minutos, 60:40 - 40:60 (A:B) em
10 minutos, 40:60 - 0:100 (A:B) em 2 minutos, seguido por 6 minutos em elui¢édo
isocratica 0:100 (A:B) por 6 minutos. A fase mével foi composta por agua ultra pura
0,1% HCO2H (A) e etanol grau HPLC da marca J. T. Baker (B), temperatura da
coluna 40 °C e vazédo 0,8 mL.min1, coluna de fase reversa Phenomenex Synergy 4u
Hydro-RP 80A (150 mm x 4,6 mm).

3.8 Andlise de padrdes de pirona

Utilizando quatro pironas purificadas a partir do extrato etandlico das folhas
de C. mandioccana produzidas por Passareli (2014), foram realizadas analises por

HPLC-DAD para obtencdo de seus tempos de retencdo e comparagdo com 0S
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dados obtidos por HPLC-MS e HPLC-MS/MS para auxiliar na identificacdo das
substancias. As pironas encontravam-se estabilizadas e armazenadas em frascos
na geladeira. O conteudo foi solubilizado com etanol grau HPLC da marca
J. T. Baker e foram preparadas solu¢cdes com concentracdo de 0,5 mg.mLt. As
condigbes cromatogréficas utilizadas nas andlises foram as mesmas descritas na

secéo 3.7.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 Anélises preliminares por HPLC-DAD e estudo das condi¢cdes
cromatograficas usando planejamento multifatorial

Primeiramente foi realizada a analise do extrato hidroalcodlico das folhas de
C. mandioccana para a obtencdo de seu perfil cromatografico, o resultado é
apresentado na Figura 16, os picos presentes no final do cromatograma sao
referentes ao solvente. As condi¢gfes da andlise foram apresentadas na secéo 3.4.

Figura 16 - Analise preliminar do extrato hidroalcodlico das folhas de

C. mandioccana, A=254 nm.

mAayU
Z54nm,anm (1.00)

300
275
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25

ol

olo s'o 16.0 15.0 20.0 25.0 30.0 35.0 40.0 as.0 min

Fonte: Autor.

Nota-se que o0s picos obtidos se concentram na regido central do
cromatograma, indicando que a maioria dos compostos presentes possuem média
polaridade. Por ser uma analise preliminar, era de se esperar a baixa resolucao
entre o0s picos, por isso foi utilizado o planejamento multifatorial para otimizacdo das
variaveis envolvidas além de ajustes no gradiente para uma melhora dos resultados.

As analises multifatoriais foram realizadas com variacbes na temperatura,
vazao e porcentagem de acido formico na agua, assim como foi demonstrado na
Tabela 2. Na Figura 17, sdo demonstrados o0s cromatogramas obtidos com as
analises, a numeracdo indica o numero do experimento seguindo o que foi
demonstrado na Tabela 2. As condicbes cromatogréaficas estdo demonstradas nos

cromatogramas.
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Figura 17 - Cromatogramas obtidos a partir da analise multivariavel do extrato

hidroalcodlico da C. mandioccana, A=254 nm.
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Fonte: Autor.
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Figura 17 (continuagdo) - Cromatogramas obtidos a partir da analise multivariavel do

extrato hidroalcodlico da C. mandioccana, A=254 nm.
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Figura 17 (continuagdo) - Cromatogramas obtidos a partir da andlise multivariavel do

extrato hidroalcodlico da C. mandioccana, A=254 nm.
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Fonte: Autor.

Analisando os cromatogramas aos pares, em

T T T
35.0 40.0 45.0 min

gue apenas um dos fatores é

alterado, como por exemplo os cromatogramas 1 e 3 (Figura 17), em que apenas a

vazao foi alterada, podemos destacar trés relacoes:

- Aumento da vazéao causa diminui¢cdo do tempo de retencao.

- Aumento da temperatura causa diminuicdo do tempo de retencéo.
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- Aumento da porcentagem de 4cido férmico na agua causa pequena reducao
no tempo de retengao.

A variacdo da vazdo em uma analise cromatografica € responsavel pela
alteracdo de diversos parametros, como exemplo, pode-se citar o tempo morto,
calculado a partir da Equacao 1 (SNYDER; KIRKLAND; DOLAN, 2010).

V
ty = ?m Equacéo 1
Sendo que:

to € o tempo morto da coluna
Vm é 0 volume morto da coluna

F é a vazao utilizada.

Sabendo que Vm € constante para a coluna usada no trabalho e podendo ser
calculado pela Equacdo 2 (SNYDER; KIRKLAND; DOLAN, 2010) para colunas com
didmetro interno entre 4 e 5 mm, o Unico parametro que podemos modificar é a

vazéo (F).

Vi, = 0,01L Equacéo 2

Sendo que:
Vm é 0 volume morto da coluna (em mililitros)

L é o comprimento da coluna (em milimetros)

Como a vazéo € o denominador da fracdo, qualquer acréscimo em seu valor
causara o decréscimo do valor do tempo morto, e vice-versa. Subtraindo o tempo
morto do tempo de retencéo do pico A dos cromatogramas da Figura 18, notamos
gue o aumento do fluxo causou a diminuicdo do tempo de retencdo da substancia

(Equacbes 3 e 4).

ty1 — to1 = 16,2 — 1,875 = 14,325 min vazédo 0,8 mL.min* Equacéo 3

tys — to3 = 18,2 — 2,5 = 15,7 min vazdo 0,6 mL.min! Equacéo 4
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Sendo que:

tr1 € 0 tempo de retencdo do pico A no experimento 1
tr2 € 0 tempo de retencao do pico A no experimento 3
to1 € 0 tempo zero no experimento 1

tos € 0 tempo zero no experimento 3

Outra mudanca que ocorre com 0 aumento da vazdo é a diminuicdo da
intensidade dos picos (SNYDER; DOLAN, 2007), como pode-se ver na Figura 14,
em gue o cromatograma 1 (vazdo 0,8 mL.mint) apresenta intensidade para o pico A
de aproximadamente 1100 mAU, enquanto no cromatograma 3 (vazédo 0,6 mL.min?)

a intensidade é de aproximadamente 1400 mAu (unidade de absorbancia).

