UNIVERSIDADE FEDERAL DA PARAIBA
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM
PRODUTOS NATURAIS E SINTETICOS BIOATIVOS

THALISSON AMORIM DE SOUZA

PgPNSB

-

ESTUDO FITOQUIMICO DE NEOCALYPTROCALYX LONGIFOLIUM MART.

CORNEJO & ILTIS (CAPPARACEAE)

JOAO PESSOA - PB
2020



THALISSON AMORIM DE SOUZA

ESTUDO FITOQUIMICO DE NEOCALYPTROCALYX LONGIFOLIUM MART.
CORNEJO & ILTIS (CAPPARACEAE)

Dissertacdo apresentada ao Programa de
Pé6s-Graduacdo em Produtos Naturais e
Sintéticos Bioativos do Centro de Ciéncias
da Saude, da Universidade Federal da
Paraiba, em cumprimento as exigéncias
para obtencdo do titulo de Mestre em
Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos.
Area de concentracdo: Farmacoquimica.

Orientador: Prof. Dr. Marcelo Sobral da

Silva

JOAO PESSOA - PB

2020



THALISSON AMORIM DE SOUZA

ESTUDO FITOQUIMICO DE NEOCALYPTROCALYX LONGIFOLIUM MART.
CORNEJO & ILTIS (CAPPARACEAE)

Dissertacao apresentada ao Programa de
Pos-Graduacdo em Produtos Naturais e
Sintéticos Bioativos do Centro de Ciéncias
da Saude, da Universidade Federal da
Paraiba, em cumprimento as exigéncias
para obtencdo do titulo de Mestre em
Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos.
Area de concentracdo: Farmacoquimica.

Orientador: Prof. Dr. Marcelo Sobral da
Silva

BANCA EXAMINADORA

Prof. Dr. Marcelo Sobral da Silva
(Universidade Federal da Paraiba)

Prof. Dr. Jackson Roberto Guedes da Silva Almeida
(Universidade Federal do Vale do Sao Francisco)

Prof.2 Dr.2 Maria de Fatima Vanderlei de Souza
(Universidade Federal da Paraiba)

JOAO PESSOA - PB
2020



Catalogagdo na publicagio
Segdo de Catalogagdo e Classificagédo

S729e Souza, Thalisson Amorim de.

Estudo fitoquimico de Neocalyptrocalyx longifolium
Mart. Cornejo & Iltis (Capparaceae) / Thalisson Amorim
de Souza. - Jodo Pessoa, 2020.

99f.

Orientag¢do: Marcelo Sobral da Silva.
Dissertacdo (Mestrado) - UFPB/CCS.

1. Produtos naturais. 2. Caatinga. 3. Capparaceae. 4.

Neocalyptrocalyx. I. Silva, Marcelo Sobral da. II.
Titulo.

UFPB/BC CDU 547.9(043)

Elaborado por MARILIA RIANNY PEREIRA COSMOS - CRB-0862



DEDICATORIA

A Noelia e Liodete, minhas avos, pelo
carinho e apoio durante essa jornada
formativa.

Amo voceés.



vi
AGRADECIMENTOS

Agradeco primeiramente a Deus pela sua protecdo e por me conceder coragem
para lidar com os novos ciclos e desafios.

A minha familia pelo carinho e exemplos de determinacdo e resiliéncia.
Caracteristicas centradas nas Figuras do meu pai, Erisvaldo, e minha mae,
Ofélia. Aos meus irmaos, Thenisson e Geisa pela compreensdo e apoio, amo
todos vocés.

Aos meus amigos de longa data; Eugénio, Maiara e Yndiane com quem tenho
prazer de dividir mais um momento de realizacdo, € sempre 6timo revé-los.

Aos amigos que levo desde a graduacao; Aline, Doug, Myla, Didi e Rai, além das
horas em experimentos partilhamos muitas felicidades, espero poder contar
sempre com VOCES.

Aos meus amigos em Sergipe, principalmente Gui, Mai, E’ e Jhon, apesar da
distancia fazem o possivel para continuarem presentes nestes ciclos formativos
e certamente compartilham da minha alegria, vocés estardo sempre comigo.

Aos meus amigos na Bahia; Mila, Dani Pimenta, Gu, Pi, Dannily e Dani Reis,
pelos varios momentos que compartilhamos e por todo apoio, sobretudo quando
estou em Salvador, assim que possivel estarei entre vocés novamente.

As amizades construidas em Jodo Pessoa, Jordana, Geovana, Fernandinha,
Elaine e Taina pela diversdo e vinhos que partilhamos.

Aos Professores Marcelo Sobral e Josean Fechine pelos ensinamentos durante
esses dois anos e pelo exemplo de compromisso e ética na pesquisa em
produtos naturais.

As amizades que pude construir como parte da equipe; Kaio, Anderson, Diego,
Rose, Sabrina, Aninha, Arthur, Ranna, Cesar, Gabi e Nata, os quais também me
acolheram quando cheguei a Jodo Pessoa.

De modo especial agradeco aqueles que me acompanharam no
desenvolvimento dos projetos, seja durante a noite ou nos finais de semana,
Joanda, Lucas e Laiane, amigos que admiro pela dedicacdo e competéncia,
vocés sdo um verdadeiro exemplo. Fico feliz em poder compartilhar varios
momentos e aprender com cada um de voceés.

Aos técnicos Marcelo, Socrates e Evandro cuja colaboragcdo permitiu a
concretizacao deste trabalho. A Nonato e D. Gléria pela disponibilidade e ajuda
com 0s materiais. A Rose, pelas conversas e longas risadas. A Carol, por ser um
exemplo de eficiéncia e estar sempre disposta a ajudar.

A todos que contribuiram direta ou indiretamente, muito obrigado.



Vii

RESUMO

7

A Caatinga é um ecossistema encontrado exclusivamente no Nordeste
brasileiro, ocupa uma grande extensao geografica, cerca de 60% da sua area
total. Historicamente esse bioma é associado a seca, no século XIX von Martius
o definiu como “uma floresta sem folhas no verao®. Contudo, nos dias atuais essa
perspectiva tem mudado e sua biodiversidade se torna cada vez mais
reconhecida, estima-se que a Caatinga possui 1159 espécies endémicas, dentre
as quais varias possuem utilizagdo medicinal descrita a partir dos saberes
populares e tradicionais dos grupos que habitam a regido. Entre as familias de
plantas adaptadas as condi¢cdes tipicas desse dominio fitogeogréafico
Capparaceae surge como uma das principais, devido a ampla distribuicdo e seu
uso na medicina popular. Comumente conhecido como "incé" o Neocalytrocalix
longifolium Mart. Cornejo & lltis (syn. Capparis jacobinae) € endémico do
Nordeste brasileiro e indicado para o tratamento de problemas digestivos, dor
abdominal, intoxicacdo, febre, diabetes, inflamacao, problemas pulmonares,
cardiacos e emenagogo. Apesar da vasta indicacdo, ndo ha relatos na literatura
sobre sua composicdo quimica. Assim, 0 objetivo deste trabalho € isolar e
identificar as substancias presentes em N. longifolium. O material vegetal,
composto por partes subterraneas, foi coletado no estado da Paraiba,
identificado pelo Prof. Dr. José Iranildo Miranda e uma exsicata foi armazenada
no Herbario Manuel de Arruda Camara da Universidade Estadual da Paraiba,
registrado no Sisgen sob o numero A885D6F. A raiz foi seca, pulverizada e
extraida em etanol. A solucédo utilizada foi concentrada em evaporador sob
presséao reduzida. Em seguida, o extrato foi particionado, adicionando solventes
imisciveis entre si, de acordo com a polaridade. As solu¢des foram concentradas,
a fase diclorometano foi fracionada por meio de coluna cromatografica em silica-
gel, eluida com hexano e acetato de etila aumentando o gradiente de polaridade
a partir de misturas binarias dos solventes utilizados. Depois disso, as fracdes
foram purificadas por HPLC tendo como fase mével metanol e agua acidificada
a 0,1%. As amostras foram analisadas por ressonancia magnética nuclear de H
e 13C e sua férmula molecular confirmada por espectrometria de massas de alta
resolucdo. Os resultados permitiram identificar cinco substancias; 5-etil-5-metil-
oxazolidin-2-ona, 5-dimetil-oxazolidin-2-ona bem como 5-etil-5-metil-oxazolidin-
2-tiona, 5-dimetil-oxazolidina-2-tiona e acido siringico isoladas pela primeira vez
neste género. O estudo contribui para ampliar o conhecimento sobre espécies
de Capparaceae neotropicais endémicas do semiarido brasileiro.

Palavras-Chave: Caatinga, Capparaceae, Neocalyptrocalyx longifolium (inco),
fitoquimica, oxazolidina-2-tiona
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ABSTRACT

Caatinga is an ecosystem found exclusively in the northeastern region of Brazil,
occupying a large geographical area, about 60% of its total area. Historically this
biome has been associated with drought, in the 19th century von Martius defined
it as “a leafless forest in summer®. However, nowadays this perspective has
changed and its biodiversity have been recognized, it is estimated that the
Caatinga counts with 1159 endemic species, among them, several have
medicinal uses described from the popular and traditional knowledge. Among the
families of plants adapted to the typical conditions of this phytogeographic domain
Capparaceae appears as one of the main ones, due to its number of widely
distributed species and its use in popular medicine. Commonly known as "incé"
Neocalytrocalix longifolium Mart. Cornejo & lltis (syn. Capparis jacobinae,
Cholicodendron longifolium) is endemic to northeastern Brazil and indicated for
the treatment of several diseases such as; digestive problems, abdominal pain,
intoxication, fever, diabetes, inflammation, lung, heart and emenagogue
problems. Despite the vast indication, there are no reports in the literature on its
chemical composition. Thus, the objective of this work is to isolate and identify
the substances present in N. longifolium. The plant material, composed of
underground parts, was collected in the State of Paraiba, identified by Prof. Dr.
José lIranildo Miranda and stored as a voucher at Herbario Manuel de Arruda
Céamara of the State University of Paraiba, registered at Sisgen under number
A885D6F. The root was dried, pulverized and extracted in ethanol. The solution
used was concentrated in an evaporator under reduced pressure at 40 ° C. Then,
the extract was partitioned, adding solvents increasing the polarity order. The
solutions were concentrated, and the dichloromethane phase fractionated by
means of a chromatographic column, on silica gel with hexane and ethyl acetate
in a gradient. After that, the fractions were purified by HPLC using MeOH / H2Oac
as the mobile phase. The samples were analyzed by *H and *3C nuclear magnetic
resonance and their molecular formula confirmed by high resolution mass
spectrometry. The results allowed the identification of
5-dimethyl, 5-ethyl-5methyl oxazolidine-2-one and 5-dimethyl, 5-ethyl-5methyl
oxazolidine-2-thione and syringic acid all isolated for the first time in this genus.
This study contributes to expand the knowledge about Neotropical Capparaceae
species endemic in the Brazilian semiarid region.

