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RESUMO

GOBBO-NETO, L. Emprego de técnicas hifenadas na identificagdo de
metabdlitos secundarios de Lychnophora ericoides Mart. (Asteraceae) e
determinacao de suas variagdoes populacionais e temporais. 254 f. Tese
(Doutorado) — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto,
Universidade de S&o Paulo, Ribeirdo Preto, 2007.

A analise pelas técnicas hifenadas CLAE-DAD-EM e CLAE-DAD-EM/EM de extratos
foliares de Lychnophora ericoides Mart. levou a identificacdo de 34 metabdlitos
secundarios diretamente a partir dos extratos vegetais. Destes, 19 foram relatados
pela primeira vez na subtribo Lychnophorinae. Uma metodologia para extragao e
analise destes metabdlitos por CLAE-DAD foi desenvolvida, validada e utilizada para
determinacao de suas variagdes populacionais e temporais. Perfis metabdlicos bem
semelhantes, com diferengas quantitativas, mas ndo qualitativas, foram observados
entre os individuos de uma mesma populagdo. Entre as cinco populacdes
analisadas, foi observado um metabolismo secundario bem mais diversificado,
caracterizado pela presenga de lactonas sesquiterpénicas, nas plantas da populagao
de Ibiraci-MG. As concentracbes mais elevadas de acidos cafeoilquinicos foram
encontradas no periodo da seca no cerrado (inverno) e as menores quando a planta
se encontrava florida. Os teores de flavondides foram maiores durante o periodo de
chuvas (verao) e os de C-glicosilflavonas e lactonas sesquiterpénicas se mantiveram
estaveis. Variagdes circadianas significativas de flavonodides e acidos cafeoilquinicos
também foram observadas nas duas populagbes nas quais estes fatores foram
estudados. Foi verificado que o envelhecimento das folhas resulta em uma
pronunciada reducdo no conteudo de todos os metabdlitos secundarios e
concentragcdbes menores dos metabdlitos foram observadas nas folhas dos ramos
floridos em relagcdo aos ramos sem flores de um mesmo individuo. Finalmente,
conclui-se que as variagdes temporais e populacionais observadas em L. ericoides
podem ser determinantes para a intensidade da atividade antiinflamatdria e/ou

analgésica desta planta, utilizada popularmente para estes propdsitos.

Palavras-chave: Lychnophora ericoides, técnicas hifenadas, variagées infra-

especificas, variagcdes populacionais, variacbes sazonais, variagoes circadianas.



ABSTRACT

GOBBO-NETO, L. Use of hyphenated techniques on the identification of
secondary metabolites from Lychnophora ericoides Mart. (Asteraceae) and
determination of their populational and temporal variations. 254 f. Thesis
(Doctoral) — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdao Preto, Universidade
de Sao Paulo, Ribeirdo Preto, 2007.

The analyses of Lychnophora ericoides Mart. leaves extracts by HPLC-DAD-MS and
HPLC-DAD-MS/MS resulted in the identification of 34 secondary metabolites directly
from the plant extracts. Nineteen of these metabolites are being reported for the first
time in the Lychnophorinae subtribe. A method for the extraction and analyses of
these metabolites by CLAE-DAD was developed, validated and employed for the
determination of their populational and temporal variations. Very similar metabolic
profiles, exhibiting quantitative but not qualitative differences, were found among
each population individuals. Among the five studied populations, a more diversified
secondary metabolism, characterized by sesquiterpene lactones presence, was
observed for the plants collected at Ibiraci-MG. The highest concentrations of
caffeoylquinic acids were found in the “cerrado” dry season (winter), and the lowest
when the plants were blooming. The flavoinoid contents were higher during the rainy
season (summer), while C-glucosylflavones and sesquiterpene lactones levels
remained stable. Significant circadian variations were also detected regarding
flavonoids and caffeoylquinic acids in the two populations analyzed on this respect. It
was also found a pronounced reduction in the contents of all the secondary
metabolites as the leaves get old. Lower levels of all the metabolites were also found
for the flowery branches when compared to the non flowery ones in the same
individual. Finally, it can be concluded that the temporal and populational variations
detected in L. ericoides leaves could highly influence the intensity of the anti-
inflammatory and/or analgesic activities of this plant, used in popular medicines for

these purposes.

Key words: Lychnophora ericoides, hyphenated techniques, infra-specific variations,

populational variations, seasonal variations, circadian variations.



1. INTRODUGCAO
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Desde o quarto século a.C. existem relatos de normas para a coleta de
plantas medicinais. Os carrascos gregos, por exemplo, coletavam suas amostras do
veneno cicuta (Conium maculatum) pela manha, quando os niveis de coniina s&o
maiores (FAIRBAIRN; SUWAL 1961; ROBINSON, 1974).

Variagdes temporais e espaciais no conteudo total, bem como as proporgoes
relativas de metabdlitos secundarios em plantas ocorrem em diferentes niveis
(sazonais e diarias; intraplanta, interespécies e intra-espécies), e apesar da
existéncia de um controle genético, a expressdao pode sofrer modificagdes
resultantes da interagdo de processos bioquimicos, fisiologicos, ecoldgicos e
evolutivos (BOWERS; STAMP, 1993; DARROW; BOWERS, 1997; HARTMANN,
1996; LINDROTH et al., 1987; WATERMAN; MOLE, 1989). De fato, os metabodlitos
secundarios representam uma interface quimica entre plantas e o ambiente
circundante, portanto, sua sintese é frequentemente afetada por condi¢des

ambientais (KUTCHAN, 2001).

1.1. Fatores de influéncia no metabolismo secundario

Os principais fatores que podem coordenar ou alterar a taxa de producao de
metabdlitos secundarios foram recentemente revisados por Gobbo-Neto e Lopes
(2007) e estao expostos a seguir. Deve ser enfatizado, porém, que os estudos sobre
influéncia destes fatores na producdo de metabdlitos secundarios geralmente tém
se limitado a um restrito grupo de espécies, predominantemente ocorrentes em
regides temperadas, muitas das quais sdo comercialmente importantes e podem ter
sofrido fortes pressdes seletivas por humanos, visando certas caracteristicas
desejadas. Seu comportamento, portanto, nem sempre é representativo de plantas

selvagens ou de outros tipos de habitat.
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Também deve ser notado que, muitas vezes, as variacbes podem ser
decorrentes do desenvolvimento foliar e/ou surgimento de novos Orgaos
concomitante a uma constancia no conteudo total de metabdlitos secundarios. Isto
pode levar a uma menor concentragao destes metabdlitos por diluicdo podendo, no
entanto, resultar em uma maior quantidade total, devido ao aumento de biomassa
(HENDRIKS et al., 1997; SPRING; BIENERT, 1987). Além disso, alguns dos fatores
considerados apresentam correlagdes entre si e ndo atuam isoladamente, podendo
influir em conjunto no metabolismo secundario, como por exemplo: desenvolvimento
e sazonalidade; indice pluviométrico e sazonalidade; temperatura e altitude, entre

outros.

1.1.1. Sazonalidade, ritmo circadiano e desenvolvimento

A época em que uma droga € coletada é um dos fatores de maior
importancia, visto que a quantidade, e as vezes até mesmo a natureza dos
constituintes ativos ndo é constante durante o ano. Sio relatadas, por exemplo,
variagdes sazonais no conteudo de praticamente todas as classes de metabdlitos
secundarios: 6leos essenciais (ANGELOPOULOQOU et al., 2002; LOPES et al., 1997,
PALA-PAUL et al., 2001; SCHWOB et al., 2004), lactonas sesquiterpénicas
(SCHMIDT et al., 1998; ZIDORN; STUPPNER, 2001), acidos fendlicos (GRACE et
al. 1998; ZIDORN; STUPPNER, 2001), flavondides (BROOKS; FEENY, 2004;
LOBSTEIN et al., 1991; MENKOVIC et al., 2000; WILT; MILLER, 1992) cumarinas
(WILT; MILLER, 1992), saponinas (KIM et al., 1981; NDAMBA et al., 1994),
alcaléides (BANDOPADHYAY; DE, 1997; ROBINSON, 1974; ROCA-PEREZ et al.,
2004; WU et al., 1996), taninos (IASON et al. 1993; OSIER et al., 2000; SALMINEN

et al., 2001), graxas epicuticulares (FAINI et al., 1999), iridoides (BOWERS et al.,
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1992; H@GEDAL; M@LGAARD, 2000; MENKOVIC et al., 2000), glucosinolatos
(AGERBIRK et al., 2001), glicosideos cianogénicos (KAPLAN et al., 1983).

Os casos mais frequentemente relatados envolvem plantas e/ou metabdlitos
empregados na terapéutica, como os exemplos a seguir: as folhas de Digitalis
obscura apresentam as menores concentracbes de cardenolidos na primavera e
uma fase de rapida acumulagdo no verao, seguida por uma fase de decréscimo no
outono (ROCA-PEREZ et al., 2004). As concentragdes de hipericina e pseudo-
hipericina na erva de S&o-Joao (Hypericum perforatum, utilizada no tratamento de
depressdes leves a moderadas) aumentam de cerca de 100ppm no inverno para
mais de 3000ppm no verédo (SOUTHWELL; BOURKE, 2001). Nas folhas de Ginkgo
biloba as concentracbes de dlicosil-flavondis (considerados, assim como o0s
terpendides ginkgolideos, constituintes ativos dos extratos usados para tratamento
de desordens vasculares periféricas e cerebrais) também apresentam marcantes
variagbes sazonais (LOBSTEIN et al., 1991); por outro lado, ndo ha consenso
quanto as variagdes no conteudo dos ginkgolideos devido a existéncia de resultados
contraditorios na literatura (BEEK et al., 1998). Nas raizes de Panax ginseng foi
detectado um grande aumento na concentragdo de damarano-saponinas bioativas
no verdo (KIM et al.,, 1981). No inverno, o ruibarbo (Rhei rhizoma) ndo contém
antraquinonas, as quais comegam a se formar com a chegada da estagdo quente a
partir da oxidagdo de antrandis (EVANS, 1996). Em estudos que visam determinar a
sazonalidade de taxodides, tendo como alvo principal o paclitaxel (utilizado na
terapéutica de cancer de ovario, entre outros) nota-se alteracées no decorrer do ano
na concentracdo destes compostos em Taxus brevifolia e T. baccata; porém nao é

possivel determinar um padrdo de variacdo, devido a resultados conflitantes na
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literatura (ELSOHLY et al., 1997; GLOWNIAK et al., 1999; HOOK et al., 1999;
VANCE et al., 1994; VESELA et al., 1999; WHEELER et al., 1992).

Existem, também, cada vez mais estudos mostrando que a composi¢cao de
metabdlitos secundarios de uma planta também pode variar apreciavelmente
durante o ciclo dia/noite, tendo sido descritas, por exemplo, variagdes circadianas
nas concentragdes de oOleos volateis (ANGELOPOULOU et al., 2002; LOPES et al.,
1997; LOUGHRIN et al, 1993; SILVA et al., 1999), iridoides (HJGEDAL;
MYJLGAARD, 2000), alcaldides (FAIRBAIRN; WASSEL, 1964; ITENQV et al., 1999;
ROBINSON, 1974; SPORER et al. 1993), glucosinolatos (ROSA et al., 1994),
glicosideos cianogénicos e tiocianatos (OKOLIE; OBASI, 1993).

Foi notada, por exemplo, uma variacdo de mais de 80% na concentragao de
eugenol no oleo essencial da alfavaca (Ocimum gratissimum), o qual atinge um
maximo em torno do meio-dia, horario em que € responsavel por 98% do conteudo
do 6leo essencial, em contraste com uma concentracao de 11% em torno de 17:00h
(SILVA et al., 1999). Os niveis de alcaldéides em Datura stramonium (FAIRBAIRN;
WASSEL, 1964) e de coniina em Conium maculatum (FAIRBAIRN; SUWAL, 1961)
sao maiores quando as coletas sao efetuadas pela manha do que no entardecer. O
conteudo total de taxdides em Taxus media se mostrou menor pela manha e
aumenta durante o dia, atingindo um maximo na madrugada (4:00 h) (ELSOHLY et
al., 1997). Também é interessante notar que a variagao circadiana dos alcaloides
majoritarios de Papaver somniferum, que era atribuida a um rapido turnover destes
metabalitos, é na verdade causada por uma variagao diaria no conteudo de agua no
latex da planta, o que leva a alteragbes na concentragdo, mas nao no conteudo
total, de morfina, codeina e noscapina (FAIRBAIRN; WASSEL, 1964; ITENOV et al.,

1999).
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A idade e o desenvolvimento da planta, bem como dos diferentes 6rgaos
vegetais, também é de consideravel importancia e pode influenciar ndo somente a
quantidade total de metabdlitos produzidos, mas também as proporc¢des relativas
dos componentes da mistura (BOWERS; STAMP, 1993; BUTA; SPAULDING, 1997,
DOAN et al., 2004; EVANS, 1996; GORALKA et al., 1996; HENDRIKS et al., 1997;
HOFT, et al., 1998; JENKS et al., 1996; NDAMBA, et al., 1994; SCORA et al., 1984;
SLIMESTAD 1998; VOGT; GULZ, 1994; WILLIAMS; ELLIS, 1989; WISDOM;
RODRIGUEZ, 1983). E o caso, por exemplo, das lactonas sesquiterpénicas
produzidas em Arnica montana, consideradas os principais principios ativos desta
planta utilizada como antiinflamatério: enquanto plantas jovens acumulam
majoritariamente derivados da helenalina, a concentragdo destes compostos é
reduzida para praticamente zero apds aproximadamente seis semanas contadas a
partir da formagao das folhas; por outro lado, os niveis de compostos do tipo
diidrohelenalina aumentam muito e entdo se mantém constantes por um longo
periodo (SCHMIDT et al., 1998). Situacdo semelhante ocorre com os flavondides de
Gentiana lutea, cujas folhas sdo ricas em C-glicosideos na fase de floragéo,
enquanto O-glicosideos s&o acumulados principalmente antes do desenvolvimento
de flores (MENKOVIC et al., 2000). Em um estudo com Papaver somniferum
(papoula) o conteudo de morfina aumentou de menos de 20 ug/g no 50° dia apds a
germinagao para mais de 120 ug/g no 75° dia; ja o conteudo de codeina se manteve
praticamente constante (WILLIAMS; ELLIS, 1989). No caso do Tanacetum
parthenium, a porcentagem de partenolido (um dos principais constituintes bioativos
desta planta utilizada na profilaxia da enxaqueca) € maior nos primeiros estagios de
desenvolvimento da planta (antes do surgimento das hastes no apice das quais

surgirdo as flores), porém a quantidade total obtida por planta aumenta de cerca de
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10mg para 20mg durante o crescimento, devido ao surgimento de flores (as quais,
ao contrario das hastes, conttm mais de 1% de partenolido) e mais folhas
(HENDRIKS et al., 1997). Em Digitalis obscura micropropagada foi observado que o
conteudo de lanatosideo A (cardenolideo predominante — cerca de 65%) e digitoxina
aumentam consideravelmente com o desenvolvimento da planta (GAVIDIA; PEREZ-
BERMUDEZ, 1997). Varias outras variagbes ontogenéticas envolvendo, por
exemplo, Oleos volateis, diterpenos, alcaldides, glicosideos cardiacos, taninos,
cumarinas e saponinas foram relatadas por Evans (1996).

Convém notar que, especialmente em estudos de campo e com plantas
anuais, os efeitos da sazonalidade podem ser confundidos com alteragdes
metabdlicas sob controle do processo de desenvolvimento internamente
(hormonalmente) controlado pela planta, devendo assim ser considerados em
conjunto.

Sabe-se também que tecidos mais novos geralmente possuem uma maior
taxa biossintética de metabdlitos (HARTMANN, 1996) tais como 6leos essenciais
(GERSHENZON et al, 1989; HALL; LANGENHEIN, 1986), lactonas
sesquiterpénicas (SPRING; BIENERT, 1987), acidos fendlicos (KOEPPE et al.,
1970), flavondides e estilbenos (SLIMESTAD, 1998) e alcaldides (HOFT et al.,

1998).

1.1.2. Temperatura

Apesar de cada espécie ter se adaptado ao seu habitat, as plantas
frequentemente sdo capazes de existir em uma consideravel faixa de temperatura. A
faixa em que ocorrem as variagdes anuais, mensais e diarias na temperatura € um

dos fatores que exerce maior influéncia em seu desenvolvimento, afetando portanto
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a producdo de metabdlitos secundarios (EVANS, 1996). No entanto, talvez pelo fato
de a temperatura de maneira geral ser uma consequéncia de outros fatores como
altitude e sazonalidade, n&o existem muitos estudos sobre sua influéncia

isoladamente na producédo de metabdlitos secundarios.

1.1.3. Disponibilidade hidrica

Fatores fisiologicos criticos, tais como fotossintese, comportamento
estomatal, mobilizacdo de reservas, expansao foliar e crescimento, podem ser
alterados por estresse hidrico e consequentemente levar a alteragbes no
metabolismo secundario (BAZAAZ et al., 1987; HSIAO, 1973; SALISBURY; ROSS,
1991). Os efeitos dos indices pluviométricos na vegetagdo devem ser considerados
em relacdo ao indice anual, sua distribuicdo pelo ano, seu efeito na umidade e seu
efeito conjunto com a capacidade de absor¢do de agua do solo (EVANS, 1996).
Outro fator € que a chuva continua pode resultar na perda de substancias
hidrossoluveis das folhas e raizes por lixiviacdo; sabe-se que isto se aplica a
algumas plantas produtoras de alcaldides, glicosideos e até mesmo 6leos volateis

(EVANS, 1996; WATERMAN; MOLE, 1994).

1.1.4. Radiagéo ultravioleta

As necessidades em relagdo a quantidade e intensidade de luz variam muito
em plantas. Diferentes espécies estdo adaptadas a uma enorme variagdo na
intensidade de incidéncia luminosa (EVANS, 1996; SALISBURY; ROSS, 1991,
WATERMAN; MOLE, 1989). Além disso, existe uma crescente preocupagdo com 0s
efeitos do aumento de radiagdo ultravioleta (UV-B, 280-320nm) decorrente da

depleg¢ao da camada de ozénio.
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Existe uma correlagcdo positiva bem estabelecida entre a intensidade de
radiacdo solar e a producdo de fenolicos (WATERMAN; MOLE, 1994), tais como
flavondides (CUADRA et al., 1997; TATTINI et al., 2004), taninos (DUDT; SHURE,
1994; DUSTIN; COOPER-DRIVER, 1992) e antocianinas (GRACE et al., 1998;
JEONG et al.,, 2004). Isso pode ser explicado, principalmente no caso de
flavonodides e fenilpropandides correlatos, pela protegcdo contra fotodestruigao
fornecida por estes metabodlitos ao absorver e/ou dissipar a energia solar,
dificultando assim a danificacdo pela radiacdo UV-B nos tecidos mais profundos
(ALENIUS et al., 1995; DeLUCIA et al., 1992; GRACE; LOGAN, 2000; WATERMAN;
MOLE, 1994).

Estudos mostram que a intensidade de luz € um fator que também influencia
a concentragcdo e/ou composicdo de outras classes de metabdlitos secundarios
(WATERMAN; MOLE, 1989), como terpendides (JOHNSON et al., 1999;
KAROUSOU et al.,, 1998; SPRING; BIENERT, 1987; YAMAURA et al., 1989),
glicosideos cianogénicos (BURNS et al., 2002) e alcaloides (HIRATA et al., 1993;

HOFT et al., 1996).

1.1.5. Solo e nutrientes

Na agricultura, a adicdo de nutrientes, particularmente o nitrogénio, é
geralmente empregada para aumentar a produgcdo de biomassa. No entanto, os
nutrientes afetam ndo somente o metabolismo primario, mas também influenciam a
producao de diferentes metabdlitos secundarios, e o impacto de mudangas em sua
disponibilidade na produgao de metabdlitos secundarios foi revista por Gershenzon
(1984). Estes efeitos, de certo modo, n&o s&o totalmente previsiveis; tendéncias

podem ser reconhecidas, mas nao é possivel criar regras solidas e estaveis
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(WATERMAN; MOLE, 1989). Por outro lado, apesar da reconhecida influéncia no
desenvolvimento vegetal, poucos estudos mostram relagbes entre pH ou
microorganismos do solo e o metabolismo secundario (EVANS, 1996).

De todos os nutrientes fornecidos as plantas pelo solo, somente os efeitos do
nitrogénio tém sido relativamente bem estudados, apesar de existirem algumas
informagdes disponiveis sobre enxofre, fésforo e alguns metais (GERSHENZON,
1984; WATERMAN; MOLE, 1989), e ha muito pouca informagao disponivel sobre o

impacto de micronutrientes na producdo de metabdlitos secundarios em plantas.

1.1.6. Altitude

Apesar dos poucos estudos neste sentido, a altitude também exerce efeitos
sobre o desenvolvimento e producdo de metabdlitos secundarios em plantas. A
correlagdo positiva geralmente existente entre o conteudo total de flavondides e a
altitude, por exemplo, € de particular interesse farmacéutico, uma vez que estes sao
constituintes ativos de um grande numero de plantas medicinais (BACHEREAU et
al., 1998; POLLE et al., 1992; VEIT et al., 1996; ZIDORN; STUPPNER, 2001). Esta
correlagdo pode ser explicada, em parte, pela maior susceptibilidade a radiacdo UV
em maiores altitudes, uma vez que, conforme ja comentado anteriormente,
flavonoides sao reconhecidos por propiciar protecdo a radiacio e seus efeitos.

Metaboalitos ndo fendlicos também podem ser influenciados pela altitude. Uma
comparagao entre coletas de Plantago lanceolata efetuadas em altas altitudes
versus baixas altitudes revelou maiores concentragdes do iridoide catolpol nas
primeiras (DARROW; BOWERS, 1997). O aumento de altitude leva a um

decréscimo no conteudo dos alcaldides diterpénicos de Aconitum napellus e
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piperidinicos de Lobelia inflata e no de 6leos volateis de tomilho e hortela pimenta
(EVANS, 1996).

1.1.7. Composig¢do atmosférica

Os poucos trabalhos sobre mudangas no metabolismo secundario
decorrentes de poluicdo atmosférica s&o, de modo geral, bastante limitados e
voltados principalmente para as consequéncias de niveis elevados de O3 ou CO3 no
metabolismo de fendlicos.

Foi relatado, por exemplo, que Digitalis lanata cultivada em casas de
vegetagcdo com atmosfera enriquecida com CO; (1000ppm) produziu 3,5 vezes mais
digoxina (um glicosideo cardiaco utilizado na terapéutica) por hectare do que
plantas cultivadas no campo (EVANS, 1996). Por outro lado, a planta Plantago
lanceolata, quando cultivada em atmosfera com elevada concentragdo de CO;

(700uL/L) apresenta concentragdes similares ou menores de iridéides do que as

cultivadas em condigbes ambientes (CO, =350uL/L) (FAJER et al., 1992).

1.1.8. Indugéo por estimulos mecénicos e/ou ataque de patogenos

Fatores mecanicos aos quais as plantas estdo susceptiveis, tais como
ferimentos, ou mesmo meros estimulos causados por chuva, granizo, vento, areia,
invasdo por patdégenos e pastagem de herbivoros, também podem influenciar a
expressdo do metabolismo secundario (BOWERS; STAMP, 1993; CIPOLLINI Jr,
1997; REYMOND et al., 2000; VAZQUEZ-FLOTA et al., 2004).

Danos causados a plantas por ferimentos ou ataque de herbivoros ou
patdogenos frequentemente levam a uma resposta bioquimica que reduz a
aceitabilidade do ¢6rgdo ou de todo o organismo a ataques futuros (HEIL;

BOSTOCK, 2002; WATERMAN; MOLE 1989). O mais claro exemplo disto é a
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producdo de novo de fitoalexinas (compostos geralmente derivados de
fenilpropandides, mas também de terpendides ou poliacetiienos) em resposta a
invasdo de patégenos (HARBORNE, 1989a; HEIL; BOSTOCK, 2002; SALISBURY,
1991; WATERMAN; MOLE, 1989). Algumas plantas, como o tomate e a batata, em
resposta a alimentacéo por insetos produzem rapidamente peptideos inibidores de
proteinase, o que pode diminuir significantemente a palatabilidade da planta ou
parte dela (GRAHAM et al., 1986; HARBORNE, 1989b; HILDER et al., 1987;
WATERMAN; MOLE, 1989)

Uma outra forma de defesa induzida, aparentemente bem distinta da anterior,
€ a resposta a curto ou longo prazo a danificagéo de tecidos vegetais, aumentando
a producao e acumulo de metabdlitos secundarios ja existentes, levando a fuga dos
herbivoros (HARBORNE, 1989b; WATERMAN; MOLE, 1989). Este acréscimo &, as
vezes, uma resposta localizada somente no 6rgédo danificado, e outras vezes uma
resposta mais geral, podendo afetar a bioquimica vegetal como um todo (BALDWIN
et al., 1997; JOHNSON; BRAIN, 1985; WATERMAN; MOLE, 1989). A danificagao
artificial em plantulas de Catharanthus roseus (vinca), por exemplo, resultou em um
aumento de cerca de 100% no conteudo dos alcaldides ajmalicina e vindolina 48h
apods o tratamento; em contraste, o conteudo de catarantina ndo sofreu alteragdes
significativas (VAZQUEZ-FLOTA et al., 2004).

Sabe-se também que o nivel de indug&o pode variar de acordo com o agente
causador. De fato, algumas observagbes tém revelado que injuria causada por
alimentagao de insetos pode resultar em uma resposta fisiologica diferenciada, na
qual a expressado génica e/ou formacdo de metabdlitos secundarios é induzida

especificamente ou mais rapidamente, devido a eliciadores presentes na saliva do
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inseto (KORTH; DIXON, 1997; NEUVONEN et al., 1987; PARE; TUMLINSON, 1997;

REYMOND et al., 2000).

' Ritmo circadiano
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Figura 1. Principais fatores que podem influenciar o acumulo de metabdlitos
secundarios em plantas (ilustragdo de C. A. Carollo; extraida de
GOBBO-NETO; LOPES, 2007).

1.2. Implicagdes taxondmicas das variagoes do metabolismo secundario

As diferentes populagdes de praticamente todas as espécies de plantas
apresentam alguma variagdo quimica em uma ou mais classes de constituintes. Em
alguns casos, ragas quimicas bem definidas sao relatadas, sendo sugerido que

essas deveriam ser tratadas como taxa infra-especificos (MABRY, 1973).
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As ragas quimicas ou quimiotipos sao definidas como populacdes
quimicamente distintas dentro de uma espécie que possuem fendtipos semelhantes
e diferentes genotipos, e assim sendo, apesar de idénticas na aparéncia externa,
diferem em seus constituintes quimicos. Essas varia¢gdes quimicas geneticamente
controladas tém importantes implicagdes para o desenvolvimento de drogas brutas
de qualidade superior. O conceito de raga quimica, contudo, € distinto do
polimorfismo local, o qual é resultante de variagdes induzidas por fatores externos
(EVANS, 1996).

Os resultados de estudos de variagcbes na produgcdo de metabdlitos
secundarios em determinada planta podem revelar se as substancias estudadas sao
uteis como marcadores quimicos e, portanto, se poderiam servir como um conjunto
adicional de caracteres taxonémicos para a definicdo de taxa complexos e
determinagcdo de quimiotipos (MABRY, 1973; WILT et al., 1992). Flavondides
(EMERENCIANO et al., 2001; FIASSON et al., 1991), acidos fendlicos (MANEZ et
al., 1994) e lactonas sesquiterpénicas (SEAMAN, 1982; ZDERO; BOHLMANN,
1990), por exemplo, tém se demonstrado confiaveis caracteres quimiossistematicos.

Os compostos fendlicos sao potencialmente uteis como marcadores quimicos
em variados niveis taxonomicos. Os flavondides em particular possuem ampla
variedade bioquimica, a qual tem sido util em muitos casos para a distingdo entre
taxas e quimiotipos (HARBORNE, 1975; SEIGLER, 1981; WILT; MILLER, 1992).
Numerosos estudos utilizaram-se de flavondides para obter uma classificacao
satisfatoria entre géneros quando a classificagdo morfolégica e/ou anatémica é muito
complicada, como realizado por exemplo com os géneros Attalea (WILLIAMS et al.,
1983, 1985), Chondropetalum (HARBORNE et al., 1985) e Sideritis (FERRERES et

al., 1989). Além disso, trabalhos também relatam a determinagéo de ragas quimicas
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baseadas na composicdo destes metabdlitos em varias espécies, tais como
Centaurea montana (GONNET, 1992) e Cistus ladanifer (CHAVES et al., 1997) entre
outras.

Lactonas sesquiterpénicas também sao consideradas valiosos marcadores
quimiotaxondémicos, tanto no nivel interespecifico quanto no infra-especifico, com
base nos seus diferentes esqueletos carbdnicos e seus padrées de substituicdo
(FEUERSTEIN et al., 1986; SEAMAN, 1982; ZDERO; BOHLMANN, 1990). Foram
utilizadas, por exemplo, para o estabelecimento de quimiotipos em Eremanthus
seidelii (SAKAMOTO et al., 2005), Parthenium hysterophorus (PICMAN; TOWERS,
1982), Artemisia annua (WALLAART et al., 2000) e em Artemisia herba-alba (neste
caso, em conjunto com constituintes do 6leo essencial) (SEGAL et al.,1987).

Também ha relatos de quimiotipos definidos com base na composicdo de
Oleos essenciais como, por exemplo, em Tanacetum vulgare (KESKITALO et al.,
2001), Artemisia herba-alba (neste caso, em conjunto com lactonas
sesquiterpénicas) (SEGAL et al.,1987), e Ocimum gratissimum (VIEIRA et al., 2001).

Na maioria dos estudos quimiossistematicos somente uma classe de
compostos é analisada e os resultados sao frequentemente dados somente de uma
maneira qualitativa ou semiquantitativa. Isto pode ser apropriado para estudos em
grupos contendo uma ampla gama de variabilidade. Entretanto, padrbes de
metabdlitos secundarios similares, e as vezes idénticos, s&o encontrados em
especies fortemente correlatas ou entre populagdes de uma mesma espécie. Para
estes grupos, estudos quimiossistematicos quantitativos podem fornecer caracteres
adicionais para a discriminagao de taxas ou quimiotipos. Pré-requisitos para o uso
de dados fitoquimicos para a distingdo entre taxa sdo: 1- o grau de variagdo entre

diferentes populagdes de um dado taxon; 2- a variagao entre individuos dentro de
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uma populagdo 3- diferengas no conteudo de uma dada substancia durante o
periodo de crescimento e no decorrer do ano; 4- variacdo entre populacdes
crescendo em diferentes ambientes ecoldgicos (ZIDORN; STUPPNER, 2001).

O grau de variagdo da concentracdo de metabdlitos secundarios interplanta,
intra-espécie e sazonal em um dado 6rgdo afetara sua utilidade como marcador
taxondmico. Taxa quimicamente definidos podem ser aceitos com base em
diferengcas quantitativas somente quando estas diferencas excedem essas
flutuagcdes e quando sdo estatisticamente significantes (SEIGLER, 1981; WILT;

MILLER, 1992).

1.3. Implicagbes das variagbes do metabolismo secundario em plantas

medicinais

Conforme visto, o metabolismo secundario de plantas pode variar
consideravelmente dependendo de varios fatores (Figura 1), sendo que a
constancia de concentracbes de metabdlitos secundarios € praticamente uma
excegao. Por outro lado, estudo recente mostrou que os metabdlitos secundarios de
uma espeécie vegetal selvagem, amostrada diretamente em seu habitat em trés
diferentes populagdes, se mantiveram em concentragdes constantes durante os dois
anos do estudo, demonstrando, portanto, que em alguns casos o metabolismo
secundario pode nao se alterar em fungdo de fatores climaticos, temporais ou
ambientais (SAKAMOTO et al., 2005).

Os fatores expostos (Figura 1), bem como outros que podem afetar o
conteudo final de metabdlitos secundarios em plantas medicinais, tais como
condigbes de coleta, estabilizacdo e estocagem, podem ter grande influéncia na

qualidade e consequentemente no valor terapéutico de preparados fitoterapicos
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(CALIXTO, 2000; EVANS, 1996). O controle de qualidade e a padronizagdo de
fitoterapicos envolvem varias etapas, entretanto, a fonte e a qualidade das matérias-
primas (planta medicinal) tém um papel central na obtencdo de produtos com
constancia de composicdo e propriedades terapéuticas reprodutiveis (CALIXTO,
2000).

O processo legal de regulamentacéo e legislagcado de preparados fitoterapicos,
devido principalmente a aspectos culturais, € diferente em cada pais. Muitos paises
da Europa utilizam plantas medicinais de forma ampla, como a Alemanha e a
Franca, que detém 39 e 29% do total de vendas da Unido Européia,
respectivamente (SILANO et al., 2004; VEIGA Jr. et al., 2005). As legislacbes
européias tém sido ampliadas por normas cada vez mais restritivas, exigindo testes
que comprovem a eficacia, qualidade e segurancga dos fitoterapicos (SILANO et al.,
2004; VEIGA Jr. et al., 2005). Neste mesmo sentido, no Brasil, resolu¢des recentes
da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) dispdem sobre o registro de
medicamentos fitoterapicos (ANVISA, 2004). A Resolugdo-RDC n° 48 de 16 de
marco de 2004 exige, com excegdo para aqueles fitoterapicos enquadrados como
“fitoterapicos tradicionais”, a apresentacao de uma série de relatérios que atestem,
para o preparado fitoterapico a ser registrado, a seguranga e a eficacia, bem como
normas de producdo e controle de qualidade visando reprodutibilidade e constancia
de principios ativos e/ou marcadores caracteristicos da espécie vegetal (ANVISA,
2004; VEIGA Jr. et al., 2005).