Figura 18 - Cromatogramas dos experimentos 1 e 3 para andlise da variacdo do
tempo de retencdo da substédncia com relagcdo a variacdo do fluxo empregado,
A=254 nm.
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Fonte: Autor.
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A variacdo da vazdo interfere também sobre a pressdo (Equacdo 5)
(SNYDER; KIRKLAND; DOLAN, 2010) e resolugdo (Equacdo 6) (SNYDER;
KIRKLAND; DOLAN, 2010), em que em ambas as situacdes, o aumento da vazéo
causa 0 aumento do parametro. Como a vazao se encontra como numerador no
calculo da pressdo, mantendo os outros fatores fixos, seu aumento causard o

aumento da presséao.

__ 2500.L.0.F

P = 2 a2 Equacéo 5

Sendo que:

P é a pressao

L é o comprimento da coluna (em milimetros)

n € a viscosidade da fase movel (em cP (centipoise))
F é avazéo

dp? é o diametro da particula (em pm)

dc? é o diametro interno da coluna
No caso da resolucédo, o efeito da modificacdo do fluxo é indireto, mas, apesar
de ndo estar presente na formula, a vazdo é utilizada para o célculo do fator de

retencdo (Equacao 7) e do fator de separacédo (Equacédo 8) (SNYDER; KIRKLAND;
DOLAN, 2010).

Rs = G) ' [(1:(«)] ' (a;l) N Equagao 6

Sendo que:

Rs € a resolucéo
N é o niumero de pratos tedricos (eficiéncia da coluna).

k € o fator de retencao, calculado como mostra a Equacéo 7:

t—t
k = Tt—o Equacéo 7
0
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Sendo que
tr € o tempo de retencéo do pico
to € 0 tempo morto.

a é o fator de separacgéao (seletividade) calculado como mostra a Equagéao 8:

k

a=— Equacéo 8
k2

Sendo que:

k1 e k2 séo os valores de k para dois picos adjacentes.

O aumento da temperatura causa diminuicdo do tempo de retencdo
(Figura 19), sendo sua influéncia no fator de retencdo comumente expressa pela
equacéao de Van't Hoff (Equacao 9) (LANCAS, 2012).

Ink =— (%) + (A%O) +1n® Equacgao 9
Sendo que:

AHC é a entalpia do sistema

AS° é a entropia do sistema

T é a temperatura (em Kelvin)

R é a constante universal dos gases (8,31441 J.K'mol?)

k € o fator de retencéo

@ é a razdo do volume entre a fase estacionaria e a moével (também representado

por B)

Esta relacdo mostra que para uma mesma mudanca na temperatura, o fator
de retencgao para solutos com maior AH é mais afetado do que para solutos com AH
menor, fazendo com que diferentes solutos tenham comportamento de retencao
diferentes com a variacdo da temperatura. Dessa forma, a variacdo da temperatura

pode auxiliar na separagéo dos solutos (LANCAS, 2012).
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Figura 19 - Exemplo da diminuicdo do tempo de retengdo com aumento da

temperatura
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Fonte: DOLAN (2016).

A variacdo da temperatura também afeta o nimero de pratos tedricos da
coluna (N) (Equacédo 10) (LANCAS, 2012). Em temperaturas menores, 0 tempo de
transferéncia de massa da equacéo de van Deemter determina a altura do prato (H),
engquanto que em temperaturas mais altas, o termo referente a difuséo longitudinal
determina a altura do prato. Ou seja, sob velocidade linear constante, 0 aumento da
temperatura ocasiona a diminuicao da altura do prato, niumero de pratos muda com
relacdo a temperatura de forma diferente em temperaturas altas e baixas. Em
temperaturas baixas, o aumento da temperatura faz 0 numero de pratos diminuir, ja
em temperaturas elevadas, o aumento da temperatura causa 0 aumento da
guantidade de pratos (LANCAS,2012). Portanto, como a temperatura altera todos os
parametros presentes no calculo da resolucdo (Equacao 6) (SNYDER; KIRKLAND;
DOLAN, 2010), sua variagao causa a variagado da resolucao.

L

N = (—) Equacéo 10
H

Sendo que:

N é o nimero de pratos tedricos (eficiéncia da coluna)
L é o comprimento da coluna

H é a altura do prato teorico.
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Analisando os cromatogramas dos experimentos 1 e 5 (Figura 20), podemos
notar uma pequena diminuicdo no tempo de retencdo do pico A com o aumento da
quantidade de acido formico na agua sem modificacdo da intensidade dos picos.
Subtraindo o tempo morto do tempo de retencéo do pico A, a reducéo do tempo de

retencao fica evidente (Equacdes 11 e 12).

t.qy —ty =16,5—1,875 = 14,625 min %HCO2H: 1,0 Equacgéo 11
tys —ty = 16,8 — 1,875 = 14,925 min %HCO2H: 0,1 Equacao 12
Sendo que:

tr1 € 0 tempo de retencéo do pico A no experimento 1
trs € 0 tempo de retencao do pico A no experimento 5

to € o tempo morto da coluna com fluxo: 0,8 mL.min-t

Figura 20 - Cromatogramas dos experimentos 1 e 5 para analise da variacdo do
tempo de retencdo da substancia com relacédo a variacdo da porcentagem de &cido
férmico na agua, A=254 nm.
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O foco da andlise multifatorial realizada foi encontrar as condicdes em que
fosse obtido a maior quantidade possivel de picos. Para isso, utilizou-se o software
do préprio cromatégrafo para realizar a contagem e reduzir o erro humano. A seguir
€ apresentada a tabela com a quantidade de picos obtida em cada experimento
(Tabela 3)

Tabela 3 - Contagem de picos obtidos nos experimentos do planejamento

multivariavel.