Keywords: Caatinga, Capparaceae, Neocalyptrocalyx longifolium (inco),
phytochemistry, oxazolidine-2-thione.
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1. INTRODUCAO

As plantas medicinais possuem propriedades curativas conhecidas por
geracdes, sao utilizadas frente a varias doencas e sédo vistas como fonte de
substancias com potencial bioativo. O conhecimento acerca da composicéo
quimica dessas plantas € obtido a partir dos estudos fitoquimicos que fornecem
a base cientifica para atestar eficacia e seguranca das substancias presentes
nos vegetais, também buscam conhecer as rotas biossintéticas envolvidas na
producdo dessas substancias (SIMOES et al., 2016). Assim, além de inspirar
pesquisas de sintese em laboratorio, identificam aplicacGes tecnolégicas para
substancias e enzimas, importantes no desenvolvimento de processos e
produtos em industrias (VERPOORTE; CONTIN; MEMELINK, 2002,
BHAGYAWANT,; SRIVASTAVA, 2019).

Os biomas brasileiros sdo conhecidos pela sua ampla biodiversidade,
contudo, dentre os dominios fitogeograficos a Caatinga € proporcionalmente a
menos estudada. Por isso, sua diversidade biolégica tem sido subestimada
apesar de abrigar cerca de mil espécies endémicas (LEAL; TABARELLI; SILVA,
2003) muitas delas representantes de Capparaceae, ainda desconhecidas do
ponto de vista quimico e farmacolégico.

Capparaceae é uma familia botanica de distribuicdo tropical e possui
varias espécies com utilizacdo medicinal em diferentes partes do mundo como;
Capparis spinosa L., alcaparra, Capparis flexuosa L., o feijao bravo, e Crataeva
tapia L., trapia, entre outras (ALBUQUERQUE et al.,, 2011). Acerca da
diversidade quimica, além de terpenoides, esteroides, flavonoides e alcaloides,
a presenca de tiocompostos, principalmente glucosinolatos, e nitrilas também é

relatada em nessa familia.

Entre as espécies de Capparaceae endémicas, o semiarido brasileiro
abriga Neocalyptrocalyx longifolium Mart. Cornejo e lltis. Conhecida
popularmente como inco, tem ampla utilizacdo medicinal na regido nordeste no
combate de diarreia, pneumonia e bronquite (ALBUQUERQUE et al., 2007).
Com relacdo aos seus contituintes quimicos, poucos estudos sdo relatados

apenas as partes aéreas foram analisadas e sendo indicada a ocorréncia de



compostos fendlicos e glucosinolatos. Ndo foram encontrados registros de

atividade farmacoldgica.

Considerando o potencial quimico da familia e a escassez de estudos da
espécie, endémica do semiarido, este trabalho tem como objetivo contribuir com
a caracterizacéo do perfil fitoquimico das Capparaceae neotropicais a partir do

estudo das raizes Neocalytrocalyx longifolium Mart. Cornejo & lltis.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. Consideracdes sobre a familia Capparaceae

Capparaceae é uma familia botanica composta por 33 géneros e cerca de
700 espécies, constituidas por ervas, sub-arbustos, arbustos ou arvores, e estao
presentes em habitats por varias regibes do planeta (Figura 1), como areas
tropicais, subtropicais e regides temperadas. De acordo com Kers (2003) é
possivel encontrar espécies em ampla faixa de altitude, variando desde o nivel
proximo ao mar até 2600 m, de florestas tropicais a savanas, em sua maioria

adaptadas a aridez e habitats abertos.

Figura 1: Mapa apresentando a distribuicdo global das espécies de Capparaceae.

Fonte: Disponivel em Blazevi¢ et al., 2014.

O uso medicinal de suas espécies é relatado em diferentes regides do
mundo. Na Africa, espécies do género Cadaba e Boscia s&o bastante utilizadas;
C. glandulosa Forssk, C. farinosa Forssk e C. natalensis Sond sédo empregadas
para o tratamento de ferimentos topicos, problemas hemorragicos, desordens
menstruais e dores no peito (RIBEIRO et al., 2010; HASSAN-ABDALLAH et al.,



2013). Ao passo que Boscia angustifolia A. Rich é usada no tratamento de
oftalmias e neuralgia, e também na profilaxia dos sintomas decorrentes da
malaria (CHIBI et al., 1992).

No contexto medicinal, também € atribuido destaque as espécies do
género Capparis, este taxon é o maior da familia e tem como um dos seus
componentes C. decidua Forsk Edgew (Figura 2), utilizada na medicina
ayurveda e em outros varios sistemas de medicina tradicional (SHARMA et al.,
2010; DHAKAD et al., 2016; NAZAR, 2020). Outro exemplo é a C. spinosa,
utilizada nos paises mediterraneos por suas propriedades curativas frente a
problemas gastrointestinais, hipertensdo, anemia, disfuncdo hepatica,
reumatismo e diabetes, 0os primeiros registros de uso datam desde a babildnia
(JIANG et al., 2007; GULL et al., 2014; ANWAR et al., 2016).

Na América Latina, as espécies de Capparaceae, possuem
caracteristicas morfoanatémicas diferentes daquelas encontradas nas outras
regides do mundo. Devido a isso, desde a Ultima década, elas tém sido
reclassificadas compondo o grupo das “Capparaceas Neotropicais”. Segundo
essa divisdo, cerca de 104 espécies se agruparam em 20 novos géneros,
também denominados como “taxa do novo mundo” (CORNEJO, 2018), ainda

pouco conhecidos do ponto de vista quimico e farmacélogico.

No Brasil sdo reconhecidos 12 géneros e 28 espécies de Capparaceae.
O clima semi-arido torna o Nordeste brasileiro uma das regiées com alto indice
de endemismo das espécies neotropicais, Figura 2 (GOMEZ; ESCALANTE,
2018; GOMEZ et al., 2020). Assim, esta familia aparece como uma das
principais, seja pelo nimero de espécies ou por sua ampla distribuicdo (SOARES
NETO et al., 2014).


https://www.researchgate.net/profile/Permender_Rathee3/publication/41187170_Antidiabetic_activity_of_Capparis_decidua_Forsk_Edgew/links/59c32c39aca272295a0e0041/Antidiabetic-activity-of-Capparis-decidua-Forsk-Edgew.pdf

Figura 2: Mapa apresentando as principais areas de endemismo das espécies de Capparaceae
neotropicais.
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Fonte: Disponivel em Gomez; Escalante, 2018.

Dentre as espécies com ocorréncia na Caatinga, algumas possuem
relatos de uso medicinal como a Capparis flexuosa L., conhecida como feijdo
bravo é utilizada por comunidades rurais e indigena Fulni-6, no interior do estado
de Pernambuco (ALBUQUERQUE et al., 2011). Outra espécie que pode ser
citada é Crataeva tapia Linn, ou trapia, que possui Vvarios usos descritos,
inclusive atividade angiogénica e antitumoral comprovada recentemente
(SHARMA,; PATIL; PATIL, 2013; BATISTA et al., 2019; FERREIRA et al., 2013).

O semiérido abriga ainda espécies de quatro géneros neotropicais, dentre
estes se destaca Neocalyptrocalyx, por ser endémico do Nordeste brasileiro e
ter a espécie N. longifolium Mart. Cornejo e lltis, utilizada medicinalmente pela
populacdo em Pernambuco, Rio Grande do Norte e Paraiba no combate a
diversas afec¢cdes (SOARES NETO; JARDIM, 2015).

2.2. Consideracbes sobre o género Neocalyptrocalyx e a espécie N.

longifolium



2.2.1. Neocalyptrocalyx

A etimologia do termo Neocalyptrocalyx deriva de aspectos morfoldgicos.
Este género compreende sete espécies, encontradas ao leste da Venezuela,
Guianas e Brasil (ILTIS et al., 1996). Dentre estas, cinco possuem ocorréncia
relatada no Brasil, distribuidas principalmente nas regides Norte e Nordeste do

pais, conforme Figura 3.

Figura 3: Distribuicdo do género Neocalyptrocalyx no Brasil.

Em verde; N.leprieuri, em rosa claro; N. longifolium e N. nectareus, em rosa escuro; N.

eichleriana e N. grandipetala.

Fonte: Disponivel em http://reflora.jbrj.gov.br/. Acessado em 10 de janeiro de 2020.

2.2.2. Neocalyptrocalyx longifolium (Martius) Cornejo & lltis

Conhecida popularmente como inco ou incO verdadeiro, N. longifolium

Mart. Cornejo e lltis, figura 4, € uma arvore ou arbusto de até 2,5 m de altura e



ocorréncia restrita ao Nordeste brasileiro (GOMEZ; ESCALANTE, 2018) e possui

diversas aplicacGes descritas na literatura.

Fonte: Disponivel em: http://biochapada.blogspot.com. Acessado em 10 de janeiro de 2020.

Em seus estudos com comunidades no Pernambuco, Lucena et al (2007),
Lucena et al (2008), Cruz et al (2013) e Cruz et al (2014) constataram a utilizacéo
de diferentes partes da planta; a madeira empregada como combustivel, as
sementes apesar de amargas sdo consumidas em bebidas quentes, em

substituicdo ao café, enquanto as folhas, o tronco e as raizes como medicinais.