Assim, baseando-se nos relatos aqui apresentados, € evidente que existe a
necessidade de uma analise quimica detalhada de plantas destinadas ao uso
terapéutico. Sabendo-se dos inumeros fatores que podem levar a variagdes no

conteudo de metabdlitos secundarios, fica clara a necessidade de estudos visando
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detectar as condicbes e épocas para cultivo e/ou coleta que conduzam a uma
matéria-prima vegetal com concentragdes desejaveis de principios ativos. Também
se faz necessario um rigoroso controle de qualidade realizado por meio de técnicas
analiticas modernas para garantir constancia na composicdo de metabdlitos
secundarios no preparado fitoterapico em escala industrial. Além disso, o
reconhecimento e a compreensao dessas variagdes poderdo, no futuro, auxiliar na
ampliagdo dos conhecimentos sobre interagbes ecologicas do vegetal com o seu

ambiente.

1.4. Técnicas hifenadas na analise de produtos naturais

O acoplamento de um sistema de separagdo cromatografica a um detector
espectroscopico ou espectrométrico visando a obtencado de informacgdes estruturais
de metabdlitos de interesse diretamente a partir de misturas €, sem duvida,
vantajosa em relagdo ao processo classico de isolamento e posterior elucidagéao
estrutural. O termo “técnicas hifenadas” vem sendo utilizado para denominar estas
técnicas acopladas (CROTTI et al., 2006a). Os mais importantes avangos na analise
de misturas complexas foram inicialmente obtidos apdés o desenvolvimento do
acoplamento da cromatografia gasosa (CG) a detectores de espectrometria de
massas (CG-EM), a qual atualmente é utilizada rotineiramente em muitas areas, por
exemplo para a analise de Oleos essenciais na industria cosmética. Porém, esta
técnica tem a grande limitacdo de somente permitir a analise de substancias
termicamente estaveis, que podem ser volatilizadas intactas. Na cromatografia
liguida (CL) os primeiros sistemas hifenados ou de simples detecgdo foram o
ultravioleta (UV), o infravermelho, o eletroquimico e a fluorescéncia. Nenhum destes

exemplos pode ser considerado uma técnica universal, mas tornam possivel a
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analise de matrizes complexas nao volateis, constituidas de componentes de maior
peso molecular (CROTTI et al., 2006a).

Apesar do fator limitante da existéncia de um cromd&foro para propiciar a
detecgcdo em ultravioleta, o desenvolvimento de detectores de arranjo de diodos
(DAD - diode array detector ou PDA — photo-diode array) estimulou o
desenvolvimento de analises de misturas mais complexas por CL hifenada. As
principais razdes para o sucesso inicial desta técnica foram: 1) vantagem da
obtencdo do espectro de UV de cada substancia separada pelo sistema CL, o que
fornece alguma informacéao estrutural, ainda que limitada; 2) o relativo baixo custo da
técnica em relacdo a outras técnicas hifenadas. Entretanto, a necessidade de se
obter mais informacéo estrutural para cada componente de uma mistura complexa
levou ao desenvolvimento das técnicas hifenadas modernas hoje disponiveis, tais
como o acoplamento de CL com espectrometria de massas (CL-EM) e ressonancia
magnética nuclear (CL-RMN) (CROTTI et al., 2006a).

Nas técnicas hifenadas envolvendo espectrometria de massas, conforme ja
comentado, o espectrdmetro de massas € acoplado em linha com um método de
separagao, como cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), CG, cromatografia
de fluido supercritico ou eletroforese capilar. Apés o processo de separacdo, o
eluente da coluna CLAE, por exemplo, é dividido por um splitter localizado no final
da coluna cromatogréfica, direcionando parte do fluxo para a fonte de ionizacéo do
espectrdmetro de massas, sendo que a outra parte do eluente pode ser direcionada
a outro tipo de detector. Assim, o acoplamento entre CLAE e os detectores de EM e
DAD em paralelo resulta em uma das técnicas hifenadas mais utilizadas atualmente:

CLAE-DAD-EM (CROTTI et al., 2006a).
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Nos dias de hoje, uma das maiores aplicagdes das técnicas hifenadas na area
de produtos naturais é na chamada derreplicagdo de misturas complexas, ou seja, a
caracterizagao rapida dos constituintes de uma mistura para estabelecer quais ja
foram previamente identificados (CORDELL; SHIN, 1999; HOSTETTMANN et al.,
2001). De fato, nas ultimas duas décadas, as técnicas hifenadas tém se tornado a
mais importante estratégia para a identificagcdo e/ou confirmacgéo da identidade de
compostos quimicos desconhecidos. O screening quimico utilizando técnicas como
CLAE-EM, CLAE-DAD-EM e CLAE-EM-RMN rapidamente fornece ampla informacgao
estrutural, possibilitando, em muitos casos, a identificacdo inequivoca de compostos
on-line e assim auxiliando na racionalizagdo dos estudos fitoquimicos (WILSON;
BRINKMAN, 2003). Com isso, fica claro que estas técnicas criaram possibilidades
para o screening quimico ou determinagao do perfil metabdlico dos componentes de
extratos de produtos naturais, pois provéem um método rapido e confiavel para a
distincdo entre compostos previamente identificados e novas moléculas, diretamente
a partir de extratos vegetais brutos. Isso elimina, ou diminui muito, a necessidade do
processo de isolamento e purificagdo de compostos ja conhecidos, e direciona ao
isolamento de constituintes apresentando caracteristicas espectroscopicas novas,
diferentes ou de interesse bioldgico (CORDELL; SHIN, 1999; HOSTETTMANN et al.,
2001; NIELSEN; SMEDSGAARD, 2003).

A técnica mais associada com o processo de derreplicagdo usualmente
consiste de um sistema CLAE-EM ou CLAE-DAD-EM, apesar de muitos estudos ja
utilizarem CLAE-RMN e, até mesmo, CLAE-EM-RMN (HOSTETTMANN et al., 2001).
Na derreplicacdo de produtos naturais por CLAE-DAD-EM, os espectros de UV e
dados de EM, como massas moleculares (acuradas no caso de analisadores que

permitam alta resolugao) e espectros de ions produto (no caso dos espectrémetros
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que permitam a fragmentagcdo em célula de colisdo e a realizacdo de EM/EM) sao
usualmente utilizados em conjunto com informagdes quimiossistematicas da espécie
analisada e bancos de dados de compostos naturais, como o NAPRALERT ou
SciFinder (CORDELL; SHIN, 1999; CROTTI et al, 2006a NIELSEN;
SMEDSGAARD, 2003;).

Entre as técnicas de ionizagao, a mais utilizada para acoplamento com CLAE,
devido a sua versatilidade, é a ESI (ionizagao por electrospray). ESI € o processo
pelo qual, a pressdo atmosférica, um campo elétrico intenso dispersa uma amostra
liguida em um gas, na forma de um fino spray de gotas carregadas que, por
evaporagao, resultam em ions na fase gasosa (CROTTI et al., 2006b; FENN, 2003).
Em ESI, a ionizacdo ocorre principalmente por reacdes acido-base de Bronsted-
Lowry, ou seja, pela protonagdo ou desprotonagdo de moléculas (CECH; ENKE,
2001; CROTTI et al., 2006b). Assim, substancias que apresentam grupos funcionais
basicos (principalmente aminas, amidas, lactamas, ésteres e lactonas) podem ser
melhor analisadas no modo de ionizacao positiva, dada a maior facilidade com que
estes grupos sdo potonados em solugdo. Inversamente, moléculas contendo
funcbes acidicas, tais como acidos carboxilicos e fendis, podem ser melhor
analisadas no modo de ionizagdo negativa, no qual produzem as moléculas
desprotonadas relativamente estaveis (CECH; ENKE, 2001; CROTTI et al., 2006b).
ESI é um método muito brando, e pouca energia residual é retida pelo analito apos a
ionizagdo, normalmente acarretando uma baixa fragmentacgéo. Portanto, a reduzida
transferéncia de energia para as moléculas é uma desvantagem desta técnica para
estudos de elucidagdo estrutural. Para contornar essa desvantagem, foram
desenvolvidos equipamentos de espectrometria de massas sequencial (EM/EM ou

EM"), na qual as moléculas podem ser fragmentadas.
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Em uma analise EM/EM, um ion do primeiro estagio (chamado ion precursor)
€ selecionado e transferido para uma célula de colisdo. A fragmentagcdo do ion
precursor se da através de dissociagao induzida por colisdo (CID — collision-induced
dissociation) utilizando um gas inerte (usualmente Ar, N, ou CO;). Os ions
resultantes (ions produto ou de segunda geragao) sao, de modo geral, altamente
indicativos da estrutura do ion precursor. A identificacdo de compostos
desconhecidos, combinando dados de massas moleculares exatas com os espectros
de ions produto obtidos se torna, entdo, possivel. Isto se aplica especialmente para
séries homologas de compostos cuja relagao estrutura-fragmentagcao é previamente
conhecida (CROTTI et al., 2005; CROTTI et al., 2006b; NIESSEN, 2000). Assim,
certos aspectos dos analisadores de massas, como a capacidade de realizar
experimentos de EM" (multiplos estagios de isolamento do ion precursor e
fragmentacao por CID) e a capacidade de fornecer espectros em alta resolugao e
medicdo de massas acuradas sao criticos para estudos com CLAE-EM e CLAE-

EM/EM.

1.5. A espécie Lychnophora ericoides Mart.

Uma das maiores e mais fascinantes familias dentre as chamadas plantas
superiores (Angiospermae) € a Asteraceae, face ao numero elevado de espécies,
diversidade morfoldgica, riqueza de metabdlitos secundarios, atividade farmacoldgica
de algumas plantas e de substancias delas extraidas e utilidade para o ser humano
(BREMER, 1994).

Esta familia caracteriza-se quimicamente pela elevada capacidade de
biossintetizar metabdlitos secundarios com grande diversidade estrutural, havendo

predominancia de poliacetilenos, flavondides, cumarinas e terpendides (HEYWOOD
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et al., 1977, ZDERO; BOHLMANN, 1990). Dentre os ultimos, devido as diferentes
atividades bioldgicas, destacam-se as lactonas sesquiterpénicas (LST), substancias
presentes em quase todas as tribos (PICMAN, 1986; RODRIGUEZ et al., 1976;

SCHMIDT, 1999).

Dentro de Asteraceae ha um particular interesse fitoquimico pela tribo
Vernonieae, pois o Brasil, onde é representada por cerca de 40 géneros e 450
espécies, € reconhecido como um de seus principais centros de ocorréncia (SEMIR,

1991).

Lychnophorinae, subtribo pertencente a tribo Vernonieae, destaca-se por sua
distribuicdo restrita ao Brasil. Esta subtribo compreende 9 géneros e 81 espécies,
tendo como metabdlitos secundarios caracteristicos LST do tipo furanoeliangolido
(BORELLA et al., 1998; ROBINSON, 1999).

Espécies do género Lychnophora, classificadas nessa subtribo, destacam-se
por estarem entre as plantas da familia Asteraceae utilizadas na medicina popular
brasileira, ao lado da carqueja (Bacchatris trimera), do guaco (Mikania glomerata) e do
boldo brasileiro (Vernonia condensata), por exemplo.

Este género apresenta espécies com um microendemismo bastante
pronunciado, ocorrendo em regides elevadas e tendo distribuicdo restrita aos
complexos rupestres de quartzito da Bahia, Goias, Tocantins e Minas Gerais
(ROBINSON, 1999; SEMIR, 1991). Desde a sua descrigdo por Martius em 1822
(publicado em 1873), o género vem sofrendo varias alteragdes, principalmente no
que se refere ao numero de espécies (COILE; JONES, 1981; ROBINSON, 1999;
SEMIR, 1991). Observa-se, portanto, que a situagdo deste género em relagdo a
taxonomia ainda € complexa, devendo-se salientar que estudos fitoquimicos

envolvendo outras de suas espécies poderdao contribuir para o estudo
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quimiotaxondmico do mesmo.

Entre as 14 espécies de Lychnophora, considerando-se as redug¢des por
sinonimias estabelecidas por Robinson (1999), que foram objeto de algum tipo de
estudo fitoquimico observou-se uma ampla ocorréncia de LST, sendo considerados
como metabdlitos secundarios caracteristicos do género as do tipo furanoeliangolido
(subdivididas entre goyazensolidos e eremantolidos) (BORELLA et al. 1998;
SAKAMOTO et al., 2003; SARGENTI; VICHNEWSKI, 2000).

A literatura registra uma série de atividades biolégicas de espécies de
Lychnophora, tais como tripanocida [L. granmogolense, L. passerina, L. vilosissima,
L. pohlii, L. salicifolia, L. staavioides (CHIARI et al., 1991; CHIARI et al., 1996;
GRAEL et al., 2000; GRAEL et al., 2005; JORDAO et al., 2004; OLIVEIRA et al.,
1996; TAKEARA et al., 2003)], antiinflamatdéria [L. ericoides (GOBBO-NETO et al.,
2005)], analgésica [L. ericoides (CERQUEIRA et al., 1987; SANTOS et al., 2005)],
antibacteriana e antifungica [L. salicifolia (JORDAO et al., 1997; MIGUEL et al.,
1996)] e moluscida [L. brunioides (BAZON et al., 1997)]

Embora espécies do género Lychnophora nao sejam utilizadas na producao
de medicamentos, algumas delas séo freqientemente empregadas na medicina
popular, conforme ja mencionado. Destas, a espécie L. ericoides é a mais utilizada,
sendo extraida em larga escala de seu habitat natural, o que, juntamente com a
rapida destruicdo do cerrado, levou-a a constar na Lista Oficial de Espécies da Flora
Brasileira Ameacadas de Extincdo (IBAMA 1992; Sociedade Botanica do Brasil,
1992). Hidrolatos (Figura 2) e o p6 das folhas, bem como o p6 das raizes de
espécies de Lychnophora, conhecidas como "falsas arnicas", sao utilizados, na
medicina popular, como antiinflamatério, analgésico, antimicrobiano e cicatrizante

(BORELLA et al.,, 1998, BORSATO et al.,, 2000; CERQUEIRA et al., 1987;
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SAKAMOTO et al., 2003). Neste sentido, a prépria populagdo que a utiliza relata
diferencas na atividade do hidrolato obtido a partir de plantas coletadas em
diferentes épocas do ano, indicando como melhor época para a coleta o periodo de
florada. Além disso, em varias regides de ocorréncia, esta planta é utilizada como
aromatizante para cachaca, sendo que para esta finalidade ramos da planta sao

colocados para macerar no interior das garrafas da bebida (Figura 2).
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Figura 2. Hidrolato (foto cedida por N.P. Lopes) e cachaga aromatizada com ramos

de Lychnophora sp., utilizados popularmente.
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L. ericoides (Figura 3) possui grande polimorfismo, podendo ser faciimente
confundida com outras espécies do mesmo género, principalmente L. pinaster e L.
pseudovilosissima. Cresce em locais xéricos, como campos pedregosos a arenosos-
graminosos, ou entre serrotes (SEMIR, 1991).

A investigagao fitoquimica desta espécie foi direcionada principalmente para
os constituintes de polaridade meédia. Estes estudos levaram ao isolamento de
esteroides, triterpenos, flavondides e LST das partes aéreas e lignanas das raizes
(BORELLA et al., 1998; BORSATO et al, 2000; SAKAMOTO et al., 2003;

SARGENTI; VICHNEWSKI, 2000).

Figura 3. Individuo adulto de L. ericoides em seu habitat.
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As LST goyazensolido (Figura 4; estrutura 5) e centraterina (Figura 4;
estrutura 7), isoladas das folhas, apresentam atividade antiinflamatéria in vitro
através da inibicdo do mediador central da inflamagcédo NF-kB (LYSS et al., 1998;
RUNGELER et al., 1999). Varias atividades boldgicas tém sido atribuidas a esta
classe de compostos (PICMAN, 1986; RODRIGUEZ et al., 1976; RUNGELER et al.,
1999; SCHMIDT, 1999). Algumas destas atividades, como a antiinflamatéria,
analgésica e citotoxica, tém sido relacionadas ao grupo funcional y-lactona a,[3-
insaturado, que pode atuar como um grupo aceptor em reagdes de adicdo do tipo
Michael com grupos sulfidrila de biomoléculas, levando a inativacéo inespecifica de
enzimas funcionalmente essenciais (RUNGELER et al., 1999). Um estudo mais
detalhado empregando neutrdéfilos mostrou que as LST do tipo goyazensolido ligam-
se a glutationa, e por isso podem n&o estar disponiveis em quantidade suficiente
para a agao antiinflamatoria in vivo, resultando no aumento do processo oxidativo
celular (BRIGADAO, 2004).

Entre as substancias de polaridade média das raizes foi verificada a atividade
analgésica das lignanas cubebina e metil-cubebina, sendo que a primeira
apresentou-se mais ativa (BORSATO et al., 2000).

Recente estudo fitoquimico realizado com folhas previamente lavadas para
retirada de LST presentes na superficie foliar levou ao isolamento de acidos
cafeoilquinicos (Figura 4; estruturas 39 a 41), glicosideos (Figura 4; estruturas 37 e
38) e flavondides, entre os quais duas flavonas di-C-glicosiladas (Figura 4;
estruturas 28 e 29) (GOBBO-NETO, 2002; GOBBO-NETO et al., 2005). Este estudo
foi iniciado devido a acdo antiinflamatoéria in vivo deste extrato, enquanto que o
estudo realizado com a fragao polar do extrato das raizes foi estimulado pela agao

analgésica também in vivo. O fracionamento do extrato polar das raizes levou ao
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isolamento de uma saponina e dos mesmos derivados cafeoilquinicos (SANTOS,
2002; SANTOS et al., 2005). Entre as substancias isoladas nestes dois estudos,
destacam-se os acidos cafeoilquinicos, compostos amplamente estudados por suas
atividades biologicas [antiinflamatéria, analgésica e antioxidante, entre outras
(BASNET et al., 1996; CAPASSO et al., 1998; MARUTA et al., 1995; PELUSO et al.,
1995; RASTRELLI et al., 1998; SANTOS, 2002; SANTOS et al., 2005; SCHOLZ et
al., 1993; VITURRO et al., 1999)] e a flavona di-C-glicosidica vicenina-2 (Figura 4;
estrutura 28) que se mostrou ativa em ensaios de edema de pata em ratos (GOBBO-

NETO, 2002; GOBBO-NETO et al., 2005).



Tabela 1. Metabdlitos secundarios isolados de L. ericoides e seus extratos de origem.

Substancia

Tipo de esqueleto

Extrato de origem

Referéncia

Estrutura quimica

(Figura 4)
LACTONAS SESQUITERPENICAS
centraterina furanoeliangolido partes aéreas 1,2 7
. . ) cultura celular,
goyazensolido furanoeliangolido . 2,4 5
lavagem foliar
) _ _ partes aéreas,
lychnopholido furanoeliangolido 2,3 8
lavagem foliar
4,5-diidro-15B-desoxigoyazensolido furanoeliangolido lavagem foliar 2 2
4,5-diidro-15a-desoxigoyazensolido furanoeliangolido lavagem foliar 2 1
15-desoxigoyazensolido furanoeliangolido partes aéreas 3 6
2’,3’-diidro-15-desoxigoyazensolido furanoeliangolido partes aéreas 3 9
4,5-diidro-15a-lychnopholido furanoeliangolido lavagem foliar 2 3
1-ox0-3,10-epoxi-8-angeloiloxigermacra- . . _
_ furanoeliangolido lavagem foliar 2 4
2-en-6(12)-olido
partes aéreas,
eremantolido A eremantolido 1,2 17
lavagem foliar
eremantolido C eremantolido lavagem foliar 2 16
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Estrutura quimica

Substancia Tipo de esqueleto Extrato de origem Referéncia ]
(Figura 4)
4 5-diidro-150-eremantolido A eremantolido partes aéreas 1,3 10
16a-(1-metilprop-1Z-enil)-eremantolido eremantolido lavagem foliar 2 18
15-hidroxi-16a-(1-metilprop-1Z-enil)-
eremantolido lavagem foliar 2 19
eremantolido
partes aéreas,
4 5-diidro-150-eremantolido C eremantolido 1,2 12
lavagem foliar
B _ _ partes aéreas,
4,5-diidro-15p-eremantolido C eremantolido 1,2 11
lavagem foliar
4,5-diidro-150.-[16a-(1-metilprop-1Z-enil)]- _ _
eremantolido lavagem foliar 2 13
eremantolido
4,5-diidro-15p-[16a-(1-metilprop-1Z-enil)]- _ _
eremantolido lavagem foliar 2 14
eremantolido
1-0x0-3(10),8(16)-diepoxi-16-metilprop-1Z-enil- _
eremantolido lavagem foliar 2 15

16-metoxigermacra-2-en-6(12)-olido

TRITERPENOS
friedelina lupano partes aéreas 1 -
friedelanol lupano partes aéreas 1 -
lupeol lupano partes aéreas 1 -
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Estrutura quimica

Substancia Tipo de esqueleto Extrato de origem Referéncia ]
(Figura 4)
chikusetsusaponina IV-A saponina triterpénica fragao polar das raizes 6
ESTEROIDE
estigmasterol estigmastano partes aéreas 1
FLAVONOIDES
galangina flavonol partes aéreas 3 22
quercetina flavonol partes aéreas 1 21
7.4’ -diidroxiflavonol flavonol partes aéreas 3 20
5,7-diidroxi-3-metoxiflavonol flavonol partes aéreas 3 23
_ _ . partes aéreas,
pinobanksina diidroflavonol . 1,2,3,9 32
lavagem foliar
7.4’ -diidroxidiidroflavonol diidroflavonol partes aéreas 3 31
5,7 ,4’-triidroxidiidroflavonol diidroflavonol partes aéreas 3 30
_ _ lavagem foliar,
pinocembrina flavanona 2,9 35
folhas
_ . lavagem foliar,
pinostrobina flavanona 2,9 36

folhas
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Estrutura quimica

Substancia Tipo de esqueleto Extrato de origem Referéncia
(Figura 4)
5,7-diidroxi-4’-hidroxiflavanona flavanona partes aéreas 3 33
7-hidréxi-4’-metoxiflavanona flavanona partes aéreas 3 34
acacetina flavona partes aéreas 3 27
apigenina flavona fragcao polar das folhas 9 26
luteolina flavona partes aéreas 1,9 25
5,7-diidroxiflavona flavona partes aéreas 3 24
vicenina-2 di-C-glicosilflavona fragao polar das folhas 8 28
6,8-di-C-B-glicopiranosil-crisina di-C-glicosilflavona fragcao polar das folhas 8 29
LIGNANAS
hinoquinina dibenzilbutirolactona raizes 7 -
desoxipodorizina dibenzilbutirolactona raizes 7 -
3,4-bis-(3,4,5-trimetoxifenil)-
metiltetrohidrofuran-2-ona dibenzilbutirolactona raizes 7 .
a-cubebina dibenzilbutirolactol raizes 7 -
B-cubebina dibenzilbutirolactol raizes 7
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o ] ] _ . | Estrutura quimica
Substancia Tipo de esqueleto Extrato de origem Referéncia ]
(Figura 4)
a-metilcubebina dibenzilbutirolactol raizes 7
B-metilcubebina dibenzilbutirolactol raizes 7
o-metilclusina dibenzilbutirolactol raizes 7
B-metilclusina dibenzilbutirolactol raizes 7
diidrocubebina dibenzilbutanol raizes 7
ACIDOS CLOROGENICOS
fragcao polar das raizes,
acido 3,5-di-O-E-cafeoilquinico 509 39
fragcao polar das folhas
. . . . fragéo polar das raizes,
acido 4,5-di-O-E-cafeoilquinico 509 40
fragcao polar das folhas
_ _ . _ fragéo polar das raizes,
acido 3,4,5-tri-O-E-cafeoilquinico 509 41
fracao polar das folhas
OUTROS GLICOSIDEOS
icarisideo F2 fragcao polar das folhas 9 38
dendrantemosideo A fracdo polar das folhas 9 37

Referéncias: 1: Borella et al., 1998; 2: Sakamoto et al., 2003; 3: Sargenti; Vichnewski, 2000; 4: Santos et al., 2004; 5: Santos et al., 2005;

6: Santos, 2002; 7: Borsato et al., 2000; 8: Gobbo-Neto et al., 2005; 9: Gobbo-Neto, 2002.
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Figura 4. Estruturas quimicas das substancias isoladas a partir de extratos de média

e alta polaridade das partes aéreas de L. ericoides.
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Como objetivos deste estudo foram propostos:

a identificagcdo, por meio de CLAE-DAD-EM e CLAE-DAD-EM/EM de
metabdlitos secundarios de média a alta polaridade majoritarios nas folhas de
cinco populagdes de L. ericoides.

o desenvolvimento e validagdo de uma metodologia analitica por CLAE-DAD
para verificar a existéncia ou auséncia de variagbes sazonal, circadiana, intra-

e interpopulacional nos teores dos metabdlitos secundarios majoritarios.



3. MATERIAL E METODOS
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3.1. Especificagées de materiais e instrumentos

3.1.1. Solventes empregados

Como solventes para preparagado das amostras e cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) foram utilizados metanol (MeOH), acetonitrila (ACN), hexano e
acido aceético (HAc) grau HPLC (todos da marca J.T. Baker), além de H)O
deionizada (18mQ; Milli-Q, Millipore), todos filtrados e posteriormente degaseificados

com auxilio de vacuo e banho de ultra-som.

3.1.2. Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

O desenvolvimento/validagdo do meétodo e as analises de variagbes
metabdlicas foram realizados em um sistema CLAE acoplado a um detector na
regiao de UV com arranjo de diodos (sistema CLAE-DAD). Foi utilizado um
cromatoégrafo liquido Shimadzu modelo LC-6AD, equipado com um detector UV-DAD
modelo SPD-M10Avp e injetor automatico modelo SIL-10AF, controlados pelo
software CLASS-VP 6.14.

A identificacdo e/ou confirmac&o dos picos cromatograficos foram realizadas
em um sistema CLAE acoplado a um detector de UV-DAD e a um espectrometro de
massas (sistemas CLAE-DAD-EM e CLAE-DAD-EM/EM). Assim, foi utilizado um
cromatoégrafo liquido Shimadzu LC-20A, acoplado a um detector UV-DAD (CBMZ20A,
Shimadzu) e a um espectrémetro de massas UItrOTOF (Bruker Daltonics) com
ionizagdo por electrospray (ESI) e analisador do tipo QqTOF (analisadores tipo
quadrupolo e tempo de véo em sequéncia).

Para ambos os sistemas foi utilizada uma mesma coluna Hypersil LC-18
(5um, 4,6/250mm; Sigma-Aldrich), acoplada a uma pré-coluna de 1cm, de material

equivalente.
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3.2. Demarcacgao, coleta e armazenamento de L. ericoides

Foram identificadas e demarcadas cinco populagdes de L. ericoides: uma
localizada no municipio de Ibiraci — MG (populagéo 1 - S 20°20,046’ ; W 047°08,229’
— 1090m altitude), uma no municipio de Delfinépolis - MG (populagdo 2 - S
20°20,550° ; W 046°47,638 — 870m altitude), uma no municipio de Sdo Joao Batista
do Gloria-MG (populagdo 3 - S 20°37,540" ; W 046°19,391" — 900m altitude) e duas
no municipio de Furnas-MG [(populagédo 4 - S 20°42,107° ; W 046°17,336° — 1090m
altitude) e (populagéao 5 - S 20°38,316’ ; W 046°15,318" — 1010m altitude)]. Em cada
populacdo foram escolhidos aleatoriamente dez individuos adultos; cada individuo
recebeu um cédigo composto pelo numero da populagdo seguido por um numero de
| a X e foi devidamente marcado com placa de aluminio.

De cada planta marcada, pelo periodo de dois anos (04/2000 a 04/2002), foi
coletado mensalmente, em torno das 12:00 horas (30 min), um ramo que foi
acondicionado em saco de papel, o qual foi devidamente marcado com o cddigo do
individuo (bem como com a data e horario da coleta) e levado ao laboratério para
secagem e armazenamento. Em intervalos de 3 meses, para o estudo de variagao
circadiana, também foram coletados ramos dos individuos das populacdes 2 € 3 nos
seguintes horarios: 12:00, 16.00, 21:00, 2:00 e 7:00 horas. No decorrer das coletas,
a época de florada de cada individuo e possiveis alteracdes fisicas verificadas nas
folhas foram anotadas. As amostras coletadas foram secas em estufas de ar
circulante a 45°C por 48h e estocados em freezer até 0 momento do processamento
para analise.

Para analise de variagdes intra-individuais ocasionalmente ramos com flores e
alguns ramos adicionais foram coletados juntamente com as coletas padrbes de um

ramo por individuo. Posteriormente, alguns destes ramos com flores e ramos
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adicionais (para analise de variagdes entre os ramos de um mesmo individuo) foram
selecionados aleatoriamente para analises comparativas. Visando detectar se
haveriam variagbes em relacdo as amostras que foram submetidas a este
procedimento padrdo de coleta (coletadas e secas somente quando trazidas ao
laboratodrio), foi também realizada a coleta de amostras que foram submetidas a
congelamento imediato, utilizando-se gelo seco, para depois serem trazidas ao

laboratério, secas e submetidas ao procedimento padrdo de analise.

3.3. Preparo, extragao e analise das amostras

Todos os procedimentos e testes para desenvolvimento das metodologias de
extragao e analise foram conduzidos e otimizados no sistema CLAE-DAD, utilizando-
se 3 diferentes amostras que apresentaram perfis cromatograficos distintos entre si
nas analises prévias, provenientes dos individuos X da populag&o 1 (codigo 1-X), |

da populagéao 4 (codigo 4-1) e VI da populagao 5 (codigo 5-VI).

3.3.1. Preparo e extracéo

O material a ser analisado foi retirado do freezer, seco novamente em estufa
a 40°C por 24h e entdo as folhas foram retiradas e processadas em moinho
analitico. Em frascos de vidro foram entdo pesada aliquotas de 20mg das folhas
moidas e a este material vegetal foram adicionados 3mL de MeOH/H,O 9:1
contendo o padrao interno cumarina na concentracdo de 15ug/mL. O solvente
extrator foi preparado a partir da diluicdo, com MeOH/H,O 9:1, de uma solugao
estoque de cumarina a 0,9mg/mL em MeOH/H,0 9:1, a qual foi mantida em freezer.

Os frascos de vidro foram entdo tampados e o material foi extraido em banho

de ultra-som por 10 minutos. Aliquotas de 5004L dos extratos assim obtidos foram
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retiradas com auxilio de uma seringa e acondicionadas em frascos do tipo eppendorf
(1,5mL), onde também foram adicionados igual volume de hexano. Estes frascos
entdo foram agitados em agitador de tubos do tipo vortex por alguns segundos e
depois centrifugados a 6000rpm em microcentrifuga por 10 minutos.

Aliquotas de 300.L da fase hidro-alcodlica foram entao retiradas com auxilio
de uma seringa e filtradas através de membrana de acetato de celulose (0,45um)
diretamente para frascos do auto-injetor do sistema de CLAE-DAD, os quais foram

entdo tampados com septo faceado com teflon.

3.3.2. Analises por CLAE-DAD

Aliquotas de 204l das amostras foram injetadas, via auto-injetor, na coluna
cromatografica utilizando-se fluxo de 1,6mL/min e como fase-movel ACN/MeOH/HAc
88:10:2 (bomba B) e H,O/HAc 98:2 (bomba A), no seguinte gradiente descrito na
Tabela 2. Os cromatogramas foram registrados em dois comprimentos de onda: 270

e 325nm.
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Tabela 2. Gradiente de eluig¢ao utilizado para as analises por CLAE.

Tempo (min) Porcentagem de B
(ACN/MeOH/HAC 88:10:2)

0,01 8

35 20
65 28
95 37
135 55
145 100
150 100
155 8

160 8

3.3.3. Anélises por CLAE-DAD-EM e CLAE DAD-EM/EM

As analises por CLAE-DAD-EM (CLAE acoplada a DAD e a espectrometria de
massas como detectores, em paralelo) e CLAE-DAD-EM/EM (CLAE acoplada a DAD
e a espectrometria de massas operando no modo EM/EM, isto €, gerando espectros
de ions produto a partir da fragmentagao de ions precursores selecionados induzida
em célula de colisdo) foram realizadas utilizando-se as mesmas condi¢des
cromatograficas que para CLAE-DAD. As amostras a serem analisadas também
foram preparadas do mesmo modo, porém as extracoes foram realizadas partindo-
se de uma aliquota de 50mg de folhas pulverizadas e mesmo volume de solvente
extrator (3mL).

O eluente da coluna foi dividido por um spliter em uma proporgéo de 3:1,
sendo o fluxo maior direcionado ao DAD e o restante ao espectrometro de massas.