Experimento N° de picos

1 117
97
109
95
124
97
104
104
110
111
109

© 00 N O 0o A~ W DN

N
B O

A condicdo que nos forneceu a maior quantidade de picos foi a do
experimento 5 (40 °C, vazéo de 0,8 mL.min! e 0,1% de HCO2H na agua). Partindo
desta condicdo, foram realizados ajustes do gradiente para melhorar a resolucéo

entre as substancias.

4.2 Ajustes do gradiente cromatografico

Utilizando como ponto de partida o cromatograma do experimento 5
(Figura 21), foram realizadas as modificagdes com foco na melhoria da resolucéo.
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Figura 21 - Cromatograma do experimento 5 que obteve a maior quantidade de
picos, A=254 nm.
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Fonte: Autor.

Como os picos de interesse estdo na regiao entre 6,97 e 49,35 minutos, foram
realizados calculos utilizando a Equacédo 13 (SNYDER; KIRKLAND; DOLAN, 2010)

para determinar a concentracdo de fase organica (%B) em cada um desses tempos.

b =¢o+ (%) .t Equacdo 13

tg

Sendo que:

¢ é a porcentagem de solvente organico na fase mével em um determinado tempo
¢, € a porcentagem de solvente organico na fase mavel no inicio do gradiente

A¢ € a variacdo da porcentagem de fase orgéanica na fase movel

tc € o tempo total do gradiente

t € o tempo de interesse

Com o calculo, determinou-se que nos tempos de 6,97 e 49,35 minutos, a
porcentagem de solvente organico € de 18,243 e 98,765% respectivamente.
Portanto, decidiu-se iniciar o gradiente com 13% de etanol, aproximadamente 5%
menos do que 0 necessario para a saida da substancia, para que ela néo ficasse
muito proéximo ao tempo morto e fosse possivel a deteccao de alguma substancia de
interesse nessa faixa entre 13% e 18% de etanol. Como na faixa de tempo entre 30
e 50 minutos a quantidade de picos é muito baixa, foi realizado um gradiente com

uma maior inclinacdo para que os picos ficassem mais proximos. Levando esses
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pontos em consideracdo, chegou-se ao seguinte gradiente segmentado:
87:13 - 30:70 (A:B) em 50 minutos, 30:70 - 00:100 (A/B) em 5 minutos, seguido por
eluicdo isocratica 0:100 (A:B) por 5 minutos, a fase movel foi composta por agua
ultra pura 0,1% acido férmico/etanol grau HPLC da marca J. T. Baker (A:B). Esse

gradiente forneceu o cromatograma apresentado na Figura 22.

Figura 22 - Cromatograma obtido apds ajustes iniciais do gradiente, temperatura: 40

°C, vazao 0,8 mL.min1, A=254 nm.
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Fonte: Autor.

Nota-se uma melhora significativa na resolucdo, porém, como a maioria das
substancias apresentavam um tempo de retencdo inferior aos 30 minutos
(concentracdo de fase organica inferior a aproximadamente 40%), a inclinacdo do
gradiente foi modificada nessa regido para que a resolu¢cdo aumentasse. O restante
das substancias apresentavam tempo de retencdo entre aproximadamente 30 e 45
minutos (concentracdo da fase organica entre 40 e 56% aproximadamente), porém
como a quantidade de picos era baixa, aumentou-se a inclinacdo da rampa do
gradiente na regido para aproximar os picos. A % de B inicial também foi aumentada
para que a primeira substancia obtivesse tempo de retencdo menor. Com isso,
chegamos ao seguinte gradiente: 85:15 - 60:40 (A:B) em 50 minutos, 60:40 - 40:60
(A:B) em 10 minutos, 40:60 - 0:100 (A:B) em 5 minutos, seguido por elui¢ao
isocratica 0:100 por 5 minutos, a fase mével foi composta por agua ultra pura 0,1%
acido férmico/etanol grau HPLC da marca J. T. Baker (A:B). O cromatograma obtido

com este gradiente é apresentado na Figura 23.
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Figura 23 - Cromatograma do extrato hidroalcoodlico das folhas de C. mandioccana

com gradiente otimizado, temperatura: 40 °C, vazéo 0,8 mL.min"t, A=254 nm.
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Fonte: Autor.

Como o resultado foi satisfatério, com os picos distribuidos por todo o
cromatograma, 0 mesmo gradiente segmentado e as mesmas condicbes
cromatograficas foram utilizadas para a analise dos extratos das folhas de
C. moschata e C. botelhensis. Os cromatogramas obtidos sao apresentados a seguir

(Figura 24 e 25 respectivamente).

Figura 24 - Cromatograma do extrato hidroalcodlico das folhas de C. moschata,

temperatura: 40 °C, vazéo 0,8 mL.mint, A=254 nm.
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Fonte: Autor.
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Figura 25 - Cromatograma do extrato hidroalcodlico das folhas de C. botelhensis,

temperatura: 40 °C, vazéo 0,8 mL.min"t, A=254 nm.
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Fonte: Autor.

Analisando os cromatogramas, notou-se que a quantidade de picos entre as
espécies apresenta grande variacdo. Dados da literatura indicam que a
C. mandioccana apresenta de fato uma maior diversidade de metabdlitos.
Problemas como extracdo pouco efetiva ou quantidade pequena de material vegetal
utilizado para a extracdo das outras espécies pode ter interferido nos resultados,
fazendo com que o limite de deteccao das substancias néo tenha sido atingido.