Nesse contexto, outros trabalhos relatam as propriedades medicinais de
N. longifolium, Ferreira-Janior et al (2011), trata sobre seu o potencial anti-
inflamatorio, Trindade (2013) cita uso como abortivo, Almeida et al (2005) e
Almeida et al (2006) descreve o uso das folhas contra intoxicacdo, febre,
diabetes, diarreia, pneumonia e bronquite. Albuquerque et al (2007) cita a
utilizagéo de todas as partes da planta para o tratamento de tosse, coqueluche,
resfriados, problemas digestivos, doencas de pele, dor abdominal, intoxicagéo,
febre, diabetes, problemas pulmonares inflamatérios e problemas cardiacos.
Agra et al (2007) também descreve as propriedades medicinais de toda a planta,
atribuindo as raizes atividade emenagoga. Nestes estudos os autores destacam
gue estudos quimicos e farmacoldgicos para espécie Sao escassos.

Acerca da composicdo quimica de N. longifolium, foram encontradas

apenas duas referéncias; Almeida et al (2005) cita a presenca de compostos
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fendlicos e tanicos, enquanto Mithen et al (2010) indica a presenca de hidroxi-

butil e hidroxi-pentil glucosinolatos, ambos nas partes aéreas.

2.3. Composicéo quimica da familia Capparaceae

A ampla utilizacdo de espécies de Capparaceae no tratamento de
doencas tem despertado o interesse da comunidade cientifica por substancias
com potencial farmacologico, estimulando a realizacdo dos estudos fitoquimicos.
Entre os metabdlitos secundérios identificados em espécies desta familia,
destacam-se flavonoides, esteroides, acidos fendlicos, acidos graxos, alcaloides
derivados de espermidina e betaina, além de tiocompostos e nitrilas,

evidenciadas no Quadro 1.

Quadro 1: Exemplos de algumas substancias isoladas de espécies de Capparaceae.
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Continuacéo do quadro 1.
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Entre os tiocompostos presentes em Capparaceae, 0s glucosinolatos
podem ser considerados 0s mais importantes, pois além de compor um dos
principais mecanismos quimicos de defesa do organismo vegetal esta classe de
ampla diversidade de estruturas, esté intimamente relacionada a biossintese de
compostos biologicamente ativos, os quais vem sendo estudados contra

diferentes tipos de cancer, doencgas neurodegenerativas, entre outros.
2.3.1. Glucosinolatos

2.3.1.1. Aspectos gerais

Os glucosinolatos estdo presentes em dezesseis familias de
angiospermas dicotiledéneas, incluindo um grande numero de espécies
comestiveis como brocolis, alcaparras, wassabi entre outras. S&0 compostos por
uma unidade hidrofilica de B-tioglucopiranosil e uma funcdo anomérica O-
sulfatada de (Z) tio-hidroximato a qual se conecta a uma cadeia lateral
hidrofébica cuja constituicao deriva de a-aminoacidos (Figura 5) e representa a

mais frequente variante estrutural da classe (IBRAHIM et al., 2018).

Figura 5: Estrutura basica de um glucosinolato.
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N._ ©
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OH
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Fonte: Adaptado de Ibrahim et al., 2018.

A diversidade quimica dos glucosinolatos resulta da ampla variedade de
estruturas na cadeia lateral, as quais podem ser alifaticas, saturadas e

insaturadas, conter atomos de enxofre e nitrogénio, inddis, carboidratos, anéis
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aromaticos, entre outras (FAHEY et al.,, 2001). Estima-se que cerca de 137
glucosinolatos sédo conhecidos em plantas, destes, apenas 88 foram
devidamente caracterizados a luz de técnicas espectroscépicas modernas
(BLAZEVIC et al., 2019), indicando que estudos de isolamento e determinacdo

estrutural contribuem significativamente ao conhecimento desta classe.

2.3.1.2. Biossintese

Os glucosinolatos sdo sintetizados a partir de um pequeno numero de
aminoécidos primarios. Leucina, isoleucina, valina e metionina (aminoécidos de
cadeia ramificada) originam os alifaticos, a fenilalanina (ou tirosina) esta
envolvida na producdo dos aromaticos, enquanto o triptofano na formacao dos
ind6licos (OLSEN et al., 2016).

A biossintese desta classe de metabolitos secundarios tem sido bastante
estudada. Nesse sentido, o emprego de técnicas moleculares tem auxiliado na
descoberta das sequéncias de genes, enzimas e mecanismos envolvidos nas
rotas biossintéticas (WITTSTOCK; HELKIER, 2002). Os glucosinolatos alifaticos
sdo predominantemente descritos em Brassicaceae, Cleomaceae e
Capparaceae, familias que apresentam alta afinidade filogenética entre si
(LEITE; CASTILHO, 2017).

As reacdes que compbe a biossintese dos glucosinolatos podem ser
divididas em trés etapas independentes. A primeira é o alongamento das cadeias
de aminoacidos. A segunda envolve trés reacdes: 1 - formacéo de aldoxima, 2 -
formacao de &cidos tio-hidroximicos e 3 - fotmacédo de desulfo-glucosinolatos e
glucosinolatos. A terceira etapa resulta em modificacdes da cadeia lateral (BELL,
2019).

O alongamento das cadeias ocorre atraves da transaminagdo dos
aminoacidos para produzir um a-cetoécido, seguida de condensagéo com acetil-
CoA, passa por isomerizacao envolvendo uma mudanca na oxidacao do grupo
hidroxila resultando em um cetoacido alongado, que é transaminado para formar
0o aminoacido alongado (GRASER et al., 2000), conforme representado na

Figura 6.



14

Figura 6: Alongamento de cadeia de aminoacidos.
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Fonte: Adaptado de Graser et al., 2000

Cabe salientar que esse tipo de reacdo ndo € observado nos
glucosinolatos derivados de triptofano e que o cetoacido alongado pode sofrer
condensacdes adicionais com acetil-CoA para resultar em multiplos
alongamentos da cadeia (QUIROS et al., 2000).

Nas reacdes da segunda etapa, o nucleo do glucosinolato € constituido
pela acdo dos citocromos P450 (CYP) a partir da formacéo da aldoxima. Cada
aminoacido precursor sofre acdo de uma enzima especifica, as CYP79B2 e
CYP79B3 metabolizam triptofano, CYP79A2 usa fenilalanina como substrato,
enquanto CYP79F1 e CYP79F2 convertem derivados de metionina.
(SONDERBY et al., 2010).

Em seguida, formam-se os acidos tio-hidroximicos a partir oxidacdo da
aldoxima que é acelerada pelos catalisadores CYP83A1 ou / e CYP83B1 para
produzir um composto aci-nitro ou um composto de éxido de nitrila, que funciona
como receptor de tiol. Depois disso, 0 acido tio-hidroximico € formado pela
clivagem do S-tioalquil-hidroximato em uma reacao que catalisada por uma C-S
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liase. Na ultima etapa, o tio-hidroximato é S-glucosilado por um UDPG soluvel:
a (glicosiltransferase de tio-hidroximato (S-GT) para produzir um
desulfoglucosinolato. Este € sulfatado por uma 3-fosfoadenosina 5-fosfosulfato
solavel (PAPS): dessulfoglucosinolato sulfotransferase, conforme demonstrado
na Figura 7 (VO, 2020).

Figura 7: Biossintese do nucleo glucosinolato.
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Fonte: Adaptado de Wittstock; Helkier, 2002.

Na terceira etapa, as modificacdes na cadeia lateral incluem oxigenacoes,

hidroxilacdes, alquilagbes, benzoila¢des, glicosilagdes entre outros.

2.3.1.3. Atividade bioldgica

A literatura atribui varias atividades aos glucosinolatos. Chew (1988)
avalia seu efeito contra diferentes organismos, principalmente insetos herbivoros
e fungos. Brown e Morra (1995), relatam o potencial bioherbicida dos
glucosinolatos. Entre outras atividades, RadosSevi¢ et al (2017) comprova
atividade antioxidante e antiproliferativa de glucosinolatos contra duas linhagens
de células tumorais (MCF-7 e HelLa). Cuadrado et al (2019) descreve o potencial
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inseticida frente a Aphis cytisorum, os autores Alshailabi e Kalifa (2019) tratam

da atividade gastroprotetora do 3-indol-metil glucosinolatos em ratos.

Apesar de relatos semelhantes aos citados anteriormente serem comuns
na literatura, atualmente é sabido que os glucosinolatos em sua forma natural
sdo pouco ativos. Deste modo a resposta bioldgica é atribuida as substancias
derivadas dessa classe de metabdlitos secundarios (MANICI; LAZZERI;
PALMIERI, 1997, ARGEBIRK et al 2009, HANDA, 2019).

2.3.2. Substancias derivadas de glucosinolatos

Estudos fitoquimicos e metabdlicos constataram que a chave para
atividade biolégica dos glucosinolatos é a acdo de um grupo de enzimas,
conhecido como mirosinases, estas convertem os glucosinolatos em diferentes
metabolitos bioativos. Deste modo, as mirosinases sdo elemento de
diversificacdo estrutural essencial para o0 estudo e compreensdao dos
mecanismos envolvendo a atividade dos glucosinolatos (KLIEBENSTEIN,
KROYMANN, MITCHELL-OLDS, 2005; KROYMANN, 2011, FAHEY et al, 2012).

2.3.2.1. Mirosinases

As mirosinases sao tioglucosidases presentes em plantas,
microorganismos e insetos. Estas enzimas sdo responsaveis pela hidrolise de
glucosinolatos, pertencem a um grande grupo de 3-glucosidases e sdo as unicas
enzimas que catalisam a clivagem da ligacdo S-glicosidica usando ascorbato
como cofator em um mecanismo de reacdo que mantém a conFiguracao
anomérica na clivagem (PARCHEM, PIEKARSKA; BARTOSZEK, 2020).

Na natureza sao descritas multiplas formas de mirosinase, 0 primeiro
relato acerca da existéncia dessas isoenzimas foi publicado na década de 70
(Eriksson et al., 2001). As isoformas foram posteriormente atribuidas a diferentes
subfamilias MA (Myrl), MB (Myr2) e MC que diferem na sequéncia genémica,
peso molecular e solubilidade (livre ou associado a outras proteinas) (BHAT;
VYAS, 2019).
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Com relag&o a distribuicdo no organismo vegetal, os glucosinolatos sédo
armazenados em vacuolos dispersos nas diferentes partes da planta (SHROFF,
2008). As mirosinases também sdo compartimentalizadas em células
idioblasticas especializadas conhecidas como “células de mirosina”, presentes
na superficie externa da parede celular da planta. Quando hé injaria nos tecidos,
seja causada por ataque de herbivoros ou mesmo durante a mastigacdo os
compartimentos se rompem e constituem o sistema “glucosinolato-mirosinase”
(CHEN, 2019).