Os cromatogramas na regido de UV gerados pelo DAD foram registrados em 270 e
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325nm. Os cromatogramas gerados por EM foram registrados na regiao entre m/z
50 e m/z 1000 e os parametros do espectrémetro de massas listados a seguir foram
mantidos os mesmos em todas as analises: 1000 scans por segundo; intervalo entre
espectros: 2 segundos; fluxo do gas de secagem: 5,0L/min; temperatura do gas de
secagem: 180°C; pressao do gas de nebulizagdo: 4 bar. Para a obtencdo de massas
moleculares acuradas em alta resolugao, ao final das analises cromatograficas foi
injetada uma solugdo a 20mM de NaOH. Os espectros de massas obtidos foram
entdo calibrados pelas massas moleculares exatas calculadas dos ions clusters do
acetato de sddio formado entre o Na e o acido acético da fase movel.

Apos as analises de CLAE-DAD-EM, os tempos de retencdo e m/z obtidos
para cada pico dos cromatogramas gerados foram utilizados para determinar os
parametros para a posterior analise por CLAE-DAD-EM/EM. Ou seja, para a
obtencdo de espectros de ions produto (EM/EM) a partir dos ions precursores
desejados foi informado ao software do espectrometro de massas o m/z de cada ion
precursor que deveria ser fragmentado na célula de colisdo e seu respectivo tempo
de retencdo. A dissociagdo induzida por colisdo (fragmentacédo) foi realizada

utilizando-se N, como gas de coliséo, e a energia de colisao variou entre 8 e 25eV.

3.3.4. Identificacdo dos picos cromatograficos

Os picos cromatograficos foram identificados com base em seus espectros no
UV, massa acurada obtida para os ions precursores (molécula protonada [M+H]"
e/ou molécula desprotonada [M-H]) em alta resolugao, espectros de ions produto
gerados por dissociagdo induzida por colisdo em modo EM/EM e tempos de
retengcdo no sistema utilizado. Estes dados foram gerados a partir de analises por

CLAE-DAD-EM e CLAE-DAD-EM/EM, tanto no modo de ionizagao positiva quanto
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negativa, para amostras de L. ericoides obtidas de um individuo proveniente de cada
uma das cinco populagdes estudadas (1-lll, 2-1V, 3-VI, 4-1 e 5-VIII).

A utilizacdo de cada um dos tipos de dados obtidos e o procedimento para a
identificagao dos picos ocorreu conforme a necessidade, as informacgdes disponiveis
na literatura e a disponibilidade de padrbées no laboratério, e foi conduzida
principalmente com base nos resultados de estudos fitoquimicos anteriores de L.
ericoides e outras espécies do género Lychnophora.

Deste modo, alguns picos foram identificados simplesmente por comparagao
de tempos de retencido e espectros de UV com os de padrbes, e posterior
confirmacdo pelas massas moleculares acuradas obtidas. Outros s6 puderam ter
sua identidade definida apds analise e comparagao dos padrdes de fragmentagao
observados nos espectros de ions produto com aqueles ja relatados na literatura ou
obtidos para os picos ja identificados.

Assim, as vias/mecanismos de fragmentagao utilizadas como ferramenta para
a identificacéo e/ou confirmacgao dos picos cromatograficos com base nos espectros
de ions produto obtidos foram os seguintes: para acidos clorogénicos aqueles
descritos por Clifford et al. (2003, 2005, 2006); para flavondides os descritos por
Becchi e Fraisse (1989), Caristi et al. (2003), Cuyckens e Claeys (2004), Cuyckens
et al. (2000), Fabre et al. (2001), Gattuso et al. (2006), Stevens et al. (1999) e Zhang
e Brodbelt (2003); e para as LST do tipo goyazensolido os dados de Crotti et al.,
(2005). Para as LST do tipo eremantolido, devido a inexisténcia de estudos, quando
necessario os espectros de ions produto foram comparados com espectros obtidos
para padrdes disponiveis no laboratério.

Ja a identificagcao e/ou confirmacdo de classes de metabdlitos secundarios

através dos espectros obtidos na regido do UV foi realizada principalmente por
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comparagao com espectros de padrdes ou daquelas substancias ja identificadas nos
proprios extratos. No caso dos flavondides, em que os espectros podem revelar o
tipo de flavondide (por exemplo: flavona, flavonol, flavanona, diidroflavonol,
chalcona) e as vezes até dar indicios sobre o padrao de substituicdo, também foram
utilizados os dados e discussdes publicados por Gattuso et al. (2006), Markham

(1982) e Markham e Mabry (1975).

3.3.5. Substéncias padrées utilizadas
As substancias padrdes utilizadas foram obtidas a partir das seguintes fontes:

e acido 5-O-E-cafeoilquinico: comprada da empresa Acros.

e acidos 3,5- e 4,5-O-E-dicafeoilquinico e 3,4,5-tri-O-E-cafeoilquinico: isoladas a
partir de L. ericoides por Gobbo-Neto (2002).

e pinocembrina; pinostrobina; pinobanksina; vicenina-2 (6,8-di-C-B-
glicosilapigenina) e 6,8-di-C-B-glicosilcrisina: isoladas a partir de L. ericoides por
Gobbo-Neto (2002).

e 3-O-acetilpinobanksina e 3-O-metilquercetina: isoladas a partir de L. staavioides
por Takeara et al. (2003).

o tilirosideo [3-O-(6"-O-E-p-cumaroil)-B-glicosilkaempferol]: isolada a partir de L.
passerina por Chicaro et al. (2004).

e 3-0O-(6"-O-E-p-cumaroil)-B-glicosilisoramnetina: isolada a partir de L.pohlii por
Grael et al. (2005).

e 4 5-diidro-15-desoxigoyazensolido; 4,5-diidrolychnopholido; tiglato de
zexbrevanolido; lychnopholido; 15-hidréxi-16a-(1’-metilprop-1’Z-enil)-

eremantolido; 4,5-diidroeremantolido C; 4,5-diidro-16a-(1’-metilprop-1’'Z-enil)-
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eremantolido e 16a-(1"-metilprop-1°Z-enil)-eremantolido: isoladas a partir de L.
ericoides por Sakamoto et al. (2003).

¢ 15-hidroxieremantolido C: isolada a partir de L. rupestris por Cunha et al. (1995).

3.3.6. Analise das amostras

Visto que seria inviavel a construgao de curvas de calibragdo para todos os
picos, todas as comparacdes entre conteudos de metabdlitos secundarios foram
realizadas com base nas areas relativas (area do pico / area do p.i.) obtidas para
cada pico, as quais sao reflexo das respectivas concentragoes.

Para as analises populacionais, amostras de cada individuo coletadas no més
de janeiro de 2002 foram analisadas pelo método desenvolvido. Foi entdo construida
uma planilha com as areas relativas obtidas para cada metabdlito de cada individuo.
Finalmente, os dados da planilha obtida foram utilizados na constru¢gado de graficos
com as medias populacionais de cada metabdlito, ou seja, as médias aritméticas
obtidas a partir da somatdria das areas relativas de um dado metabdlito em todos os
individuos pertencentes a uma determinada populagao.

Para proceder as analises estatisticas de agrupamento por semelhanca (HCA
- Hyerarchical Cluster Analysis), foi realizada uma padronizagdo dos valores desta
mesma planilha, visando padronizar e dar peso igual a todos os metabdlitos. Assim,
para um pico ausente atribuiu-se o valor 0, para picos majoritarios atribuiu-se 10 e
para picos observados como tragos o valor 5. Esta nova tabela foi entdo submetida a
um agrupamento dos casos (individuos de L. ericoides) em fungao das variaveis
(concentracdo dos metabdlitos) utilizando o método de Ward como método de
ligacdo e como medida de distancia de ligagao a distancia euclideana quadrada. As

analises foram conduzidas no software Statistica 7.0.
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Para analise da sazonalidade na concentracdo de metabdlitos, amostras
mensais coletadas dos individuos 1-lll, 2-1V, 3-VI, 4-1 e 5-VIII pelo periodo de 24
meses e dos individuos 1-X e 2-1 por 15 meses foram analisadas pelo método
desenvolvido em CLAE-DAD. Graficos de variagcdo mensal das areas relativas dos
metabdlitos majoritarios, agrupados por classe (flavonoides, acidos cafeoilquinicos e
LST), bem como com as somatorias das areas relativas dos metabolitos de cada
classe, foram construidos para cada individuo. Na somatéria dos flavonodides foram
incluidas somente as agliconas, sendo que as C-glicosilflavonas e cumaroilglicosil-
flavondis foram considerados como dois outros grupos.

Similarmente, para analise dos ritmos circadianos na concentragdo de
metabdlitos, amostras trimestrais coletadas dos individuos 2-1V e 3-VI pelo periodo
de 15 meses, conforme descrito no topico 3.2., foram analisadas pelo método
desenvolvido em CLAE-DAD. Foram construidos, para cada individuo, graficos da
variagéo circadiana (cinco horarios/dia) dos metabdlitos majoritarios agrupados por
classe (flavonoides, acidos cafeoilquinicos e LST), bem como das somatorias dos
metabdlitos de cada classe, a cada periodo de trés meses.

Para as variagdes intra-individuais foram construidos graficos das variagdes
médias (média aritmética entre todos os individuos analisados) e maxima
observadas para cada metabdlito entre as duas situagdes em comparagao, ou seja,
entre folhas novas e folhas velhas; ramos com flores e ramos sem flores; e dois

ramos de um mesmo individuo coletados no mesmo momento.
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3.4. Validagcao da metodologia de extragao e analise
Para validagcdo da metodologia de extracdo e analise foram levados em conta
os parametros, métodos e definigbes apontados por Causon (1997), Leite (2002),

Ribani et al. (2004) e pela ANVISA (ANVISA, 2003).

3.4.1. Curvas de calibracao

Inicialmente, de acordo com a disponibilidade de padrdes, foram construidas
curvas de calibracdo para 11 das substancias identificadas nas amostras de L.
ericoides: vicenina-2, 6,8-di-C-B-glicosilcrisina, acido 3,5-di-O-E-cafeoilquinico,
centraterina, 4,5-diidro-15-desoxigoyazensolido, 4,5-diidroeremantolido C, 4,5-
diidrolychnopholido, 16a-(1’-metilprop-1’Z-enil)-eremantolido, lychnopholido,
pinocembrina e pinostrobina.

O comprimento de onda para a construgdo de cada curva foi decidido com
base nos espectros de absor¢cdo no UV. Assim, as curvas para as substancias
vicenina-2 e acido 3,5-di-O-E-cafeoilquinico foram construidas com base nas areas
dos respectivos picos a 325nm, e as demais substancias a 270nm.

Para a construcado das curvas de calibragao, procedeu-se da seguinte forma:
5mg de cada padrao foram pesados em um baldo volumétrico de 5mL. O volume foi
completado com MeOH/H,O 9:1 contendo o p.i. cumarina a 15ug/mL, obtendo-se
uma solugado 1mg/mL de padrbes das substancias adicionadas de p.i. A partir desta
solugao, com auxilio de pipetadores automaticos, foram realizadas diluicbes seriadas
com solugdo MeOH/H,0O 9:1 contendo o p.i. cumarina a 15ug/mL, obtendo-se assim
solugdes nas concentragdes de 500, 200, 100, 50, 20, 10, 5, 2, 1, 0,5 e 0,2ug/mL,

além da solucao original a 1mg/mL. Cada amostra foi acondicionada em um frasco
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do auto-injetor, o qual foi entdo tampado com septo faceado com teflon, e analisada
em triplicata pela metodologia descrita.

Os cromatogramas obtidos foram analisados, integrados e a partir dos dados
foram calculadas, para cada concentragao injetada, as médias das razdes entre as
areas de cada substancia e a area do p.i. Estes dados foram inicialmente utilizados
para a determinagao do intervalo de linearidade de resposta do detector. Para isso,
foram construidos graficos das respostas relativas [isto €, as respostas obtidas (area
da substancia / area do p.i.) divididas pelas respectivas concentragdes]) versus as
concentragbes em escala logaritmica. A resposta do método foi considerada linear
em um intervalo de variagdo de 5% da linha média obtida pela construgdo do
grafico. As concentragbes dentro da faixa de linearidade obtidas para cada
substancia foram entdo utilizadas para a construgdo das curvas de calibragcéo (area
do analito / area do p.i. versus concentragdo do analito) e equagdes de regresséo

linear das retas.

3.4.2. Sensibilidade do método analitico

Como parémetros para determinar a sensibilidade do método foram utilizados
os limites de detecgéo e quantificagdo. Para isso, foram utilizados os mesmos dados
obtidos quando das analises em diferentes concentragdes para construcido das
curvas de linearidade e calibragdo (topico 3.4.1.). O limite de detec¢do minimo foi
considerado como a menor concentragao das substéncias com resposta igual a pelo
menos 3 vezes o ruido da linha de base, e o maximo foi determinado em funcéo da
capacidade maxima de resposta do detector. O limite de quantificagdo minimo foi
estabelecido como a menor concentracdo das substancias que poderia ser

quantificada com erro inferior a 10%, € 0 maximo como a maior concentragdo da
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amostra que nao ultrapassasse o limite maximo de deteccdo e que estivesse na

faixa de linearidade de resposta da substancia.

3.4.3. Precisé&o e exatidgo

Para determinar a repetibilidade/precisdo do método (isto €, a concordancia
entre replicatas) foram calculados, para cada substancia padrao, os coeficientes de
variagcao percentual (relagao percentual da estimativa do desvio padrdao com a média
dos valores obtidos, isto é: desvio padrao x 100 / concentracdo média nas replicatas)
para 3 analises consecutivas (precisdo intra-ensaio) e para 5 analises em dias
diferentes (a cada 7 dias; precisao interensaio) de uma mesma amostra: uma
mistura dos padroes a 20ug/mL. Para evitar uma possivel alteragao das substancias
a solugao de padrdes foi mantida em freezer entre as injegdes.

Para o calculo da exatidao (concordancia entre a média dos valores obtidos
em 3 analises e o real, expresso em porcentagem), foram utilizados os mesmos
dados ja obtidos para o calculo da precisdo intra-ensaio. Os valores medidos

deveriam, idealmente, estar na faixa entre £+15% do valor real.

3.4.4. Extragéo

Amostras provenientes do mesmo material vegetal que foi utilizado para
desenvolver e otimizar a metodologia (individuos 1-X, 4-1 e 5-VI) foram submetidas a
quatro extragdes consecutivas utilizando o método de extragao descrito. Entre cada
extragdo o material era filtrado através de papel de filiro para remog¢ao de todo
extrato obtido. Os extratos obtidos foram analisados na metodologia descrita em
duplicata e as areas médias dos picos das substancias maijoritarias foram utilizadas

para determinar a contribuicdo de cada extracdo individual em relagdo ao total
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(somatoria das 4 extragdes). Este procedimento também foi realizado com diferentes
proporgcdes de solvente extrator, com material do individuo 1-X, para determinacao

da melhor mistura de solventes para extragéo.

3.4.5. Fator de recuperagdo

Para a determinagcdo dos fatores de recuperagdo global foram utilizadas,
como matriz, folhas de L. ericoides pulverizadas. Este material foi submetido a
extragdo exaustiva (trés extragbes com MeOH 100% seguidas por trés extragdes
com MeOH/H,O 9:1, todas por 5min em banho de ultra-som) para ficar
completamente livre de metabdlitos secundarios. O material vegetal entdo foi seco
em estufa a 40°C e aliquotas de 20mg foram pesadas em quatro frascos de vidro.
Em trés dos frascos foram adicionadas massas conhecidas (30, 150 e 300ug) dos
mesmos padrdes utilizados para construcdo de curvas de calibracdo, sendo o
material do quarto frasco utilizado como controle. Isto foi realizado através da adigao
de diferentes volumes de uma solugdo metandlica de uma mistura dos padrbes. O
material vegetal adicionado das substancias foi entdo seco em estufa a 40°C por
24h e, depois de frio, submetido ao procedimento de extragdo e analise (em
triplicata) descrito. As médias das razdes entre as areas dos picos das substancias e
area do p.i. foram utilizadas para calcular a porcentagem de recuperagéao global para
cada padrao em cada concentragdo, por meio da comparagcdo com as respostas
(area substéncia / area p.i.) obtidas para uma solu¢cdo dos padrbes nas mesmas

concentracdes em que foram adicionadas a matriz.



60

3.4.6. Estabilidade das amostras

Para a determinacédo da estabilidade dos constituintes das amostras apés o
preparo, foram comparados os dados de oito amostras (1-1ll, 1-X, 2-1V, 2-VI, 3-VI,
L4-I, L4-1ll, 5-VIIl) analisadas imediatamente apds o preparo e apos 15, 30, 45, 60,
75 e 250h. As médias das variacdes da area relativa observadas para cada pico
foram utilizadas para a construgdo de graficos de porcentagem de variagdo em
funcdo do tempo.

Para verificar a estabilidade das amostras vegetais armazenadas em freezer,
as mesmas amostras vegetais acima foram novamente analisadas apos 18 meses

de estocagem.
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4.1. Método de extragao

O método de extracao foi desenvolvido visando uma elevada taxa de extragao
de metabdlitos secundarios de polaridade média a alta, paralelamente ao método de
analise para avaliar melhor esta capacidade de extracdo. Visando a determinacao de
uma metodologia que pudesse ser empregada na analise de todos os individuos,
levando-se em conta a possivel variabilidade quimica entre eles, ambos os métodos
(extragcao e analise) foram desenvolvidos e otimizados utilizando-se 3 diferentes
amostras que apresentaram perfis cromatograficos distintos entre si nas analises
prévias, provenientes dos individuos X da populagao 1 (cédigo 1-X), | da populagao
4 (cédigo 4-1) e VI da populagéo 5 (codigo 5-VI).

O solvente extrator foi definido como MeOH/H,O 9:1, depois de testadas
também as propor¢des de 7:3, 8:2 e MeOH 100%. Tendo em vista que o desejavel é
um método com uma so etapa de extracao, esta escolha foi definida com base nas
proporcdes relativas entre os picos detectados nos cromatogramas obtidos apés
quatro extragbes consecutivas do mesmo material. As amostras extraidas com
MeOH/H,O 8:2 e 7:3 nao extraiam, na primeira extragdo, os metabdlitos polares
(como flavondides glicosilados) e metabdlitos mais apolares (como flavonodides
agliconas metoxilados e algumas lactonas sesquiterpénicas) na mesma proporgao. A
extracao deficiente de metabdlitos mais apolares proporcionada pelas misturas mais
polares deve ser resultado de uma menor solubilidade, ou mesmo de uma possivel
precipitacdo parcial destes. Por outro lado, na extragdo com MeOH 100% ocorre o
inverso, havendo uma maior extracdo de metabdlitos mais apolares. Além disso, o
uso de MeOH 100% dificulta o procedimento de limpeza da amostra para a injegao,

a qual é realizada em parte pela partigao liquido/liquido com hexano.
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Também foram testadas varias proporgdes entre massa das folhas
pulverizadas e volume de solvente extrator (10mg / 2mL; 15mg / 2mL; 30mg / 2mL;
20mg / 3mL), sendo que a melhor porcentagem de extragdo na primeira de quatro
extragdes consecutivas foi obtida com a propor¢cado de 20mg de folhas pulverizadas
extraidos com 3mL de MeOH/H,O 9:1. Para exemplificar, a Figura 5 mostra os
cromatogramas obtidos em 270nm para as duas primeiras das quatro extragdes
consecutivas na proporgao escolhida (20mg / 3mL) a partir de material do individuo
1-X.

ApOs o processo de preparagdo das amostras (extracdo e posterior limpeza
do extrato por particado liquido/liquido com hexano), o método desenvolvido revelou
uma porcentagem de extragdo em torno de 90%, na primeira extragédo, para todos os
metabdlitos analisados, ndo havendo diferengas marcantes entre a porcentagem de
metabdlitos polares ou apolares extraidos, conforme pode ser visto na Tabela 3. A
porcentagem de extragdo obtida e, principalmente, a semelhanga dos valores entre

todos os metabdlitos foram consideradas 6timas para os propositos deste estudo.
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Figura 5. Cromatogramas obtidos para as 2 primeiras extragdes consecutivas das
folhas pulverizadas do individuo 1-X, de acordo com a metodologia

desenvolvida.
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Tabela 3. Porcentagens de extragcdo dos principais metabdlitos majoritarios obtidas

na primeira de quatro extracbes consecutivas do individuo 1-X de L.

ericoides, utilizando a metodologia desenvolvida.

Numero do pico

cromatografico*

Comprimento de onda

considerado (nm)

Porcentagem relativa

a 12 extragao

4 325 86,3
7 325 90,1
9 270 91,2
11 325 89,7
21 270 91,5
32 270 89,1
34 270 90,9
35 270 88,8
36 270 87,8
37 270 89,2
39 270 89,1
40 325 91,0
42 270 92,4
45 325 93,5
47 270 92,1

* a identificagdo dos picos cromatograficos consta no topico 4.4.

4.2. Método de analise

Para o desenvolvimento da metodologia analitica foram analisadas variagdes

de varios fatores como colunas cromatograficas, fases-moveis, gradientes de eluicéo

e fluxos da fase-movel. Novamente, amostras provenientes dos individuos 1-X, 4-l e

5-VI foram utilizadas para o desenvolvimento e otimizagao.

Testes preliminares foram realizados com as colunas Spherisorb ODS 2

(Sigma-Aldrich), Supelcosil LC18 (Supelco) e Hypersil (Sigma-Aldrich). As colunas

Spherisorb ODS 2 e Hypersil apresentaram perfis cromatograficos com resolugéo
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bem semelhantes nas condi¢des analisadas, e foi entdo escolhida a coluna Hypersil
para desenvolvimento do método.

Foram testadas fases-moveis compostas de ACN/H,O, MeOH/H,0,
adicionadas ou ndo de HAc. Apos muitos testes, conseguiu-se chegar a um
gradiente de eluicdo utilizando ACN/2%HAc (bomba B) / H,O/2%HAc (bomba A), o
qual resolvia grande parte dos picos. Este gradiente foi entdo otimizado através de
rampas de gradientes de eluigdo intercaladas com intervalos de elui¢do isocratica e
alterando-se o fluxo da fase-movel. Foram testados fluxos de 0,8, 1,0, 1,2 e
1,6mL/min, sendo escolhido o ultimo, porque, conforme esperado, resultava em
melhor separagé&o e picos mais estreitos. Finalmente, foi analisada a influéncia da
adicdo de MeOH a fase-movel, tendo sido testadas a adi¢do de 5, 10, 20 e 30% de
MeOH a fase B (ACN/2%HAc). Verificou-se que a adigao de 10% MeOH melhorava
a separacao entre os picos de substancias mais apolares, principalmente de LST,
sem alterar a separagao das substancias mais polares. Assim, o melhor método de
separacado encontrado foi aquele descrito na metodologia (topico 3.3.2.).

A adicdo de padrédo interno (p.i.) se faz necessaria para a corregédo de erros
inerentes as etapas de preparo/extragcao da amostra, além de permitir correcdo nos
tempos de retencao (t.r.) dos analitos. A utilizagdo da razdo entre a area do pico
analisado e a area do p.. corrige possiveis erros provenientes do
processamento/analise da amostra, uma vez que o p.i. é adicionado no inicio do
processo, juntamente com o solvente extrator. Do mesmo modo, utilizando a relagéo
entre os t.r. do analito e do p.i. pode-se corrigir eventuais desvios dos t.r., o que é
relativamente comum em sistemas de eluigdo com gradiente em analises longas.

A escolha do p.i. foi realizada com base em caracteristicas como:

estabilidade, simetria de seu pico no cromatograma, concentragdo necessaria nos
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comprimentos de onda utilizados (0 que depende se sua absorgdo nestes
comprimentos de onda), disponibilidade e a regido do cromatograma onde seu pico
elui, a qual deve ter uma linha de base bem linear e ndo apresentar outros picos
muito préximos. Varias substancias foram testadas para uso como p.i., € a que
melhor atingiu as caracteristicas desejaveis foi a cumarina. As outras substancias
testadas foram: metilnaftaleno, antraceno, acido salicilico, benzofenona, acido 3,4-
dimetoxicinamico, rutina, vanilina, naftol, acetanilida, piperonal e lapachol.

A concentragédo do p.i. foi definida em 15ug/mL com base em sua absorgéo
nos comprimentos de onda a serem utilizados e na intensidade dos picos
majoritarios nos cromatogramas obtidos para as amostras utilizadas no
desenvolvimento do método, empregando o procedimento de extragdo e analise

desenvolvidos.

4.3. Curvas de calibracao e validagao da metodologia

A curva de calibracédo (ou curva analitica) € utilizada para a obtencao de uma
relagdo entre a area do pico e a concentragao do respectivo analito, permitindo sua
quantificacdo. Curvas de calibragcdo foram construidas para algumas das
substancias maijoritarias identificadas, visando representar toda a variedade de
classes de metabdlitos secundarios presentes em L. ericoides e, assim, garantindo
que os resultados obtidos na validacdo para estas substancias possam ser
representativos do extrato como um todo. Conforme a metodologia descrita no tépico
3.4., foram construidas curvas de linearidade e calibragdo para duas flavonas di-C-
glicosidicas (vicenina-2 e 6,8-di-C-B-glicosilcrisina), um acido clorogénico (acido 3,5-
di-O-E-cafeoilquinico), seis lactonas sesquiterpénicas [centraterina, 4,5-diidro-15-

desoxigoyazensolido, 4,5-diidroeremantolido C, 4,5-diidrolychnopholido, 16a-(1’-
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metilprop-1’'Z-enil)-eremantolido e lychnopholido] e duas flavanonas (pinocembrina e
pinostrobina). Todas as curvas foram construidas utilizando-se as respostas obtidas
nas concentracdes entre 2 e 200ug/mL, que foi intervalo de linearidade de resposta
obtido pelos graficos de linearidade. Os graficos de linearidade e calibragdo obtidos,
bem como as equacdes de regressao linear constam do APENDICE A.

Curvas de calibracdo para outros metabdlitos podem ser adicionadas ao
método posteriormente. Porém, deve-se salientar que a construcdo de curvas de
calibragdo e a validagdo do método analitico para todos os metabdlitos de interesse
seria inviavel, pois demandaria muito tempo de maquina, além de uma quantidade
significativa de padrdes puros destas substancias. Por outro lado, €& possivel
correlacionar a resposta de uma substancia conhecida, ainda sem curva de
calibragdo, com a de uma estruturalmente correlata com curva de calibragéo
construida, o que permite estimar uma concentragdo média para a primeira. Este
procedimento n&o fornece resultados precisos, mas pode levar a uma boa estimativa
da concentragdo de substancias cujas curvas de calibragdo ndo podem ser
construidas devido a falta de padrbes. Isto € util para expressar resultados
quantitativos de varios metabdlitos com base em um com estrutura quimica basica
bem semelhante; por exemplo: acidos cafeoilquinicos totais expressos como
concentragéo de acido 3,5-di-O-E-cafeoilquinico, furanoeliangolidos totais expressos
como 4,5-diidrolychnopholido. Contudo, deve-se ressaltar que tais inferéncias n&o
sdo0 precisas e sO podem ser empregadas com substéncias de estruturas quimicas
conhecidas e bem correlatas (por exemplo com pequenas diferengcas somente no
padrdo de substituicdo) e, principalmente, cujos cromoéforos e absor¢édo no UV, no

comprimento de onda a ser utilizado, sejam os mesmos.
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Quanto a sensibilidade do método, foram determinados limites de deteccao e

quantificacdo para cada padrdo, de acordo com os parametros estabelecidos no

topico 3.4.2. (Tabela 4) Deve ser notado que na menor concentracdo analisada

(0,2ug/mL) todas as substéncias foram detectadas com boa diferenga em relagao a

linha de base. Os limites de quantificagdo encontram-se todos no intervalo entre 2 e

500ug/mL, sendo alguns da ordem de 0,5ug/mL. Estes dados foram considerados

adequados aos propositos deste estudo e indicam uma boa sensibilidade do método

para os metabdlitos secundarios de L. ericoides.

Tabela 4. Limites de deteccdo minimos (LDMin) e maximos (LDMax) e limites de

quantificagdo minimos (LQMin) e maximos (LQMax) obtidos para as

substancias padroes analisadas.

Substancia padrio LDMin LDMax LQMin | LQMax

(vg/mL) | (ug/mL) | (pg/mL)  (ng/mL)
vicenina-2 0,2 1000 1 500
6,8-di-C-B-glicosilcrisina 0,2 1000 2 500
acido 3,5-di-O-E-cafeoilquinico 0,2 1000 2 1000
centraterina 0,2 1000 1 500
4,5-diidro-15-desoxigoyazensolido 0,2 1000 1 500
4,5-diidroeremantolido C 0,2 1000 0,5 500
4,5-diidrolychnopholido 0,2 1000 0,5 500
16a-(1’-metilprop-1’Z-enil)-eremantolido 0,2 1000 1 500
lychnopholido 0,2 1000 1 500
pinocembrina 0,2 1000 1 500
pinostrobina 0,2 1000 1 1000
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No que diz respeito a precisdo do método, boa repetibilidade foi encontrada
tanto nas analises consecutivas (intra-ensaio) quanto nas semanais (interensaio)
(Tabela 5). Deve-se notar que, conforme o esperado, os coeficientes de variagao
interensaio foram ligeiramente maiores, uma vez que analises realizadas a intervalos
de tempo longos tendem a perder a precisdo, o que neste caso pode ter sido
proporcionado por uma alteragdo na estrutura quimica dos padrdes. Este fato é
particularmente pronunciado no caso da pinostrobina, e talvez possa ser explicado
por uma isomerizagao desta substancia, conforme sera discutido adiante.

A exatidao das analises também se mostrou satisfatoria para os propodsitos do
estudo, sendo que o maior desvio entre os valores obtidos e os reais foi de 7,1%,

conforme também consta na Tabela 5.
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Tabela 5. Coeficientes de variagdo (C.V.) intra- e interensaio e exatidées obtidos

para as substancias padroes analisadas, mostrando a repetibilidade do

método.
Substancia padrio C.V. C.V. Exatidao
intra-ensaio (%) | interensaio (%) (%)
vicenina-2 21 3,1 4,8
6,8-di-C-B-glicosilcrisina 2,3 29 4,5
acido 3,5-di-O-E-cafeoilquinico 2,2 3,7 5,8
centraterina 1,9 3,0 3,8
4,5-diidro-15-desoxigoyazensolido 2,1 34 3,6
4,5-diidroeremantolido C 2,0 2,9 4,1
4,5-diidrolychnopholido 1,8 2,8 3,9
16a-(1’-metilprop-1’Z-enil)-eremantolido 1,7 3,2 4,0
lychnopholido 2,2 3,0 3,8
pinocembrina 1,8 3,9 5,9
pinostrobina 2,0 4,2 7,1

Ja os fatores de recuperacdo absoluta obtidos conforme o topico 3.4.5

mostram que os processos de extracdo e limpeza da amostra sdo adequados e

proporcionam uma recuperagao, a uma concentracao de 150ug/mL, em torno de

90% para todos os metabdlitos (Tabela 6). Mesmo a uma concentragdo de

300ug/mL, a qual é bem superior a esperada nas amostras vegetais, a recuperagao

obtida foi considerada muito boa para os propdsitos deste estudo. Além disso,

comparando-se os diversos metabdlitos analisados, os fatores de recuperacdo se

mostram muito préximos entre si, confirmando que o método pode ser aplicado

satisfatoriamente para todos estes metabdlitos, independentemente da natureza de
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sua estrutura molecular. O Unico metabdlito que apresentou fatores de recuperagao
um pouco menores, mas ainda assim satisfatérios, foi a pinostrobina, o que pode ser

reflexo de sua natureza apolar, conforme ja discutido anteriormente.

Tabela 6. Fatores de recuperagdo para o processo global de extracdo das
substancias padrdes, adicionadas a matriz nas concentragdes de 30,

150 e 300ug/mL (analise em triplicata).

Substancia padréo Fator de recuperacgao (%)
30ug/mL | 150ug/mL | 300ug/mL
vicenina-2 96,3 91,2 84,0
6,8-di-C-B-glicosilcrisina 95,6 89,8 82,7
acido 3,5-di-O-E-cafeoilquinico 97,5 92,4 86,4
centraterina 97,7 91,4 86,2
4,5-diidro-15-desoxigoyazensolido 97,6 91,6 84,4
4,5-diidroeremantolido C 96,9 91,5 83,9
4,5-diidrolychnopholido 97,6 90,5 83,3
16a-(1’-metilprop-1’Z-enil)-eremantolido 96,8 90,3 83,0
lychnopholido 96,4 90,0 83,2
pinocembrina 95,7 89,3 79,4
pinostrobina 92,0 86,1 77,3

Finalmente, apds comparagao de amostras analisadas imediatamente apos o
preparo e apoés varios periodos de estocagem, conforme descrito no tépico 3.4.6.,
nao foram verificadas alteragdes significativas (foi considerado como significativo
15%) nas éareas relativas dos picos até o tempo de 30h, o que mostra que as

analises devem ser efetuadas no maximo até este tempo apds a extragao para evitar
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erros devido a estocagem. Apds este tempo, variagdes significativas foram
observadas especialmente para algumas LST e flavondides, conforme pode ser
observado nos graficos que mostram a variagdo das areas de cada metabdlito em
funcdo do tempo apds o preparo da amostra (Figuras 6 a 8). Estas variagdes
observadas sdo especialmente interessantes no caso das flavanonas pinocembrina
e pinostrobina e das chalconas 2',4’,6’-triildroxichalcona e 2’,6’-diidroxi-4’-
metoxichalcona, pois enquanto aumentam as quantidades de chalconas, as das
flavanonas diminuem aproximadamente no mesmo ritmo. Isto sugere uma
isomerizagao em solucdo das flavanonas nas respectivas chalconas, através da

abertura do anel C das primeiras.