Para as analises por HPLC-MS e HPLC-MS/MS, foram realizadas mudancas
no tempo das rampas do gradiente otimizado, para que a analises fossem mais
rapidas. Com isso, obteve-se o seguinte gradiente: 85:15 - 60:40 (A:B) em 25
minutos, 60:40 - 40:60 (A:B) em 10 minutos, 40:60 - 0:100 (A:B) em 2 minutos
seguido por eluicao isocrética 0:100 (A:B) por 6 minutos, a fase moével foi composta
por agua ultra pura 0,1% acido formico/etanol grau HPLC da marca J. T. Baker
(A:B). Com esta condicao realizaram-se também andlises por HPLC-DAD para
comparacdo do tempo de retencdo entre 0s equipamentos utilizados. Os

cromatogramas obtidos para as trés espécies sao apresentados na Figura 26.
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Figura 26 - Cromatograma do extrato hidroalcodlico das folhas de Cryptocarya com
gradiente otimizado ajustado para HPLC-MS e HPLC-MS/MS, temperatura: 40 °C,
vazdo 0,8 mL.mint, A=254 nm. C. mandioccana (1),C. moschata (2) e
C. botelhensis (3).

nAaU
Z5anm anm (1.00)
ars]

as0] (1)
azs]

200
ars
350
325
200
275
250
225

200

175

150

125

100

s04

25

o.o 5.0 10.0 15.0 20.0 25.0 30.0 35.0 min

mau
Z54anm,anm (1.00)

)

250

225

200

175

1s0]

125

100

olo slo 10.0 1s.0 20.0 25.0 30.0 35.0  min

mau
azs 25aARM ARM (1.00)

400 (3)
3753

350
325
3004
2759
250
225
200
175
150
125

100

759
s0
255

o

o.o 5.0 10.0 15.0 20.0 25.0 30.0 35.0  min

Fonte: Autor.

4.3 Analise dos espectros no ultravioleta obtidos por HPLC-DAD

Uma anadlise dos espectros no UV obtidos seria de grande auxilio para o

conhecimento das classes de metabdlitos presentes nos extratos de folhas das
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espécies de Cryptocarya, além de fornecer uma visdo geral da faixa de tempos de
retencdo dessas classes com o gradiente utilizado. As condi¢des cromatograficas
foram as mesmas utilizadas nas analises por HPLC-MS e HPLC-MS/MS: 85:15 -
60:40 (A:B) em 25 minutos, 60:40 - 40:60 (A:B) em 10 minutos, 40:60 - 0:100 (A:B)
em 2 minutos, seguido por 6 minutos em eluicdo isocrética 0:100 (A:B) por 6
minutos. A fase movel foi composta por agua 0,1% HCO:2H (A) e etanol (B),
temperatura da coluna 40 °C e vazédo 0,8 mL.min™.

Levando em consideragdo as substancias ja identificadas em C. mandioccana
e C. moschata (Secdes 1.2.1 e 1.2.2 respectivamente), buscamos por espectros
referentes as estirilpironas, alcaldides aporfinicos e flavondides. Na figura 27 sao
apresentados alguns dos espectros obtidos com as bandas caracteristicas dessas
classes de metabdlitos juntamente com os espectros no UV obtidos por Nehme e

colaboradores (2005) que foram utilizados como modelo.

Figura 27 - Espectros no UV obtidos por Nehme e colaboradores (2005) para
flavonoides, alcaloides e estirilpironas (respectivamente) das folhas de
C. mandioccana (espectros superiores), e espectros obtidos no presente trabalho

para as mesmas classes metabdlicas (espectros inferiores).
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Fonte: Autor.
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Os flavonoides podem ser caracterizados por um espectro no UV contendo
dois maximos de absorbancia: a Banda | entre 300 e 380 nm e a Banda Il entre 240
e 280 nm, sendo que a posicdo dessas bandas podem indicar o tipo de flavonoide e
seu padréo de substituicdo (STEFONA; STAFILOV; KULEVANONA, 2003). Para as
estirilpironas, a banda entre 220 e 255 nm € caracteristica para a classe metabdlica
(transicdo TT—Tr"), podendo apresentar também uma banda menos intensa em 290
nm (transicdo n—1") (TELASCREA, 2006). No caso dos alcaloides aporfinicos, a
banda principal se encontra na regidao entre 268 e 282 nm (BHAKUNI; TEWARI;
DHAR, 1972).

Analisando o tempo de retencdo referente a cada uma das classes
metabdlicas presentes nos extratos estudados, sdo encontradas leves variacfes
entre as faixas de tempo de retencdo, porém, de forma geral, a eluicdo segue na
seguinte ordem: alcaloides (tempos de retencédo inferiores aos 12 minutos),
flavonoides (tempos de retengéo entre 12 e 20 minutos) e por ultimo as estirilpironas
(tempos de retencdo entre 20 e 34 minutos). Uma representacdo das faixas de
tempo de retencéo caracteristicas das classes metabdlicas pode ser visto na Figura
28.

Figura 28 - Regido no cromatograma onde se encontram as classes metabdlicas

detectadas.
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Fonte: Autor.

A ordem de eluicdo estd diretamente ligada a polaridade das substancias.

Como utilizamos uma coluna de fase reversa, as moléculas mais polares
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apresentam menores tempos de retencdo, conforme a polaridade diminui, o tempo
de retencdo aumenta. Os alcaloides apresentam a maior polaridade devido a
existéncia de um nitrogénio quaternario em sua estrutura, como podemos observar
na menisperina (33) e na xantoplanina (34) (Figura 5). J4 as estirilpironas
apresentam menor polaridade devido ao menor ndmero de hidroxilas, enquanto os
flavonoides glicosilados possuem numero significativamente maior de hidroxilas,

fazendo com que eles apresentem polaridade e tempo de retencéo intermediarios.