O mecanismo envolvido no sistema “glucosinolato-mirosinase”, inicia-se
a partir da liberacdo de um gluco-D-tiohidroximato-O-sulfatado instavel.
Dependendo da estrutura dos glucosinolatos precursores, das condi¢cdes de
hidrélise (pH, temperatura), presenca de ions Fe?* e fatores proteicos adicionais,
a aglicona é convertida em substancias de classes diferentes, incluindo:
isotiocianatos, tiocianatos, nitrilas , epitionitrilas, oxazolidina-2-tionas e inddis,
sendo estas as principais substancias responsaveis pela defesa do organismo
vegetal. Os produtos formados estdo demonstrados na Figura 8
(EISENSCHMIDT-BONN et al., 2019).

Figura 8: Mecanismo geral da agdo da mirosinase sobre glucosinolatos.
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Fonte: Adaptado de Wittstock, 2002.
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Além da biossintese, a agdo da tioglicosidase permite uma maior
diversificacdo estrutural, uma vez que dependendo da cadeia lateral os
glucosinolatos podem ser convertidos em diferentes entidades quimicas. Deste
modo, do ponto de vista farmacologico, a acdo das mirosinases se torna uma
fonte natural de substancias bioativas, dentre as quais se destacam o0s

isotiocianatos e oxazolidino-2-tionas.

2.3.2.2. Isotiocianatos

2.3.2.2.1. Aspectos gerais

Os isotiocianatos sdo ésteres do &cido isotiocianico (H-NCS). Eles
também podem ser considerados como analogos de enxofre dos isocianatos (R-
NCO), a medida que sao isbmeros dos tiocianatos (R-SCN) e isoelétricos com
tiocetonas (R2C = C = S) (SHARMA, 1989; KALA et al., 2018).

2.3.2.2.2. Biossintese

A formacéo desta classe de metabdlitos secundarios ocorre via rearranjo
de Lossen, que permite a conversdo de acidos hidroxamicos em isocianatos
conforme Figura 9 (THOMAS et al., 2019). Apesar desta reacao ser conhecida a
mais de um século, somente em 1956 foi proposta como mecanismo quimico
envolvida na hidrélise enzimatica de glucosinolatos (ETTLINGER; LUNDEEN,
1956).
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Figura 9: Mecanismo classico do rearranjo de Lossen.
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Fonte: Adaptado de Thomas et al., 2019.

Nos glucosinolatos, a formacao dos isotiocinatos ocorre a partir da perda
de sulfato, gerando um N com deficiéncia de elétrons, a qual € suprida a partir
do recrutamento de uma ligacéo da cadeia lateral e formacéo simultanea de um
S com ligacao dupla usando elétrons do sulfeto. Em seguida, a aglicona instavel
passa por rearranjos, favorecidos em pH neutro, formando os isotiocianatos,
conforme demonstrado na Figura 10 (PRIETO, 2019).

Figura 10: Esquema geral da biossintese de isotiocianatos.
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Os isotiocianatos, similarmente aos seus precursores biossintéticos,
podem ser classificados de acordo com sua cadeia lateral. Assim, apresentam
composi¢do quimica diversificada e podem ser alifaticos, sulfurados, arométicos,
inddlicos entre outros, sendo mais comuns em Capparaceae 0s isotiocianatos

alifaticos (quadro 3).

Quadro 2: Estruturas de alguns isotiocianatos isolados em Capparaceae.
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2.3.2.2.3. Atividade biolégica

Com relacdo a atividade biolégica, isotiocianatos apresentam resultados
frente a diversos alvos, o atomo de enxofre em sua estrutura lhes confere
propriedades farmacolégicas singulares. Os compostos organossulfurados
estdo entre as classes de medicamentos mais prescritos nos Estados Unidos
(AYELEN e RAMALLO 2018). Deste modo, o estudo de identificacdo e
isolamento de tiocompostos naturais apresenta grande potencial para

descoberta de novas substancias bioativas.
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Dentre os isotiocianatos os do tipo alil, benzil e metilsulfinil séo
extensivamente estudados, sua atividade antibacteriana e antifungica,

neuroprotetora, anti-inflamatoria e antitumoral sdo bem relatadas na literatura.

Nesse contexto, 0s isotiocianatos apresentaram alta atividade
antimicrobiana frente a bactérias gram-positivas, gram-negativas e também
contra fungos, sendo o benzil-isotiocinato tdo ativo quanto sulfato de
estreptomicina (MASUDA et al., 2001; MELROSE, 2019; BLAZEVIC et al., 2019;
BLAZEVIC et al., 2020). Romeo et al (2018) trata sobre propriedades
antimicrobianas de isotiociantos e seu mecanismo de agao contra patégenos
humanos resistentes a terapias convencionais. Também € possivel citar a acéo
de isotiocianatos sobre o quérum sensing em biofilmes (GANIN et al., 2013) e
fatores de viruléncia de fungos e bactérias (SILVA et al., 2016; YANG et al.,
2020).

A atividade neuroprotetora foi demonstrada por 4-a-L-raminopiranosil-
oxibenzil isotiocianato no combate a astrocitoma maligno e neuroblastoma em
células humanas (RAJAN et al., 2016; JAFAARU et al., 2019). Os isotiociatos
naturais também foram ativos contra doencas neurodegenerativas, entre estas;
Doenca de Alzheimer, Doenca de Parkinson e dois tipos de esclerose; multipla
e lateral amiotréfica (ANGELONI et al., 2016).

Os alil isotiocianatos também apresentam atividade anti-inflamatoria,
incorporados em nanoparticulas, reduziram a producdo de fator de necrose
tumoral (TNF-a), IL-6, NO e INOS induzida por lipopolissacarideo (LPS) em
macrofagos RAW 264.7, o 4-methilsulfinilbutil isotiocianato também apresentou
resultados similares (CHANG et al., 2019; VO et al., 2019).

Uma das atividades mais proeminentes dessa classe € o efeito
guimioprotetor (substancias que interferem no processo de desenvolvimento de
cancer ou carcinogénese antes que ocorra invasao e metastase) (SURH, 2003),
normalmente associado ao consumo de vegetais. A maioria dos isotiocianatos
dietéticos, sdo formados pela acdo de mirosinases provenientes das bactérias
gastrointestinais (ZHANG; TALALAY, 1994). Deste modo, sua formacao a partir
da mirosinase € essencial a atividade biologica (GUPTA et al., 2014). Entre os

isotiocianatos mais estudados estdo sulforafano e sulforafeno, ativos frente a
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diversas linhagens de células tumorais (CHENG et al., 2020; BAIRD;
YAMAMOTO 2020, KABOLI et al., 2020).

Atualmente, os isotiocianatos sé&o objetos de pesquisas relacionadas ao
autismo (NADEEM et al., 2019; NADEEM et al., 2020). Além disso, o metil-
isotiocianato (encontrado em espécies de cappareaceas), € muito utilizado na
industria de medicamentos como componente quimico basico na sintese de
ranitidina e cimetidina. Além disso, essa substancia é usada diretamente na

protecdo de solos contra fungos e nematddeos (RECIO et al., 2017).

2.3.2.3. Oxazolidino-2-tionas

2.3.2.3.1. Aspectos gerais

No reino vegetal a ocorréncia de tiocarbamatos pode ser considerada
rara, pois apenas alguns tdxons possuem enzimas capazes de incorporar
enxofre ao seu metabolismo secundario e arranja-lo de modo a constituir esse
grupo. No entanto, em capparaceas a presenca de oxazolidinotionas,
tiocarbamatos ciclicos é bem descrita (DAXENBICHLER et al.,, 1991;
SMOLINSKA et al. ,1997; IRANSHAHI, 2012)

2.3.2.3.2. Biossintese

Oxazolidinotionas naturais também sao produtos da acdo das
mirosinases. Porém, se formam em pH neutro, apenas quando a cadeia lateral
contém um grupo hidroxila na posicao 3, representado na Figura 11. Por meio
de adicdo nucleofilica ocorre uma ciclizacdo espontanea resultando em
oxazolidino-2-tionas (ORTIZ; SANSINENEA, 2014).



Figura 11: Esquema geral da biossintese de oxazolidino-2-tionas.
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Fonte: Adaptado de Barba et al., 2016

2.3.2.3.3. Atividade biolégica

Figura 12: Estrutura quimica de goitrina
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Fonte: o autor
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Em humanos e animais, gointrdgenos séo substancias que interferem na
sintese da tiroxina, reduzindo drasticamente o suprimento de iodo a glandula
tiredide, resultando no desenvolvimento de bdcio e outros problemas associados
(DI GIOIA, 2020). Historicamente, as oxazolidino-2-tionas naturais séo objeto de
estudo principalmente devido ao seu efeito antinutricional como compostos
gointrogénicos (GREER 1956; TAMER, SUNA e OZCAN-SINIR, 2019). Dentre a
classe, o composto 5-viniloxazolidina-2-tiona (goitrina), Figura 12, € um dos
goitrégenos naturais mais conhecidos, tanto pela sua ampla ocorréncia quanto
pela sua toxicidade (WONG, 2017).
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Assim como o0s isotiocianatos, as oxazolidinotionas se formam no
organismo humano a partir da acdo de bactérias presentes no trato
gastrointestinal (OGINSKY; STEIN; GREER, 1965). Considerando o uso
medicinal e alimenticio das espécies produtoras de oxazolidinotionas, varios
estudos foram desenvolvidos no intuito de identificar e monitorar o teor destas
substancias bem como seus precursores, 0s glucosinolatos, seja em amostras
vegetais ou bioldgicas (BERTUZZI et al., 2016, Ll et al., 2019, ISO 9167:2019).

Apesar do potencial gointrogénico evidenciado pela literatura, outras
atividades bioldgicas de oxazolidino-2-tionas sdo pouco conhecidas. Nesse
contexto, observa-se que a reinvestigacdo de alguns metabdlitos desta classe
tem levado a novas descobertas, como atividade anti-inflamatoria testada em
cultura de células in vitro (RADULOVIC et al., 2017) e antiviral in vitro, frente ao
virus influenza A (HIN1) (NIE et al., 2020).

