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RESUMO

As florestas naturais brasileiras sao significativas por conterem uma das maiores
biodiversidades de relevancia econdmica e ecoldgica. O conhecimento a respeito da
composicao quimica de espécies vegetativas tem sido amplamente utilizado para a
classificacao botanica. Nesse sentido, a analise da composi¢do quimica combinada
com dados morfologicos, demonstra ser uma ferramenta util no estudo de téaxons
intimamente relacionados, como € o caso das espécies pertencentes aos géneros
Handroanthus e Tabebuia, popularmente conhecidos como ipés. Ao longo de sua
histéria taxondmica, o género Tabebuia foi dividido e remontado varias vezes, a
medida que os pesquisadores interpretavam a diversidade morfolégica de maneiras
diferentes. Estudos recentes usando filogenia molecular reestabeleceram Tabebuia
em dois outros géneros, sendo um destes Handroanthus. Embora os estudos
sistematicos em relagao a estes géneros tenham avancado nos ultimos anos, novos
parametros de separagdo ainda sao necessarios, uma vez que a classificagao
taxonbmica ndo esta bem estabelecida. Dessa forma, este trabalho teve como
objetivo investigar a composi¢cao quimica das flores de espécies pertencentes aos
géneros Handroanthus e Tabebuia, por meio da técnica de RMN HR-MAS, visando
contribuir para a quimiotaxonomia destes géneros. As informagbes obtidas
empregando as analises quimiométricas sobre os espectros de RMN HR-MAS de 'H
das flores demonstraram uma concisa distingdo entre os géneros em estudo, bem
como das espécies do género Handroanthus, devido a formacdo de quatro
agrupamentos distintos. Assim, este estudo contribuiu para destacar as vantagens
da aplicacdo da RMN HR-MAS associada a PCA e a HCA na discriminagéo dos
géneros Handroanthus e Tabebuia, de forma a auxiliar na quimiotaxonomia desses
taxons.

Palavras-chave: Ipés. Handroanthus. Tabebuia. RMN HR-MAS. Andlise
quimiométrica. Quimiotaxonomia.



ABSTRACT

Brazilian natural forests are relevant because they contain one of the greatest
economic and ecological biodiversitics. Knowledge about the chemical composition
of vegetative species has been widely used for botanical classification. In this sense,
the analysis of chemical composition combined with morphological data proves to be
a useful tool in the study of closely related taxa, such as species belonging to the
genera Handroanthus and Tabebuia, popularly known as ipés. Throughout its
taxonomic history, the genus Tabebuia was divided and reassembled several times,
as researchers interpreted morphological diversity in different ways. Recent studies
using molecular phylogeny have reestablished Tabebuia in two other genera, one of
these being Handroanthus. Although systematic studies in relation to these genera
have advanced in recent years, new separation parameters are still needed, since
the taxonomic classification is not well established. Thus, this work aimed to
investigate the chemical composition of flowers of species belonging to the genera
Handroanthus and Tabebuia, using the HR-MAS NMR technique, in order to
contribute to the chemotaxonomy of these genres. The information provided using
chemometric analyzes on the '"H HR-MAS NMR spectra of flowers demonstrated a
concise distinction between the genera under study, as well as the species of the
genus Handroanthus, due to the formation of four distinct clusters. Thus, this study
contributed to highlight the advantages of the application of HR-MAS NMR
associated with PCA and HCA in the discrimination of the genera Handroanthus and
Tabebuia, in order to assist in the chemotaxonomy of these taxa.

Keywords: |pés. Handroanthus. Tabebuia. HR-MAS NMR. Chemometric analysis.
Chemotaxonomy.
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1 INTRODUGAO

O Brasil detém a segunda maior area de cobertura florestal do mundo, com
aproximadamente 4,6 milhdes de km? de florestas naturais e plantadas, o que
representa 54,4% de toda sua extensdo territorial (PIMENTEL et al., 2016).

As florestas naturais brasileiras sao significativas por conterem uma das
maiores biodiversidades de relevancia econdmica e ecoldgica, com distribuicdo em
um variado ecossistema composto por seis biomas, sendo estes: floresta
amazobnica, mata atlantica, caatinga, pantanal, pampa e cerrado (FIGURA 111;
ANEXO 1) (PIMENTEL et al., 2016; SILVA e RODRIGUES, 2014).