ACIDOS CAFEOILQUINICOS
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Figura 6. Grafico das areas relativas dos acidos cafeoilquinicos de L. ericoides em
funcdo do tempo apds o preparo das amostras conforme o método de
extracdo desenvolvido, mostrando a estabilidade destes metabdlitos. A

identificacdo dos picos cromatograficos consta no topico 4.4.
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Figura 7. Grafico das areas relativas dos flavonoides de L. ericoides em func¢éo do

tempo apds o preparo das amostras conforme o método de extracdo

desenvolvido, mostrando a estabilidade destes metabdlitos.

identificacdo dos picos cromatograficos consta no tépico 4.4.
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Figura 8. Grafico das areas relativas das lactonas sesquiterpénicas de L. ericoides

em fung¢ao do tempo apos o preparo das amostras conforme o método de

extracdo desenvolvido, mostrando a estabilidade destes metabdlitos. A

identificacdo dos picos cromatograficos consta no tépico 4.4.
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Com relacéo a estabilidade das amostras vegetais apos a coleta e durante a
estocagem, analises realizadas com uma mesma amostra de folhas apds 18 meses
de estocagem em freezer mostraram que n&o ocorrem variagdes significativas (£5%)
no conteudo de seus metabdlitos. Também ndo foram observadas variacbes
significativas (+5%) para as areas relativas dos metabdlitos de folhas congeladas em
gelo seco imediatamente apos a coleta e as folhas do mesmo ramo submetidas ao

processo padrao de coleta e secagem.

4.4. Identificagao dos picos cromatograficos

Apods a definicdo, otimizacdo e validacdo do método de extracdo e analise,
uma amostra de cada individuo demarcado (todos provenientes da mesma coleta
em janeiro de 2002) foi entdo submetida a esta metodologia para a obtengado de um
perfil cromatografico nas mesmas condi¢des para cada individuo, o que permitiu sua
comparacao efetiva.

Foram definidos os picos ocorrentes em cada individuo e, para facilitar a
posterior manipulagcdo dos dados, estes picos foram numerados consecutivamente
de acordo com a ordem de eluigdo, ndo importando em qual individuo estavam
presentes ou ndo. Foram considerados neste processo ndo somente os picos que
apareciam com boa intensidade nas amostras, mas também aqueles pouco intensos
que foram identificados conforme exposto adiante neste mesmo tépico. A Figura 9
mostra exemplos de cromatogramas obtidos por CLAE-DAD em 3 dimensdes, isto €,
exibindo dados de comprimento de onda versus intensidade de absorgcao versus
tempo de retencdo. Ou seja, estes cromatogramas mostram os espectros de UV
gerados no decorrer do tempo de analise e, portanto, permitem a obtencédo de

espectros de UV relativos a cada pico observado. Neste sentido, os comprimentos
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de onda em que sao calculadas as areas relativas (razdo entre area do analito / area
do p.i.) para cada pico foram escolhidos com base em seu maximo de absorgéo no
UV. Assim, somente os dados referentes aos picos dos acidos clorogénicos,
chalconas e da C-glicosilflavona vicenina-2 foram coletados a 325nm, sendo os
dados dos demais picos coletados a 270nm.

As Figuras 10 e 11 mostram, nos dois comprimentos de onda utilizados para
registro dos cromatogramas (270 e 325nm), a numeragdo dos picos em

cromatogramas obtidos para um individuo proveniente de cada populagao.
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Figura 9. Exemplos de cromatogramas em 3 dimensbes (tempo de retencdo x
comprimento de onda x intensidade da absorgao) obtidos para o individuo
1-11l por CLAE-DAD com a metodologia analitica desenvolvida.
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Figura 10. Cromatogramas, registrados a 270nm, obtidos através da metodologia desenvolvida para os individuos 1-lll, 2-1V, 3-VI,

4-1 e 5-VIII, coletados em janeiro de 2002, e a numeragao dos picos cromatograficos.
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Figura 11. Cromatogramas, registrados a 325nm, obtidos através da metodologia desenvolvida para os individuos 1-lll, 2-1V, 3-VI,

4-1 e 5-VIII, coletados em janeiro de 2002, e a numeragao dos picos cromatograficos.
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Para a identificacdo dos picos cromatograficos foram utilizados os dados
gerados a partir de analises por CLAE-DAD-EM e CLAE-DAD-EM/EM, tanto no
modo de ionizagao positiva quanto negativa, para amostras de L. ericoides obtidas a
partir de individuos provenientes de cada uma das cinco populagdes estudadas (os
mesmos utilizados como exemplo nos cromatogramas das Figuras 10 e 11: 1-lll, 2-
IV, 3-VI, 4- e 5-VIII). A andlise destes cinco individuos foi necessaria para a
deteccdo de todos os picos, uma vez que alguns deles s6 estdo presentes em
quantidades suficientes para deteccdo e fragmentagdo pelo espectrometro de
massas em alguns individuos. Além disso, a obtencdo de espectros de massas para
individuos representando todas as populagdes estudadas € mais um dado para
confirmar a seletividade do método desenvolvido para analise das amostras por
CLAE-DAD, levando a confirmacgao de que cada um dos picos com mesmo tempo de
retencao e espectro UV ocorrentes nos cromatogramas provenientes de plantas das
diferentes populagdes realmente sao referentes a mesma substancia. Todos os
dados que serao discutidos a seguir na identificacdo das substancias referentes a
cada pico cromatografico estdo expostos em maior detalhe na Tabela 7, onde
constam todos os dados de UV e espectrometria de massas que foram obtidos
através dos experimentos de CLAE-UV-EM e CLAE-UV-EM/EM. Além disso, os
espectros de ions produto (EM/EM) e de UV obtidos, bem como as estruturas das

substancias, constam do APENDICE B.

4.4.1. Acidos clorogénicos
Acidos clorogénicos é uma denominagdo geral para a classe de metabdlitos
secundarios resultantes de esterificacbes de um ou mais tipos de acidos trans-

cindmicos (cinamico, cumarico, cafeico, ferulico e dimetoxicinamico) com uma ou
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mais das quatro hidroxilas do acido quinico. Isto gera séries de isdmeros de posicéo,
ou seja, subgrupos de substancias com um mesmo numero de acidos trans-
cindmicos esterificados em posi¢des diferentes no acido quinico; por exemplo, a
série de seis isbmeros de posi¢ao possiveis para os acidos di-cafeoilquinicos (duas
unidades de acido cafeico esterificados em um acido quinico). De modo geral, em
uma planta ndo é encontrado um s6 composto de uma série isomérica, e sim toda a
série de um determinado numero de cada substituinte (mesmo numero de cada tipo
de acido trans-cindmico), com excegao dos derivados com esterificagdo na posicéao
1 do acido quinico, os quais sao de ocorréncia relativamente rara (CLIFFORD, 1999,
2000; CLIFFORD et al. 2003, 2006; MOLGARD; RAVN, 1988). De fato, muitas
plantas produzem somente derivados com esterificacbes nas posicoes 3, 4 € 5
(CLIFFORD et al., 2005). Este tipo de compostos sdo metabdlitos secundarios de
ampla ocorréncia nas plantas vasculares, especialmente os acidos cafeoilquinicos,
0s quais ja foram isolados das folhas e raizes de L. ericoides (GOBBO-NETO, 2002;
SANTOS et al., 2005).

Assim, alguns dos acidos clorogénicos ocorrentes nos extratos de L. ericoides
analisados, especialmente aqueles majoritarios, puderam ter seus picos
cromatograficos identificados por comparagdo com padroes isolados da mesma
planta em estudos fitoquimicos anteriores. Porém, no caso dos derivados
clorogénicos minoritarios, a identificagao foi realizada baseada em espectrometria de
massas, principalmente nos espectros de ions produto obtidos por CLAE-DAD-
EM/EM.

Os espectros de ions produto (EM/EM) no modo de ionizagado positiva nao
sao muito informativos para a diferenciacdo do isbmeros posicionais do acidos

clorogénicos e, assim sendo, a identificagdo de tais compostos foi baseada
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principalmente em seus espectros de ions produtos no modo de ionizagao negativa,
bem como nos dados de massas acuradas obtidos para os ions precursores [M - H]
em alta resolucao, tempos de retencgao relativos em coluna C18 e espectros de UV.

A facilidade de perda de uma unidade de acido cafeico (ou outro acido trans-
cinamico) esterificada em uma posicao especifica do acido quinico na fragmentagéao
(e por consequéncia a intensidade relativa do ion produto gerado por esta perda no
espectro de ions produto) é determinada principalmente pela sua proximidade
espacial com a carboxila ou hidroxila no carbono 1 do acido quinico, as quais tém
papel fundamental no mecanismo de fragmentacdo dos acidos clorogénicos. Ou
seja, no caso dos derivados 5-acil, um H da carboxila do acido quinico é abstraido
para a eliminacao da porcao cafeica; no caso dos derivados 3-acil, é abstraido um H
da OH em 1, e no caso dos 4-acil, como ndao ha proximidade espacial com a
carboxila ou hidroxila em 1, € necessaria uma eliminagao de H,O a partir de uma
das hidroxilas vizinhas (nas posi¢cées 3 ou 5 do acido quinico) antes da eliminagéao
da unidade de acido cafeico. Estas diferengcas na fragmentagédo levam a marcantes
diferencas na intensidade, e as vezes na natureza, dos ions produtos nos espectros
de segunda geragcdo (EM/EM), possibilitando a diferenciagcdo entre isGmeros
posicionais (CLIFFORD et al., 2003, 2005, 2006).

Os picos cromatograficos 1, 3 e 4 apresentaram o ion m/z 353 como o pico
base nos espectros de massas em modo de ionizagao negativa e espectros de UV
caracteristicos de acidos cafeoilquinicos (UV max: = 299 e 325nm) o que, em
conjunto, sdo dados indicativos de acidos quinicos esterificados com uma Unica
unidade de acido cafeico (Figuras 1, 3 e 4 do APENDICE B; Tabela 7). Os
espectros de ions produto obtidos para os ions precursores m/z 353 diferem entre si,

e a comparagao com os dados das chaves para identificacdo de acidos
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cafeoilquinicos (ACQ) por CLAE-EM/EM publicados por Clifford et al. (2003, 2005,
2006) levou a individualizagao dos trés isbmeros. O espectro de ions produto (CLAE-
UV-EM/EM) do pico 3 (Figura 3 do APENDICE B) apresentou m/z 173 (referente a
unidade de acido quinico desidratada) como pico base, m/z 191 (referente a perda
da unidade cafeoil) e m/z 179 (referente a perda da unidade quinica). Como m/z 173
s6 ocorre em ACQ que possuem uma unidade de acido cafeico esterificada na
posicdo 4 do acido quinico, este pico foi atribuido ao acido 4-O-E-cafeoilquinico
(Figura 3 do APENDICE B).

A fragmentacgéo do pico 1 originou m/z 191 como pico base e m/z 179 com
intensidade relativa de 51% (Figura 1 do APENDICE B); j4 a do pico 4 produziu m/z
191 como pico base e m/z 179 com intensidade relativa bem menor, em torno de 5%
(Figura 4 do APENDICE B). A maior intensidade relativa de m/z 179 no espectro de
ions produto do pico 1, assim como a informacdo de que o acido 3-O-E-
cafeoilquinico deve eluir mais rapidamente que os acidos 4- e 5-O-E-cafeoilquinicos
em colunas C-18 (CLIFFORD et al. 2003, 2005, 2006) possibilitaram a identificagéo
do pico 1 como &cido 3-O-E-cafeoilquinico (Figura 1 do APENDICE B) e do pico 4
como acido 5-O-E-cafeoilquinico (Figura 4 do APENDICE B). Além disso, o pico 4
também teve seu tempo de retencdo comparado com um padrao de acido 5-O-E-
cafeoilquinico. As massas moleculares acuradas obtidas para as moléculas
protonadas e desprotonadas (Tabela 7) também estdo de acordo com as massas
exatas calculadas para um acido cafeoilquinico (C1sH170g): [M-H] 353,0873 e
[M+H]" 355,1029.

Os picos 10, 11 e 12 originaram espectros de UV idénticos aos acidos
cafeoilquinicos descritos acima e picos base em m/z 515 no espectro de massas no

modo de ionizacdo negativa (Figuras 10, 11 e 12 do APENDICE B; Tabela 7), o que
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indica isbmeros posicionais de acidos di-cafeoilquinicos. No modo de ionizagao
positiva, o pico base encontrado para todos foi m/z 499, o que condiz com um acido
di-cafeoilquinico desidratado [M+H - 18]"; no entanto, [M+H]" 517 também esta
presente, bem como a molécula cationizada [M+Na]* 539. As massas moleculares
acuradas obtidas (Tabela 7) também sado coerentes com as calculadas para um
acido di-cafeoilquinico (C2sH27012): [M-H] 515,1190 e [M+H]" 517,1346. Os picos 11
e 12 foram atribuidos, respectivamente, aos acidos 3,5-di-O-E-cafeoilquinico (Figura
11 do APENDICE B) e 4,5-O-E-dicafeoilquinico (Figura 12 do APENDICE B), com
base em comparacdes de tempos de retencdo com padroes isolados anteriormente
de L. ericoides. Sua identidade foi também confirmada pelos espectros de ions
produtos obtidos pela fragmentagdo do ion precursor m/z 515 em modo negativo
(CLIFFORD et al. 2003, 2005, 2006). Conforme ja citado anteriormente, m/z 173,
presente no espectro dos picos 10 e 12, € ion produto diagndstico de uma unidade
cafeica esterificada na posicdo 4 do acido quinico. Além disso, nenhum dos ions
produtos caracteristicos do acido 1,4-di-O-E-cafeoilquinico (m/z 299 e 203) estao
presentes no espectro de ions produtos do pico 10, levando a identificacdo deste
pico como o &cido 3,4-di-O-E-cafeoilquinico (Figura 10 do APENDICE B).
Utilizando-se a mesma estratégia de identificacdo acima, o pico 26 foi
atribuido ao acido 3,4,5-tri-O-E-cafeoilquinico (Figura 4 do APENDICE B, Tabela 7).
Suas massas acuradas obtidas sdo compativeis com as massas moleculares
calculadas para um acido tri-cafeoilquinico (Ca4Hz0015): [M-H] 677,1506 e [M+H]"
679,1663 (Tabela 7). Comparagcdo do tempo de retengcdo e co-inje¢gdo com um

padrao do acido 3,4,5-tri-O-E-cafeoilquinico, isolado anteriormente de L. ericoides,

confirmou a identidade do pico.
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Os dados obtidos por CLAE-DAD-EM e CLAE-DAD-EM/EM também
permitiram a identificacdo de acidos feruloilquinicos e feruloil-cafeoilquinicos nos
extratos das folhas de L. ericoides. Os picos minoritarios 2, 6 e 8 produziram como
picos bases de seus espectros de massas no modo de ionizagdo negativa ions 14
unidades de massa atbmica (u.m.a.) maiores que os acidos cafeoilquinicos, e
coerentes com a massa molecular exata calculada para um acido feruloilquinico
(C17H2009: [M-H]" 367,1029), bem como espectros de UV idénticos aos dos acidos
cafeoilquinicos descritos (Tabela 7). A fragmentagcdo, em modo de ionizagéo
negativa, do ion precursor m/z 367 do pico 6 produziu m/z 173 como pico base no
espectro de ions produto, o que € diagndstico para acilagdo na posi¢cao 4 do acido
quinico e permitiu a identificagdo da substancia como sendo o acido 4-O-E-
feruloilquinico (Figura 6 do APENDICE B). Por outro lado, m/z 193 e 191 foram
produzidos como picos base nos espectros dos picos 2 (Figura 2 do APENDICE B)
e 8 (Figura 8 do APENDICE B) respectivamente, levando a identificacdo destes
como os acidos 3- e 5-O-E-feruloilquinico, baseando-se na chave de identificacdo de
acidos clorogénicos de Clifford et al. (2003, 2005). Os tempos de retengdo destes
trés acidos feruloilquinicos repetem o padrdo de eluicdo observado para os trés
acidos cafeoilquinicos: os acidos 3-acil-quinicos eluem primeiro, seguidos pelos 4-
acil- e depois os 5-acil-quinicos, 0 que também esta de acordo com os resultados
obtidos por Clifford et al. (2003).

QOutros quatro picos minoritarios 14, 15, 18 e 20 também apresentaram
espectros de UV caracteristicos de acidos clorogénicos e picos base nos espectros
de massas 14 u.m.a. maiores que os acidos di-cafeoilquinicos, os quais estdao de
acordo com a massa exata calculada para um acido feruloil-cafeoilquinico

(Co6H26012: [M-H]" 529,1346) (Tabela 7). Espectros de ions produto no modo de
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ionizagao negativa puderam ser adquiridos para estes quatro picos (Figuras 14, 15,
18 e 20 do APENDICE B), os quais apresentaram ions produto caracteristicos de
acidos feruloil-cafeoilquinicos (CLIFFORD et al., 2003, 2005). No entanto, para a
individualizagdo de cada isbmero seriam necessarios espectros de ions produto de
terceira geragdo (MS®), o que ndo é possivel com o tipo de analisador do
espectrémetro de massas utilizado.

Visto que todos os possiveis isbmeros posicionais, tanto dos acidos cafeoil-
quanto dos feruloilquinicos, foram identificados (exceto aqueles com acilagdo na
posi¢cao 1 do acido quinico), também se esperava encontrar todos os seis isdbmeros
possiveis (excluindo-se também a acilagio em 1) para os &acidos feruloil-
cafeoilquinicos (CLIFFORD et al., 2003, 2005, 2006). Como estes picos ocorrem
com intensidade relativamente baixa, os dois picos ausentes podem, na verdade, ter
ficado abaixo do limite de detecgcdo dos detectores. Assim sendo, foi realizada a
extracdo de m/z 529 a partir dos cromatogramas gerados por detecgdo por
espectrometria de massas no modo de ionizagdo negativa, o que possibilitou a
identificacdo de cada um dos seis picos cromatograficos com pico base m/z 529 no
espectro de massas, referentes aos seis isdbmeros feruloil-cafeoilquinicos (Figura
12). Por outro lado, no modo de ionizagédo positiva, foi possivel detectar todos os
seis picos, cujos espectros de massas apresentam pico base m/z 513, o qual se
refere a molécula desidratada, e cujas massas moleculares acuradas obtidas estao
de acordo com a calculada para estes ions: [M+H - H,O]" 513,1397 (Tabela 7).
Porém, conforme ja mencionado anteriormente, espectros de ions produto de acidos
clorogénicos no modo de ionizagao positiva sdo muito similares para substancias
com mesmo tipo de substituintes, ndo sendo informativos sobre as posi¢cdes do

acido quinico que se encontram esterificadas. No entanto, € possivel confirmar a
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presenca de uma unidade de acido cafeico e uma unidade de acido ferulico pela
presenga nos espectros de ions produtos (Figuras 13, 14, 15, 16, 18 e 20 do
APENDICE B) dos ions m/z 163 e 177, os quais correspondem a fragmentacéo
destas unidades pela quebra da ligagao éster.

O pico 19, por sua vez, pode ser atribuido a um acido di-feruloilquinico,
devido a seu espectro de UV e massa molecular obtida, condizente com a massa
calculada para um acido di-feruloilquinico (C,7H25012): [M-H]” 543,1502 (Tabela 7).
Comparando-se o espectro de ions produto deste pico (Figura 19 do APENDICE B)
com os dados obtidos por Clifford et al. (2006), pode-se dizer que se trata do acido
3,4-O-E-diferuloilquinico. Além disso, este espectro apresenta os ions produto m/z
193 e 173, caracteristicos dos acidos 3- e 4-O-E-feruloilquinico respectivamente, o
que indica esterificagdo nas mesmas posi¢des que estes dois compostos (posi¢cdes
3 e 4 do acido quinico). Em busca dos outros dois isdmeros posicionais possiveis
para os acidos di-feruloilquinicos, foi realizada uma extracdo de m/z 543 a partir dos
cromatogramas gerados pela detecgao por espectrometria de massas no modo
negativo de ionizagdo, o que possibilitou a identificacdo de cada um dos trés picos
cromatograficos com pico base m/z 543, referentes aos trés isdbmeros di-
feruloilquinicos (Figura 12).

A Figura 12 mostra os cromatogramas obtidos por extragdo dos picos com
m/z equivalentes a [M-H] de cada subgrupo de acidos clorogénicos identificados, os
quais foram utilizados para a localizacdo e/ou confirmagao dos picos referentes aos
isdmeros posicionais nos cromatogramas CLAE-DAD-EM, conforme discutido acima
para os acidos di-feruloilquinicos e feruloil-cafeoilquinicos. Cabe ressaltar que
também foi realizada a extracdo dos ions referentes as massas das moléculas

desprotonadas de outros derivados clorogénicos [acidos cumaroilquinicos (m/z 337),
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di-cumaroilquinicos (m/z  483), dimetoxicinamoilquinicos (m/z 381), di-
dimetoxicinamoilquinicos (m/z 571) e outras possibilidades de esterificagdo do acido
quinico por acidos trans-cinamicos], porém nenhum deles foi observado nos
cromatogramas gerados por detecgao por espectrometria de massas.

Estes sao os primeiros relatos da ocorréncia dos acidos 3- e 4-O-E-
cafeoilquinico, 3,4-di-O-E-cafeoilquinico e das séries de isdmeros posicionais de
acidos feruloilquinicos, feruloil-cafeoilquinicos e di-feruloilquinicos na subtribo

Lychnophorinae, na qual esta classificada a espécie L. ericoides.
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Figura 12. Cromatogramas obtidos por extracao dos ions [M-H] referentes aos grupos de acidos clorogénicos, a partir do
cromatograma em modo de ionizagdo negativa obtido para extrato do individuo 5-VIIl. Os numeros dos picos

correspondem aos das Figuras 10 e 11.
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4.4.2. Flavonoides

Os flavonodides, em sua maioria, foram identificados principalmente por
comparacgao de tempos de retencao e espectros de UV com padrbes. Aqueles que
nao puderam ser identificados pela comparacdo com os padrdes disponiveis,
tiveram sua identidade determinada por espectrometria de massas, especialmente
pela comparacido de espectros de ions produto com os obtidos para os flavondides
ja identificados e pelas férmulas moleculares calculadas para as massas
moleculares acuradas obtidas.

No caso dos flavondides agliconas, a ionizagado pelo modo negativo leva a
fragmentagdes mais intensas e mais dificeis de racionalizar, sendo, portanto, menos
usual para a determinagao estrutural (CUYCKENS; CLAEYS, 2004). Ja o modo de
ionizacao positiva é relativamente mais bem estudado e usualmente utilizado para
elucidacao estrutural por produzir menos fragmentos. Neste modo de ionizagéo, na
maior parte dos flavondides, os principais fragmentos produzidos sao relativos a
perdas de ésteres, perdas radicalares de metilas a partir de metiléters do anel A e a
quebra de ligagdes do anel C, a qual resulta em ions produto informativos sobre a
natureza dos anéis A e/ou B (CUYCKENS; CLAEYS, 2004; CUYCKENS et al., 2000;
STEVENS et al., 1999).

Ja no caso das C-glicosilflavonas, o modo de ionizagdo negativa €, sem
duvida, mais informativo para elucidacao estrutural e resulta em uma fragmentacgéao
ja bem definida na literatura, a qual gera informagdes a respeito tanto do tipo de
agucar quanto da natureza da aglicona. Ao contrario, no modo de ionizagao positiva,
devido a uma grande fragmentagao dos agucares, pouca informagao estrutural pode

ser obtida (BECCHI; FRAISSE, 1989; CUYCKENS; CLAEYS, 2004).
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Flavonoides agliconas

Os picos 38 e 47 apresentaram nos espectros de UV (Figuras 38 e 47 do
APENDICE B; Tabela 7) uma banda com absorgdo maxima em torno de 290nm e
um ombro com maximo préoximo a 325nm, sinais caracteristicos, respectivamente,
das bandas Il e | de flavanonas ou diidroflavonéis (MARKHAM, 1982). A comparagéao
de seus tempos de retencao e espectros de UV com padrdes anteriormente isolados
de L. ericoides permitiu a atribuicdo destes picos as substancias pinocembrina (pico
38) e pinostrobina (pico 47). O sinal de ambas as substancias nos cromatogramas
detectados por espectrometria de massas no modo de ionizacdo positiva se
mostraram muito pouco intensos, o que indica uma capacidade de ionizagcao
relativamente baixa para elas e, assim, um espectro de ions produto s6 pode ser
adquirido para o pico 47 (Figura 47 do APENDICE B). Por outro lado, no modo de
ionizagdo negativa um espectro de ions produto foi adquirido com sucesso para o
pico 38 (Figura 38 do APENDICE B), enquanto o pico 47 n3o pdde ser observado
no cromatograma por detecgao pelo espectrometro de massas. Os espectros de
ions produto obtidos estdo de acordo com as fragmentagdes de flavondides
descritas na literatura (CUYCKENS; CLAEYS, 2004; FABRE et al., 2001) e as
massas acuradas obtidas (Tabela 7) sdo compativeis com as massas moleculares
calculadas para as substancias pinocembrina (C1sH1204; [M-H] 255.0657 e [M+H]"
257.0814) e pinostrobina (CigH1404; [M+H]" 271.0970), confirmando a atribuigéo
destas substancias aos picos 38 e 47.

Dois outros picos cromatograficos, picos 40 e 45, exibiram massas acuradas
(Tabela 7) e padrdes de fragmentacdo (Figuras 40 e 45 do APENDICE B)
praticamente idénticos aos da pinocembrina e pinostrobina, respectivamente. No

entanto, os espectros de UV obtidos para estes dois picos sdo bem diferentes
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daqueles obtidos para as flavanonas, pois apresentam um maximo de absorcéo
acima de 340nm sendo, portanto, caracteristicos de chalconas (Figuras 40 e 45 do
APENDICE B) (MARKHAM, 1982). Sabe-se que, em fase gasosa, ocorre a
isomerizagao de 2’-hidroxichalconas originando suas flavanonas correspondentes
através da ciclizagao/formagdo do anel C, o que gera espectros de massas
praticamente idénticos para estas duas formas isoméricas (ZHANG; BRODBELT,
2003). Portanto os picos 40 e 45 foram atribuidos as formas isoméricas das
flavanonas pinocembrina e pinostrobina: as chalconas 2’,4’,6'-triidroxichalcona e
2’,6’-diidroxi-4’-metoxichalcona. Assim como foi observado para as flavanonas, os
sinais obtidos para ambas chalconas no modo de ionizacido positiva foram de baixa
intensidade, mas, ainda assim, foi possivel a obtencdo de espectros de ions
produtos para as duas substancias. Ja no modo de ionizagdo negativa, ambas as
substancias exibiram sinais muito intensos, e os espectros de ions produto obtidos
(Figuras 40 e 45 do APENDICE B) estdo de acordo com os dados disponiveis na
literatura (CUYCKENS; CLAEYS, 2004; FABRE et al., 2001; ZHANG; BRODBELT,
2003).

O pico 21 originou um espectro de UV tipico de diidroflavonol/flavanona
(MARKHAM, 1982), com maximo de absor¢ao em 291nm e um ombro com maximo
em torno de 330nm. O tempo de retengao e espectro de UV deste pico sao idénticos
aos do padrao de pinobanksina, um diidroflavonol ja isolado de L ericoides, e suas
massas moleculares acuradas obtidas estdo em conformidade com as massas
exatas calculadas para a pinobanksina (CisH120s; [M-H] 271.0606 e [M+H]"
273.0763), confirmando a atribuicdo desta substancia ao pico 21 (Tabela 7; Figura

21 do APENDICE B).
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Por sua vez, o pico 42 apresentou um espectro de UV quase idéntico ao da
pinobanksina, e picos base 42 u.m.a maiores que aquela substancia nos espectros
de massas em ambos os modos de ionizagao, o0 que sugere uma unidade de acetato
esterificada a pinobanksina (Tabela 7). No espectro de segunda geragdo no modo
de ionizacao negativa, a uma energia de colisdo de 15eV, somente dois ions produto
sao produzidos a partir do ion precursor m/z 313: perdas de moléculas neutras de
acido acético e C,H,0, gerando m/z 253 e 271, respectivamente. Porém, utilizando-
se uma energia de colisdo maior (25eV) ocorre uma fragmentagdo mais intensa,
resultando em um espectro de ions produto (Figura 42 do APENDICE B) muito
similar ao da pinobanksina. Ja no modo de ionizagao positiva, o ion mais informativo
produzido pela fragmentagao do ion precursor m/z 315 é o ion produto m/z 153, o
qual foi atribuido a um fragmento tipo '°A (produzido pela fragmentacdo das
ligagcbes entre O1-C2 e C3-C4 do anel C, com retengdo da carga pelo anel A) que
confirma a massa molecular e, portanto, os substituintes propostos, do anel A
(CUYCKENS; CLAEYS, 2004). Além disso, a identidade do pico foi também
confirmada pelas massas moleculares acuradas obtidas para este pico (Tabela 7),
as quais estdo em concordancia com as calculadas para acetilpinobanksina
(C47H1206; [M-H] 311,0556 e [M+H]* 313,0712), e pela comparagéo com o tempo de
retencao e espectro de UV obtidos para um padrao de 3-O-acetilpinobanksina.

Visando confirmar se este composto realmente ocorre como tal nas folhas de
L. ericoides e nao seria apenas um artefato produzido por uma acetilacido durante o
processo de extragdo/analise, como muitas vezes é alegado por fitoquimicos,
espectros de massas e de ions produto do ion precursor m/z 313 foram obtidos por
infusdo direta de extratos recém preparados na fonte de ionizacdo. Como o extrato é

preparado em MeOH:H,0O e, portanto, sem uma fonte de acetato, a observagcao de
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m/z 313,0718 (em concordancia com a massa exata calculada de [3-O-
acetilpinobanksina - H]') como um dos picos mais intensos no espectro de massas
obtido no modo de ionizagado negativa e seu respectivo espectro de ions produtos,
idéntico aquele obtido para o padrao de 3-O-acetilpinobanksina, confirmam a
ocorréncia desta substancia nas folhas de L. ericoides.

O pico 48 também originou um espectro de UV caracteristico de
diidroflavondis/flavanonas, apresentando m/z 329,1044 como pico base no espectro
de massas por ionizagdo no modo positivo (Tabela 7), o que sugere a férmula
molecular C4gH170s para [M+H]®, sem nenhuma outra férmula possivel dentro de
uma faixa de erro de + 15ppm. Analisando-se o espectro de ions produto obtido em
modo de ionizacgdo positiva para m/z 329 (Figura 48 do APENDICE B), verifica-se
um padrdo de fragmentacgao idéntico ao observado para a 3-O-acetilpinobanksina
(Figura 42 do APENDICE B), com um acréscimo de 14 u.m.a. para todos os ions
produto. Estabelecendo-se um paralelo com a elucidagcdo descrita acima para
aquela substancia, pode-se afirmar que esta substincia se trata da 3-O-
acetilalpinona. A auséncia do fon produto m/z 153, relativo ao um fragmento tipo "°A
encontrado na 3-O-acetilpinobanksina, bem como a presenca de m/z 167, confirmam
que o anel A possui 0 mesmo padrao de substituigdo da pinostrobina (OH em 5 e
OMe em 7). Portanto, ao pico 48 foi atribuida a substancia 3-O-acetilalpinona.

De maneira semelhante, o pico 46 também produziu um espectro de UV tipico
de diidroflavondéis/flavanonas (MARKHAM, 1982) e foi detectado pelo espectrémetro
de massas somente no modo de ionizacao positiva, apresentando um pico base que
aponta para a férmula molecular CyH2,05 (Tabela 7), sem nenhuma outra férmula
possivel dentro de uma faixa de erro de = 15ppm. Ja a analise do espectro de ions

produto obtido para o ion precursor m/z 343 (Figura 46 do APENDICE B), revelou
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um padrao de fragmentagdo quase idéntico ao observado para 3-O-acetilalpinona
(Figura 48 do APENDICE B), porém com a perda de um fragmento de 74 u.m.a. a
partir do ion precursor m/z 343, levando a um ion produto m/z 269 correspondente a
aglicona, o que sugere a presenga de um éster propionato em substituicdo ao
acetato ocorrente em 3-O-acetilalpinona. Assim, sugere-se que o pico 46 deva ser
atribuido & substancia 3-O-propionilalpinona (Figura 46 do APENDICE B). No
entanto, para a confirmacdo inequivoca desta estrutura seria necessaria sua
purificagao a partir do extrato e analises por outros métodos de identificacao.