Ambos os trabalhos citados apontam uma caracteristica importante tanto
do ponto de vista quimico quanto do biologico a estereoquimica do carbono
quiral (C-5) é determinante a atividade, ratificando a necessidade de novos
estudos que permitam a melhor compreensdo sobre as oxazolidino-2-tionas

naturais e seu uso no ambito farmacoldgico.

Com relacdo a outras aplicacdes, o interesse em oxazolidina-2-tionas
permanece constante ao longo dos anos. Isso porque essas substancias tém
sido direcionadas para a preparagao de auxiliares quirais eficientes, tornando-se
ferramenta chave na sintese assimétrica. Consequentemente, possibilitando a
obtencdo de um grande numero de compostos com atividades biolégicas
diversificadas (MORALES-NAVA e OLIVO, 2019).

2.3.3. ldentificagdo de glucosinolatos e seus derivados

Inicialmente a andlise do glucosinolatos era baseada exclusivamente a
partir dos produtos da acdo das mirosinase, 0 que representava um obstaculo
analitico, uma vez que dependendo de cada planta diferentes metabdlitos séo
formados, alguns podem ser instaveis ou bastante reativos como € o caso dos

isotiocianatos, sensiveis a reagentes nucleofilicos.
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A reatividade dos isotiocianatos foi bastante utilizada no intuito de
possibilitar identificacdo desses metabolitos a partir de técnicas
espectroscopicas, Figura 13. Quando reagidos com amonia e aminas, produzem
tioureias substituidas que absorvem a 243 nm. Os isotiocianatos também podem
ser facilmente transformados em tiocarbamatos, por reacdo com alcoois, que
absorvem a na faixa de 244 nm no UV. No entanto, alguns glucosinolatos contém
grupos aromaticos e produzem isotiocianatos instaveis, portanto, ao final da
reacao outros produtos podem ser identificados (WETTER; YOUNGS, 1976;
OLSEN; SORENSEN, 1981).

Com relacdo aos isotiocianatos e nitrilas, ndo sdo detectaveis
espectrometricamente, sendo analisados por cromatografia gasosa (CG). Deste
modo, o CG-EM é amplamente utilizado na andlise dessas substancias.
Contudo, algumas cadeias laterais dos glucosinolato produzem derivados pouco
volateis, contendo inddis ou hidroxilas, por exemplo. Nesse sentido, recomenda-
se utilizacdo de HPLC, ideal para andlise de oxazolidinotionas e indois
(VERKERK; MATTHIJS, 2008).

A partir da década de 80 o HPLC passou a ser empregado na analise de
glucosinolatos intactos e desulfatados. Porém, o isolamento de glucosinolatos
ainda é uma tarefa laboriosa uma vez que sdo moléculas altamente carregadas
e soluveis em agua. Deste modo, a separacdo de compostos dessa classe
depende entre outros fatores da polaridade da cadeia lateral, a qual influencia
diretamente a resolucdo cromatogréafica (PRESTERA et al., 1996). Diante disso,
diferentes técnicas sdo aplicadas para isolar glucosinolatos como a
cromatografia de pares de ions (ion-pair chromatography) e a cromatografia
liquida de interacéo hidrofilica (HILIC) (TROYER et al., 2001; MONTAUT et al.,
2019).

A ressonancia magnética nuclear (RMN) tem se mostrado uma ferramenta
bastante util, tanto na determinacao estrutural quanto em estudos de fingerprint
e metaboldémica de espécies produtoras de glucosinolatos. Também é relatado
o uso de RMN na quantificacdo de glucosinolatos em diferentes matrizes,
evidenciando a versatilidade desta técnica (ABDEL-FARID et al., 2007;
ONGARO, ZAGOTTO e RIBAUDO, 2018; MCALPINE et al., 2019; MAKELA et
al., 2019).
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Entre as técnicas analiticas empregadas no estudo desta classe, a HPLC-
EM tem sido bastante utilizada atualmente. Quando comparada a metodologias
convencionais o HPLC-EM apresenta algumas vantagens no processamento da
amostra, permite eliminar as etapas de derivacdo, nos resultados levou a
identificacdo de glucosinolatos intactos e seus derivados de forma mais eficiente
em diferentes matrizes (ALEXANDRE et al., 2020).

Nesse sentido, Sun et al (2020) investigou perfil de metabdlitos de
glucosinolato na urina e plasma humanos apds consumo de brécolis, Samec e
Zeljkovi¢ (2020) relatam a aplicacdo da técnica em alimentos ricos em
glucosinolatos. Para identificacdo rapida dessa classe de metabdlitos em
extratos brutos de plantas o LC-ESI-TOF é a configuracdo mais utilizada
(CLARKE, 2010; ELKHATEEB et al., 2019; TAN e NOEL, 2019). Atualmente,
outras técnicas também sdo utilizadas com essa finalidade em matrizes vegetais
como LC-HRMS, MALDI-TOF, MSI e UHPLC-Q-Orbitrap-MS, também pautadas
sobre o perfil de fragmentacao caracteristico dos glucosinolatos (SARSBY et al.,
2012; HWANG et al., 2019; AYDOGAN, 2020).
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Figura 13: Métodos convencionais para andlise de glucosinolatos.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Contribuir com a caracterizacdo do perfil quimico das Capparaceae
neotropicais a partir do estudo de Neocalytrocalyx longifolium Mart. Cornejo &
[ltis.

3.2. Objetivos especificos

e Extrair, isolar e purificar metabdlitos secundarios presentes nas raizes da

espécie Neocalytrocalyx longifolium;

e Identificar a estrutura dos constituintes quimicos utilizando método
espectrométrico (espectrometria de massas) e técnicas espectroscopicas
(infravermelho, Ressonancia Magnética Nuclear de 'H e *3C com técnicas

uni e bidimensionais);

e Avaliar a presenca de metabdlitos através da andlise por cromatografia

liquida acoplada a espectrometro de massas (CL/EM").
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4. METODOLOGIA

4.1. Coleta e identificacdo do material vegetal

O material vegetal, composto pelas raizes de N. longifolium, foi coletado no
Estado da Paraiba na regido de Monteiro, localizado a 7.8888° S, 37.1171° W.
Em seguida foi identificado pelo Professor Dr. José Iranildo Miranda, parte do
material foi armazenado sob forma de exsicata no Herbario Manuel de Arruda
Céamara da Universidade Estadual da Paraiba (UEPB), registrado como HACAM
971. Por conseguinte, cadastrado no Sistema Nacional de Gestéo do Patrimonio
Genético (SisGen) sob o codigo AB85D6F.

4.2. Processamento das raizes de Neocalyptrocalyx longifolium

A raiz foi seca em estufa com ar circulante a temperatura média de 40°C,
em seguida pulverizada em moinho mecanico e submetida a maceracdo com
etanol 96%, em ciclos de 72 horas cada, esse processo foi repetido por trés
vezes. A solucdo extrativa obtida foi concentrada em evaporador rotativo sob
pressao reduzida a 40 °C, obtendo-se 100 gramas de extrato etandlico bruto
(EEB).

4.3. Particdo do EEB

Cerca de 90 gr do extrato etandlico bruto foi solubilizado em uma mistura
de metanol e agua na proporcao de 7:3 (v/v) seguido da adicdo sequencial de
solventes imisciveis entre si de acordo com sua polaridade (hexano,
diclorometano, acetato de etila e butanol) em ampola de separacéo. As solucdes
resultantes desse processo foram concentradas em evaporador rotativo sob
pressédo reduzida a temperatura de 40 °C, obtendo-se 30 gr da fase em hexano,
6 gr em diclometano, 3 gr em acetato, 10 gr em butanol e 40 gr de fase

hidroalcoolica (Fluxograma 1, pag 34).
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4.4. Isolamento e purificagdo dos constituintes quimicos de N.

longifolium

4.4.1. Métodos cromatogréaficos

Dois gramas da fase diclorometano foram submetidos ao fracionamento
por meio de cromatografia em coluna (CC), foi utilizada silica gel 60, ART 7734
da MERCK, com tamanho de particula entre 0,063-0,200 mm. As fracdes obtidas
(Fluxograma 1, pag. 34) foram secas e analisadas por meio de cromatografia em
camada delgada analitica (CCDA)

Para CCDA, foi usada silica gel 60 PF254 ART 7749 da MERCK. A
revelacdo das placas foi realizada por meio da exposicdo a lampada de
irradiacao ultravioleta em dois comprimentos de onda (254 e 366 nm) utilizando
aparelhno Mineralight, modelo UVGL-58. Em seguida, as placas foram

submetidas a revelacdo em camara saturada com vapor de iodo.

Apo6s avaliar o perfil das amostras por meio de CCD e RMN de H, as
fracbes de quatro a oito foram analisadas por HPLC da marca Shimadzu,
utilizando coluna cromatografica analitica C18 (YMC - 250 mm X 4,6 mm X 5
pMm) na escala analitica e C18 (YMC - 250 mm x 20 mm x 5 ym) na preparativa.
Como fase movel, foram utilizadas misturas binarias de metanol grau HPLC e
agua ultrapura (tipo 1), acidificada com 0,1% de acido férmico, e fluxo de 0,6
ml/min.. Esta andlise permitiu desenvolver métodos eficientes para o isolamento

das substancias presentes nas fragoes.

Para transposicao de escala, foram preparadas solucdes contendo 0.1
mg/ pL da amostra. Em seguida, essas solu¢cdes foram injetadas em volumes de
100 pL. O fluxo dos métodos desenvolvidos na fase analitica foi adaptado para
8 mL/min. As fragbes obtidas foram concentradas sob presséo reduzida a uma
temperatura de 40 °C em rotaevaporador. A utilizagdo de 4gua acidificada pode
ter resultado no isolamento de substancias em sua forma protonada, de modo
que foram analisadas por ressonancia magnética nuclear (fluxograma 2) em

metanol e acetona deuterados.
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4.4.2. Métodos espectroscopicos

4.42.1. Infravermelho

Os espectros no infravermelho foram obtidos em pastilhas de KBr, em

equipamento da marca Bruker, modelo vertex 70.
4.4.2.2. Ressonancia Magnética Nuclear

Os espectros de *H e 13C uni e bidimensionais (HMBC) foram obtidos em
um espectrometro de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) a 400 MHz (*H) e
100 MHz (*3C), localizado no Laboratério Multiusuario de Caracterizacdo e
Andlise (LMCA) da UFPB. Na preparacdo das amostras foi utilizado solvente
deuterado (CD3COCDz e CD3OD) da Cambridge Isotope Laboratories.