4.4 Andlise por HPLC-MS

Utilizando os dados obtidos com o levantamento das estirilpironas isoladas
das espécies de Cryptocarya, foi realizada uma busca direcionada a esses
metabalitos. O espectrometro foi operado nos modos negativo e positivo, sendo que,
em modo negativo procurou-se pelos ions [M]- e [M-H] e em modo positivo pelos
ions [M]*, [M+H]*, [M+Na]* e [M+K]*. As andlises por HPLC-MS foram realizadas
seguindo as condi¢Bes descritas na secdo 3.7 utilizando o extrato hidroalcodlico de
folhas das espécies estudadas.

Entre os ions procurados, os mais frequentes foram os adutos de soédio
[M+Na]*. Com os estudos do mapa eletrostatico molecular (MEP) realizados por
Passareli (2014) em cinco estirilpironas, concluiu-se que o atomo mais nucleofilico
presente nessas moléculas é o oxigénio da carbonila do anel pirénico, indicando que

este seria 0 melhor sitio para a interagcdo com uma carga positiva (Figura 29).
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Figura 29 - Mapas do potencial eletrostatico molecular (MEP) de cinco estirilpironas

selecionadas. As regides vermelhas séo as mais nucleofilicas (PASSARELI, 2014).
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Fonte: Passareli (2014).

Para uma melhor compreensdo da interagdo das estirilpironas com o Na*,

Passareli (2014) realizou também célculos da estrutura eletrdnica molecular com os

possiveis centros de interacdo, sendo que, a maior estabilidade (menor energia de

Gibbs) foi obtida no conférmero em que o ion Na* interage com o oxigénio

carbonilico do anel pirdnico (Figura 30).

Figura 30 - Conférmeros mais estaveis para a interacdo do Na* e a estirilpirona
desacetilcriptocarialactona (24) (PASSARELI, 2014).
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Fonte: Passareli (2014).
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Levando em conta que o tempo de retencdo das estirilpironas presentes sao

superiores aos 20 minutos, como descrito na secao 4.4, ions com tempos de
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retencdo inferiores a esse valor foram descartados, pois esta regido apresenta
majoritariamente flavonoides.

Devido a variedade estereoisomérica possivel para as estirilpironas de
Cryptocarya, podem existir mais de um pico referente ao ion selecionado. Usando o
ion m/z 381 (Figura 31) e fixando o carbono da posicdo 6 na configuracdo R,
caracteristico das estirilpironas de Cryptocarya, restam 3 carbonos quirais (posicées
4', 6' e 8, dessa forma, podem existir até 8 estereoisébmeros (2° = 8) dessa

estrutura. Os 8 estereoisdmeros possiveis estao representados na figura 32.

Figura 31 - lon com m/z 381, os carbonos 4', 6' e 8' sdo carbonos quirais.

Fonte: Autor.

Figura 32 - Representacdo dos estereoisémeros possiveis para o ion m/z 381 com a
mudanca de configuracdo nos carbonos quirais, exceto C6, mantido com

configuragéo R.

Na O Na O

Fonte: Autor.
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Porém, além da existéncia dos carbonos quirais, as ligacdes duplas entre os
carbonos 1'-2' e 9'-10' também sdo centros estereogénicos, podendo apresentar
configuragéo cis ou trans, no caso da Figura 32 ambas as duplas se encontram na
configuragcédo trans. Com a mudancga na configuracdo dessas ligacées formam-se

outros 24 estereoisdomeros, representados na Figura 33.

Figura 33 - Representacao dos estereoisdmeros possiveis para o ion m/z 381 com a
mudanca da configuracdo das ligacdes duplas levando em conta as configuracdes

possiveis nos carbonos quirais, exceto C6, mantido com configuracdo R.

+

Ligacédo 1'-2": trans
Ligagcédo 9'-10": cis

Ligacao 1'-2": cis
Ligacado 9'-10": trans

Fonte: Autor.
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Figura 33 (continuacao) - Representacdo dos estereoisbmeros possiveis para o ion
m/z 381 com a mudanca da configuracdo das ligacdes duplas levando em conta as
configuracdes possiveis nos carbonos quirais, exceto C6, mantido com configuracao
R.

Ligacdo 1'-2": cis
Ligacao 9'-10": cis

Fonte: Autor.

Considerando todas as possibilidades apresentadas, obteve-se 32
estereoisbmeros. Com o levantamento das estirilpironas identificadas nas espécies
de Cryptocarya, pode-se afirmar que a possibilidade da presenca de alguma
estirilpirona com ligacdo dupla da cadeia lateral na configuracdo cis é muito
pequena, pois elas foram relatadas em apenas um estudo (STURGEONet al., 2008),
em que foram identificadas duas substancias com essa configuracdo. Somado a
isso, temos o fato de nunca ter sido relatada uma estirilpirona de Cryptocarya com
configuracdo cis na ligagdo 1'-2', dessa forma, caso existam estereoisbmeros

presentes, a maior probabilidade é a deteccdodeno maximo 8 sinais para o0 ion

com m/z 381, referentes aos diastereoisomeros apresentados na Figura 32. A
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quantidade de sinais possiveis varia dependendo da estrutura da estirilpirona e da
guantidade de centros estereogénicos.

A segquir (Figuras de 34 a 39) séo apresentados alguns dos cromatogramas
de ion extraido gerados a partir dos valores dos adutos de sédio das possiveis
estirilpironas presentes nas espécies estudadas juntamente com seus espectros de
massas de primeira e segunda ordem, os dados complementaresse encontram

anexados (Anexos de 1 a 6).
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Figura 34 - Cromatograma de ion extraido (1), espectros de massas de primeira (2)
e segunda ordem (3) do ion com m/z 309 do extrato hidroalcodlico das folhas de

C. mandioccana e estrutura da possivel substancia. tr: tempo de retencéo.
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Fonte: Autor.