O pico 23, por sua vez, originou um espectro de UV caracteristico de flavonas
(MARKHAM, 1982), com bandas de absor¢do maxima em 295 e 355nm (Figura 23
do APENDICE B). A comparacdo deste espectro e do tempo de retengdo com os
obtidos para um padrao de 3-O-metilquercetina permitiu a atribuicdo deste pico a
esta substancia. As massas acuradas obtidas para o pico base do espectro de
massas em ambos os modos de ionizagdo (Tabela 7) confirmam a férmula
molecular C4sH1207, € a fragmentagdo obtida no espectro de ions produto (Figura

23 do APENDICE B) esta de acordo com a descrita por Ma et al. (1999).

di-C-glicosilflavonas

Os picos cromatograficos 7 e 9 apresentaram espectros de UV caracteristicos
de flavonas (MARKHAM, 1982) e foram identificados por comparagao de tempos de
retencdo e espectros de UV com padrbes de di-C-glicosilflavonas isolados em
estudo fitoquimico anterior de L. ericoides. Assim, o pico 7 foi identificado como a
substancia vicenina-2 (6,8-di-C-pB-glicosilapigenina) e o pico 9 como 6,8-di-C-p-
glicosilcrisina. Os espectros de ions produto obtidos para estes picos em ambos os

modos de ionizacdo também estdo de acordo com o esperado para estas
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substancias (BECCHI; FRAISSE, 1989; CUYCKENS; CLAEYS, 2004). Um exame
destes espectros (Figuras 7 e 9 do APENDICE B) revela padrdes de fragmentacéo
caracteristicos de di-C-glicosilflavonas: perda de H,O [M-H - 18] e fragmentagao dos
agucares produzindo os ions [(M-H) - 907, [(M-H) - 120], [aglicona + 113] e
[aglicona + 83] no modo de ionizagdao negativa; e uma intensa fragmentagéo das
unidades de agucar no modo de ionizagao positiva, o que ndo é de grande utilidade
para a determinacgao estrutural (BECCHI; FRAISSE, 1989; CUYCKENS; CLAEYS,
2004). Confirmando a identificacdo destes picos, as massas moleculares acuradas
encontradas (Tabela 7) em ambos os modos de ionizagao estdo de acordo com as
calculadas para vicenina-2 (C27H3001s; [M+H]" 595,1663 e [M-H] 593,1506) e 6,8-di-
C-B-glicosilcrisina (Co7H30014; [M+H]" 577,1557 e [M-H] 579,1714).

Os espectros de massas obtidos em ambos os modos de ionizagdo para o
pico 5 (Tabela 7) apresentaram picos base 16 u.m.a. maiores que aquele da
vicenina-2, sugerindo uma estrutura similar com uma hidroxila adicional. Esta
hipétese foi confirmada pelas massas moleculares acuradas obtidas (Tabela 7), as
quais sugerem a formula molecular Cy7H30016 para esta substancia. O espectro de
ions produto obtido no modo de ionizacdo negativa (Figura 5 do APENDICE B)
mostra exatamente o mesmo padrdo de fragmentagdo observado para as duas
outras di-C-glicosilflavonas identificadas (Figuras 7 e 9 do APENDICE B),
apresentando em relagao aos espectros destas duas substancias um aumento de 16
u.m.a. (um atomo de oxigénio, no caso da vicenina-2) ou 32 u.m.a. (dois atomos de
oxigénio, no caso da 6,8-di-C-B-glicosilcrisina) para todos os ions produtos
observados. Neste espectro (Figura 5 do APENDICE B), os ions produtos m/z 399 e
369 correspondem aos fragmentos [aglicona + 113] e [aglicona + 83], confirmando

uma aglicona com massa molecular 286, o que sugere a flavona luteolina. A
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auséncia de um ion produto [(M-H) - 60], o qual é diagndstico para C-pentose em
flavondides, assim como a presencga de [(M-H) - 90] e [(M-H) - 120], confirmam que
0s agucares substituintes sdo hexoses (BECCHI; FRAISSE, 1989; CARISTI et al.,
2003; CUYCKENS; CLAEYS, 2004; GATTUSO et al., 2006). Este fato, juntamente
com um deslocamento da banda |l acima de 270nm no espectro de UV (em
concordancia com um anel A de flavona com o padrdo de substituicdo proposto)
confirmam a presencga de duas hexoses nas posi¢cbes 6 e 8 da aglicona, as quais
sdo as posi¢cdes mais comuns para C-glicosilagdes em flavonodides (CUYCKENS;
CLAEYS, 2004; GATTUSO et al., 2006; MARKHAM, 1982). Além disso, um ombro
em 290nm na banda Il do espectro de UV, caracteristico de sistemas tipo catecol no
anel B de flavonas (3'4’-di-OH), confirma a presenca de duas hidroxilas neste anel
(MARKHAM, 1982). A analise de todos estes dados em conjunto e a comparagao
com os descritos na literatura (GATTUSO et al., 2006) levaram a atribuigdo do pico
cromatografico 5 a flavona 6,8-di-C-pB-glicosilluteolina, também reconhecida na

literatura como lucenina-2.

cumaroilglicosil-flavonois

Dois outros picos que ocorrem proximos um do outro e apresentam espectros
de UV quase idénticos entre si foram atribuidos a cumaroilglicosil-flavondis.
Primeiramente, o pico 28 foi identificado pela coincidéncia de seu espectro de UV
(Figura 28 do APENDICE B) e tempo de retencdo com um padrdo da substancia
tilirosideo, ja isolada anteriormente de outra espécie do género Lychnophora
(CHICARO et al., 2004). A massa molecular acurada obtida para este pico (Tabela
7) confirma a férmula molecular do tilirosideo: C3oH25013. A presenca de m/z 309 no

espectro de ions produto no modo de ionizagdo positiva (Figura 28 do APENDICE
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B; Tabela 7) é essencial para a confirmacdo da presenca de uma unidade
cumaroilglicose. Como uma unidade cumaroilglicose possui a mesma massa
molecular nominal (ou seja, 309 u.m.a.) de uma unidade rutinose (glicose +
ramnose) e ambas sao de ocorréncia relativamente comum em flavondides, a
obtencdo de um espectro de ions produto com massas moleculares acuradas foi
necessaria para a diferenciagcdo entre estas duas possibilidades. Assim, a massa
molecular acurada obtida para tal ion (m/z 309,0967; Tabela 7) confirmou a férmula
molecular de uma unidade cumaroilglicose: C4sH4707, a0 passo que uma unidade
rutinose tem uma férmula molecular C42H21O9 e massa molecular exata de
309,1186. Similarmente, a massa acurada obtida para o ion produto m/z 147,0434
(Tabela 7) confirmou a presenca de uma unidade cumaroil (CgH;O;), enquanto uma
unidade ramnose (CsH1104) tem uma massa exata calculada de 147,0657. O pico
base m/z 287 no espectro de ions produto no modo de ionizagao positiva (Figura 28
do APENDICE B) corresponde & aglicona kaempferol protonada.

Ja o pico 29 produziu no espectro de massas, em ambos os modos de
ionizacao, picos base 30 u.m.a. maiores que os obtidos para o tilirosideo. As massas
moleculares acuradas obtidas para este pico (Tabela 7) indicam a formula molecular
C31H28014, sugerindo, portanto, que a molécula se trata do tilirosideo com uma
hidroxila e uma metila como substituintes adicionais. A presenca de uma unidade
cumaroilglicose é novamente confirmada pela fragmentagdo no modo de ionizagéao
positiva (Figura 29 do APENDICE B) e pelas massas moleculares acuradas obtidas
para os ions produto m/z 309 e 147 (Figura 7). A confirmagao deste grupo leva a
conclusdao de que a hidroxila e a metila adicionais em relagdo ao tilirosideo sao
obrigatoriamente substituintes da aglicona, o que é confirmado pelo ion produto m/z

317, isto é: assim como o ion m/z 287 corresponde a aglicona protonada no
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espectro do tilirosideo, o ion m/z 317 no espectro desta substancia confirma a
massa molecular da aglicona como 316 u.m.a. A analise conjunta dos dados e
finalmente a comparacdao de tempos de retengcdo e espectros de UV com uma
substancia padrdo levou a atribuigdo do pico 29 a substancia 3-O-(6"-O-E-p-
cumaroil)-B-glicosilisoramnetina (Figura 27 do APENDICE B), a qual ja foi isolada a

partir de outra espécie do género Lychnophora (GRAEL et al., 2005).

flavondides néo identificados

Quatro outros picos cromatograficos foram atribuidos a flavonoides, mas néo
puderam ter sua identidade totalmente elucidada através dos dados gerados pelas
analises de CLAE-DAD-EM e -EM/EM.

O pico 33 apresentou um espectro de UV (Figura 33 do APENDICE B)
caracteristico de flavanonas ou diidroflavondis, ou seja, banda Il em torno de 285nm
e banda | como um ombro, em torno de 325nm (MARKHAM, 1982). As massas
moleculares acuradas obtidas para os picos base nos espectros de massas em
ambos os modos de ionizagado (Tabela 7) apontam para uma férmula molecular
C16H1404, sem nenhuma outra formula possivel dentro de uma faixa de erro de +
15ppm. Porém, devido provavelmente a baixa concentragcdo desta substancia nos
extratos de L. ericoides, nao foi possivel a aquisicdo de espectros de ions produtos.
Os dados de férmula molecular, aliado ao espectro de UV, sdo coerentes com uma
unica substancia dentre as ja isoladas em todo o género Lychnophora: 7-hidréxi-4'-
metoxiflavanona, ja isolada a partir da propria espécie L ericoides. No entanto,
devido a indisponibilidade de um padrao desta substancia nao foi possivel confirmar

esta atribuicdo.
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Os espectros de massas obtidos em ambos os modos de ionizagdao para o
pico 44 (Tabela 7) indicam uma férmula molecular C19H2005, sem nenhuma outra
féormula possivel dentro de uma faixa de erro de = 15ppm. Similarmente ao pico 33,
também nao foi possivel obter espectros de ions produto para esta substancia. Uma
pesquisa criteriosa na ferramenta de buscas SciFinder mostrou que as Uunicas
substancias com esta férmula molecular identificadas em espécies da familia
Asteraceae sao lactonas sesquiterpénicas do tipo guaianolido (SCHORR et al.,
2002) e trimetoxi-chalconas. Porém, nenhuma destas duas classes de compostos
pode ter um espectro de UV como aquele produzido pelo pico 44 (Figura 44 do
APENDICE B), o qual parece ser relativo a um diidroflavonol ou flavanona. Portanto,
esta substancia continua sem identificacdo, conhecendo-se apenas sua férmula
molecular.

O pico 31 também produziu um espectro de UV (Figura 31 do APENDICE B)
caracteristico de uma flavanona ou diidroflavonol, com absorgdo maxima em 287nm
e um ombro em torno de 330nm. Porém, nenhum dado pbde ser obtido por
espectrometria de massas, provavelmente devido a um baixo potencial de ionizacéo
em ambos os modos de ionizagdo, aliada a baixa concentragcao deste composto nos
extratos. De maneira semelhante, somente espectros de UV foram obtidos para os
picos 49 a 52 (Figuras 49 e 52 do APENDICE B), visto que, aparentemente, estes
picos tém potencial de ionizagdo muito baixo em ambos os modos de ionizagao, no
sistema utilizado.

Dentre os flavondides aqui identificados nos extratos de L. ericoides, a
maioria ja havia sido isolada a partir de extratos desta ou de outras espécies do
género. As substancias 2’,4’,6’-triidroxichalcona, 2’,6’-diidroxi-4’-metoxichalcona, 3-

O-acetilalpinona, 3-O-propionilalpinona e 6,8-di-C-B-glicosilluteolina estdo sendo
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reportadas pela primeira vez na subtribo Lychnophorinae. As substancias 3-O-
metilquercetina, tilirosideo e 3-0O-(6"-O-E-p-cumaroil)-B-glicosilisoramnetina ja
haviam sido isoladas a partir de outras espécies do género Lychnophora (CHICARO
et al., 2004; GRAEL et al., 2005; TAKEARA et al., 2003), mas nao de L. ericoides.
Os demais flavondides ja haviam sido isolados a partir de propria espécie L.
ericoides (BORELA et al., 1992; GOBBO-NETO et al., 2002; SAKAMOTO et al.,

2003; SARGENTI; VICHNEWSKI, 2000).

4.4.3.Lactonas sesquiterpénicas

A grande maioria dos picos cromatograficos atribuidos a lactonas
sesquiterpénicas (LST) foi identificado por comparagao de tempos de retengao e
espectros de UV com padrées isolados em estudo fitoquimico anterior de L.
ericoides (SAKAMOTO et al., 2003) ou de outras espécies da subtribo
Lychnophorinae. No modo de ionizagao positiva todas as LST produziram bons
espectros de ions produtos. Porém, como estudos racionalizando as vias de
fragmentacao desta classe de substancias ainda s&o raros e restritos as LST do tipo
goyazensolido (CROTTI et al., 2005), fica dificil uma elucidagao estrutural somente
com base em tais espectros. Assim, as LST com esqueleto do tipo goyazensolido
tiveram seus espectros de ions produto comparados com os padrdes de
fragmentacao relatados por Crotti et al. (2005). Ja no caso das LST com esqueleto
do tipo eremantolido, devido a indisponibilidade de dados na literatura, os espectros
de ions produtos obtidos foram comparados com espectros de padrdes produzidos
pela infusdo direta na fonte de ionizagdo e com os obtidos para aquelas LST que ja
estavam identificadas. Deve ser ressaltado que, embora muitas LST também tenham

sido detectadas no modo de ionizagdo negativa, os picos observados foram muito
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pouco intensos, 0 que indica uma baixa capacidade de ionizagdo neste modo e, por
isso, nao foi possivel a obtencdo de espectros de massas de ions produto para
estas substancias neste modo de ionizacgao.

Conforme ja esperado pelo histérico fitoquimico do género Lychnophora,
todas as LST identificadas s&o do tipo furanoeliangolido, dos subtipos goyazensolido
ou eremantolido. Para estes tipos de LST, os espectros de UV apresentam uma
unica banda de absorgdo com maximo entre 260 e 270nm, o que facilita a

identificacdo dos picos cromatograficos que correspondem a LST.

LST com esqueleto do tipo goyazensolido

O pico 27 foi atribuido a LST centraterina por comparacédo de seu tempo de
retencdo com o de um padrdo desta substancia ja isolada anteriormente de L.
ericoides (SAKAMOTO et al., 2003). As massas moleculares acuradas obtidas em
ambos 0os modos de ionizagao (Tabela 7) estdo de acordo com aquelas calculadas
para a centraterina (C2oH2207; [M+H]" 375,1444 e [M-H] 373,1287) e o espectro de
ions produto obtido (Figura 27 do APENDICE B) é igual ao relatado por Crotti et al.
(2005), confirmando esta atribuicdo. Deve ser ressaltado que esta substancia tem
tempo de retengdo muito préoximo ao do acido 3,4,5-tri-O-E-cafeoilquinico (pico 26),
no entanto estas substancias sao facilmente diferenciadas por meio dos espectros
de UV, ou mesmo da absorcao relativa nos dois comprimentos de onda utilizados
nas analises CLAE-DAD, pois as LST ndo absorvem a 325nm, o comprimento de
absorgao maxima dos derivados clorogénicos.

O pico 32 foi atribuido a LST 4,5-diidro-15-desoxigoyazensolido também pela
comparacgao de seu tempo de retencdo com um padrao desta substancia. A massa

molecular acurada obtida para este pico (Tabela 7) estd de acordo com a calculada
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para [4,5-diidro-15-desoxigoyazensolido + H]" 347,1495 e seu espectro de ions
produto (Figura 32 do APENDICE B) apresenta o mesmo padrdo de fragmentagao
relatado para esta LST (CROTTI et al., 2005).

Também pela comparacdo com substancias padrdes, os picos 36 e 37 foram
atribuidos, respectivamente, as LST 4,5-diidrolychnopholido e tiglato de
zexbrevanolido (Figuras 36 e 37 do APENDICE B), ambas ja isoladas da prépria
espeécie L. ericoides. Estas duas substancias possuem esqueletos de LST idénticos,
diferindo apenas na estereoquimica do éster ligado ao carbono 8 do esqueleto LST:
um angelato (dupla ligagao trans) no caso do 4,5-diidrolychnopholido e um tiglato
(dupla ligagdo cis) no caso do tiglato de zexbrevanolido. Possuem, portanto, a
mesma formula molecular (CxoH2405), a qual foi confirmada para os dois picos pelas
massas moleculares acuradas obtidas (Tabela 7). Ja os espectros de ions produto
obtidos para as duas substancias (Figuras 36 e 37 do APENDICE B) séo
praticamente idénticos (0 que mostra que a estereoquimica da dupla ligagao do
éster ndo tem influéncia na fragmentagéo destas moléculas) e estdo de acordo com
os relatados para o 4,5-diidrolychnopholido (CROTTI et al., 2005). Deve ser
ressaltado que o pico cromatografico 37 (tiglato de zexbrevanolido) tem tempo de
retencdo muito préximo ao da flavanona pinocembrina, co-eluindo com esta quando
ambas estdo presentes no extrato analisado. Estas substancias podem ser, no
entanto, facilmente individualizadas pelos espectros de UV ou simplesmente pela
absorcéao relativa nos comprimentos de onda utilizados nas analises de CLAE-DAD
(somente a pinocembrina absorve em 325nm). Além disso, dentre as cinco
populagdes de L. ericoides analisadas, o tiglato de zexbrevanolido sé ocorre em

individuos de uma delas, conforme sera discutido adiante.
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De maneira semelhante, o pico 43 foi atribuido a LST lychnopholido pela
comparagao de seu tempo de retencdo com o de um padrao desta substancia. A
massa molecular acurada obtida (Tabela 7) é coerente com a massa molecular
exata calculada para a molécula protonada do lychnopholido: [M+H]" 359,1495. O
espectro de ions produto obtido para o ion precursor [M+H]" (Figuras 43 do
APENDICE B) também esta de acordo com o descrito na literatura (CROTTI et al.,

2005), confirmando a atribuigdo do pico 43 a LST lychnopholido.

LST com esqueleto do tipo eremantolido

Inicialmente, o pico 24 foi atribuido a LST 15-hidroxi-16a-(1’-metilprop-1’Z-
enil)-eremantolido (Figura 24 do APENDICE B) por comparacdo de seu tempo de
retencdo com um padrao desta substancia, isolado anteriormente da propria espécie
L. ericoides (SAKAMOTO et al., 2003). No espectro de massas obtido para este pico
cromatografico, dois ions sdo observados: m/z 359 e m/z 377, o primeiro ocorrendo
como pico base e o segundo com uma baixa intensidade relativa (Tabela 7). A
massa molecular acurada obtida para m/z 377 (Tabela 7) confirma a férmula
molecular correspondente a [15-hidroxi-16a-(1’-metilprop-1’'Z-enil)-eremantolido + H]
(C20H2507), levando a conclusdo que o pico base m/z 359 corresponde ao ion
originado pela dissociagao na fonte de ionizagdo de uma molécula neutra de agua
(18 u.m.a.), a partir da LST protonada. O espectro de ions produto obtido a partir do
ion precursor m/z 377 confirma esta fragmentagao (m/z 377 — 359) (Figura 24 do
APENDICE B). O espectro de ions produto obtido a partir do ion precursor m/z 359
(Figura 24 do APENDICE B) ¢é idéntico ao obtido para o padrdo de 15-hidréxi-16a-
(1’-metilprop-1’Z-enil)-eremantolido, confirmando a atribuicdo do pico 24 a esta

substancia.



105

Para o pico 17 também foram observados dois ions no espectro de massas,
0s quais, devido a uma diferenca de -14 u.m.a. em relagdo aos ions do pico 24,
sugerem uma molécula com a mesma estrutura basica que a substancia anterior
com a subtracdo de uma metila (Tabela 7). Esta proposta é confirmada pela férmula
molecular calcula para m/z 363,1447: C49H2207, sem nenhuma outra formula
possivel em um intervalo de = 15ppm. Uma analise na literatura mostra que somente
uma substancia com esta férmula molecular foi relatada para as plantas da subtribo
Lychnoporinae: o 15-hidroxieremantolido C, o qual ja foi isolado a partir de L.
rupestris (CUNHA et al., 1995), Eremanthus goyazensis (VICHNEWSKI et al., 1989)
e E. glomerulatus (BARROS al., 1985). Além disso, os ions produto gerados pela
fragmentacdo deste pico (Figura 17 do APENDICE B) mostram um padrdo bem
semelhante ao anterior (Figura 24 do APENDICE B), com diferencas de 14 u.m.a.
para os ions na regido de massas moleculares mais elevadas, ou seja, nas primeiras
fragmentagdes. A atribuicdo da LST 15-hidroxieremantolido C ao pico 17 foi
finalmente confirmada pela comparacdo com o tempo de retencdo de um padrao
desta substancia. Finalmente, o ion produto m/z 203, ocorrente também no 15-
hidroxi-16a-(1’-metilprop-1’Z-enil)-eremantolido, € mais um indicio de um mesmo
esqueleto para ambas as estruturas, também indicando que a diferenca entre as
substancias esta realmente na cadeia lateral.

Os picos 34 e 35 foram também caracterizados por comparagao de tempos
de retencdo com padroes e, assim, atribuidos respectivamente as LST 4,5-
diidroeremantolido C e 4,5-diidro-16a-(1’-metilprop-1’Z-enil)-eremantolido, também ja
isoladas anteriormente de L. ericoides (SAKAMOTO et al.,, 2003). As massas
moleculares acuradas obtidas para estes dois picos (Tabela 7) dao suporte a esta

atribuicdo, sendo coerentes com as massas exatas calculadas para as moléculas
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protonadas das LST 4,5-diidroeremantolido C (C1gH240¢; [M+H]" 349,1651) e 4,5-
diidro-16a-(1’-metilprop-1’Z-enil)-eremantolido (C20H260s; [M+H]" 363,1808). Além
disso, espectros de ions produto obtidos por infusdo direta para os ions precursores
[M+H]" e [MH-H,O]" de padrbes destas duas substancias se mostraram idénticos
aqueles obtidos para os picos 34 e 35 (Figuras 34 e 35 do APENDICE B).

De modo similar, o pico 41 também foi atribuido a uma LST do tipo
eremantolido. A comparacao de tempos de retencao e de espectros de ions produto
deste pico (Figura 41 do APENDICE B) com os obtidos para um padrdo, bem como
a anadlise das massas moleculares acuradas medidas (Tabela 7), permitem a
atribuicdo deste pico a LST 16a-(1’-metilprop-1°Z-enil)-eremantolido. Similarmente
ao que ocorre com a LST tiglato de zexbrevanolido, este pico cromatografico tem
tempo de retencdo muito proximo ao do flavondide 3-O-acetilpinobanksina, co-
eluindo com esta quando ambas estdo presentes no extrato analisado. Porém,
novamente, seus sinais podem ser individualizados pelos espectros de UV ou pela
absorcao relativa nos comprimentos de onda utilizados, visto que somente a 3-O-
acetilpinobanksina absorve em 325nm. Além disso, dentre as cinco populacdes de L.
ericoides analisadas, o 16a-(1"-metilprop-1°Z-enil)-eremantolido s6 ocorre em
individuos de uma delas, conforme sera discutido adiante.

Deve ser ressaltado que nos espectros de massas obtidos pelas analises de
CLAE-DAD-MS de todas as LST do tipo eremantolido aqui identificadas sao
observados dois ions: a molécula protonada ([M+H]"), em baixa intensidade relativa;
e a molécula desidratada pela perda de uma molécula neutra de H,O por
dissociagdo na fonte de ionizagdo ([MH-H,OJ"). Deste modo, a observacdo de
ambos o0s sinais em um espectro de massas de um pico cujo espectro de UV é

caracteristico de LST é um forte indicio de que a LST seja um eremantolido, ja que
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esta dissociacdo de H,O na fonte de ionizagao nao foi observada em nenhuma das
LST do tipo goyazensolido descritas na literatura e/ou aqui identificadas (CROTTI et
al., 2005).

Assim, por perderem uma molécula neutra de H,O por dissociacdo na fonte
de ionizacao, conforme discutido acima, dois outros picos foram atribuidos a LST do
tipo eremantolido. Os espectros de UV, o padrao de fragmentagao observado nos
espectros de ions produto, e as férmulas moleculares obtidas para ambos também
indicam que se tratam de LST. Deste modo, pico 39 produziu massas moleculares
acuradas (Tabela 7) que sugerem a formula molecular CyoH206, sSem nenhuma
outra formula molecular possivel dentro de uma faixa de 15ppm. Duas substancias
isoladas a partir de espécies da subtribo Lychnophorinae correspondem a esta
férmula molecular: eremantolido B [isolado a partir de E. incanus (HERZ et al., 1980)
e E. elaeagnus (LE-QUESNE et al., 1978)] e 4,5-diidro-16a-(1’-metilprop-1’Z-enil)-
eremantolido, a qual ja foi identificada como sendo o pico 35. Os espectros de ions
produtos obtidos para os ions precursores [M+H]" e [MH-H,O]" (Figura 39 do
APENDICE B) mostraram um perfil de fragmentacdo quase idéntico aos obtidos
para o pico 35 [4,5-diidro-16a-(1’-metilprop-1’Z-enil)-eremantolido] (Figura 35 do
APENDICE B). Estabelecendo-se um paralelo com o observado para o par de
isbmeros cis-trans tiglato de zexbrevanolido (pico 37) e 4,5-diidrolychnopholido (pico
36), pode-se dizer que a substadncia em questdo possui o mesmo esqueleto
carbbnico basico que a do pico 35, porém com a cadeia lateral em configuragao cis,
sugerindo, portanto, a LST 4,5-diidro-16a-(1’-metilprop-1’E-enil)-eremantolido.
Porém, para uma confirmacdo inequivoca desta substancia seria necessario seu
isolamento e a aplicacdo de outros métodos de analise para a determinacao

definitiva de sua estrutura.
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O pico 30, por sua vez, gerou massas moleculares acuradas (Tabela 7;
Figura 30 do APENDICE B) que indicam a férmula molecular CigH2405, sem
nenhuma outra formula possivel dentro de uma faixa de erro de 15ppm. Dentre as
substancias ja relatadas para o género Lychnophora, somente as LST 4,5-
diidroeremantolido C e eremantolido A possuem a férmula molecular obtida, porém o
tempo de retencdo deste pico ndo coincide com os obtidos para padrbes de
nenhuma das duas substancias e, assim, para a substancia correspondente a este

pico & possivel atribuir somente a férmula molecular.
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Tabela 7. Identificacdo dos picos cromatograficos obtidos a partir dos extratos foliares de L. ericoides e dados de UV e espectrometria
de massas obtidos por CLAE-DAD-EM e CLAE-DAD-EM/EM. Os numeros dos picos se referem as Figuras 10 e 11.

Pico tr. Substancias ionizagao positiva ionizagao positiva | ionizagao negativa ionizagao negativa UV max
(min) ions precursores * EM/EM ° ions precursores ? EM/EM" (nm)
[M+H]" 355,1037"" _ - pb. _
L L 3 15eV: [M-H] 353,0879 15eV: _
1 5,6 | acido 3-O-E-cafeoilquinico {MEX\I&]}( *?679? 355,163 [M-CAFT191 3535191P%: 179 299; 324
[M+H]" 369,1195 - pb. .
2 10,6 | acido 3-O-E-feruloilquinico [M+Na]" 391 VA 35?1733040 ;g?v'msp.b._ ‘o1 299; 325
[MH-AQ[" 177°" [FER-HI —199
[M+H]* 355,1038°" 15eV: . pb. _
A ALE L b 5eV: [M-H] 353,0881 15eV: ,
3 10,9 | acido 4-O-E-cafeoilquinico {m;ljl:é]ggs 355,163 [M-CAF-H,0[ 173 353-191: 179; 1737 300; 325
[M+H]* 355,1035°" , - pb. _
R ALE L b 15eV: [M-H] 353,0879 15eV: _
4 11,8 |acido 5-O-E-cafeoilquinico {m:jl:(]l]?gs 355—163°% [M-CAF] 191 35351917 179 299; 325
o | 12eVs b | 25eV: 271;
lucenina-2 [M+H]" 611,1615°" 611—-593; 575; 557; | [M-H] 609,1450°" |5 == .o  rcapb.. -
5 |[174 16 8-di-C-B-glicosilluteolina) [MH-H,0]" 593 545: 539; 527; 497 2833231’519’ 4897 gggsh,
491; 473" 443; 425 :
[M+H]" 369,1195 [M-H] 367,1037°" 15eV:
6 18,8 | acido 4-O-E-feruloilquinico [M+Na]* 391 [M-FER] 191 3671737 191 300; 324
[MH-AQ]* 177°* [M-FER-H,0] 173 ’
X 15eV: X 256V
vicenina-2 [M+H]" 595,1655°" 595577; 559; 541; | [M-H] 593,1518>" e Ena. AoaPb. .
71207 | 6 8-di-C-B-glicosilapigenina) [MH-H,0]" 577 529; 523: 511; 481 222_555;5 503; 4737, 1271, 334
475; 457", 427; 409 ’
[M+H]* 369,1193 v pb. ,
8 21,6 | acido 5-O-E-feruloilquinico [M+Na]* 391 [m |I;|I]EF3;671$;?39 ;g?v.,]g,]p.b._ 173 299; 324
[MH-AQ]" 177°" [M-FER] —1917%
15eV: .
. o [M+H]" 579,1708°" 579—561; 543; 525; - pb. 2%V, pb.. .
9 25,8 | 6,8-di-C-B-glicosilcrisina [MH-H,0]" 561 13- 507- 495 4p5. | [M-HI 577,1570 577—559; 487; 457°°; | 272; 317
-2 ) ) ) ) .
459; 441°"; 411; 393 367, 337
[M+H]"517,1355 _ o ob. | 15eV:
10 |36,1 |4cido 34-di-O-E-cafeoilquinico | [MH-H,0]" 499°® 15eV. [M-H]'515,1204"" | 59535375 335: 191: | 300: 325

[MH-AQ]" 163

499319 163

179; 173
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Pico t.r. Substancias ionizagao positiva ionizagao positiva | ionizagdo negativa | ionizagado negativa UV max
(min) ions precursores * EM/EM ° ions precursores * EM/EM"° (nm)
. M-H] 515,1207°"
i [M+H]" 517,1354 156V: [M-HJ ST, 156V: _
11389 4cido35-di-O-E-cafeoiquinico | Uil B 00 Too319Pb 163 [M-CAFT 353 S1e 35370 191. 179 | 300; 325
[M+H]*517,1357 , . oo | 156V:
12 | 445 | acido 4,5-di-O-E-cafeoilquinico | [MH-H,0]" 499°® ooy 1oPb- 163 [M-H]'515,1206™" | 595 " 3530 191 179; | 299: 325
[MH-AQ]" 163 : 173
[M+H] 531,150 156V
13 | 45,3 | acido feruloil-cafeoilquinico® [MH-H,0]" 5137 513—333; 319; [M-HT 529,1360"" 299; 324
[M+Na]" 553 177" 163
[M+H] 531,1510 156V o o | 156V:
14 | 46,1 | acido feruloil-cafeoilquinico* [MH-H,0]" 513°® 513-333; 319; [M-H] 529,1358™" | 559" 36775~ 335: 103 | 300: 325
[M+Na]' 553 177°%: 163 [M-CAFT 367 173
[M+H] 531,1512 156V: - o | 156V:
15 | 48,7 | acido feruloil-cafeoilquinico* [MH-H,0]" 513°® 513333; 319; [M-H] 529,1360°" | 559" 36705 193 299; 324
[M+Na]' 553 177°%: 163 [M-CAF] 367
- + pb.
16 49,6 | 4cido feruloil-cafeoilquinico* {MTN%?%S??’ [M-HJ 529,1361°® 299: 324
15eV:
. 363345; 301
17 50,9 | 15-hidroxieremantolido C {m:l"ﬂl %??Qf;ﬁ. 10eV: [M-HJ 361,1297°® 266
2 345-,301; 283;
255° 203
[M+H] 531,1507 156V . ob _
18 |53,8 | acido feruloil-cafeoilquinico* [MH-H,0]" 513°® 513-333; 310; {m_gﬁf_g’gw ;gg\i%?p_b__ 73 300; 324
[M+Na]" 553 177°"; 163 :
[M+H]" 5451671 _ 206V
19 |550 | acido 34-di-O-E-feruloilquinico | [MH-H,0]" 527°® 15eV. [M-HJ 543,1514P> | 543367: 349°": 193: | 300; 325
¢ 527333; 177
[M+Na]' 567 173
[M+H]" 531,1513 156V 15V
20 55,7 | acido feruloil-cafeoilquinico* [MH-H20]+513”‘b' 513—-333; 319; [M-HT 529,1359" 529—-353; 191; 179; 299; 324
[M+Na]* 553 177" 163 173°>
23eV: 291
21 583 | pinobanksina [M+H]" 273,0757°° [M-HT 271,0614°> | 2715253"%; 225,209,  5a0’

197, 185; 161
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Pico t.r. Substancias ionizagao positiva ionizagao positiva | ionizagdo negativa | ionizagado negativa UV max
(min) ions precursores * EM/EM ° ions precursores * EM/EM"° (nm)
[M+H]* 545,1668 _
22 60,1 | acido diferuloilquinico* [MH-H,0]" 5277 156V P [M-HJ 543,1519°" 300; 325
IM+Na]’ 567 527—333; 177
22eV: [M-H] 315,0495°" [ 17eV: 255;