A determinacéo estrutural dos constituintes isolados foi efetuada a partir
da andlise dos espectros de RMN de 'H e 3C uni e bidimensionais (HMBC), e
pela comparacdo com dados descritos na literatura. Os deslocamentos quimicos
(®) foram expressos em partes por milhdo (ppm) e como padrao interno foram
utilizados os sinais caracteristicos de *H e 3C dos solventes utilizados. Para
RMN !H os sinais caracteristicos sdo em 8+ 3,30 para o metanol e d+ 2,05 para
acetona. Para os espectros de RMN de 13C, os sinais caracteristicos sdo em &n
49,0 e dc 29,84 para os mesmos solventes. As constantes de acoplamento (J)
foram dadas em Hz e as multiplicidades no espectro de RMN 'H foram indicadas
segundo as convencgdes: s (simpleto), sl (simpleto largo), d (dupleto), dd (duplo
dupleto), dl (dupleto largo), t (tripleto), q (quadrupleto) e m (multipleto). Os
espectros de RMN de 3C foram obtidos utilizando-se a técnica de APT e BB.

4.4.3. Técnicas hifenadas

Para analise por meio de HPLC-EM, foi utilizado equipamento da marca
Shimadzu, coluna cromatografica analitica C18 (Kromasil - 250 mm x 4,6 mm X
5 um), acoplado ao espectrdbmetro de massas (lon-Trap AmazonX, Bruker ou

microTOFII, Bruker), com lonizag&o por Eletrospray (IES).
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A amostra foi solubilizada em metanol (1 mg/mL), com posterior filtragao
em filtros PVDF (Fluoreto de Polivinilideno), com malha de 0,45 ym. O método
cromatografico desenvolvido utilizou os solventes metanol (solvente B) de grau
cromatografico e agua ultrapura tipo | (Mili-Q), acidificada com acido férmico
(0,1% v/v) (solvente A), com andlise em gradiente de concentracdo (5 a 100%
de B em 60 minutos). O volume de injecao foi de 10 yL e taxa de fluxo foi de 0,6
mL/minuto. Os parametros de aquisi¢ao no lon Trap e TOF foram os seguintes:
faixa de 50-1000 Da, capilar 4,5 kV, offset da placa final 500 V, gas nebulizador
35 psi, gas seco (N2) com fluxo de 8 mL/minuto e temperatura de 300 °C. As
amostras foram analisadas em modo de ionizagdo positivo e negativo, a
identificacdo dos compostos foi baseada nos dados (MS/MS) reportados pela

literatura.

Fluxograma 1: Fracionamento da fase diclorometano e rendimento das frag@es.

Extrato Etandlico-raizes

(100g)
«——— Partigdo
liquido/liquido
1
| 1
Fase hexano Fase diclorometano Fase acetato de etila Fase butanol Fase hidroalcéolica
(304r) (6gr) (3gr) (104r) (40 gr)
Fase diclorometano
(2gr)
< __ Fracionamento em coluna
Sistema gradiente hexano
10 fragdes e acetato de etila
l [ | [
fr. 1 fr. 2 fr.3 fr.4 fr.5 fr.6 fr.7 fr.8 fr.9 fr. 10
{4 mg) (30 mg) (6 mg) {400 mg) (100 mg) (150 mg) (49 mg) {50 mg) (128 mg) {300 mg)

Analise porRMN
de 'He*C

NL- 1



35

Fluxograma 2: Isolamento das substancias NL-2 a NL-5 a partir das fra¢des cinco, seis, sete e

oito.
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Resultados e Discussao
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Determinacao estrutural de NL-1

A substancia codificada como NL-1 foi isolada da fragédo 4 obtida da fase
diclorometano, e purificada em HPLC em coluna de fase reversa C-18 com
sistema binario isocratico composto por metanol agua, 0,1% de acido formico,
na proporcéao de 10:90 (v/v). NL-1 foi obtida na forma de Oleo transparente com

odor pungente.

NL-1 foi analisada por espectrometria de massas de alta resolucéo
(EMAR), onde foi observado ion de m/z 146,0628 [M+H] (calculado 146,0634 e
erro de 4.5 ppm) compativel com férmula molecular CéH1:NOS e indice de
deficiéncia de hidrogénio (IDH) igual a dois.

Com relagdo a andlise por infravermelho (Figura 15, pag. 39), literatura
relatada a vibragdo C=S como uma banda de média intensidade na regido 1000
-1300 cm™. O espectro da substancia NL-1 registrou banda em 1134 cm,
atribuida a presenca deste grupo funcional. Em compostos onde o grupo C=S
esta ligado a um atomo de nitrogénio podem aparecer bandas acima de 1500
cm? evidenciando o estiramento referente a ligagdo C-N. No espectro de NL-1
foi observada banda intensa em 1543 cm, sugerindo a presenca do grupo
N-C=S. A banda em 1720 cm™ reforca essa hip6étese uma vez que resulta do
estiramento da porcdo C=S, neste grupo o carater C-N é mais proeminente
justificando a intensidade das bandas observadas no espectro. As bandas em
1207 cm™ e 3182 cm foram atribuidas a ligacdo C-O de éter e N-H associado a
tioamida, indicando a presenca desses heteroatomos na estrutura. (CRISTIANI,
DEVILLANOVA; VERANI, 1977; SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2005)

Ao analisar o espectro de RMN de 3C (Figuras 16 e 17, pag. 40), foram
observados seis sinais. Destes, dois foram atribuidos a carbonos néo
hidrogenados (6c 90,55 e oc 189,60) dois metilénicos (6c 33,11 e 6c 53,83) e
dois metilicos (6c 7,95 e oc 24,88).

Acerca do carbono éc 189,60, (Figura 18, pag. 41) sinais nessa regiao sdo

comumente associados a compostos carbonilicos. Contudo, a partir dos dados
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encontrados na analise de massas e infravermelho, o deslocamento desse
carbono sugere a presenca de uma tiona, pois o efeito eletrdbnico gerado pelo
atomo de enxofre resulta em carbonos mais blindados que os carbonilicos, em
cetonas (CHAUHAN; STILL, 1975; BARBARELLA et al., 1987).

O sinal observado em &c 53,83 (Figura 17, pag. 40) sugeriu que este
carbono se encontrava em ambiente quimico desprotegido, deslocamentos entre
Oc 45 e 6c 60 descritos para carbonos metilenos em sistemas ciclicos contendo
heteroatomo, a presenca do ciclo confirmaria o valor encontrado no célculo de
IDH. O espectro de infravermelho registrou banda atribuida a uma tioamida, a
desprotecédo observada em dc 53,83 no espectro de RMN de *C pode ser
resultante do efeito gerado pelo N no carbono C-4 (ELIEL; RAO;
PIETRUSIEWICZ, 1979; AGERBIRK; OLSEN, 2015).

Com base no espectro de infravermelho que indica ocorréncia de uma
ligacdo do tipo éter, sugeriu-se entdo que o carbono éc 90,55 sustentava essa
ligacdo, pois a presenca do oxigénio ocasiona uma desprotecdo do carbono da
posicdo a, contribuindo para justificar o deslocamento desse sinal (PAVIA et al.,
2015).

A partir no mapa de contorno de HMBC (Figura 21 pag. 42, Figura 22 pag.
43) foi possivel observar correlacéo entre 6rb 3,4 € dHa 3,5 (2H, sistema AB, J=
10) (Figura 20, pag. 42) e &c 189,60 (C=S). Deste modo, inferiu-se que apenas
os hidrogénios do carbono metileno C-4 se correlacionavam ao carbono da tiona,
confirmando a presenca de um sistema ciclico composto pela tioamida, unido

pela ligacdo com carbono oxigenado éc 90,55, compondo um tiocarbamato.

A partir deste mesmo mapa de contorno (Figura 22, pag. 43) observou-se
correlacdo de 6+ 0,9 (3H, t) apenas com oc 33,11 a J2 e &¢c 90,55 a Js, indicando
presenca de um grupo etil ligado ao dc 90,55. Além disso, dn 1,79 (2H, q) se
relacionou a J2com &¢ 7,9 e &¢ 90,55 e a Js com os carbonos dc 24,8 e dc 53,83,
reforcando a proposta de um grupo etil nesta posi¢céo. Enquanto 6x 1,4 (3H, s)
se correlacionou com os carbonos metilénicos 8C 33,11 e 6C 53,83 a Jze com
carbono n&o hidrogenado 8C 90,55 a Jz. Corroborando o padréo de substituicdo

no o6c 90,55 por dois grupos, etil e um metil (Tabela 1, pag. 43).
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Os deslocamentos quimicos de du e dc, somados aos dados de HMBC
foram condizentes com esqueleto de uma oxazolidina-2-tiona substituida. A
partir da comparacao dos dados experimentais com a literatura (OGUAKWA et
al., 1981), foi constatado que NL-1 se trata de uma substancia previamente
isolada em Ritchiea longipedicellata G. a 5-etil-5metil-oxazolidina-2-tiona (Tabela

1, pag. 43), comumente denominada cleomina (Figura 14, pag. 39)

Figura 14: A. Estrutura do composto identificado como NL-1.

Fonte: o autor

Figura 15: Espectro no infravermelho de NL-1.