O ion de m/z 309 refere-se a substancia (46) (Figura 12), isolada das folhas

da C. kurzii (FU et al., 1993), mas sem relatos para as folhas de C. mandioccana.
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Figura 35 - Cromatograma de ion extraido (1), espectros de massas de primeira (2)
e segunda ordem (3) do ion m/z 319 do extrato hidroalcodlico das folhas de

C. mandioccana e estrutura da possivel substancia. tr: tempo de retencéo.
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Fonte: Autor.

O ion de m/z 319 refere-se provavelmente a substancia (47) (Figura 12),
isolada das cascas da C. liebertiana (DREWES et al., 1997), mas sem relatos para

as folhas de C. mandioccana.
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Figura 36 - Cromatograma de ion extraido (1), espectros de massas de primeira (2)

e segunda ordem (3) do ion m/z 351 do extrato hidroalcodlico das folhas de

C. mandioccana e estrutura da possivel substancia. tr: tempo de retencéo.
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O ion de m/z 351 refere-se a substancia (59) (Figura 12), isolada do extrato

bruto da C. concinna (STURGEON, 2008), mas sem relato para as folhas de

C. mandioccana.
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Figura 37 - Cromatograma de ion extraido (1), espectros de massas de primeira (2)

e segunda ordem (3) do ion m/z 335 do extrato hidroalcodlico das folhas de

C. moschata e estrutura da possivel substancia. t: tempo de retencéo.
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Fonte: Autor.

O ion de m/z 335 refere-se a substancia (55) (Figura 12), isolada das folhas

de C. obovata (DAVIS et al., 2010), mas sem relato para as folhas de C. moschata.
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Figura 38 - Cromatograma de ion extraido (1), espectros de massas de primeira (2)

e segunda ordem (3) do ion m/z 419 do extrato hidroalcodlico das folhas de

C. botelhensis e estruturas das possiveis substancias. tr. tempo de retencéo.
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Fonte: Autor.
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Figura 38 (continuagdo) - Cromatograma de ion extraido (1), espectros de massas
de primeira (2) e segunda ordem (3) do ion m/z 419 do extrato hidroalcodlico das
folnas de C. botelhensis e estruturas das possiveis substancias. t. tempo de

retencao.
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Fonte: Autor.

O ion com m/z 419 refere-se as substancias (41) e (45) (Figura 12), isoladas
das folhas de C. moschata, sendo que a substancia (41) foi descrita por Telascréa
(2006) e a substancia (45) por Martinelli (dados ndo publicados), mas sem relatos
para as folhas de C. botelhensis.

Foi obtido também do extrato hidroalcodlico das folhas de C. moschata o ion
de m/z 423, cuja fragmentacgdo gera unicamente o ion m/z 223, equivalente ao aduto
de sddio da goniotalamina. A sugestdo para o ion de m/z 423 é que seja um dimero
de goniotalamina (40) (Figura 12). Na Figura 39 é apresentado o cromatograma de
ion extraido, os espectros de massas de primeira e segunda ordem e sugestdes de
estruturas para a substancia. A proposta de fragmentacao é apresentada na Figura
40.
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Figura 39 - Cromatograma de ion extraido (1), espectros de massas de primeira (2)
e segunda ordem (3) do ion m/z 423 do extrato hidroalcodlico das folhas de

C. moschata e estruturas das possiveis substancias. tr: tempo de retencéo.
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Fonte: Autor.

Levando em conta a possivel localizacdo do sédio nos ions [M+Na]* discutido
na secao 4.5 e a fragmentacao obtida com as andlises por HPLC-MS/MS, pudemos
sugerir os mecanismos de fragmentacdo para as estirilpironas nas espécies de
Cryptocarya estudadas (Figura 40). Utilizou-se como base 0s mecanismos de
fragmentacao sugeridos por PASSARELI (2014).
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Figura 40 - Proposta de fragmentacao das estirilpironas de Cryptocarya cationizadas

com sodio.
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Fonte: Autor.
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Figura 40 (continuacdo) - Proposta de fragmentacdo das estirilpironas de
Cryptocarya cationizadas com sodio. Em algumas das moléculas a estereoquimica

nao esta representada devido a possivel existéncia de estereoisbmeros.
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Figura 40 (continuacdo) - Proposta de fragmentacdo das estirilpironas de
Cryptocarya cationizadas com sodio. Em algumas das moléculas a estereoquimica

nao esta representada devido a possivel existéncia de estereoisbmeros.

m/z 423

Fonte: Autor.

Com a andalise dos mecanismos de fragmentacdo propostos e as
fragmentacdes obtidas, notamos certas similaridades entre 0s mecanismos:

- Os ions de m/z 163 e m/z 189 sdo os ions produto provenientes da
fragmentacdo das estirilpironas detectadas, com excecdo dos dimeros e da
estirilpirona (55);

- Estirilpironas hidroxiladas no carbono 2', com hidroxila ou carbonila no
carbono 4' sofrem fragmentacéo formando ion produto de m/z 163;

- Estirilpironas com ligacdo dupla entre os carbonos 1' e 2' e hidroxila no
carbono 4', formam o ion de m/z 189 desde que: o carbono 6' seja hidroxilado, ou,
exista ligacao dupla entre os carbonos 5' e 6/

- Estirilpironas triidroxiladas podem passar por duas fragmentacOes
diferentes, pois as hidroxilas interagem aos pares, porém, sempre chegardo aos
ions produtos de m/z 163 ou m/z 189.