23 63,4 | 3-O-metilquercetina [M+H]+317,0654p'b' 317—302°"; 301; 315—300"; 271; 255; | 268sh;
274; 273; 245; 229 243 295; 355
12eV:

o N , N 377—359; 315
2 iz | [SHUOTISemetop 17 (T SO0 gy
2 359—315; 297; 269;
241; 213; 203*"; 175
[M+H]* 545,1673
25 65,8 | acido diferuloilquinico* [MH-H,0]" 527°* [M-HJ 543,1517°" 300; 325
[M+Na]* 567
[M+H]* 679,1673 ]
. AL L [MH-H,0]" 661 15eV: [M-H] 677,15217% | 15eV: _
26 67,0 | acido 3,4,5-tri-O-E-cafeoilquinico | i AR H.0] 499°° | 6795661; 499; 1637 | [M-CAF] 515 6775515 353; 163 | 299 329
[M+Na]" 701
+ p.b. 15eV:
27 67,6 |centraterina [M+H] 375,1452 375275: 257: 239; | [M-H[ 373,1272° 269
[M+Na]' 397 220°%- 211: 201; 183
tiirosideo {W] ]+5 g?; B rrev. [M-HJ 593,1269°° | 208V gg;; h
+Na _ - , b ev: sh;
28 1693 |[3-0-(6’-O-E-p-cumaroil)-B- [cumaroilglicose]® 309 2253_322’5995723‘:48 593447; 285" 315;
glicosilkaempferol] [aglicona+H]" 287 ' ; , 355sh
[M+H]" 625,1555"" 17eV: ] 20eV: 267;
3-0-(6"-0O-E-p-cumaroil)-B- [M+Na]" 647 625—-317°"; o p.b. o o4 =PD. 295sh;

29 |71 | Glicosilisoramnetina [aglicona+H]" 317 309,0969; 291 165; | M-I 623,1375""  1623-477; 315 315

[cumaroilglicose]” 309 | 147,0434 355sh
18eV:
. . 349—331; 241; 215;
30 . LST tipo eremantolido [M+H]' 349,1659 189p.b.; 161 -
’ [MH-H20]" 331p.b. 15eV:

C19H2406

3315 241; 229:
189p.b.; 161
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Pico t.r. Substancias ionizagao positiva ionizagao positiva | ionizagdo negativa | ionizagado negativa UV max
(min) ions precursores * EM/EM ° ions precursores * EM/EM"° (nm)
.. 287,
31 77,5 |flavanona ou diidroflavonol 330sh
+ pb. 15eV:
32 789 | 4 5-diidro-15-desoxigoyazensolido m:n;lf’gg;‘r’m 347-261; 243; 233; 264
215", 197; 187; 159
flavanona ou diidroflavonol + pb. - pb. 283;
33 1805 o 4o, [M+H]" 271,0977 [M-H] 269,0808 395sh
12eV: X
. 349-331; 189""; 161
34 813 | 4 5-diidroeremantolido C {mmﬂ 8‘1‘9513??9 150V: [M-HJ 347,1497°® 265
2 331—-285; 257; 217;
189°" 161
15eV:
363-345; 317;
4,5-diidro-16a-(1’-metilprop-1'Z- | [M+H]" 363,1816 203""; 189; 161 o ob.
35 1868 | ohil)-eremantolido [MH-H,0]" 345°® 156V: [M-H] 361,1644 265
345-317; 219; 203;
189°"; 161
+ p.b. 10eV:
36 883 |4 5-diidrolychnopholido {MIHLFS;;GM 3615261 243; 233 264
215" 197; 187; 169
+ p.b. 10eV:
37 92,9 | tiglato de zexbrevanolido {mm;]f’g;ém“g 361261: 243; 233; 264
215" 197; 187; 169
20eV: 289
38 |93,3 |pinocembrina [M+H]" 257,0805°" [M-HJ 255,0650°° | 255213""; 211; 185; ’
. ) 326sh
171; 169; 151
4,5-diidro-16a-(1’-metilprop-1’E: 18eV. b
rou - e N 363—345; 203; 189"
39 |47 |SNireremantolido {m:"ﬂ' 8?93118532 15V: [M-HT 361,1645°" 264
Co HaO 2 345-317; 219; 203;
20266 1899-b-; 161
15eV: 20eV:
40 96,5 |24 6-triidroxichalcona [M+H]" 257,0809°" 257—239; 215; 179; | [M-H] 255,0651°" | 2555213; 211°"; 185; | 343
173; 1537 171; 169; 151
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Pico t.r. Substancias ionizagao positiva ionizagao positiva | ionizagdo negativa | ionizagado negativa UV max
(min) ions precursores * EM/EM ° ions precursores * EM/EM"° (nm)
15eV: X
N . N 361—-343; 215; 187°"
41 999 ;?;r;f;r;{gﬁé'c')pmp'1 Z-enil)- {M;Hﬂl g?félgﬁ, 13eV: [M-H] 359,15027" 267
2 343-299; 281; 269;
243; 215; 187*"; 159
+ p.b. 18eV: e pb. | 25eV: .
42 99,3 |3-O-acetilpinobanksina Moo 27 | 316273255, Aoy 555 10313271, 263 225, S0
22 227°"; 199; 181; 153 209; 197
+ pb. 15eV:
43 | 101,1 | lychnopholido {M:HLF’?&MSQ 359259; 241; 231; 267
213" 185
+ p.b. 15eV:
44 1 108,9  CioHogOs {mm]a]?ggfyg [M-H] 327,1236°° | 3275312°"- 179; 164: | 276
147
+ p.b. . 20eV:
45 | 118,3 | 2',6-diidr6xi-4'-metoxichalcona EM:HL]?;;'30979 53?2167"”- 131 [M-HJ 269,0807°" | 269—254°"; 253; 236: | 341
’ 226; 225; 191; 177; 165
46 1212 2ZIO-prop|on|IaIp|nona [M+H]" 343,15387 :1%22\:329- 287°°; 274,
: [M+Na]" 365 D ’ 340sh
CxoH2205 . 269; 241; 213
. . [M+H]" 271,0977°" 15eV: 290;
47 | 122,4 | pinostrobina [M+Na]* 293 2711675 131 330sh
+ p.b. 18eV: )
48 | 124,0 | 3-O-acetilalpinona {MIHLF%’J 034 3295287: 269; 241; ggg’sh
213" 195; 167
.. 276;
49 126,8 | flavanona ou diidroflavonol 340sh
.. 275;
50 130,9 | flavanona ou diidroflavonol 340sh
.. 276;
51 131,8 | flavanona ou diidroflavonol 340sh
) 276;
52 137,8 | flavanona ou diidroflavonol 340sh

p.b. = pico base ; AQ = acido quinico ; CAF = cafeoil ; FER = feruloil sh = ombro no espectro de UV; * = isdbmeros posicionais de acidos clorogénicos que
nado puderam ser individualizados.
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4.5. Variagoes no conteudo de metabdlitos secundarios

Como o intuito deste estudo é verificar a existéncia ou nao de variacbes no
conteudo de metabdlitos secundarios, e visto que é inviavel a construgcado de curvas
de calibragdo para todos os picos, conforme exposto anteriormente, todas as
comparagdes entre conteudos de metabdlitos secundarios foram realizadas com
base nas areas relativas (area do pico / area do p.i.) obtidas para cada pico. No
entanto, para determinar a concentracdo de metabdlitos em porcentagem por peso
seco das folhas, as areas relativas podem ser inseridas nas equacodes obtidas para
as curvas de calibracido, determinando-se assim a concentracdao da substancia, em
ug/mL, no extrato analisado. Esta concentragao é entdo convertida em porcentagem
por peso seco das folhas multiplicando-se a concentragdo por 0,3 (0 extrato é
preparado em 3mL) e dividindo-se o valor obtido por 20 (sdo utilizados 20mg de
material vegetal para a extragao), obtendo-se assim a porcentagem da substancia

por peso seco das folhas.

4.5.1. Variagées intra-individuais

Para garantir que a amostragem (coleta) realizada em um dado individuo seja
representativa da situacdo metabdlica das folhas da planta como um todo, naquele
dado momento, algumas analises foram realizadas para detectar possiveis variagdes
intra-individuais no conteudo de metabdlitos secundarios, bem como a amplitude
destas variagoes.

Primeiramente, oito individuos (1-lll - 05/2000; 1-VIII - 02/2002; 1-X - 01/2002;
2-1V - 01/2002; 3-VI - 01/2002; 4-1V - 01/2002; 4-1 -03/2002; 5-VIII - 01/2002) foram
analisados para verificar possiveis variagcdes nas concentragdes de metabdlitos

secundarios entre as folhas provenientes de diferentes ramos de um mesmo
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individuo. A determinacao deste tipo de variacdo metabdlica € imprescindivel para
qualquer estudo de variacbes metabdlicas temporais ou populacionais, por
determinar até que ponto uma dada variagao no conteudo de um metabdlito nao €,
na verdade, uma variacao do acumulo deste metabdlito em diferentes ramos da
mesma planta.

Assim, as folhas provenientes de dois ramos de cada um dos individuos
selecionados foram submetidas ao método de analise desenvolvido e foram
determinadas as porcentagens de variagdo de cada metabdlito entre os ramos de
cada planta. O grafico da Figura 13 mostra as variagbes maximas e médias (entre
todos os individuos analisados) observadas para cada metabdlito. Variagdes
quantitativas, mas nao qualitativas, foram observadas e, de modo geral, as médias
das variagbes estdo entre 10 e 15%, sendo que as maiores variagbes observadas
foram em torno de 20%. Pode-se entdo assumir que, de modo geral, variagdes
abaixo de 20% podem ser relacionadas a uma variagao intra-individual no acumulo
do metabdlito e devem ser desconsideradas. Inversamente, tem-se a certeza de que

qualquer variagao observada acima deste patamar é significativa.
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Figura 13. Grafico mostrando as variag

observadas entre os ramos de um mesmo individuo de L.ericoides.
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Também sao esperadas variagdes no conteudo de metabdlitos secundarios
em funcao da idade das folhas. Neste sentido, analises realizadas com folhas novas
(apicais nos ramos de L. ericoides) e velhas (basais nos ramos) de um mesmo ramo
mostraram que o envelhecimento das folhas resulta em uma pronunciada reducao
no conteudo de todos os metabdlitos secundarios das folhas de L. ericoides, que
estd exemplificada pelos cromatogramas da Figura 14. A Figura 15 mostra um
grafico das variagbes médias e maximas encontradas para cada metabdlito entre
folnas jovens e velhas de um mesmo ramo nos individuos analisados (dois
individuos por populacao: 1-lll, 1-X, 2-1, 2-1V, 3-lll, 3-VI, 4-l, 4-1V, 5-VII e 5-VIII; todos
coletados em janeiro/2002). Este tipo de variagao € bem documentada na literatura,
e sua ocorréncia ja foi notada em uma ampla variedade de classes de metabdlitos
secundarios (GERSHENZON et al., 1989; HALL; LANGENHEIN, 1986; HARTMANN,
1996), incluindo aquelas caracteristicas de L. ericoides tais como LST (SPRING;
BIENERT, 1987), flavondides (SLIMESTAD, 1998) e acidos fendlicos (KOEPPE et
al., 1970). Tais variagbes podem estar relacionadas a uma maior taxa biossintética
de tecidos mais jovens ou a reciclagem de metabdlitos, conduzindo-os dos tecidos
velhos, em processo de atrofiamento, em direcdo aos tecidos mais novos ou
reaproveitando-os para a biossintese de novos metabdlitos (GOBBO-NETO; LOPES,
2007; HARTMANN, 1996).

Ainda de acordo com a Figura 15, deve ser notado que a redugdo mais
intensa ocorre com os acidos clorogénicos e flavondides, cujas variacbes médias
estdo entre 60 e 85%, chegando a 100% de redugdo nas folhas velhas. Um
decréscimo intermediario é observado no conteudo das C-glicosilflavonas, em torno
de 45%. Finalmente, as LST apresentaram a menor redugéo entre folhas jovens e

velhas, entre 15 e 30%.
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A maior taxa de reducédo do conteudo de flavondides e acidos clorogénicos
em relacado as LST em folhas velhas pode ser, talvez, devido a uma maior alocagao
destes metabdlitos para a reciclagem, visto que por protegerem a planta dos efeitos
da radiagao solar, estes metabdlitos sdo mais necessarios em folhas jovens do que
em folhas ja em processo de atrofia (ALENIUS et al., 1995; GRACE; LOGAN, 2000;
HARTMANN, 1996; WATERMAN; MOLE, 1994).

Por outro lado, ja foi relatado que, no género Helianthus, por exemplo, as LST
sdo produzidas principalmente nos estagios iniciais de desenvolvimento das folhas,
quando sdo encontradas, portanto, em altas concentracdes. Posteriormente, como
continuidade do processo de desenvolvimento natural, as folhas aumentam de
tamanho, o que leva a uma “diluigdo” das LST (cujo conteudo total se mantém), e
finalmente entram em processo de atrofia (HENDRIKS et al., 1997; SPRING;
BIENERT, 1987). Além disso, devido a sua citotoxicidade, as LST sao encontradas
somente no exterior das folhas, o que indica que dificilmente sado recicladas pela
planta. Assim, a menor taxa de reducao das LST nas folhas velhas pode ser
explicada pelos dois processos expostos acima, ou seja, ha uma redugdo no seu
conteudo nas folhas velhas devido a “diluicao”, porém como nao sao reaproveitadas,
esta reducao nao é tdo pronunciada quanto a dos flavondides e acidos clorogénicos.

Finalmente, deve-se ressaltar que tais diferengas quantitativas entre folhas
jovens e velhas nao tém influéncia significativa nos resultados de variagbes
temporais deste estudo, tendo em vista que para o preparo das amostras todas as
folnas de um ramo sdo moidas conjuntamente, o que leva a uma amostragem do
ramo como um todo. Além disso, a proposta deste estudo é a determinacido de

variagdes entre individuos como um todo, uma vez que quando da coleta do vegetal
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para seu uso, € impraticavel a escolha somente de folhas jovens em detrimento das
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Figura 14. Cromatogramas (270 nm) exemplificando a variacdo quantitativa entre o

metabolismo secundario de folhas novas (A) e velhas (B) provenientes

de um mesmo ramo do individuo 2-1V.
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VARIAGAO: folhas novas X folhas velhas

@ variagdo maxima
W variagdo média
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Figura 15. Grafico mostrando as variag

observadas entre folhas novas e velhas de um mesmo ramo de L.ericoides.
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Em L. ericoides, as inflorescéncias surgem no apice de varios ramos (mas
raramente de todos) em cada planta, o que ocorre principalmente no verao, entre os
meses de dezembro e margo, periodo chuvoso no cerrado. Nestes periodos, alguns
dos individuos marcados tiveram ramos com e sem flores coletados visando
determinar possiveis variagdes (1-V - 01/2002; 2-VI - 01/2002; 3-VI - 02/2002; 4-I -
02/2001; 5-VIII - 02/2001). Neste sentido, conforme pode ser visto no grafico da
Figura 16, foram observadas concentragdes menores de todos os metabdlitos nas
folhas dos ramos com flores. As variagdes médias observadas estdo entre 23 e 50%,
portanto ndo tado pronunciadas como as observadas entre folhas jovens e velhas. No
entanto, todos os metabdlitos apresentaram variacbes acima da variagdo maxima
detectada entre dois ramos de um mesmo individuo (Figura 13, discussao acima), o
que mostra que realmente existe uma concentracdo menor de metabdlitos
secundarios nos ramos com flores. Diferentemente do que ocorre entre folhas jovens
e velhas, neste caso nao existem diferengas marcantes entre as variagdes de cada
tipo de metabdlito, sendo observada uma diferenca similar no conteudo de cada
metabdlito entre folhas dos ramos com ou sem flores. A menor concentragao de
metabdlitos secundarios nos ramos com flores poderia ser explicada por uma
alocacao de recursos para protecao e desenvolvimento das inflorescéncias nestes

ramos, em detrimento as folhas.
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VARIAGCAO: ramos com flores X ramos sem flores

@ variagdo maxima
M variagdo média
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Figura 16. Grafico mostrando as variag

observadas entre folhas de ramos com e sem flores de um mesmo individuo de L. ericoides.
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4.5.2. Variagées intra-populacionais

Estando o método de extragcao devidamente desenvolvido e validado, os picos
cromatograficos identificados e a ocorréncia, bem como a magnitude das variagdes
intra-individuais determinadas, finalmente foi possivel comparar efetivamente os
dados obtidos para todos os individuos das cinco populagdes. Para isso, foi
construida uma planilha com as areas relativas (area metabdlito / area p.i.) obtidas
para cada metabdlito de cada individuo (APENDICE C).

Em termos de variagao intra-populacional, foi observado que, de modo geral,
o perfil cromatografico € bem semelhante entre todos os individuos amostrados em
cada populagdo, existindo algumas pequenas diferengas quantitativas, mas néo
qualitativas entre os individuos de uma mesma populacdo. As Unicas excegdes
observadas foram: o individuo VIl da populagdo 1, no qual ndo foram detectadas
cinco das LST identificadas nos outros individuos desta populacao; e os individuos I,
Il e lll da populagado 4, os quais apresentaram quantidades apreciaveis (até 0,20%
de peso seco das folhas) da LST centraterina (pico 27) que, além destes, s foi
encontrada em alguns individuos da populagdo 1 e, mesmo assim, em pequenas

quantidades (no maximo 0,025% de peso seco das folhas).

4.5.3. Variagbes interpopulacionais

Por outro lado, diferengas qualitativas marcantes foram observadas entre
individuos pertencentes a populacdes diferentes, o que mostra a existéncia de
variagdes interpopulacionais no metabolismo secundario, conforme ja havia sido
observado pelas Figuras 10 e 11. A principal diferenga observada entre as
populagdes, e que é bem evidenciada nas Figuras 10 e 11, é a existéncia de um

metabolismo secundario bem mais diversificado em individuos da populacdo 1, os
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quais apresentam muitos picos que estdo ausentes em cromatogramas de plantas
de outras populagdes. Em linhas gerais, praticamente todos os metabdlitos
identificados em L. ericoides (topico 4.4.) foram observados nos individuos da
populacdo 1. Grandes semelhangas também existem entre os cromatogramas de
cada populagédo, sendo que a grande maioria dos metabdlitos identificados, com
excecao das LST, esta presente, em maior ou menor intensidade, em todos os
individuos.

Visto que as variagdes intra-populacionais sdo relativamente pequenas, e
para uma melhor comparacdo dos resultados, os dados da planilha obtida no
APENDICE C foram utilizados na construgdo de graficos com as médias
populacionais de cada metabdlito, ou seja, as médias aritméticas obtidas a partir da
somatoéria das areas relativas de um dado metabdlito em todos os individuos

pertencentes a uma mesma populagao (Figuras 17 a 19).
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populacéo de L.ericoides.
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Uma primeira analise destes graficos mostra que as principais diferencas
interpopulacionais sdo com relagdo as LST. Conforme pode ser visto no grafico da
Figura 18, com exceg¢do da centraterina na populagao 4, ja discutida acima, as
demais LST s6 foram detectadas na populacdo 1. Com relagdo aos acidos
clorogénicos, todos os derivados foram encontrados, ao menos como tragos, em
todos os individuos. Porém, diferengas quantitativas marcantes foram encontradas,
conforme pode ser analisado na Figura 17: o conteudo destes metabdlitos € maior
na populagao 1, onde o acido 3,5-di-O-E-cafeoilquinico (pico 11), por exemplo, tem
uma concentragao média em torno de 1,0% do peso seco das folhas, seguido pelas
populacdes 4 e 5. Ja a populacdo 3 apresenta valores intermediarios de acidos
clorogénicos, e a populagdo 2 as menores concentragées encontradas, com uma
média em torno de 0,25% de peso seco para o acido 3,5-di-O-E-cafeoilquinico, ou
seja, ¥4 do observado para a populacdo 1. Finalmente, no caso dos flavondides
(Figura 19) ndo foram observadas diferengas muito significativas. O unico flavondide
de ocorréncia restrita foi o pico 52 (Tabela 7), o qual s6 foi encontrado nos
individuos (todos os individuos) da populagao 2. A populagado 2 também foi a que
mostrou maiores teores de 3-O-metilquercetina e pinobanksina, e a unica em que
nao foram detectados cumaroilglicosil-flavondis (picos 28 e 29). As C-glicosilflavonas
(picos 5, 7 e 9), por sua vez, foram detectadas em maiores concentragbes na
populacdo 1, na qual a concentracdo média observada para a vicenina-2, por
exemplo, foi de 1,6% do peso seco das folhas, enquanto nas demais populagdes
este valor esta em torno de 0,35%. De fato, na populagdo 1 as C-glicosilflavonas
foram detectadas em concentracdes entre 3 e 7 vezes maiores que nos individuos

das outras populagdes.
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Conforme ja mencionado na introducdo, os resultados de estudos de
variagdes na producao de metabdlitos secundarios sdo essenciais para revelar quais
metabdlitos sdo potenciais marcadores quimiotaxonémicos para determinada
espécie ou género, servindo como um conjunto adicional de caracteres para a
definicho de taxa complexos e determinacdo de quimiotipos. Neste sentido,
flavonéides (EMERENCIANO et al., 2001; FIASSON et al., 1991), acidos fendlicos
(MANEZ et al., 1994) e lactonas sesquiterpénicas (SEAMAN, 1982; ZDERO;
BOHLMANN, 1990), classes de metabdlitos identificadas em L. ericoides, tém se
demonstrado confiaveis caracteres quimiossistematicos.

Até o momento, as LST do tipo furanoeliangolido vinham sendo consideradas
como metabdlitos caracteristicos € marcadores quimiotaxondmicos da subtribo
Lychnophorinae, devido ao seu isolamento a partir de plantas de alguns géneros
desta subtribo (BORELLA et al., 1998; ROBINSON, 1999; SAKAMOTO et al., 2005;
ZDERO; BOHLMANN, 1990). Entretanto, como pode ser concluido pelos resultados
expostos acima (Figuras 10 e 18; APENDICE C), ao menos para a espécie L.
ericoides as LST nao podem ser consideradas marcadores quimiotaxondmicos e
sequer metabdlitos caracteristicos, pois s6 ocorrem em uma das populacoes
estudadas. Poderiam, no entanto, ser consideradas caracteristicas de um quimiotipo
(ou raga quimica) dentro da espécie L. ericoides. Esta proposta pode ser reforgada
pelo ndo isolamento de LST em estudos fitoquimicos com outras espécies do género
Lychnophora (CHICARO et al., 2004)

Os acidos clorogénicos, por outro lado, estdo presentes (em maior ou menor
quantidade) em todos os individuos de L. ericoides analisados (Figura 17;
APENDICE C). Devem, portanto, ser considerados metabdlitos caracteristicos desta

espécie. Entretanto, devido a sua ampla ocorréncia na familia Asteraceae



129

(CLIFFORD, 1999, 2000), sua utilizagdo como marcador quimiotaxondémico fica
limitada.

Apesar das variagdes interpopulacionais expostas acima, em todas as
populagdes os flavondides majoritarios sdo os mesmos (vicenina-2 — pico 7,
pinocembrina — pico 38; 2’,4’,6’-triildroxichalcona — pico 40; 3-O-acetilpinobanksina —
pico 42; 2’,6’-diidroxi-4’-metoxichalcona — pico 45 e pinostrobina — pico 47) e
ocorrem em concentragdes semelhantes (com excecgéo da vicenina-2 na populagao
1 e pinobanksina na populacdo 2) (Figura 19; APENDICE C). Estes metabdlitos
devem, portanto, ser considerados como os metabdlitos secundarios mais
caracteristicos de L. ericoides, juntamente com os acidos clorogénicos. A ampla
variedade de tipos de esqueleto e padrbes de substituicdo em flavondides tém sido
uteis, em muitos casos, para a distingao entre taxas e quimiotipos sendo, portanto,
valiosos marcadores quimiotaxonémicos (FERRERES et al., 1989; HARBORNE,
1975; HARBORNE et al., 1985; SEIGLER, 1981; WILLIAMS et al., 1983, 1985;
WILT; MILLER, 1992). Em termos de variedade de flavondides, nota-se em L.
ericoides um predominio marcante das flavanonas e seus respectivos isbmeros 5-
hidroxi-chalconas e diidroflavondis (substituidos ou ndo na posigdo 3). Também é
notavel a auséncia de flavonas ou flavondis agliconas, que sao flavondides de
ocorréncia muito comum na familia Asteraceae, e a presencga da di-C-glicosilflavona
vicenina-2 em altas concentracdes.

Assim, sugere-se como marcadores quimicos para caracterizar a espécie L.
ericoides a utilizagao conjunta dos seguintes fatores: a presenga, como metabdlitos
majoritarios, de derivados cafeoilquinicos, da di-C-glicosilflavona vicenina-2, do

diidroflavonol 3-O-acetilpinobanksina e das flavanonas pinocembrina e pinostrobina



130

e suas formas isoméricas, as chalconas 2’,4’,6'-trildroxichalcona e 2’,6’-diidroxi-4'-
metoxichalcona.

Quanto a ocorréncia de LST quase que exclusivamente na populagao 1, e em
altas concentracbées, uma teoria do Prof. Otto R. Gottlieb sobre a influéncia das
fronteiras entre biomas no conteudo de metabdlitos secundarios pode ser utilizada
para tentar explicar o fato. De acordo com esta teoria, plantas ocorrendo na fronteira
entre dois tipos de vegetacdo (e, consequentemente, de fauna) poderiam ser
estimuladas a amplificar a producdo e armazenamento de metabdlitos secundarios
defensivos, devido a maior pressdo ambiental (maior numero de influéncias
ambientais, originadas pelos dois biomas) (GOTTLIEB et al., 1996). Entre os
metabdlitos secundarios defensivos, encontram-se as LST, substancias
reconhecidamente citotdxicas e deterrentes e que, portanto, oferecerem protecao a
planta contra o ataque de herbivoros e patégenos de modo geral (PICMAN, 1986;
SANTOS, 2004; SCHMIDT, 1999). Neste sentido, deve ser ressaltado que somente
a populacdo 1, no municipio de Ibiraci — MG esta localizada em uma area de
transicao entre dois biomas: o cerrado e a floresta semi-decidua de mata atlantica,
sendo que as demais populacdes estdo localizadas em areas mais internas ao
bioma cerrado, mais especificamente em regidées de campos rupestres. Portanto, as
altas concentragcdes de LST observadas somente na populagdo 1 poderiam ser
explicadas por uma quimica secundaria defensiva amplificada, devido a interagao
com fauna e flora provenientes de dois biomas diferentes.

A aceitacdo desta hipotese implica em que as diferencas encontradas entre
as populagdes sao devido a uma expressao génica diferenciada das LST, o que
significa que os individuos das outras populagdes tém condi¢des genéticas para a

producao de LST, porém, por ndo sofrerem as mesmas pressdes ambientais que os
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da populagao 1, nao biosintetizam estes metabdlitos defensivos. Assim, neste caso,
as plantas da populacdo 1 ndo poderiam ser consideradas um quimiotipo de L.
ericoides caracterizado pelas LST, pois, para se encaixar no conceito de quimiotipo,
necessariamente deveria haver uma variacdo genotipica, conforme ja comentado
anteriormente na introducao (EVANS, 1996; MABRY, 1973). Este seria, entdo, um
caso de polimorfismo local, o qual é resultante de variagdes induzidas por fatores
externos (EVANS, 1996).

Para dar suporte as variagdes interpopulacionais observadas e discutidas
acima, foi realizada uma andlise estatistica de agrupamento por semelhanga (HCA —
Hyerarchical Cluster Analysis) de todos os individuos analisados. Utilizou-se como
base para isso a mesma planilha com as areas relativas obtidas para os metabdlitos
de cada individuo (APENDICE C) ja discutida acima. O grafico de agrupamento
obtido (Figura 20) conforme a metodologia descrita no tépico 3.3.6. evidencia dois
grandes grupos de individuos que apresentam, entre si, um elevado grau de
distanciamento de ligacdo (eixo x): um grupo formado exclusivamente pelos
individuos da populagcao 1 e outro composto pelos demais individuos. Isto pode ser
explicado pela presenca de LST quase que exclusivamente na populagao 1, ja
discutida acima. Ja o segundo grande grupamento obtido, com uma distancia de
ligacdo menor, é subdividido em mais dois grupos: um composto exclusivamente
pelos individuos da populacdo 2 e outro pelos demais. Portanto, considerando-se
esta distancia de relacdo, pode-se afirmar que a populagdo 2 forma um segundo
grupo de individuos de L. ericoides caracterizado, conforme discutido anteriormente,
principalmente pela auséncia de cumaroilglicosil-flavonadis, pelos mais altos teores
de 3-O-metilquercetina e pinobanksina e pela ocorréncia restrita do flavondide

referente ao pico 52. Assim, o grafico de agrupamento por semelhanca também
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evidencia e confirma a similaridade metabdlica entre os individuos de uma mesma
populagdo e agrupa todos os individuos das populagbes 3, 4 € 5 em um ultimo
grupamento.

Finalmente, analisando todos os dados de variacdes intra- e interpopulacional
discutidos acima, sugere-se que, com base em seu metabolismo secundario
diferenciado, os trés principais grupamentos de L. ericoides obtidos por HCA (grupo
1: populagdo 1; grupo 2: populagdo 2 e grupo 3: populagdes 3, 4 e 5) devam ser

considerados para os estudos de sazonalidade adiante.

Agrupamento por semelhanga dos individuos de L. ericoides por HCA (Hyerarchical Cluster Analysis)

3
%
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distancia da ligagao (distancia euclideana quadrada)
Figura 20. Grafico de agrupamento por semelhanga obtido para os 50 individuos de

L ericoides analisados, utilizando-se para as ligagées o método de Ward

e como distancia de ligagao a distancia euclideana quadrada.
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4.5.4. Variagbes sazonais

Para os estudos de variagdes sazonais, foram selecionados individuos para
representar cada um dos grupos obtidos acima por HCA (tépico 4.5.3. Variagbes
interpopulacionais). Inicialmente, as amostras coletadas no periodo de 24 meses dos
individuos 1-lll, 2-1V, 3-VI, 4-l1 e 5-VIll foram analisadas pelo método desenvolvido
em CLAE-DAD, e os dados obtidos foram utilizados para a constru¢ao de graficos de
variagdo mensal dos conteudos dos metabdlitos majoritarios. Devido as diferencas
na magnitude dos metabdlitos, e para evitar uma intensa sobreposi¢ao de linhas nos
graficos, os metabdlitos foram agrupados por classes (flavondides, LST e acidos
cafeoilquinicos). Também neste sentido, graficos com as areas relativas em escala
logaritmica foram construidos para os flavondides. Além disso, para melhor
comparagao entre as classes de metabdlitos, graficos com as somatérias dos
metabdlitos de cada classe também foram construidos. Deve ser ressaltado que,
conforme ja discutido, na analise destes graficos s6 devem ser consideradas
significativas as variacbes acima de 20%, que foi o nivel maximo de variagédo
encontrada entre os ramos de um mesmo individuo (tépico 4.5.1. Variagbes intra-
individuais).

Iniciando-se a analise pelos graficos obtidos para os metabdlitos do individuo
IV da populagcdo 2 (Figuras 21 a 24), nota-se que, de modo geral, todos os
metabdlitos de uma determinada classe apresentam comportamento temporal muito
semelhante entre si, isto €, os aumentos ou diminuicdes de concentracido dos
metabdlitos de uma determinada classe (flavondide ou acido cafeoilquinico) sao
concomitantes. Isto € observado tanto para os acidos cafeoilquinicos (Figura 22)
quanto para os flavondides (Figuras 23 e 24). Assim, é possivel realizar uma

comparagao dos metabdlitos totais por classes, através do grafico da Figura 21.
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Neste grafico, observa-se claramente que, enquanto a concentragdo de C-
glicosilflavonas se manteve praticamente constante ao longo dos dois anos, a
concentracdo de acidos cafeoilquinicos e flavondides apresentaram pronunciadas
variagdes inversamente proporcionais entre si. Nos periodos entre maio e
agosto/2000 e entre junho e setembro de 2001, as concentragbes de acidos
cafeoilquinicos apresentaram os mais altos teores (em torno de 0,45% de peso das
folhas, calculados com base na curva de 3,5-di-O-E-cafeoilquinico), ao passo em
que nestes mesmos periodos foram observados os mais baixos teores de
flavondides. Inversamente, nos demais periodos do ano, os niveis de acidos
cafeoilquinicos cairam cerca de 75% e o de flavondides agliconas se elevaram em
até 80%. A repeticao do padrao de variagado nos dois anos de analise comprova que
realmente existe uma sazonalidade expressiva no conteudo destes metabdlitos

neste individuo.
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Figura 21. Grafico de variagdo sazonal das classes de metabdlitos secundarios
(somatdria dos metabdlitos de cada classe) do individuo IV da populacao
2 de L. ericoides.
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Figura 22. Gréfico de variagdo sazonal dos acidos cafeoilquinicos do individuo IV da

populacéo 2 de L. ericoides.
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Figura 24. Grafico de variagdo sazonal dos flavondides do individuo IV da

populacao 2 de L. ericoides, utilizando escala logaritmica para as areas

relativas.
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Um outro individuo desta mesma populacéao (2-1) foi analisado pelo periodo de
15 meses. Apesar de apresentar niveis diferentes dos metabdlitos em relagdo ao
individuo 2-1V (menor teor de acidos cafeoilquinicos e maior teor de flavondides), o
mesmo padrao de variacdo sazonal foi detectado, conforme pode ser observado nas
Figuras 25 a 28, confirmando este padrao de variagéo.