% N - & >
\ \(

2974

4200 3300 3600 300 3000 2700 2400 2100 1800 1500 120 00 600
Wavenumbers / [em-1]



40

Figura 16: Espectro de RMN de 3C (100 MHZ, Acetona-d6) de NL-1.
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Figura 17: Expanséo do espectro de RMN de 13C (100 MHZ, Acetona-d6) de NL-1.
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Figura 18: Expanséo do espectro de RMN de 13C (100 MHZ, Acetona-d6) de NL-1.
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Figura 19: Espectro de RMN de 'H (400 MHZ, Acetona-d6) de NL-1.
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Figura 20: Expansao do espectro de RMN de 'H (400 MHZ, Acetona-d6) de NL-1.
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Figura 21: Mapa de contorno 'H x 13C HMBC (400 e 100 MHZ, Acetona-d6) de NL-1.
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Figura 22: Expansao do mapa de contorno *H x 13C HMBC (400 e 100 MHZ, Acetona-d6) de

NL-1.
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Tabela 1: Dados de RMN de H (400 MHZ) e 13C (100 MHZ) de cleomina em CD3COCD3.
NL-1 Literatura
em CD3COCD3 Oguakwa et al., 1981, em CDCls
OH 5C OH 5C
(J em H2) (J em H2)
Posicéo
2 - 189,60 - 189,6
3,43 (1H, d, J=10) 3,43 (1H, d, J= 10)
4 3.55 (1H. d, J= 10) 53,83 3.56 (1H, d, J= 10) 54,3
5 - 90,55 - 92,0
5 1,74 (2H, q) 33,11 1,79 33,4
5’ 0,91 (3H,t,J=7.6) 7,95 0,99 7,93
5” 1,41 (3H, s) 24,88 1,50 25,0
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5.2. Determinagéo estrutural de NL-2

A substancia codificada como NL-2 foi identificada na fracdo 5 obtida da
fase diclorometano e purificada por HPLC em coluna de fase reversa C-18 com
sistema metanol/agua (0,1% de acido formico) isocréatico a 20%. Apresentando-

se como solido amorfo de cor branca e odor pungente.

NL-2 foi analisada por espectrometria de massas de alta resolucao
(EMAR), onde foi observado ion de m/z 132,0474 [M+H] (calculado 132,0478,

erro ppm de 2.4) compativel com férmula molecular CsHoNOS e IDH igual a dois.

A andlise do espectro de RMN de 13C (Figura 24 pag. 45) permitiu
constatar presenca de quatro sinais atribuidos a cinco carbonos. Destes, dois
foram atribuidos a carbonos ndo hidrogenados (6c 89,26 e &¢c 190,10) um
metilénico (&c 56,40) e dois metilicos (&c 26,78).

O os deslocamentos observados no espectro de RMN de 'H (Figura 25)
auxiliou a determinacao dos substituintes. Apenas dois sinais foram registrados,
um correspondia a hidrogénios metilicos 6 1,48 (3H, s), o outro em o+ 3,48 (1H,
s) chamou a atencéao inicialmente pelo valor da integral, indicando apenas H,
nao correspondendo a faixa de deslocamento tipica de protons metinicos. O
outro aspecto foi sua multiplicidade; comparativamente, NL-1 apresentou, na
mesma regido, prétons diasterotopicos como dubletos resultantes da quiralidade
no carbono 5. A partir dessa premissa, considerou-se que 0s substituintes do
carbono 4 (6c 56,40) em NL-2 seriam iguais, resultando em prétons
homotrdpicos registrados no espectro como simpleto. Consequentemente,
conclui-se que as integrais deveriam ser duplicadas, indicando a presenca de
dois protons metilénicos (dn 3,48) e duas metilas, registradas no espectro de
RMN de 3C como um unico sinal de forte intensidade em &c 26,78 (Tabela 2,

pag. 48).

O mapa de contorno de HMBC (Figuras 26 e 27, pag. 47) confirmou as
correlagdes entre 1 1,48 (3H, s) e o carbono nao hidrogenado 6C 89,26 a Jz2e
com o carbono metilénico d¢c 56,40 a J3. Ao passo que dx 3,48 (1H, s) se
relaciona com &c¢ 89,26 a J2,0c 26,78 e d¢c 190,10 a Js. Este perfil de correlacdes
indicou estrutura composta pelo nucleo oxazolidina-2-tiona, como observado em

NL-1. A partir da comparacao dos dados experimentais com a literatura (LEONI
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et al., 1999) foi constatado que NL-2, trata-se de 5-dimetil-oxazolidina-2-tiona,
comumente denominada conringiin (Figura 23), isolada previamente de

Conringia orientalis L.

Figura 23: Estrutura do composto identificado como NL-2.

Figura 24: Espectro de RMN de 3C (100 MHZ, MeOD) de NL-2.
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Figura 25: Espectro de RMN de *H (400 MHZ, MeOD) de NL-2.
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Figura 27: Expanséo do espectro de RMN de 'H (400 MHZ, MeOD) de NL-2.
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Figura 28: Mapa de contorno 'H x 13C HMBC (400 e 100 MHZ, MeOD) de NL-2.
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Figura 29: Expansdo do mapa de contorno 'H x 13C HMBC (400 e 100 MHZ, MeOD) de NL-2.
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Tabela 2: Dados de RMN de 'H (400 MHZ) e 13C (100 MHZ) de conringin em MeOD.

NL-2 Literatura
em MeOD Leoni et al.,1999 em cDCls
OH o6C OH oC
(J em Hz) (J em Hz)
Posicao

2 - 190,1 - 188,6

4 3,48 (2H, s) 56,4 3,53 55,3

5 - 89,2 - 88,4
5eb5” 1,48 (6H, s) 26,7 1,50 26,7

5.3. Determinacdao estrutural de NL-3

A substéancia codificada como NL-3 foi identificada na fracdo 6 obtida da
fase diclorometano, e purificada por HPLC em coluna de fase reversa C-18 a
30% metanol/agua (0,1% de &cido férmico). Apresentando-se como cristais

brancos.

A partir da analise por espectrometria de massas de alta resolucéo
(EMAR), observou-se ion de m/z 131,0352 [M+H] (calculado 131,0369, erro ppm
de 3.4) compativel com férmula molecular CsH11NO: e indice de deficiéncia de

hidrogénio igual a dois.

Com relacdo a andlise por infravermelho, Figura 30 pag. 50, o espectro
da substancia NL-3 apresentou bandas em 1265 cm™ e 3440 cm™ foram
sugestivas de ligacdo N-H livre em amidas. Diferente do perfil observado
anteriormente, em NL-3 foram registradas bandas intensas caracteristicas de
vibragGes atribuidas a C=0 de lactonas em em 1739 cm e lactamas e 1709 cm-
1, respectivamente. Considerando o sistema ciclico das substancias
anteriormente descritas, sugeriu-se a substituicdo do enxofre por oxigénio, uma
vez que o carater da ligacdo C=0 & maior em amidas do que em tioamidas, onde

predomina o carater C=N.

O espectro de RMN de 'H (Figuras 31 e 32, pag. 51) apresentou sinais na

mesma faixa de deslocamento quimico e multiplicidade ao encontrado em NL-1,
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51 0,93(3H, t), 81 1,36 (3H, s) 31 1,70 (2H, ), 8n 3,25 e 3,37 (2H, dd, J = 10).

Indicando o mesmo padréao de substituicdo, etil e metil.

O espectro de RMN de 3C Figuras 33 e 34, pag. 51, apresentou seis
sinais. Destes, dois foram atribuidos a carbonos nao hidrogenados (6c 82,86 e
Oc 159,52) dois metilénicos (6c 33,43 e &c 50,93) e dois metilicos (dc 7,92 e &c¢
25,22). A mudanca mais evidente, em relacdo a NL-1 e NL-2, foi o carbono com
deslocamento &c 159,52, atribuido a uma carbonila, indicando o esqueleto de

oxazolidin-2-ona.

O mapa de contorno de HMBC Figura 35 e 36, pag. 52, também
apresentou perfil similar aos encontrados em NL-1. Observando-se, correlagao
entre dn 3,25 e 3,37 (2H, sistema AB, J= 10) e d¢c 159,5, sugerindo presenca de
uma oxazolidinona. As correlagdes entre de &+ 0,93 (3H, t) apenas com éc 33,47
aJz2e dc 82,55 aJsedn 1,36 (3H, s) com os carbonos metilénicos 6C 33,11 e
0C 53,83 a Jsindica substituicdo na posicao 5. A partir da comparacéo dos dados
experimentais com a literatura (ELENKOV et al., 2008, MONJANE; UAMUSSE;
STERNER, 2016) foi constatado que NL-3, trata-se de 5-etil-metil-oxazolidin-2-

ona.

Figura 30: Estrutura do composto identificado como NL-3.

Fonte: o autor

As oxazolidinonas sdo um grupo importante de substancias devido a sua
atividade antiobiotica e representam uma classe de medicamentos utilizados no
combate a bactérias Gram-positivas (ZAPPIA et al., 2007; LEACH et al., 2011).
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Assim como as oxazolidinotionas, sdo empregadas como reagentes em sintese
organica (CORDERO, LASCIALFARI, MACHETTI, 2020).

A ocorréncia de oxazolidinonas & mais comum em organismos marinhos
(MACHERLA et al., 2007; HABBU et al., 2016). Em plantas, essas substancias
foram identificadas em poucas familias entre elas Capparaceae (MONJANE et
al., 2016). Os resultados indicam a presenca de
oxazolidinotionases nas raizes de N. longifolium. Similarmente, Argebik et al

deste estudo
(2018) descreve a ocorréncia dessas enzimas em Barberea vulgares R.Br. e
sugere que elas se relacionam ao turnover dos glucosinolatos, o qual é
dependente da acdo das mirosinases. A presenca de oxazolidinotionases é mais
um elemento de diversificacdo estrutural além do sistema glucosinolato-

mirosinase para producgao de substancias com potencial bioativo.

Figura 31: Espectro de infravermelho do composto identificado como NL-3.
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Figura 32: Espectro de RMN de 'H (400 MHZ, acetona-d6) do composto identificado como NL-
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Figura 33: Expansao do espectro de RMN de 'H (400 MHZ, acetona-d6) do composto
identificado como NL-3.
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Figura 34: Espectro de RMN de 3C (100 MHZ, acetona-d6) do composto identificado como NL-
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Figura 35: Expanséo do espectro de RMN de 13C (100 MHZ, acetona-d6) do composto
identificado como NL-3.
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Figura 36: Mapa de contorno 'H x 13C (400, 100 MHZ, acetona-d6) do composto identificado

como NL-3.
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Figura 37: Expansdo do mapa de contorno *H x 13C (400, 100 MHZ, acetona-d6) do composto
identificado como NL-3.
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Tabela 3: Dados de RMN de 'H (400 MHZ) e 3C (100 MHZ) de 5-etil-5-metil-oxazolidin-2-ona.