Historicamente, os Produtos Naturais (PNs), que sdo compostos produzidos
por plantas, animais ou microrganismos, tém sido amplamente estudados e
utilizados para o desenvolvimento de medicamentos, agroquimicos e cosméticos,
além da nutricdo humana (SILVA e RODRIGUES, 2014).

A biodiversidade presente no reino vegetal é refletida em grandes diferencas
qualitativas e quantitativas na composigao dos metabdlitos presentes em extratos
vegetais, bem como em termos de estrutura quimica (DEBORDE et al., 2017; FOITO
e STEWART, 2018).

O conhecimento a respeito da composi¢cdo quimica de espécies vegetativas
tem sido amplamente utilizado para a classificagao botanica, podendo contribuir para
a realocagao de algumas espécies em outros géneros ou até mesmo em outras
familias (COSTA et al., 2016).

Em conjunto a isso, é importante destacar que a identificagédo, delimitagao e
descrigao de espécies botanicas possui um longo e controverso debate nos campos
da biologia sistematica e evolutiva. Dessa forma, observa-se uma urgéncia para que
se desenvolvam documentos abrangentes que descrevam e identifiquem estas
espécies vegetativas, de forma rapida e correta, antes que elas ou seus habitats
desaparecam (PINHEIRO, DANTAS-QUEIROZ e PALMA-SILVA, 2018).

Esse esfor¢o é especialmente importante em regides megadiversas, como a
América do Sul, onde uma grande parte da vegetagcdo ainda esta por ser
descoberta. Assim sendo, o conhecimento incompleto do status da biodiversidade
das espécies botanicas acarreta em amostragens de taxons erréneas e avaliagdes
equivocadas, por exemplo, da biogeografia e de processos de especiagao
(PINHEIRO, DANTAS-QUEIROZ e PALMA-SILVA, 2018).
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Nesse contexto, a Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) tem contribuido
amplamente para o estudo do metabolismo primario e secundario das plantas. Esta
técnica espectroscépica oferece grandes vantagens por ser reprodutivel, n&o
destrutiva, ndo especifica e quantitativa (DEBORDE et al., 2017).

O fingerprint metabdlico obtido através da RMN possibilita a visualizagdo de
um perfil caracteristico que representa a composi¢cao quimica da amostra, de forma
a construir um padrao especifico de reconhecimento. Este, posteriormente, é
avaliado por analise quimiométrica, possibilitando o rastreamento até mesmo de
pequenas diferengas no nivel metabdlico das espécies estudadas (ABREU e
FERNANDEZ, 2020; CUSTERS et al., 2016; DEBORDE et al., 2017).

A RMN associada a analise quimiométrica tem sido usada como uma
metodologia rapida, precisa, eficiente e robusta para a analise abrangente de
pesquisas com plantas, possibilitando, como ja demonstrado em diversos estudos,
distinguir espécies de plantas e ecétipos (FOITO e STEWART, 2018; ZHAO et al.,
2020).

Dessa forma, considerando a biodiversidade do Brasil, a analise da
composi¢do quimica combinada com dados morfolégicos, demonstra ser uma
ferramenta util para a compreensdo das relagdes filogenéticas das plantas. Para
taxons intimamente relacionados, estudos focados exclusivamente em marcadores
quimiotaxondmicos especificos podem resultar em conclusdes superficiais. Assim, a
aplicacédo de uma abordagem mais holistica, como o fingerprint metabdlico, pode
fornecer uma classificacdo mais precisa, podendo ser aplicada para discriminar
taxons em niveis inter e intraespecificos (SANTOS et al, 2017; SILVA e
RODRIGUES, 2014).