Além das estirilpironas, pode-se destacar a presenga do ion [M]*com m/z 356
encontrado nas trés espécies estudadas nos mesmos tempos de retencao,

possivelmente referentes aos alcaloides menisperina e xantoplanina, descritos, até o
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momento, apenas para a espécie C. mandioccana. Na Figura 41 sao apresentados
0s cromatogramas de ion extraido de m/z 356 para as trés espécies, juntamente

com a estrutura dos alcaloides sugeridas.

Figura 41 - Cromatograma do ion comm/z 356 para as espécies de Cryptocarya
juntamente com as estruturas dos alcaloides menisperina e xantoplanina. As cores
dos cromatogramas representam as espécies, sendo que, preto: C. mandioccana,
vermelho: C. moschata e azul: C. botelhensis.
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As suspeitas sobre a presenca dos alcaloides menisperina e xantoplanina
receberam maior embasamento com a fragmentacdo dos ions de m/z 356.
Comparado os dados obtidos neste trabalho com os apresentados por Zhang e
colaboradores (2006), sdo encontrados fragmentos equivalentes para os dois
alcaloides, além disso, a ordem de eluicdo também € equivalente. A seguir sdo
apresentados 0s espectros de massas de primeira e segunda ordem para a
menisperina (Figura 42) e para a xantoplanina (Figura 43) para as trés espécies de

Cryptocarya estudadas, juntamente com suas estruturas.
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Figura 42 - Espectros de massas de primeira e segunda ordem do ion de m/z 356

obtido do extrato das folhas de C. mandioccana (1), C. moschata (2) eC. botelhensis

(3) com tempo de retencéo de 5,4 minutos e estrutura da menisperina.
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Figura 43 - Espectros de massas de primeira e segunda ordem do ion de m/z 356

obtido do extrato das folhas de C. mandioccana (1), C. moschata (2) e

C. botelhensis (3) com tempo de retencdo de 7,3 minutos e estrutura da

xantoplanina.
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4.5 Analise de padrdes de pirona

As quatro pironas analisadas por HPLC-DAD estdo representadas na Figura

44, as quais foram atribuidos os codigos de EP1 a EP4.

Figura 44 - Estirilpironas purificadas analisadas por HPLC-DAD.
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OH OH OH
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Fonte: Autor.

As condicBes de andlise estdo descritas na secao 3.7. Na Figura 45 séo
apresentados 0s cromatogramas para as 4 estirilpironas, juntamente com seus

espectros no UV.
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Figura 45 - Cromatogramas das estirilpironas purificadas juntamente com seus
espectros no UV e tempo de retencdo. EP1 (1), EP2 (2), EP3 (3) e EP4 (4), A=254
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Figura 45 (continuacdo) - Cromatogramas das estirilpironas purificadas juntamente
com seus espectros no UV e tempo de retencdo. EP1 (1), EP2 (2), EP3 (3) e
EP4 (4), A=254 nm,
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Fonte: Autor.

Os espectros no UV obtidos sdo coerentes com o esperado, apresentando
uma banda intensa na regido dos 250 nm, além disso, o tempo de retencédo é bem
préximo do sugerido na secéo 4.4, em que as estirilpironas apresentariam tempo de
retencdo superior aos 20 minutos, para o gradiente utilizado. Com os tempos de
retencdo obtidos, foi realizada a comparacdo com o tempo de retencédo dos adutos
de sédio das respectivas substancias nas analises por HPLC-MS/MS, esses dados

sdo apresentados na Tabela 4.
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Tabela 4 - Tempos de retencdo (i) das pironas purificadas analisadas por
HPLC-DAD e seus adutos de sddio equivalentes obtidos por HPLC-MS/MS.

Pirona /aduto de s6dio  tr pironas (min.) tradutos (min.)

19,7

EP1/aduto m/z 311 20,73 20,5
21,4

22,8

24,3 23,6

24,3

19,5

19,71 20,2

21,2

22,32 22,0

23,5

EP2 / aduto m/z 337

EP3/aduto m/z 355

EP4 / aduto m/z 381

Analisando os dados de tempo de retencdo, podemos notar a proximidade
entre os valores, isso, juntamente com 0 espectro de massas de segunda ordem
reforcam a possibilidade das estirilpironas purificadas analisadas estarem presentes
no extrato hidroalcodlico das folhas de C. mandioccana utilizado neste trabalho. A
variacdo entre os tempos de retencdo jA era esperada devido a mudanca de
equipamento utilizado entre as andlises de HPLC-DAD e HPLC-MS/MS. A presenca
de mais varios tempos de retencdo para um mesmo aduto possivelmente é
decorrente da existéncia de estereoisdmeros.

Nas espécies C. moschata e C. botelhensis ndo foram encontrados os ions
m/z 311, m/z 337, m/z 355 e m/z 381.
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5 CONCLUSAO

Foi desenvolvido e otimizado com auxilio da quimiometria um método de
analise cromatografica para o extrato hidroalcoolico das folhas de espécies de
Cryptocaria. Esse método utiliza etanol como solvente organico, sendo menos toxico
do que os solventes organicos utilizados em estudos anteriores (metanol e
acetonitrila), facilitando seu descarte e manuseio durante as analises. O método
consiste no seguinte gradiente segmentado: 85:15 - 60:40 (A:B) em 25 minutos,
60:40 - 40:60 (A:B) em 10 minutos, 40:60 - 0:100 (A:B) em 2 minutos, seguido por 6
minutos em eluicdo isocratica 0:100 (A:B) por 6 minutos, fase mével foi composta
por agua 0,1% HCO:2H (A) e etanol (B), temperatura da coluna 40 °C e vazéo 0,8
mL.min-t.

Com analises por HPLC-DAD-MS, foi possivel destacar, através dos
respectivos espectros no UV, os principais grupos de metabdlitos presentes nas
folhas das espécies estudadas, sendo eluidos na ordem alcaldides, flavonoides e
estirilpironas. As estirilpironas, classe de interesse nesse trabalho, apresentaram
tempos de eleicdo superiores aos 20 minutos, os alcaldides inferiores aos 12
minutos e os flavondides entre 12 e 20 minutos.