Como tanto os flavondides quanto os acidos cafeoilquinicos tém a mesma
origem biossintética, a variagdo inversamente proporcional entre teores de
flavondides e de acidos cafeoilquinicos observada pode indicar um desvio dos
intermediarios da via fenilpropanoidica para a producao preferencial de acidos
clorogénicos, em detrimento aos flavondides, no inverno. Correlacionando estas
variagdes com as variagdes ambientais caracteristicas do cerrado, fica evidente que
os periodos de altos teores de acidos cafeoilquinicos coincidem com a época de
escassez de agua e frio noturno (o inverno) na regido do cerrado em que as plantas

foram coletadas.
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Figura 25. Grafico de variacdo sazonal das classes de metabdlitos secundarios

(somatédria dos metabdlitos de cada classe) do individuo | da populagao
2 de L. ericoides.
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Figura 26. Grafico de variagdo sazonal dos acidos cafeoilquinicos do individuo | da
populagao 2 de L. ericoides.
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Figura 28. Grafico de variagdo sazonal dos flavondides do individuo | da populagao

2 de L. ericoides, utilizando escala logaritmica para as areas relativas.
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O individuo da populacédo 3 analisado (3-VI) apresentou (Figuras 29 a 32),
em linhas gerais, um comportamento semelhante ao observado para 2-VI e 2-l.
Novamente, todos os metabdlitos de uma mesma classe (acidos cafeoilquinicos ou
flavondides) apresentaram um mesmo comportamento temporal. Neste individuo,
porém, uma variagao ciclica no conteudo de acidos cafeoilquinicos foi observada
(Figura 30): os teores destes metabdlitos se elevavam rapidamente nos meses de
agosto atingindo um maximo em torno de 1% do peso das folhas (com base na
curva de 3,5-di-O-E-cafeoilquinico); depois decresciam também rapidamente logo
apoés o maximo e entdo se elevavam paulatinamente até niveis intermediarios nos
meses de marco, reiniciando o ciclo. A repeticdo ciclica observada confirma a
existéncia de sazonalidade nos teores dos acidos cafeoilquinicos. Ja os flavonodides
(Figuras 31 e 32) apresentaram uma variagdo aparentemente mais aleatéria que a
observada para a populacdo 2, mas, ainda assim, estdo em concentracbes mais
elevadas nos periodos entre os picos de concentragdo maxima dos acidos
cafeoilquinicos. Tanto as C-glicosilflavonas como os cumaroilglicosil-flavondis se

mantiveram em concentragdes praticamente constantes no periodo.
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Figura 29. Grafico de variagdo sazonal das classes de metabdlitos secundarios

(somatoria dos metabdlitos de cada classe) do individuo VI da populagéo
3 de L. ericoides.
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Figura 30. Gréfico de variagao sazonal dos acidos cafeoilquinicos do individuo VI da
populacéo 3 de L. ericoides.
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As variagcdes observadas para os acidos cafeoilquinicos nos individuos
analisados das populagcdes 4 e 5 (4-1 — Figuras 33 e 34; e 5-VIIl — Figuras 38 e 39)
foram bem semelhantes as observadas para 3-VI (Figura 30). Embora os meses de
concentragdo maxima destes metabdlitos ndo sejam exatamente os mesmos, nestas
trés populagbes o maximo observado foi sempre entre os meses de junho e
setembro. Nos periodos entre estes meses, variacbes intermediarias destes
metabdlitos podem ser observadas nas trés populacdes e os teores mais baixos
sempre ocorrem entre os meses de outubro a dezembro. Uma excecdo a este
padrao foi observada para o individuo 4-1 entre os meses de novembro de 2001 a
fevereiro de 2002 (Figura 34), quando a concentracdo de acidos cafeoilquinicos
atingiu valores muito elevados. No entanto, este aumento exacerbado pode ter
ocorrido em funcao de outros fatores que ndao a sazonalidade. De fato, nos meses
de novembro e dezembro de 2001 foi notado que as folhas deste individuo (4-1)
estavam deterioradas e apresentavam manchas brancas em toda sua superficie. Isto
sugere algum tipo de ataque de patdgenos e/ou herbivoros, e por consequéncia, que
as concentragdes de acidos cafeoilquinicos exacerbadas observadas, fora do
padrao sazonal, podem ser um mecanismo de defesa da planta. Além disso, esta
planta foi a unica dentre as analisadas que nao floriu no verao de 2001/2002, o que
sera discutido adiante.

Por outro lado, assim como nas populagdes 2 e 3, os flavondides
apresentaram variagdes intensas (4-1 — Figuras 33, 35 e 36; e 5-VIll — Figuras 38,
40 e 41), porém sem um padrao sazonal bem definido, apesar das concentragdes
mais altas terem sido observadas geralmente no verdo. Ja os teores de C-
glicosilflavonas e cumaroilglicosil-flavondis se mantiveram praticamente estaveis

durante os 24 meses de amostragem, seguindo o padrao observado para as outras
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populagdes. Finalmente, a LST centraterina do individuo 4-1 também n&o apresentou

variagoes significativas (Figuras 33 e 37).
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Figura 33. Grafico de variagcdo sazonal das classes de metabdlitos secundarios

(somatoria dos metabdlitos de cada classe) do individuo | da populagéo

4 de L. ericoides.
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Figura 34. Grafico de variagdo sazonal dos acidos cafeoilquinicos do individuo | da
populacao 4 de L. ericoides.

FLAVONOIDES
6,0
50 —e— vicenina-2
- 6,8-di-C-B-glicosilcrisina
g 40 | | pinobanksina
AR —e— 2',4,6-triidroxichalcona
'g 30 3-O-acetilpinobanksina
c 3,0 1
] —e— 2',6'-diidroxi-4’-metoxichalcona
17}
< ) ? | —e— pinostrobina
220 > I
© v\\/‘/‘ 3-O-acetilalpinona
_; 10 —— pinocembrina
' y 4 pico 49
Vs, an,a0.00. 0, Gh .2 s NEVSS SIb EID, @D, G S b , 4 S0 S , 40 S0 D S
o o o o o — - — — - - ~ ]
% < 9 < Q < % Q Q e 9 Q %
£ 5 % 3 8 & 8§ 5 % 23 &8 3 %

data de coleta

Figura 35. Gréfico de variagao sazonal dos flavondides do individuo | da populagao
4 de L. ericoides.
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Figura 36. Grafico de variagdo sazonal dos flavondides do individuo | da populagao

4 de L. ericoides, utilizando escala logaritmica para as areas relativas.
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Figura 37. Gréfico de variagao sazonal da lactona sesquiterpénica do individuo | da
populagao 4 de L. ericoides.
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Figura 38. Grafico de variagdo sazonal das classes de metabdlitos secundarios
(somatodria dos metabodlitos de cada classe) do individuo VIII da
populacdo 5 de L. ericoides.
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Figura 41. Grafico de variacdo sazonal dos flavondides do individuo VIII da

populagao 4 de L. ericoides, utilizando escala logaritmica para as areas

relativas.
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Com relagao aos individuos das populagbes 2 a 5 analisados, deve ser
notado que os teores de acidos cafeoilquinicos dos individuos das populacdes 4 e 5
sao muito mais elevados que os da populacdo 2 e 3, principalmente nos periodos de
concentragdo mais elevada, atingindo picos de até 3,7% de peso das folhas no
individuo 5-VII. Entre maximos e minimos de concentragdo, os teores de acidos
cafeoilquinicos totais dos individuos das populacdes 2 a 5 apresentaram variacoes
sazonais entre 75% (5-VIII) e 90% (3-VI). Ja as concentragdes dos flavondides totais
apresentaram variagdes em torno de 50% nestas populagdes.

Além disso, deve ser ressaltado que, de acordo com anotacbes de campo
realizadas durante as coletas, os periodos de concentracdo minima de acidos
cafeoilquinicos em cada individuo analisado quase sempre coincidem, ou sao muito
proximos, ao periodo de florada desta planta (Tabela 8), com exce¢do dos

individuos da populacéo 1.

Tabela 8. Periodos de florada observados para cada individuo analisado quanto a

sazonalidade e/ou ritmo circadiano.

planta . . a .
(populagéo — individuo) periodo com inflorescéncias
141 dezembro/2000 a janeiro/2001;
novembro a dezembro/2001
1-X novembro a dezembro/2000;
dezembro/2001 a janeiro/2002
24 janeiro a margo/2001;
janeiro a fevereiro/2002
2.V janeiro a fevereiro/2001;
janeiro a fevereiro/2002
3.V dezembro/2000 a janeiro/2001;
novembro a dezembro/2001
4-1 dezembro/2000 a janeiro/2001;
nao floriu no segundo ano de coleta
fevereiro e margo/2001;
S-vill marco/2002
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Finalmente, na populagdo 1, a analise do individuo I[ll ndo apresentou
variacdes significativas (considerando-se a faixa de 20% como significativa) no teor
de flavonodides totais (Figuras 42, 44 e 45). Entretanto, variagbes entre 40 e 50%
foram observadas para os flavondides majoritarios deste individuo, especialmente
para as chalconas (Figura 44). Assim como foi observado para as outras
populagdes, as concentragdes de C-glicosilflavonas se mantiveram constantes. Com
relagdo aos acidos cafeoilquinicos totais, uma variagdo entre teores maximo e
minimo em torno de 85% foi observada. Apesar de este valor ser similar ao
observado para as outras populagdes, ndo € possivel identificar um padrao ciclico
(sazonal) para estas variagbes, sendo observados picos de concentragdo maxima e
minima nos mais diversos meses (Figuras 42 e 43). Isto sugere que, ao contrario
das outras populagdes, a influéncia de outros fatores ambientais, em detrimento da
sazonalidade, sdo predominantes para a determinacdo dos teores de metabdlitos
secundarios nesta populagdo. Este fato da mais suporte a hipotese discutida
anteriormente de que as plantas desta populacdo sofrem maior pressdao ambiental
que os individuos de outras populacdes e tém seu metabolismo secundario alterado
em funcdo disso. Finalmente, algumas variagcbes em torno de 40% podem ser
observadas para algumas das LST (Figura 46), porém, assim como os flavondides,
os teores de LST totais (somatdria das areas relativas de todas as LST) se
mantiveram constantes (Figura 42).

A analise do individuo X desta mesma populacdo apresentou teores
aproximadamente 100% maiores para todas as classes de metabdlitos e, no entanto,
0 mesmo padrao aparentemente aleatério de variagdes discutido acima para o

individuo Ill, conforme pode ser observado nas Figuras 47 a 51.
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Figura 42. Grafico de variagdo sazonal das classes de metabdlitos secundarios

(somatoria dos metabdlitos de cada classe) do individuo Il da populacéo
1 de L. ericoides.
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Figura 43. Grafico de variagdo sazonal dos acidos cafeoilquinicos do individuo Il da
populagao 1 de L. ericoides.
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Tentando racionalizar as variagbes sazonais observadas e pensando-se no
estabelecimento de épocas ideais de coleta para a obtencdo de determinada classe
de metabdlito em maior ou menor concentragcdo, pode-se afirmar que, apesar de
cada populacdo apresentar uma ou outra diferenca de comportamento sazonal,
devido provavelmente a diferengas ambientais, e até mesmo evolutivas, especificas
de cada local, pode-se concluir que:

1) as concentragdes mais elevadas de acidos cafeoilquinicos sdo encontradas
no inverno, sendo dificil, no entanto, precisar o més correto para uma coleta visando
0os maiores conteudos destes metabdlitos; teores intermediarios destes metabdlitos
podem ser encontrados em outras épocas do ano em algumas plantas, como foi
observado para a populagao 3, por exemplo;

2) as menores concentragcdes de acidos cafeoilquinicos sdo encontradas, de
modo geral, quando a planta se encontra florida (mesmo nos ramos sem flores da
mesma planta). Assim, se o objetivo for uma coleta com altos teores de acidos
cafeoilquinicos, e ndo sendo possivel precisar o més de concentracdo maxima no
inverno, uma coleta realizada nos periodos entre floradas garante, ao menos, que a
concentracido destes metabdlitos sera de intermediaria a alta;

3) as concentragdes de flavondides, por sua vez, estdo geralmente mais
elevadas durante o periodo chuvoso no cerrado (verao);

4) as concentragdes tanto de C-glicosilflavonas quanto de LST se mantém
estaveis durante o ano, portanto coletas visando estes metabdlitos (nas populagdes
cujas plantas os possuam) podem ser realizadas em qualquer época.

Conclui-se, portanto, que as variagdes sazonais observadas para os acidos
cafeoilquinicos e flavondides podem ser relacionadas com os dois periodos

climaticos tipicos do cerrado: época da seca e época das chuvas. Assim,
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provavelmente sao respostas metabdlicas a alternancia entre a seca e o frio do
inverno e a chuva, temperaturas mais elevadas e a floracado de L. ericoides no verao.
Obviamente, pelo ja exposto anteriormente, excluem-se destas conclusdes os
individuos da populacao 1. Além disso, ainda a respeito da racionalizacdo visando
altos teores de determinado metabdlito, devem ser sempre consideradas as
variagdes interpopulacionais observadas e discutidas no topico 4.5.3. (Variagbes
interpopulacionais).

Um aumento nas concentracdes de acidos clorogénicos, acompanhada de um
aumento também na concentracdo de flavondides, nas flores de Hypericum
perforatum em condigbes de estresse hidrico foi relatado por Gray et al.,, 2003.
Aumento dos teores de fenilpropandides (tanto de acidos clorogénicos quanto de
flavondides e antocianinas) e das enzimas chaves da biossintese destes metabdlitos
[como a fenilalanina amoénia-liase (PAL) e a chalcona sintase] como resposta a
baixas temperaturas também ja foram relatadas, mas em geral para temperaturas
mais baixas do que as observadas nos locais de coleta (CHRISTIE et al., 1994;
GRACE et al., 1998; KOEPPE et al., 1970). Deste modo, para identificar quais dos
fatores ambientais que variam entre o inverno e o verao nos locais de coleta e que,
portanto, seriam determinantes para a sazonalidade observada nas concentracdes
de metabdlitos secundarios (especialmente acidos cafeoilquinicos) nas folhas de L.
ericoides, sao necessarios estudos adicionais com plantas cultivadas sob condi¢coes
ambientais controladas.

Sabe-se que L. ericoides é utilizada popularmente principalmente pela sua
atividade antiinflamatodria, e para uma maior atividade dos hidrolatos, de acordo com
raizeiros e populares que se utilizam da planta, a coleta deve ser efetuada na época

de floragao. Pelas variagdes na quimica secundaria discutidas acima, nota-se que na
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época de florada, que em L. ericoides ocorre principalmente entre dezembro e
margo, sdo encontrados os menores teores de acidos cafeoilquinicos e geralmente
os maiores teores de flavondides agliconas. Sabe-se também que entre os
metabdlitos secundarios majoritarios de média a alta polaridade de L. ericoides, a C-
glicosilflavona vicenina-2 e os acidos cafeolquinicos sao os Unicos com pronunciada
atividade antiinflamatéria, além das LST que conforme ja discutido ndo estédo
presentes na maioria das plantas desta espécie (GOBBO-NETO et al., 2005;
PELUSO et al., 1995; RASTRELLI et al., 1998; SANTOS et al., 2005; SCHOLZ et al.,
1993). Estabelecendo-se entdo uma correlagéo entre época de coleta e atividades
biolégicas dos metabdlitos, ao contrario do preconizado popularmente, a melhor
época para coleta seria no periodo em que a planta nao se encontra florida, tendo
em vista uma maior concentragdo de metabdlitos com atividade antiinflamatoéria
(acidos cafeoilquinicos e vicenina-2, lembrando-se que a ultima se mantém em
concentragado constante). Por outro lado, a atividade antiinflamatéria desejada pode
ser também devido a outros metabdlitos antiinflamatérios de baixa polaridade ainda
ndo identificados em L. ericoides e n&do detectados neste estudo devido as
limitagdes do método de preparo das amostras utilizado (solventes extratores de alta
polaridade). Assim, a forma de coleta empregada popularmente ndo deve ser
invalidada, e estudos adicionais em busca de metabdlitos antiinflamatérios de baixa

polaridade devem ser conduzidos.

4.5.5. Variagbes circadianas
Conforme descrito na metodologia, foram coletadas amostras circadianas
somente de individuos das populacdes 2 e 3, devido a limitagdes de coleta como

distdncia dos locais possiveis para estabelecimento de acampamento e tempo
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disponivel. Assim, foram selecionadas para analise circadiana os mesmos individuos
destas populacdes que foram utilizados para analise sazonal: individuos IV da
populacéo 2 e VI da populacéao 3.

Pela analise dos graficos obtidos para o individuo 2-IV (Figuras 52 a 55)
notam-se marcantes variacdes circadianas tanto dos acidos cafeoilquinicos quanto
dos flavondides agliconas. As C-glicosilflavonas, assim como foi observado com
relagdo a sazonalidade, apresentaram concentracdo constante. Os teores de
flavondides (Figuras 52, 54 e 55) atingem um maximo entre 16:00 e 21:00 horas,
dependendo do més, e apos este maximo diminuem (entre 30 e 50%) chegando a
concentragbes minimas na madrugada, quando entdo comegam a apresentar
novamente um aumento em suas concentracdes. Ja os acidos cafeoilquinicos
(Figuras 52 e 53), diferentemente dos flavondides, em geral sdo encontrados em
concentracdées maximas durante o periodo de luz solar intensa, entre 12:00 e 16:00
horas, decaindo cerca de 70% durante a noite e reiniciando o ciclo para novamente
atingir um maximo durante os periodos de luz intensa. Esta relagdo de conteudos
inversos de flavonoides e acidos cafeoilquinicos € semelhante a observada para a
sazonalidade deste metabdlitos neste mesmo individuo (tépico 4.5.4.; Figuras 21 a
24) e sugere que possa haver um desvio dos intermediarios da via fenilpropanoidica
para a producao preferencial de acidos clorogénicos, em detrimento aos flavondides,

durante o periodo de luz solar intensa.
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A diminuicdo circadiana da relagao flavonoides / acidos cafeoilquinicos
observada no individuo 2-IV de L. ericoides pode ser explicada pela natureza da
estrutura quimica destes metabdlitos: os flavondides encontrados majoritariamente
em L. ericoides sao flavanonas e diidroflavondis, os quais, além de nao possuirem o
sistema catecol no anel B, também ndo possuem dupla ligagcdo no anel C,
impossibilitando um sistema de conjugacéo extendida pelos anéis. Isso resulta em
baixo poder antioxidante e baixa absorcdo de radiacdo UV-B e, em ultima analise,
baixa protecao contra a foto-destruicdo ocasionada pela radiacdo solar nas folhas
(GRACE; LOGAN, 2000; MARKHAM et al., 1998b). Por outro lado, sabe-se que os
acidos cafeoilquinicos possuem elevada capacidade antioxidante e sao eficientes
em dissipar a energia solar recebida (GRACE; LOGAN, 2000; SANTOS et al., 2005),
0 que explicaria seu acumulo preferencial, observado no individuo 2-1V, durante os
periodos de luz solar intensa. De fato, variagdes circadianas com maior acumulo de
flavondides com alto potencial de protecdo contra radiacdo UV-B nos periodos de
luz solar intensa ja foram relatadas (VEIT et al., 1996), e podem ser relacionadas ao
maior acumulo diurno de acidos cafeoilquinicos observado neste individuo de L.
ericoides. Além disso, aumentos na relacdo flavonodides / hidroxi-cinamatos por
indugao luminosa (ou seja, a relagao inversa da aqui observada) foram relatados por
Tattini et al. (2004); neste caso os hidroxi-cinamatos eram majoritariamente do tipo
cumaricos e os flavondides majoritariamente flavonas e flavondis com sistema
catecol no anel B, os quais estdao entre os flavondéides com maiores potencial
antioxidante e protetores contra a radiagao solar (MARKHAM et al., 1998a, 1998b).
E necessario ressaltar, no entanto, que os aumentos de fenilpropandides como

resposta a um aumento da radiacido solar incidente descritos na literatura sao
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geralmente observados a longo ou médio prazo (CUADRA et al., 1997; MARKHAM
et al., 1998a; TATTINI et al., 2004).

Com relagao ao individuo analisado da populagéo 3 (3-VI), também foram
observadas variagbes circadianas significativas para acidos cafeoilquinicos e
flavondides, e novamente as concentragdes de C-glicosilflavonas e cumaroilglicosil-
flavondis ndo apresentaram alteracéo (Figuras 56 a 59). Porém, ao contrario do
notado para o ritmo circadiano de acidos cafeoilquinicos e flavondides totais na
populacdo 2, neste individuo as variacbes de concentracido destes metabdlitos
ocorrem de maneira concomitante. De modo geral, os teores de metabdlitos destas
duas classes aumentam durante o dia para atingir um maximo entre 21:00 e 02:00
horas, quando entdo sua concentragcao é reduzida de 20 a 50% no caso dos
flavondides e de 45 a 75% no caso dos acidos cafeoilquinicos, dependendo do més
analisado. Finalmente, a concentracdo dos metabdlitos comeca a se elevar
novamente com o amanhecer, reiniciando o ciclo. Em uma analise superficial destes
dados pode-se propor que, ao contrario do sugerido para a populacdo 2, neste
individuo ndo haveria uma alternancia entre as vias metabdlicas que se seguem ao
estimulo luminoso da enzima PAL (fenilalanina amoénia-liase, enzima chave no inicio
da rota biossintética de fenilpropandides) levando a uma biossintese preferencial de
acidos cafeoilquinicos ou flavondides (BHARTI; KHURANA, 1997; CHAPPELL ;
HAHLBROCK, 1984; LOGEMANN et al., 2000; ZUCKER, 1972).

Deve-se notar também que, conforme discutido anteriormente, existem relatos
de aumento na produgdo de fenilpropandides induzido pelo frio (CHRISTIE et al.,
1994; GRACE et al., 1998; KOEPPE et al., 1970), o que poderia auxiliar em uma
explicacdo para a maior produgdo de fenilpropandides (acidos cafeoilquinicos e

flavondides) observada durante a noite. Novamente, € necessario ressaltar que as
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temperaturas minimas atingidas durante a noite nos locais de coleta ndo sao tao
baixas quanto as utilizadas para induzir o aumento na concentracdo de
fenilpropandides nestes estudos. Além disso, os aumentos de fenilpropandides
como resposta a baixas temperaturas descritos na literatura sdo respostas a longo
ou médio prazo, isto €, em nenhum destes estudos foi detectada uma variacao tao
rapida (circadiana, por exemplo) nas concentragdes de fenilpropandides (BHARTI,
KHURANA, 1997; CHAPPELL; HAHLBROCK, 1984; CHRISTIE et al., 1994; GRACE

et al., 1998; KOEPPE et al., 1970; LOGEMANN et al., 2000).
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Figura 56. Grafico das variagbes circadianas observadas para as classes de

metabdlitos secundarios (somatoéria dos metabdlitos de cada classe) do

individuo VI da populacéo 3 de L. ericoides.
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Figura 57. Grafico das variagbes circadianas observadas para os acidos

cafeoilquinicos do individuo VI da populagao 3 de L. ericoides.
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Figura 58. Grafico das variagdes circadianas observadas para os flavondides do

individuo VI da populacéo 3 de L. ericoides.
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Figura 59. Grafico das variagdes circadianas observadas para os flavondides do

individuo VI
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Analisando-se em conjunto os dados de ritmo circadiano obtidos para os
individuos 2-IV e 3-VI, pode-se afirmar que, de modo geral, as maiores
concentragdes de flavondides agliconas sdo encontradas no inicio da noite, quase
sempre em torno das 21:00 horas. Ja os acidos cafeoilquinicos s&o encontrados em
concentragdes mais elevadas no decorrer da tarde (entre 12:00 e 16:00 horas) na
populagdo 2 e no inicio da noite na populagdo 3 (seguindo o padrdo dos
flavondides). Também é importante notar que as concentragdes de C-glicosilflavonas
e cumaroilglicosil-flavondis nao apresentaram variagdes temporais (tanto circadianas
guanto sazonais) em nenhum dos individuos analisados.

E possivel também avaliar a grande influéncia que os ritmos circadianos,
assim como 0s sazonais, podem ter nas concentracbes de metabdlitos secundarios.
Analisando-se, por exemplo, a Figura 52, observa-se que, em um mesmo dia, a
proporgao relativa entre flavonoides agliconas totais e acidos cafeoilquinicos pode
ter uma pronunciada inversdo dependendo da hora em que a coleta é realizada, o

que pode ter influéncia pronunciada na atividade biolégica das amostras coletadas.
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5. CONCLUSOES
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A metodologia desenvolvida para extragcdo e analise por CLAE-DAD dos
metabdlitos secundarios majoritarios de média a alta polaridade de L. ericoides foi
validada com base em curvas de calibragdo construidas para 11 das substancias
identificadas nas folhas de L. ericoides: vicenina-2, 6,8-di-C-B-glicosilcrisina, acido
3,5-di-O-E-cafeoilquinico, centraterina, 4,5-diidro-15-desoxigoyazensolido, 4,5-
diidroeremantolido C, 4,5-diidrolychnopholido, 16a-(1’-metilprop-1’Z-enil)-
eremantolido, lychnopholido, pinocembrina e pinostrobina. Em todos os parametros
analisados para a validagdo (linearidade, sensibilidade, precisdo, exatidao,
estabilidade, seletividade e recuperagao) foram obtidos resultados considerados
satisfatérios para os propdsitos deste estudo.

As analises por CLAE-DAD-EM e CLAE-DAD-EM/EM, em conjunto com a
comparacgao de tempos de retengdo com padroes, possibilitaram a identificacdo de
34 dos 52 picos observados nos extratos foliares provenientes de cinco populagdes
de L. ericoides. Dos picos restantes, oito foram identificados como isémeros
posicionais de acidos clorogénicos que nao puderam ter seu padrao de substituigao
definido, sendo eles os seis isbmeros posicionais possiveis de acidos feruloil-
cafeoilquinico e dois isbmeros posicionais de acidos di-feruloilquinicos (o terceiro
isbmero possivel pode ter seu padréo de substituicdo definido). Dois picos tiveram
possiveis substancias correspondentes atribuidas e dependem da confirmagao das
estruturas propostas por outras técnicas. Ainda a respeito dos picos nao totalmente
identificados, um deles foi atribuido a uma LST do tipo eremantolido, cuja estrutura
nao pode ser determinada; um teve somente sua formula molecular determinada; e
cinco picos, para os quais nao foi possivel a obtencdo de espectros de massas,

foram relacionados a flavonoides do tipo flavanona ou diidroflavonol.



170

O emprego de CLAE-DAD-EM e CLAE-DAD-EM/EM possibilitou a
identificacdo, diretamente a partir dos extratos vegetais, de varias substancias
minoritarias que estdo sendo relatadas pela primeira vez na espécie L. ericoides, e
algumas delas na tribo Lychnophorinae. Foram, portanto, identificadas pela primeira
vez nesta subtribo as substancias 2',4’,6’-triildroxichalcona, 2’,6’-diidroxi-4’-
metoxichalcona, 3-O-acetilalpinona, 6,8-di-C-B-glicosilluteolina, os acidos 3- e 4-O-E-
cafeoilquinico, 3,4-di-O-E-cafeoilquinico e as séries de isbmeros posicionais de
acidos feruloilquinicos, feruloil-cafeoilquinicos e di-feruloilquinicos. As substancias 3-
O-metilquercetina, tilirosideo e 3-0-(6"-O-E-p-cumaroil)-B-glicosilisoramnetina e 15-
hidroxieremantolido C ja haviam sido isoladas a partir de outras espécies do género
Lychnophora e foram identificadas pela primeira vez na espécie L. ericoides.

Assim, conclui-se que a utilizacdo das técnicas hifenadas CLAE-DAD-EM e
CLAE-DAD-EM/EM para a identificacdo de metabdlitos secundarios diretamente nos
extratos vegetais, sem a necessidade de seu isolamento, foi uma escolha adequada
que permitiu rapidez e eficiéncia na atribuicdo de picos cromatograficos, inclusive
daqueles de menor intensidade. Além disso, os espectros de UV e de massas de
ions produto (EM/EM) podem ser utilizados para iniciar a constru¢ao de um banco
de dados visando facilitar e agilizar o processo de identificagdo por estas técnicas
em estudos futuros.

A ocorréncia e magnitude de variagdes intra-individuais nas folhas de L.
ericoides também foram determinadas. Assim, observou-se que, de modo geral, as
meédias das variacdes dos teores de metabdlitos secundarios entre dois ramos de
uma mesma planta sdo da ordem de 10 a 15%, sendo que as maiores variagoes
observadas estdo em torno de 20%. Este ultimo valor é entdo considerado limite

para aceitagdo de uma variagdo observada como significativa e valida. Também foi
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notado que o envelhecimento das folhas resulta em uma pronunciada redugao no
conteudo de todos os metabdlitos secundarios das folhas de L. ericoides, a qual é
mais intensa para os acidos clorogénicos e flavondides (variagbes médias entre 60 e
85%, podendo atingir 100%), intermediaria no caso das C-glicosilflavonas (em torno
de 45%) e menos intensa para as LST (entre 15 e 30%). Além disso, foram
observadas concentragbes menores de todos os metabdlitos nas folhas dos ramos
floridos em relagdo aos ramos sem flores de um mesmo individuo e, neste caso, as
variagbes médias observadas estdo entre 23 e 50%, nao existindo diferengas
marcantes entre as variacdes de cada metabdlito.

Em termos de variagdo intra-populacional, foram observados perfis
metabdlicos bem semelhantes entre os individuos de uma mesma populagéo,
existindo pequenas diferengas quantitativas, mas nao qualitativas, com raras
excecoes.

A principal diferenca interpopulacional observada foi a presenga de um
metabolismo secundario bem mais diversificado nos individuos da populagédo 1, no
entanto a maioria dos metabdlitos identificados esta presente, em maior ou menor
concentracdo, em todos os individuos, com excecao das LST. As ultimas s6 foram
encontradas na populacdo 1, com a excecdo da LST centraterina encontrada em
trés individuos da populagdo 4. Os acidos clorogénicos, por outro lado, foram
encontrados em todos os individuos, porém, o conteudo destes metabdlitos € maior
nas populacdes 1, 4 e 5, onde o acido 3,5-di-O-E-cafeoilquinico, por exemplo, pode
chegar a concentragdes em torno de 1,0% do peso seco das folhas. Quanto aos
flavondides, também n&o foram observadas diferengas quali- e quantitativas muito
significativas entre as cinco populagbes de L. ericoides, especialmente para os

flavondides maijoritarios. Uma excecdo é a C-glicosilflavona vicenina-2, cuja
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concentragcao nos individuos da populagado 1 pode ser até sete vezes maior que nas
demais populagdes, chegando a 1,6% do peso seco das folhas em alguns individuos
desta populacao.

Até o momento, as LST do tipo furanoeliangolido vinham sendo consideradas
como metabdlitos caracteristicos e marcadores quimiotaxonémicos da subtribo
Lychnophorinae. Entretanto, pelas analises populacionais pode ser concluido que,
ao menos para a espécie L. ericoides, as LST ndo devem ser consideradas
marcadores quimiotaxonémicos e sequer metabdlitos caracteristicos do género, pois
s6 ocorrem em uma das populagbes estudadas. Portanto, sugere-se como
marcadores quimicos para caracterizar a espécie L. ericoides a presenca, como
metabdlitos majoritarios, de derivados cafeoilquinicos, da di-C-glicosilflavona
vicenina-2, do diidroflavonol 3-O-acetilpinobanksina e das flavanonas pinocembrina
e pinostrobina e suas respectivas formas isoméricas, as chalconas 2',4’,6’-
triidroxichalcona e 2’,6’-diidroxi-4’-metoxichalcona. Esta proposta pode ser reforgcada
pelo ndo isolamento de LST em estudos fitoquimicos com outras espécies do género
Lychnophora.

Apesar de cada populagdo apresentar uma ou outra diferenca de
comportamento sazonal, devido provavelmente a diferencas ambientais e até
mesmo evolutivas especificas de cada local, pode-se concluir que:

1) as concentragdes mais elevadas de acidos cafeoilquinicos sdo encontradas
no periodo da seca no cerrado (inverno), sendo dificil, no entanto, precisar o més
correto para uma coleta visando os maiores teores destes metabdlitos. As menores
concentragdes destes metabdlitos sdo encontradas, de modo geral, quando a planta

se encontra florida (mesmo nos ramos sem flores da mesma planta). Assim, uma



173

coleta realizada nos periodos entre floradas garante, ao menos, que a concentragcéo
destes metabdlitos sera de intermediaria a alta;

2) as concentracdes de flavondides, por sua vez, sdo quase sempre maiores
durante o periodo de chuvas no cerrado (verao);

3) as concentragdes de C-glicosilflavonas e LST se mantém estaveis durante
o ano, portanto, coletas visando estes metabdlitos podem ser realizadas em
qualquer época.