NL-3 Literatura
em CDsCOCDs Elenkov et al., 2008 em cDCI3
on (J in HZ) oC oH (J in HZ) oC
Posicao - - - -
2 - 159.5 159.4
3.25 (1H, d, J=10) 3,30

4 337 (1H.d J=10) 09 3.42 50.7
5 - 82.8 - 83.6
5 1.70 (2H, q) 334 1,76 32.9
5 0.93 (3H, t, J=7,6) 7.9 1,00 7.7
5” 1.36 (3H, s) 25.2 1,49 25.1

5.4. Determinacao estrutural de NL-4

A substancia codificada como NL-4 foi isolada a partir da fragdo 7 por
HPLC em coluna de fase reversa C-18 a 40% metanol/agua (0,1% de acido

férmico). Apresentando-se como cristais.

NL-4 foi analisada por espectrometria de massas de alta resolugcao
(EMAR), onde foi observado ion de m/z 116,0711 [M+H] (calculado 116,0706,
erro em ppm de 4.3) compativel com férmula molecular CsH9NO2, indice de

deficiéncia de hidrogénio igual a dois.

O perfil espectros de RMN de 'H e 3C (Figuras 38 a 40, pags. 55 e 56),
foi semelhante ao encontrado em NL-2. O deslocamento em 6C 158.61,
registrado no mapa de contorno de HMBC (Figuras 40 e 41, pags. 57), confirmou
a presenca da ligacdo C=0, a qual se relaciona com dH 3,33 a Js. A patrtir da
comparacdo dos dados experimentais com a literatura (BULL, DAVIES e
SANGANEE, 1999), foi constatado que NL-4, trata-se de 5-dimetil-oxazolidin-2-
ona (Figura 36 pag. 55).
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Figura 38: Estrutura do composto identificado como NL-4

Figura 39: Espectro de RMN de 'H (400 MHZ, acetona-d6) do composto identificado como NL-
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Figura 40: Expansao do espectro de RMN de 'H (400 MHZ, acetona-d6) do composto
identificado como NL-4.
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Figura 41: Espectro de RMN de 3C (100 MHZ, acetona-d6) do composto identificado como NL-
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Figura 42: Mapa de contorno 'H x 13C (400, 100 MHZ, acetona-d6) do composto identificado

A

NH

como NL-4.

100

F1 (pprmi

140

95 S0 &5 BD WE D &% 6D 55 5&{ 4“5 40 35 30 25 20 1L: 10 05 OO0 DE
o

Figura 43: Expansédo do Mapa de contorno *H x 13C (400, 100 MHZ, acetona-d6) do composto
identificado como NL-4.
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Tabela 4: Dados de RMN de 'H (400 MHZ) e 3C (100 MHZ) de 5-dimetil-oxazolidin-2-ona.

NL-4 Literatura
em CD; COCDs BULL; DAVIES; SANGANEE, 1999, em
CDCLs3
o1 (Jin Hz) 6C o1 (Jin H2) 6C
Posicdo

2 - 158.6 - 160,4

4 3,33 (2H, s) 52.8 3,38 52.7

5 - 80.4 - 81.4
5eb 1.40 (6H, s) 27.2 1,49 27.1

5.5. Determinacao estrutural de NL-5

A substancia codificada como NL-5 foi isolada a partir na fragdo 8 por
HPLC em coluna de fase reversa C-18 a 60% metanol/agua (0,1% de acido

férmico). Apresentando-se como sélido branco amorfo.

O espectro de RMN de 'H (Figura 44, pag. 59) registrou apenas dois
sinais, on 7,32 (*H, s) 6 3,88 (3H, s) o primeiro indica presenca de um préton
metinico, em regido tipica de protons em sistema aromatico, enquanto o segundo

foi atribuido a presenca de metoxila estericamente empedida.

Esses dados foram relacionados aos sinais no RMN de 13C, (Figura 45,
pag. 59 e Figura 61, pag. 60), o qual apresentou seis sinais, atribuidos aos
carbonos metoxilo em 6c 56.11, metinicos éc 108,14, trés ndo hidrogenados &c
148,39, 6c 121,59, 6c 141,56 e um carbonilico 6c 167,58 indicando presenca
de um anel aromatico substituido. A comparacao dos dados experimentais com
a literatura permitiu a identificagdo de NL-5 como, &cido siringico (Figura 43, pag.
58).

Figura 44: Estrutura do composto identificado como NL-5.
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Figura 45: Espectro de RMN de 'H (400 MHZ, acetona-d6) do composto identificado como NL-
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Figura 46: Espectro de RMN de 3C (100 MHZ, acetona-d6) do composto identificado como NL-
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Figura 47: Expanséo do espectro de RMN de 13C (100 MHZ, acetona-d6) do composto
identificado como NL-5.
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Tabela 5: Dados de RMN de 'H (400 MHZ) e 13C (100 MHZ) do &cido siringico.

NL-5 ) Literatura
em CD3 COCDs Oksliz et al., 2002, em DMSO
&4 (J in Hz) 5C &4 (J in Hz) 5C
Posicéo
1 - 121.5 - 121
2 7,33 (1H, s) 108.1 7,37 108,7
3 - 148.3 - 147,7
4 - 141.5 - 142,0
5 7,33 (1H, s) 148.3 7,37 147,7
6 - 108.1 - 108,7
7 - 167.7 - 168,9
OCHzs 3.88 (3H, s) 56,6 3.90 56,6

5.6. Proposta de Identificacdo de compostos por HPLC-EM

Tendo em vista a presenca das oxazolidino-2-tionas isoladas e sua origem
biogenética, buscou-se determinar o perfil de glucosinolatos presente nas raizes
de N. longifolium através de HPLC-EM.
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A partir dos fragmentos m/z 96 e m/z 97, indicativos da presenca de
substancias sulfatadas, a fase n-butanol foi escolhida para continuidade do
estudo, HPLC-ESI-HRMS foi utilizado para obtencdo da féormula molecular,

demonstrados na tabela 6.

Tabela 6: Perfil de glucosinolatos presentes na fase butanol da raiz N. longifolium.

[M-H] Tr.* Formula Ms"

Pico Composto Referéncia

(m/z) (min) Molecular (m/z)

1 390.0543 11.6 Ci11H21NO10S; 308,275,259,241, Glucoconringina Kim et al., 2016

195,139

2 404.0716 12.8 C1oH23NO10S» 332, 259,226,195,162 Glucocleomina Maldine et al.,

241,139,96 2017

Kusznierewicz

et al., 2013

3 388.0765 215 CiiHi19NO10S: 344,275,259,195 Progoitrina Maldine et al.,
241,139,96 2017

*Tempo de retengdo

Figura 48: Cromatograma de ions totais da fase butandlica.
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Analisando o padrédo de fragmentacdo de MS / MS de glucosinolatos,
observa-se inicialmente clivagem das cadeias alquil, glicose e sulfato, resultando
em ions principais para o sulfato de hidrogénio m/z 97, anion radical sulfato m/z
96. fons menores resultantes da clivagem da tioglicose e da transferéncia do
grupo sulfato m/z 195, 241, 259, 275 e 291 (Figura 48 e 49, pags. 62 e 63) estdo
presentes na maioria dos espectros de fragmentacdo dos glucosinolatos

(CATALDI et al., 2007; ROCHFORT et al., 2008; LEE et al., 2008; BIANCO et
al., 2016).

Figura 49: Fragmentos resultantes da transferéncia de sulfato.
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Fonte: Adaptado de CATALDI et al., 2007.
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Figura 50: Fragmentos comuns formados a partir da tioglicose
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Fonte: Adaptado de BIANCO et al., 2016.

Com base na fragmentacao apresentada, a proposta de identificacdo dos

glucosinolatos presentes nas raizes de N. longifolium segue demonstrada nas
Figuras 50 a 54, pags. 64 a 66.
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Figura 51: Espectro de massas com fragmentos em MS2 e MS3 do pico 1.
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S)
©
OH —| —‘
o OH
HO s
HO o | - C5HINSO HO o
_——
HO
§ N OH OH 1 SO;
HO—%—O
o) m/z 259
m/z 390
- C4H804
S
0/803
/:
HO
m/z 139

Fonte: o autor



Intens
x108

65

Figura 53: Espectro de massas com fragmentos em MS2 e MS3 do pico 2.
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Figura 54: Via de fragmentacéo de glucocleomina.

o ©

] ]

OH

OH

HO © C6H11NSO 0
OH

I
O N OH HO™ 44 Sso,
H —Q
o I o m/z 259
m/z 404 - C4H804
©
S0,
=0
HO
m/z 139

Fonte: o autor



Intens.

x1

X108

1.00
0.757
0.50 7
0.257

0%

1.0

66

Figura 55: Espectro de massas com fragmentos em MS2 e MS3 do pico 3.
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Figura 56: Via de fragmentacéo de progoitrina.
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A ocorréncia de glucosinolatos alifaticos nas raizes de N. longifolium
condiz com o perfil encontrado na familia Capparaceae . A duracao e intensidade
do estresse hidrico, tipico do clima semiarido, torna as espécies de capparaceae
neotropicais principalmente da Caatinga nordestina, como o N. longifolium, uma
fonte em potencial desse tipo de metabdlito (GOBBO-NETO e LOPES, 2013;
Shawon et al., 2020). A identificacdo de progoitrina na fase butanol reforca a
hipétese de outras oxazolidino-2-tionas e oxazolidinonas estarem presentes no

extrato.

Considerando o uso medicinal das raizes de incd, mais estudos devem
ser realizados no intuito mensurar os niveis de oxazolidino-2-tionas. Uma vez

qgue o0 seu consumo pode acarretar em efeitos deletérios a satde humana.
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6. CONCLUSOES

e Este € o primeiro estudo fitoquimico do género Neocalyptrocalyx. A partir
da pesquisa com as raizes de N. longifolium cinco substancias foram

isoladas.

e A caracterizagao estrutural a partir das técnicas espectroscopicas permitiu
a identificacdo de duas oxazolidino-2-tionas, duas oxazolidin-2-onas e um

derivado de acido fendlico.

e Este trabalho descreve pela primeira vez a ocorréncia de 5-
dimetiloxazolidin-2-ona em plantas e demonstra a diversidade quimica

das espécies de Capparaceae do semiarido brasileiro.

e A analise por espectrometria de massas permitiu identificagcdo de trés
glucosinolatos alifaticos, indicando que estes se distribuem por todo

organismo vegetal.
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