Adicionalmente, os dados de MS possibilitaram detectar a presenca dos
adutos de sédio [M+Na]* das estirilpironas. Varios picos foram detectados para
alguns dos ions selecionados, devido a existéncia de estirilpironas com a mesma
massa de alta resolucao, incluindo-se principalmente estereocisomeros.

Foram propostos mecanismos de fragmentagdo para varias estirilpironas
sodiadas, detectadas nos experimentos de MS/MS. Evidenciamos 0s ions produtos
de m/z 163 e 189 como comuns entre as estirilpironas, cada um relacionado a
caracteristicas presentes na molécula inicial. Foram detectados dois alcaloides
presentes nas trés espécies estudadas, e sua fragmentacao foi coerente com dados
da literatura, auxiliando na identificagéo.

A espécie C. mandioccana apresentou diversidade muito superior de
estirilpironas detectadas em relacdo as outras espécies. Foi detectado na espécie
C. moschata um possivel dimero de goniotalamina, justificado porque sua
fragmentacdo forneceu um ion com m/z igual ao da goniotalamina sodiada,

fortalecendo nossa teoria.
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Esse trabalho contribuiu também para a atualizdo do quadro das propostas de
biogénese das estirilpironas de Cryptocarya com a identificacdo de novas

estirilpironas encontradas nas espécies estudadas (Figura 46).
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Figura 46 - Quadro de biogénese das estirilpironas de Cryptocarya. Em rosa, identificado de C. moschata, em vermelho,

identificado de C. moschata e C. mandioccana, em azul, identificado de C. mandioccana, em verde identificado de C. moschata e

C. botelhensis. [ ] indica a suposta cadeia policetidica inicial. As substancias 1, 2, 3 e 4 sdo formadas possivelmente por

fotodimerizacao.
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ANEXO

O anexo é composto pelos dados complementares das analises por HPLC-
MS das trés espécies de Cryptocarya estudadas. As condicdes de andlises sdo as
mesmas para todos os anexos: 85:15 - 60:40 (A:B) em 25 minutos, 60:40 - 40:60
(A:B) em 10 minutos, 40:60 - 0:100 (A:B) em 2 minutos seguido por eluicdo
isocratica 0:100 (A:B) por 6 minutos, a fase movel foi composta por agua 0,1% &cido
férmico/etanol (A:B), coluna Phenomenex Synergy 4 g Hydro-RP 80A (150 mm x 4,6
mm), temperatura 40 °C, vazado de 0,8 mL.mint. Todos os anexos foram produzidos

pelo autor.
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Anexol - Cromatograma de ion extraido (1), espectros de massas de primeira (2) e

segunda ordem (3) do ion m/z 311 do extrato hidroalcodlico das folhas de

C. mandioccana e estruturas das possiveis substancias.tr: tempo de retencao.
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Anexo 1 (continuacdo) - Cromatograma de ion extraido (1), espectros de massas de
primeira (2) e segunda ordem (3) do ion m/z 311 do extrato hidroalcodlico das folhas

de C. mandioccana e estruturas das possiveis substancias.tr: tempo de retencao.
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Anexo 2 - Cromatograma de ion extraido (1), espectros de massas de primeira (2) e

segunda ordem (3) ordem do ion m/z 337 do extrato hidroalcodlico das folhas de

C. mandioccana e estruturas das possiveis substancias.tr: tempo de retencao.
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Anexo 2 (continuacdo) - Cromatograma de ion extraido (1), espectros de massas de

primeira (2) e segunda ordem (3) ordem do ion m/z 337 do extrato hidroalcodlico das

folnas de C. mandioccana e estruturas das possiveis substancias.t:: tempo de

retencao.
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Anexo 3 - Cromatograma de ion extraido (1), espectros de massas de primeira (2) e

segunda ordem (3) do ion m/z 355 do extrato hidroalcodlico das folhas de

C. mandioccana e estrutura das possiveis substancias.tr: tempo de retencao.
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Anexo 3 (continuacdo) - Cromatograma de ion extraido (1), espectros de massas de
primeira (2) e segunda ordem (3) do ion m/z 355 do extrato hidroalcodlico das folhas

de C. mandioccana e estrutura das possiveis substancias.tr. tempo de retencéo.
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Anexo 4 - Cromatograma de ion extraido (1), espectros de massas de primeira (2) e

segunda ordem (3) do ion m/z 379 do extrato hidroalcodlico das folhas de

C. mandioccana e estrutura das possiveis substancias.tr: tempo de retencao.
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Anexo 4 (continuacao) - Cromatograma de ion extraido (1), espectros de massas de

primeira (2) e segunda ordem (3) do ion m/z 379 do extrato hidroalcodlico das folhas

de C. mandioccana e estrutura das possiveis substancias.tr. tempo de retencéo.
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Anexo 5 - Cromatograma de ion extraido (1), espectros de massas de primeira (2) e

segunda ordem (3) do ion m/z 381 do extrato hidroalcodlico das folhas de

C. mandioccana e estruturas das possiveis substancias.tr: tempo de retencao.
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Anexo 6 - Cromatograma de ion extraido (1), espectros de massas de primeira (2) e

segunda ordem (3) do ion m/z 419 do extrato hidroalcodlico das folhas de

C. moschata e estruturas das possiveis substancias.tr: tempo de retencao.
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Anexo 6 (continuacdo) - Cromatograma de ion extraido (1), espectros de massas de

primeira (2) e segunda ordem (3) do ion m/z 419 do extrato hidroalcodlico das folhas

de C. moschata e estruturas das possiveis substancias.tr: tempo de retencgéo.
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