As variagdes sazonais observadas para os acidos cafeoilquinicos e
flavondides podem ser relacionadas com os dois periodos climaticos tipicos do
cerrado: época da seca e época das chuvas. Assim, provavelmente sdo respostas
metabdlicas a alternancia entre a seca e o frio no inverno e a chuva, temperaturas
mais elevadas e a floracado de L. ericoides no verdao. Excluem-se destas afirmacdes
os individuos da populagao 1, cujas variagbes metabdlicas ndo apresentaram um
padrao sazonal. Estabelecendo-se uma correlacdo entre época de coleta e
atividades biolégicas dos metabdlitos, ao contrario do preconizado popularmente, a
melhor época para coleta seria no periodo em que a planta ndo se encontra florida,
tendo em vista uma maior concentracdo de metabdlitos com atividade
antiinflamatadria (acidos cafeoilquinicos e vicenina-2, lembrando-se que a ultima se
mantém em concentragdo constante). Por outro lado, a atividade antiinflamatdria
desejada pode ser também devido a outros metabdlitos ativos de baixa polaridade
ainda nao identificados em L. ericoides e nao detectados neste estudo. Assim, a
forma de coleta empregada popularmente ndo deve ser invalidada, e estudos
adicionais em busca de metabdlitos bioativos de baixa polaridade devem ser

conduzidos.
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Com relagcdo ao ritmo circadiano das concentragdes de metabdlitos
secundarios nas duas populacdes analisadas a este respeito, pode-se afirmar que,
de modo geral, as maiores concentragdes de flavondides sdo encontradas no inicio
da noite, quase sempre em torno das 21:00 horas. Ja os acidos cafeoilquinicos sao
encontrados em concentragbes mais elevadas no decorrer da tarde (entre 12:00 e
16:00 horas) na populagao 2 e no inicio da noite na populagao 3 (seguindo o padréao
dos flavondides nesta populagédo). Assim como foi observado para a sazonalidade,
as concentragbes de C-glicosilflavonas e cumaroilglicosil-flavondis se mantiveram
estaveis.

Finalmente, conclui-se que as variacbes temporais e populacionais
observadas para os metabdlitos secundarios de L. ericoides podem resultar em
pronunciadas variagdes quali- e quantitativas no material vegetal coletado, sendo,
portanto, determinantes para uma maior ou menor atividade antiinflamatéria e/ou

analgésica dos preparados medicamentosos utilizados popularmente.
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APENDICE A

Graficos de linearidade, curvas de calibragdo e equagdes de regresséao linear
obtidos para as substancias utilizadas para validagdo da metodologia analitica

desenvolvida.
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Figura 1. Graficos de linearidade nas concentragbes analisadas (esquerda) e de

calibragdo no intervalo da linearidade (direita) obtidos para a substancia

padrao vicenina-2.
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Figura 2. Gréficos de linearidade nas concentracdes analisadas (esquerda) e de
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Figura 5. Graficos de linearidade nas concentragcbes analisadas (esquerda) e de

calibragdo no intervalo da linearidade (direita) obtidos para a substancia

padrao 4,5-diidro-15-desoxigoyazensolido.
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Figura 6. Graficos de linearidade nas concentragcbes analisadas (esquerda) e de

calibragdo no intervalo da linearidade (direita) obtidos para a substancia

padrao 4,5-diidroeremantolido C.



198

resposta / concentragao

4,5-diidrolychnopholido (270nm)

L~

30

- N N
a o o

o

o

0 T T T T T T T T T
1000 500 200 100 50 20 10 5 2 1 0,5
log concentragao (ug/mL)

concentragao (ug/mL)

4,5-diidrolychnopholido (270nm)

250

[N)
o
S

o
S

o
S

o
S

y=39,114x-0,1366

R?=1

area/ area p.i.
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APENDICE B

Identificagdo dos picos cromatograficos, estruturas quimicas e espectros de
UV e massas de ions produto obtidos pelas analises por CLAE-DAD-EM/EM para os
picos cromatograficos identificados. A numeracéo dos picos consta nas Figuras 10 e

11 do tépico 4.4. da secdo Resultados e Discusséo.
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Figura 1. Identificagcdo, estrutura quimica, espectros de UV e espectros de massas de ions produto nos modos de ionizagao

negativa (acima) e positiva (abaixo) obtidos para o pico cromatografico 1 por CLAE-DAD-EM/EM.
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Figura 2. Identificagao, estrutura quimica, espectros de UV e espectro de massas de ions produto no modo de ionizagdo negativa

obtidos para o pico cromatografico 2 por CLAE-DAD-EM/EM.
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Figura 3. Identificagcdo, estrutura quimica, espectros de UV e espectros de massas de ions produto nos modos de ionizagao

negativa (acima) e positiva (abaixo) obtidos para o pico cromatografico 3 por CLAE-DAD-EM/EM.
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Figura 4. Identificagcao, estrutura quimica, espectros de UV e espectros de massas de ions produto nos modos de ionizagao

negativa (acima) e positiva (abaixo) obtidos para o pico cromatografico 4 por CLAE-DAD-EM/EM.
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Figura 5. Identificagcdo, estrutura quimica, espectros de UV e espectros de massas de ions produto nos modos de ionizagdo

negativa (acima) e positiva (abaixo) obtidos para o pico cromatografico 5 por CLAE-DAD-EM/EM.
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Figura 6. Identificacao, estrutura quimica, espectros de UV e espectro de massas de ions produto no modo de ionizagdo negativa

obtidos para o pico cromatografico 6 por CLAE-DAD-EM/EM.
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Figura 7. Identificagcao, estrutura quimica, espectros de UV e espectros de massas de ions produto nos modos de ionizagao

negativa (acima) e positiva (abaixo) obtidos para o pico cromatografico 7 por CLAE-DAD-EM/EM.
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Figura 8. Identificacao, estrutura quimica, espectros de UV e espectro de massas de ions produto no modo de ionizagao negativa

obtidos para o pico cromatografico 8 por CLAE-DAD-EM/EM.
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Figura 9. Identificagcdo, estrutura quimica, espectros de UV e espectros de massas de ions produto nos modos de ionizagao

negativa (acima) e positiva (abaixo) obtidos para o pico cromatografico 9 por CLAE-DAD-EM/EM.
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Figura 10. Identificagdo, estrutura quimica, espectros de UV e espectros de massas de ions produto nos modos de ionizagao

negativa (acima) e positiva (abaixo) obtidos para o pico cromatografico 10 por CLAE-DAD-EM/EM.
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Figura 11. Identificagdo, estrutura quimica, espectros de UV e espectros de massas de ions produto nos modos de ionizagao

negativa (acima) e positiva (abaixo) obtidos para o pico cromatografico 11 por CLAE-DAD-EM/EM.
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Figura 12. Identificagdo, estrutura quimica, espectros de UV e espectros de massas de ions produto nos modos de ionizagao

negativa (acima) e positiva (abaixo) obtidos para o pico cromatografico 12 por CLAE-DAD-EM/EM.
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Figura 13. Identificacdo, estrutura quimica, espectros de UV e espectro de massas de ions produto no modo de ionizagao positiva

obtidos para o pico cromatografico 13 por CLAE-DAD-EM/EM.
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Figura 14. |dentificacdo, estrutura quimica, espectros de UV e espectros de massas de ions produto nos modos de ionizagao

negativa (acima) e positiva (abaixo) obtidos para o pico cromatografico 14 por CLAE-DAD-EM/EM.
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Figura 15. Identificacdo, estrutura quimica, espectros de UV e espectros de massas de ions produto nos modos de ionizagao

negativa (acima) e positiva (abaixo) obtidos para o pico cromatografico 15 por CLAE-DAD-EM/EM.
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Figura 16. Identificagcao, estrutura quimica e espectro de UV obtido para o pico cromatografico 16 por CLAE-DAD-EM/EM.
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Figura 17. Identificagdo, estrutura quimica, espectros de UV e espectros de massas de ions produto no modo de ionizagao

positiva obtidos para o pico cromatografico 17 por CLAE-DAD-EM/EM.
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Figura 18. Identificacdo, estrutura quimica, espectros de UV e espectros de massas de ions produto nos modos de ionizagao

negativa (acima) e positiva (abaixo) obtidos para o pico cromatografico 18 por CLAE-DAD-EM/EM.
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Figura 19. Identificacdo, estrutura quimica, espectros de UV e espectros de massas de ions produto nos modos de ionizagao

negativa (acima) e positiva (abaixo) obtidos para o pico cromatografico 19 por CLAE-DAD-EM/EM.
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Figura 20. Identificacdo, estrutura quimica, espectros de UV e espectros de massas de ions produto nos modos de ionizagao

negativa (acima) e positiva (abaixo) obtidos para o pico cromatografico 20 por CLAE-DAD-EM/EM.
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pico cromatografico 21:
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Figura 21. |Identificagéo, estrutura quimica, espectros de UV e espectro de massas de ions produto no modo de ionizagao negativa
obtidos para o pico cromatografico 21 por CLAE-DAD-EM/EM.
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Figura 22. Identificagdo, estrutura quimica, espectro de UV e espectro de massas de ions produto no modo de ionizagdo negativa
obtidos para o pico cromatografico 22 por CLAE-DAD-EM/EM.
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pico cromatografico 23:
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Figura 23. Identificagdo, estrutura quimica, espectro de UV e espectros de massas de ions produto nos modos de ionizagao

negativa (acima) e positiva (abaixo) obtidos para o pico cromatografico 23 por CLAE-DAD-EM/EM.
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Figura 24. Identificacao, estrutura quimica, espectro de UV e espectros de massas de ions produto no modo de ionizagao positiva
obtidos para o pico cromatografico 24 por CLAE-DAD-EM/EM.



226
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Figura 25. |dentificagao, estrutura quimica e espectro de UV obtido para o pico cromatografico 25 por CLAE-DAD-EM/EM.
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Figura 26. Identificagdo, estrutura quimica, espectro de UV e espectros de massas de ions produto nos modos de ionizagao

negativa (acima) e positiva (abaixo) obtidos para o pico cromatografico 26 por CLAE-DAD-EM/EM.
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Figura 27. |dentificagéo, estrutura quimica, espectro de UV e espectro de massas de ions produto no modo de ionizagao positiva

obtidos para o pico cromatografico 27 por CLAE-DAD-EM/EM.
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Figura 28. Identificagdo, estrutura quimica, espectro de UV e espectros de massas de ions produto nos modos de ionizagao

negativa (acima) e positiva (abaixo) obtidos para o pico cromatografico 28 por CLAE-DAD-EM/EM.
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Figura 29. Identificagdo, estrutura quimica, espectro de UV e espectros de massas de ions produto nos modos de ionizagao

negativa (acima) e positiva (abaixo) obtidos para o pico cromatografico 29 por CLAE-DAD-EM/EM.
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Figura 30. Identificacéo, espectro de UV e espectros de massas de ions produto no modo de ionizagao positiva obtidos para o pico
cromatografico 30 por CLAE-DAD-EM/EM.
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pico cromatografico 31:
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Figura 31. |dentificacdo e espectro de UV obtido para o pico cromatografico 31 por CLAE-DAD-EM/EM.
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pico cromatografico 32:
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Figura 32. |dentificagcao, estrutura quimica, espectro de UV e espectro de massas de ions produto no modo de ionizagao positiva

obtidos para o pico cromatografico 32 por CLAE-DAD-EM/EM.
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pico cromatografico 33:
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Figura 33. |Identificacdo e espectro de UV obtido para o pico cromatografico 33 por CLAE-DAD-EM/EM.
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pico cromatografico 34:
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Figura 34. Identificacdo, estrutura quimica, espectro de UV e espectros de massas de ions produto no modo de ionizagao positiva
obtidos para o pico cromatografico 34 por CLAE-DAD-EM/EM.



236

pico cromatografico 35:
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Figura 35. Identificagdo, estrutura quimica, espectro de UV e espectros de massas de ions produto no modo de ionizagao positiva
obtidos para o pico cromatografico 35 por CLAE-DAD-EM/EM.
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pico cromatografico 36:
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Figura 36. |dentificacdo, estrutura quimica, espectro de UV e espectro de massas de ions produto no modo de ionizagao positiva

obtidos para o pico cromatografico 36 por CLAE-DAD-EM/EM.
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pico cromatografico 37:
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Figura 37. Identificagcdo, estrutura quimica, espectro de UV e espectro de massas de ions produto no modo de ionizagao positiva

obtidos para o pico cromatografico 37 por CLAE-DAD-EM/EM.



239

pico cromatografico 38:
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Figura 38. Identificacdo, estrutura quimica, espectro de UV e espectro de massas de ions produto no modo de ionizagdo negativa
obtidos para o pico cromatografico 38 por CLAE-DAD-EM/EM.
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pico cromatografico 39:
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Figura 39. |dentificagdo provavel, estrutura quimica, espectro de UV e espectros de massas de ions produto no modo de ionizagao
positiva obtidos para o pico cromatografico 39 por CLAE-DAD-EM/EM.
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pico cromatografico 40:
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Figura 40. Identificagdo, estrutura quimica, espectro de UV e espectros de massas de ions produto nos modos de ionizagao

negativa (acima) e positiva (abaixo) obtidos para o pico cromatografico 40 por CLAE-DAD-EM/EM.
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pico cromatografico 41:
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Figura 41. Identificacdo, estrutura quimica, espectro de UV e espectros de massas de ions produto no modo de ionizagao positiva

obtidos para o pico cromatografico 41 por CLAE-DAD-EM/EM.
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pico cromatografico 42:
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Figura 42. Identificagdo, estrutura quimica, espectro de UV e espectros de massas de ions produto nos modos de ionizagao

negativa (acima) e positiva (abaixo) obtidos para o pico cromatografico 42 por CLAE-DAD-EM/EM.
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pico cromatografico 43:
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Figura 43. |dentificagcao, estrutura quimica, espectro de UV e espectro de massas de ions produto no modo de ionizagao positiva
obtidos para o pico cromatografico 43 por CLAE-DAD-EM/EM.
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pico cromatografico 44:
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Figura 44. Férmula molecular, espectro de UV e espectro de massas de ions produto no modo de ionizagao negativa obtidos para

o pico cromatografico 44 por CLAE-DAD-EM/EM.
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pico cromatografico 45:

mAU

2'.6'-diidroxi-4'-metoxichalcona 3003
2003

100

300 350 o

Intens.
-MS2(269.0), 20eV

1500

1000
226.1 2541
500

165.0 177.0 545 225.1 236.0 253.1

Povvelovasloanaliny

] i ' L M " 1
T T T T T

1 T
100 150 200 250 300 miz

Intens. +MS2(271.0), 15eV |

1250
1000
750
500
250

167.1

TERIRNTR (RN T STRRI AT FRTA AT

T oo T T 200 T T T T

1 1
250 300 miz

1
100

Figura 45. Identificagdo, estrutura quimica, espectro de UV e espectros de massas de ions produto nos modos de ionizagao

negativa (acima) e positiva (abaixo) obtidos para o pico cromatografico 45 por CLAE-DAD-EM/EM.
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pico cromatografico 46:
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Figura 46. Identificacao provavel, estrutura quimica, espectro de UV e espectro de massas de ions produto no modo de ionizagao

positiva obtidos para o pico cromatografico 46 por CLAE-DAD-EM/EM.



248

pico cromatografico 47:
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Figura 47. |dentificagcao, estrutura quimica, espectro de UV e espectro de massas de ions produto no modo de ionizagao positiva

obtidos para o pico cromatografico 47 por CLAE-DAD-EM/EM.
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pico cromatografico 48:
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Figura 48. |dentificacao, estrutura quimica, espectro de UV e espectro de massas de ions produto no modo de ionizagao positiva

obtidos para o pico cromatografico 48 por CLAE-DAD-EM/EM.
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pico cromatografico 49:
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Figura 49. Espectro de UV obtido para o pico cromatografico 49 por CLAE-DAD-EM/EM.
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pico cromatografico 50:
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Figura 50. Espectro de UV obtido para o pico cromatografico 50 por CLAE-DAD-EM/EM.
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pico cromatografico 51:
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Figura 51. Espectro de UV obtido para o pico cromatografico 51 por CLAE-DAD-EM/EM.
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pico cromatografico 52:
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Figura 52. Espectro de UV obtido para o pico cromatografico 52 por CLAE-DAD-EM/EM.



APEND'CE C — Avreas relativas (area do pico da substancia / 4rea do p.i.) dos picos cromatograficos, obtidas para os 50 individuos de L. ericoides analisados pela metodologia analitica.

254

pico | A(nm)|l 1< | 10| A0 [ 14V | V[ AVE VI VI X[ 41X | 240 | 2400 | 2410 [ 24V | 2-V | 2-VE | 2-VIE[2-VIll| 2-IX | 2-X | 31 | 341 | 3-l1 | 3-IV | 3-V | 3-VI [ 3-VII |3-VIll | 34X | 3-X | 4 | 4-Il | 4-lll | 4V | 4-V | 4-VI [ 4-VII |4-VIl| 44X | 4-X | 5- | 5- | 5-ll | 5-IV | 5-V | 5-VI | 5-VII [5-VIIl| 5-IX | 5-X
1 325 |10,10/0,31|0,24 (025|046 | tr |{032(033| tr [033| tr [0,11]|0,16|0,14|0,14| tr |0,09|0,09|0,13|0,14 | tr | 0,10 (0,20 | tr tr [0,11|0,06 |0,09|0,09|0,10|0,38 0,22 |0,28 | 0,31|0,19 | 0,26 | 0,25 | 0,28 | 0,10 | 0,22 | 0,10 | 0,30 | 0,22 | 0,13 | 0,28 | 0,17 | 0,40 | 0,19 | 0,22 | 0,41
2 325 tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr
3 325 tr |049|012|035|061| tr |099(037| tr |040|0,09|021|0,26(024|009| tr |0,10|0,23|0,22|0,26|0,21|0,35|0,30|0,16|0,18|0,18 | 0,20 | 0,49 | 0,24 | 0,31 | 0,26 | 0,18 | 0,38 | 0,32 | 0,26 | 0,52 | 0,30 | 0,25 | 0,44 | 0,24 | 0,14 | 0,37 | 0,21 | 0,16 | 0,27 | 0,16 | 0,46 | 0,17 | 0,24 | 0,54
4 325 ||025(1,89|122|1,48(228|061|134|140(028(189]|0,11|0,57(066|048|0,14| t |0,11|041|040|0,51|041|061|0,86|0,23|0,35|0,57|0,31|082|046|0,81|123|1,15(1,44({1,19|0,90|1,26|1,25(1,13|0,44|0,91(0,59(1,89|153|0,58|1,14|1,44|1,94|0,94|0,78 (2,14
5 270 tr 10,13 |0,05|0,06 0,06 |0,06|0,09]|0,03(0,05]|0,08| -- - - - - - - - - - tr tr [{0,02| ftr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr |0,02(0,02|0,02| tr tr tr tr tr tr tr
6 325 tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr
7 325 ||2,15|3,40|2,70 | 1,97 (2,64 |2,71|4,20 | 265 (3,99 |3,54|098|0,46|051|0,39|0,66|0,58|041]|0,57|059]|0,57|0,40|0,36|062|0,38|0,24|0,33|0,32|0,76|1,05|0,70|0,79|0,52|0,53|044|049|0,87|065|052]|0,68]|0,57|067|0,36|0,35|0,34|052|063|0,11|0,41 0,31 (0,37
8 325 tr {044]0,19|031(031| tr |022|033| tr [031|0,13|0,21|0,24|0,27|0,15| tr [0,08]0,22|0,25|0,25 (0,37 |0,55|0,41|0,28 0,34 |0,33|0,33|0,53|0,36|0,45|0,45|0,38 0,77 | 0,60 | 0,51|0,23 0,38 0,50 |0,27 | 0,49 | 0,15 | 0,65 | 0,25|0,23 | 0,45 | 0,31 | 0,79 | 0,26 | 0,30 | 0,61
9 270 || 0,64|0,30|0,30|0,51|041|0,27|0,67|025|0,25|0,16 | 0,16 | 0,06 | 0,05 | 0,05 | 0,08 | 0,05 | 0,05 | 0,09 | 0,10 | 0,07 | 0,11 | 0,16 | 0,24 | 0,21 | 0,09 | 0,19 | 0,13 | 0,17 | 0,18 | 0,23 | 0,11 | 0,04 | 0,05 | 0,16 | 0,10 | 0,05 | 0,43 | 0,09 | 0,08 | 0,12 | 0,21 | 0,08 | 0,07 | 0,23 | 0,12 | 0,13 | 0,08 | 0,09 | 0,12 | 0,07
10 325 ||0,36|159|186|174|162|063|163|139|067|139| tr |0,13|0,19 (0,16 | tr tr |0,10|0,12|0,19 (0,14 |0,32|0,35| 0,45 | 0,36 | 0,35 | 0,25 | 0,27 [ 0,76 | 0,54 | 0,65 | 1,39 | 1,66 | 1,34 | 1,33 | 1,20 (0,57 | 1,51 | 1,61 | 0,68 | 0,78 | 0,70 | 1,13 | 1,90 | 0,77 | 0,59 | 2,07 | 1,61 | 1,99 | 1,45 | 1,43
1 325 ||1,41|7,28|585|6,08|532|258|4,23|4,24|1,67(6,03|0,66|1,87(217[1,29|047|0,35(0,39(1,23|1,71|1,66|1,02|1,82|242|0,51|1,33[147|0,81|2,04|1,55|1,67|3,77|4,72|5,51|3,76|3,50|4,83|3,74(2,94|1,94|4,04|245|3,02]|4,07|1,56|3,39|4,60|653|294|177 6,13
12 325 ||0,27(235|261|226|268|091]|233|2,18|0,15|2,06 |0,09|0,44|052|0,35| tr tr 10,05|0,09|039(036|1,12|1,18|1,20(1,10|1,03|0,60|0,88 (1,16 | 1,30 | 1,16 |2,40 (2,59 (2,49 |2,49|2,48 [2,09 (234|286 |236|1,71(1,09|223|225(1,36|145]|3,63|244|0,70 234|245
13 325 tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr
14 325 tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr |10,04]0,07|0,07 (010 |0,09]| tr tr |0,06|0,06|0,06(008|010|0,09| tr [012]021| tr [023({0,19|0,17 | tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr [0,20|0,26 0,090,170 | 0,30 | 0,25 | 0,38 | 0,28 | 0,23 | 0,31
15 325 tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr
16 325 tr [1,07| tr |085| tr tr [1,04]121| tr [124] tr tr 10,10 | ftr - - 10,05|005|009| tr |0,26|0,39|0,67|0,24|0,30|0,15|0,05(0,550| tr |053|0,33|0,38|0,62|0,41|0,55|0,60|0,49|0,44|0,72|0,49 (0,27 |0,46|0,13 (0,16 | 0,56 | 0,32 | 0,86 | 0,31 | 0,29 | 0,56
17 270 ||0,07|024|0,12|023(029| - |032|0,26 (0,07 tr - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
18 325 tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr
19 325 tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr
20 325 tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr
21 270 || 0,06 |0,09|0,09|0,07 0,110,196 | 0,12 | 0,09 | 0,05 | 0,07 | 0,25 | 0,49 | 0,42 | 0,63 | 0,50 | 0,49 | 0,51 | 0,49 | 0,49 | 0,45 | 0,28 | 0,22 | 0,09 | 0,03 | 0,22 | 0,21 | 0,11 | 0,29 | 0,15 | 0,19 | 0,11 | 0,05 | 0,14 | 0,18 | 0,15 | 0,13 | 0,12 | 0,04 | 0,08 | 0,27 | 0,26 | 0,17 | 0,09 | 0,20 | 0,19 | 0,19 | 0,17 | 0,11 | 0,13 | 0,09
22 325 tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr
23 270 tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr |0,05(0,10| 0,09 | 0,09 |0,12 (0,07 | 0,06 | 0,10 | 0,11 | 0,06 | tr tr - - tr - - tr |0,05(0,01 - - tr tr tr {002 tr |0,02]| ftr tr |0,03| ftr tr tr tr tr tr tr - 10,02
24 270 |J0,19|0,16|0,22|033(085| - |0,78|0,38({0,20|0,15| -- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
25 325 tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr
26 325 ||0,12|/0,35|0,73|1,74|2,12|0,61|169|1,01(105(165| tr |0,15(011| tr |0,16| tr [0,05(0,09|0,12| tr tr tr 10,22|0,48|0,36 (0,20 |0,21|0,50|0,40 | 0,40 | 0,95 | 0,94 | 0,56 | 0,80 | 0,53 | 0,24 | 0,59 | 0,46 | 0,39 | 0,31 | 0,58 | 0,38 | 0,72 | 0,41 | 0,37 | 1,23 [ 0,35 | 1,29 | 0,68 | 0,46
27 270 - - 10,03]| ftr - - 10,08 ftr tr tr - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 1060|045|059 | -- - - - - - - - - - - - - - - - -
28 270 |J0,09| tr | 0,06 |0,04|0,09|0,02]|0,04|005004|005| - - - - - - - - - - 10,05|0,04|0,04 0,03 |0,03]|0,05|0,03|0,05|0,02]|0,04|0,02|0,03|0,03|0,02|0,03| tr |[0,04]|0,03]|0,05]|0,04|0,03]|0,02]|0,04 0,04 |0,04]|0,03]|0,02|0,02|0,04|0,02
29 270 |J0,09| tr |0,04|0,09|0,07|0,03]|0,05|004008]|005]| - - - - - - - - - - 10,04|0,03|0,08 (0,06 |0,03]|0,05|0,04|0,09|0,03]|0,07|0,04|0,02|0,02]|0,03]| tr tr 10,03|0,02|0,04 0,04 |0,05|0,02|0,02 0,04 |0,03]|0,04|0,02|0,02|0,02| 0,06
30 270 |J0,19|0,10|0,15|0,20 0,18 | 0,11 | -- - 1009|006 | -- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
31 270 tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr 10,10|0,12|0,14 | 0,05 | 0,08 | 0,10 | 0,09 | 0,11 | 0,13 | 0,10 | -- - - - - - - - - - 1002| - |003(005| - |002|002|003| - |{005| - [002| tr |0,03]| ftr - 10,03]| ftr tr -
32 270 |10,31|042|0,26 |061(0,11]034|020| -- [032]034]| - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
33 270 tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr |0,09|0,09|0,10| 0,04 | 0,05 0,08 |0,07|0,09|0,10| 0,08 | tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr
34 270 ||0,60|0,53|0,45|0,64 |0,18|0,53|0,23|0,05({0,9 | 0,26 | -- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
35 270 10,51|0,35|0,45|0,67|0,20|0,34|0,65|094 (057 |064]| - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
36 270 |J0,09|0,13|0,12|0,16|0,25|0,15|0,12| -- [0,11|0,24| -- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
37 270 |J0,59|0,74|0,73|094 (1,16 |1,46|1,01| - [125]|1,02| - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
38 270 || 0,23|0,33|0,40|0,25|0,40|0,33|0,45|0,26 | 0,177 (0,14 |0,53|0,89 | 0,75 | 0,96 | 0,95 | 0,63 | 0,60 | 0,81 | 0,94 | 0,80 | 0,64 | 0,52 | 0,29 | 0,35 0,57 | 0,34 | 0,39 | 0,40 | 0,51 | 0,53 | 0,42 | 0,24 | 0,38 | 0,64 | 0,43 | 0,44 | 0,46 | 0,48 | 0,60 | 0,77 | 0,58 | 0,27 | 0,34 | 0,43 | 0,45 | 0,30 | 0,37 | 0,25 | 0,52 | 0,24
39 270 |J0,39|048|0,37|045|0,22|0,21|043| -- (096|067 | -- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
40 325 |12,39|3,78 (3,78 1,31 |3,06|4,33|393|3,28|268|190|5,88|586|587|605|6,99|4,14|4,19|541|6,08|4,70|554|3,78 2,68 |3,75|4,87 3,39 |3,03|4,00(3,86|498 585|328 |4,01|535(384|4,62|484|4,14|259|6,67|5,00|3,88]3,27|4,09|4,23(290|5,78|3,05]|4,77|3,15
41 270 |J0,39|0,38|0,51|059|0,70|0,83|1,05|200(0,74|039| - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
42 270 ||0,56|045|1,19|052 (0,94 |1,21|0,71|0,70 (0,53 0,36 |0,81|090(0,95|140|0,60|095|0,88|0,98]1,23|1,43|0,97|0,66|0,41|0,44|0,88|0,87|0,51|0,78|0,86|0,91]|0,51|0,37 0,64 |0,98|0,60|0,53|068|067|081]|1,22|0890,79|0,55|0,79|0,96 |0,48|0,70|0,66 | 0,84 | 0,64
43 270 |1 0,04|0,06 |0,05|0,14 | 0,17 |0,10| 0,21 (0,32 {0,143 | 0,10 | -- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
44 270 tr |0,04|0,11|0,02|0,03|0,09|0,03|005|002| tr |0,06|0,14 (0,16 | 0,24 | 0,25|0,11 | 0,10 | 0,15 | 0,20 | 0,09 | 0,07 | 0,06 | 0,02 | 0,02 | 0,07 | 0,02 | 0,01 | tr |0,05|0,05|0,03 | tr tr |0,06|0,02|0,03|0,03]0,03]|0,02]|0,04|0,02]|0,03]|0,02|004(002| tr |009| tr [004] tr
45 325 ||4,86|11,4|896|3,73(9,00|10,3|8,54|123(7,73(529|519|965|6,63|7,87|7,69|6,09|598|648|8,03]|780]|8,00]|5,38]386]|5,01]|551|5,76]|4,51|5,02|763|6,86|8,75|6,66|6,05|7,04|651|696|6,29|581|197|832|7978,19|6,91|957|653|519|11,7|4,83|8,01|7,08
46 270 || 0,02| 0,06 | 0,08 | 0,04 | 0,05| 0,09 |0,05|0,05|0,02|0,04|0,06|0,08|0,09]|011]|0,16 | 0,10 | 0,08 | 0,09 | 0,11 | 0,08 | 0,11 | 0,05 | 0,03 | 0,06 | 0,06 | 0,03 | 0,04 | 0,04 | 0,07 | 0,66 | 0,05 | tr |0,04 |0,07|0,05|0,05 0,04 |0,03]|0,03]|0,05|0,06 |0,05]|0,04|0,04|004|0,04|0,11|0,03 0,06 | 0,03
47 270 ||0,32|/0,52|0,97|059|059|0,72|1,40|0,73 0,44 (0,33|0,70|168(140|165|129|135(1,31|146|1,70|1,83|0,57|0,48|0,24|0,39|0,38|0,53|0,34|0,38|0,64|0,51|0,56|0,52|0,61|0,89|0,45|0,83|0,63|0,63|0,69]|0,92|047|057|044|0,67|0,420,30|0,78|0,31|0,59 | 0,41
48 270 |1 0,06 0,06 |0,10 | 0,06 | 0,06 | 0,14 | 0,07 | 0,20 | 0,05 | 0,04 | 0,08 | 0,32 | 0,32 | 0,26 | 0,34 | 0,40 | 0,35 | 0,31 | 0,29 | 0,21 | 0,23 | 0,28 | 0,06 | 0,06 | 0,29 | 0,10 | 0,12 | 0,15 | 0,24 | 0,22 | 0,13 | 0,07 | 0,06 | 0,19 | 0,19 | 0,12 | 0,13 | 0,15 | 0,16 | 0,20 | 0,20 | 0,18 | 0,11 | 0,13 | 0,18 | 0,09 | 0,46 | 0,26 | 0,34 | 0,11
49 270 tr 10,03|0,02|002|0,02|006| tr |003|002|002| tr |003(003| tr |0,05|0,03]|0,01]|0,03]|0,04]|0,04|022]|0,19]|0,08|0,12 0,16 |0,14|0,09|0,10 | 0,12 | 0,14 | 0,06 | 0,05 | 0,05 | 0,11 | 0,03 | 0,02 | 0,03 | 0,04 | 0,03 | 0,09 | 0,12 | 0,15 | 0,09 | 0,12 | 0,09 | 0,07 | 0,17 | 0,13 | 0,12 | 0,08
50 270 tr |0,02|0,05|0,06 |0,04|0,06|0,04|0,04|003|003| tr |0,09|0,05]|0,07]|0,07]|0,07 (0,06 |0,07|0,06|0,06|0,05|0,04]|0,03]|0,07|0,09]|010]|0,11|0,08|0,12|0,10| tr |0,07 | 0,09 | 0,06 |0,09]|0,25|0,15 | 0,05|0,12| 0,12 | 0,08 | 0,03 | 0,07 | 0,08 | 0,07 | 0,05 | 0,08 | 0,03 | 0,07 | 0,03
51 270 tr 10,02|0,07 0,08 |0,05]|0,08]|0,04|004|003[003| tr |003| tr |[0,08]0,04|0,06|005]006]|0,07]|007 | -- - - - - - - - - - - - - 10,03 ftr - - 1003| - |0,04(0,070,02]|0,04|0,08|0,05|0,05]|0,06|0,04 0,10 | 0,03
52 270 - - - - - - - - - - 1014]029|035|046(032|0,19|0,22 (0,30 |0,37|0,22| - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

tr = tragcos ; ---- = n&o observado
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