1.1 OBJETIVOS
1.1.1 Objetivo geral

Investigar a composigao quimica das flores de espécies pertencentes aos
géneros Handroanthus e Tabebuia (popularmente conhecidas como ipés),

ocorrentes no estado do Parana, por meio da técnica de RMN HR-MAS, visando

contribuir para a quimiotaxonomia destes géneros.
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1.1.2 Objetivos especificos

v' Coletar o material botanico das espécies Handroanthus albus, Handroanthus
catarinensis, Handroanthus chrysotrichus, Handroanthus heptaphyllus,
Handroanthus impetiginosus®%:, Handroanthus ochraceus, Handroanthus
pulcherrimus, Handroanthus serratifolius, Tabebuia cassinoides e Tabebuia
roseoalba®t;

v Adquirir os espectros de RMN HR-MAS de 'H das flores das espécies
designadas para o desenvolvimento do estudo;

v Obter os espectros de RMN HR-MAS de 'H das cascas do caule e folhas das
especies analisadas no estudo;

v Identificar os principais metabdlitos (primarios e secundarios) nas flores,
folhas e cascas do caule das espécies através de experimentos de RMN HR-
MAS de 'H e RMN em solug&o uni e bidimensional;

v' Correlacionar as diferencas ou semelhangas na composicdo quimica das
flores das espécies de Handroanthus Mattos e Tabebuia Gomes ex DC;

v Comparar a composicdo quimica das flores das espécies estudadas com

outras partes da planta, como folhas e cascas do caule.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 A QUIMICA DOS PRODUTOS NATURAIS

O conhecimento e a compreensao das substancias encontradas em plantas
foram fundamentais para a sobrevivéncia e evolugdo da humanidade. Os
metabdlitos, denominagdo para estes compostos, sdo os produtos intermediarios ou
finais do metabolismo de espécies vegetais, sendo este definido como a soma total
das reagdes bioquimicas realizadas por um organismo. Cabe ressaltar que cobrir
todo o metaboloma de um organismo biolégico ndo € uma tarefa facil, uma vez que
existe uma grande diversidade quimica de metabdlitos, com concentragbes e
estruturas variadas (CANUTO et al., 2018; PILON et al., 2020; THIRUMURUGAN et
al., 2018).

Os metabdlitos sdo divididos em dois grupos: os primarios, que estédo
relacionados a qualidade nutricional das plantas e os secundarios, que sao
compostos bioativos, que podem ter efeitos positivos ou negativos na saude humana
(SOCACIU, 2019).

Ao longo dos ultimos anos, diferentes areas da Bioquimica e da Quimica de
Produtos Naturais tém buscado compreender a fungdo especifica desses
metabdlitos (primarios e secundarios), tanto nos organismos de origem, quanto
quando usados pelos seres humanos (PILON et al., 2020).

Em conjunto a isso, a classificagdo das plantas com base em seus
constituintes quimicos, também conhecida como quimiossistematica, é uma
ferramenta util na solucdo de problemas taxonémicos de espécies botanicas. A
quimiossistematica tradicional de plantas é baseada na presenga ou auséncia de
metabdlitos secundarios selecionados, o que esta longe de ser uma abordagem
holistica envolvendo o conteudo global dos metabdlitos (LIU et al., 2017).

Nesse aspecto é importante mencionar o pioneiro da Quimica de Produtos
Naturais, o professor Otto Gottlieb, que integrou as areas de Quimica, Biologia,
Ecologia e Geografia. Suas pesquisas de exceléncia lhe propiciaram a indicagao ao
Prémio Nobel de Quimica em 1999, em reconhecimento a sua viséo de ciéncia e a
proposta de classificacdo das plantas a partir de suas caracteristicas quimicas,
denominada de quimiossistematica ou quimiotaxonomia. O professor Gottlieb

dedicou sua vida a preservacéao e ao estudo do patrimbnio vegetal brasileiro, sempre
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buscando uma resposta quimica para algum problema biolégico (PESQUISA
FAPESP, 2011).

2.1.1 Metabdlitos primarios

Os metabdlitos primarios das plantas sdo compostos organicos comuns a
todas ou a maioria das espécies de plantas, sendo essenciais para o crescimento,
desenvolvimento e reproducdo destas. Alguns estdo presentes em animais e
microrganismos, enquanto outros sdo especificos do reino vegetal. Estes compostos
pertencem a diferentes classes, sendo as principais os acidos organicos,
aminoacidos, carboidratos e nucleotideos (DEBORDE et al., 2017; MATSUURA et
al., 2018).

Os aminoacidos s&o classificados como essenciais ou ndo-essenciais, com
base em sua sintese em humanos (FIGURA 1). Os aminoacidos essenciais ndo sao
produzidos pelo organismo humano, por isso precisam ser consumidos na forma de
alimentos, seja de origem animal ou vegetal (KUMAR et al.,, 2017; RAJANI,
SOUMYA e SAJITHA, 2015).

FIGURA 1 - CLASSIFICACAO DOS AMINOACIDOS

Aminoacidos essenciais Aminoacidos nao-essenciais
@) = O o) O o)
NH NH NH
Leulzlirlra|2 Isoleucing V!;lirl-alz GIi2cina a-algnina H,N /B;ﬁJ;OH
(@) O OH O O O @]
/SV\A)LOH WOH )YU\OH OY\A)LOH HS/\A)J\OH HO/\A)LOH
NH2 NH2 NH2 NH2 NH2 NH2 NH2
Metionina Fenilalanina Treonina Asparagina Cisteina Serina
o OH O @) O O
" Oy~
o H(l:l -~y OH HzNWLOH Y OH
Acido p%tlglcatecuico Histidina 2 Glutamll\rll«!:!_b ACidO aspa’ftico
O o) O 0]
// OH H2N\/\/\HJ\OH O)J\OH /©/YJ\OH
HN NH NH
Triptofale)-|2 Lisina NH2 Prolina HO Tirosina 2

FONTE: A autora (2021).
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Do ponto de vista da saude humana, essas substancias sao necessarias nos
processos metabdlicos, bem como para o transporte e armazenamento de todos os
nutrientes, como carboidratos, proteinas, vitaminas, minerais, agua e gordura
(KUMAR et al., 2017; MORAN-PALACIO et al., 2014).

Em relacdo as plantas, os aminoacidos desempenham varios papéis vitais,
atuando como intermediarios dos metabdlitos finais e participando da regulacao de
vias biossintéticas, afetando assim numerosos processos fisioldgicos (YANG, ZHAO
e LIU, 2020).

Alguns estudos relacionam a fungao bioquimica dos aminoacidos presentes
nas plantas, por exemplo, observou-se que quanto mais elevado o nivel de
metionina, maior & a tolerancia ao estresse abidtico (YANG, ZHAO e LIU, 2020).
Enquanto que, o acido y-aminobutirico (GABA) desempenha papel importante na
regulacdo do pH de espécies vegetativas (GRAMAZIO, TAKAYAMA e EZURA,
2020).

Nesta mesma vertente, tém-se os carboidratos. Estes representam uma
importante fonte de energia para as plantas, as quais produzem agucares simples
(monossacarideos) por meio do processo de fotossintese e, posteriormente, os
armazenam no polimero conhecido como amido. Quando necessario, o amido é
dividido em unidades de glicose e utilizado. Além disso, as plantas também
convertem parte de sua glicose para formar o polimero chamado celulose, que é um
material fibroso que fornece integridade estrutural as paredes e tecidos celulares
vegetais (ZEECE, 2020).

Os carboidratos sao produtos intermediarios usados na sintese de
macromoléculas, além de possuirem importantes funcdes como sinalizadores
fisiologicos, que causam ativagdo ou repressdao de genes nas plantas, levando a
efeitos metabdlicos especificos (MORKUNAS et al., 2012).

A sintese, transporte, utilizacdo e armazenamento de carboidratos sao
processos dinamicos, fortemente dependentes da fisiologia celular, érgado da planta,
condigdes ambientais e estagio de desenvolvimento da planta (MORKUNAS et al.,
2012).

Cabe destacar que altas perdas de carboidratos podem ser observadas na
maioria das espécies de plantas influenciadas pelas condi¢des ambientais, tal como
temperatura, e por ataque de patdgenos ou herbivoros (MORKUNAS et al., 2012;
TROUVELOT et al., 2014).
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O teor de carboidratos armazenados pelas espécies vegetativas € uma
importante fonte de nutricdo humana, fornecendo uma grande parte de nossas
necessidades caldricas diarias. A glicose, produzida a partir da digestdo dos

carboidratos, é a principal fonte de energia do nosso cérebro (ZEECE, 2020).

2.1.2 Metabodlitos secundarios

Os metabdlitos secundarios podem ser definidos como um grupo
heterogéneo de moléculas que ndo sao essenciais para o crescimento vegetativo
dos organismos produtores. As principais funcionalidades destes compostos estao
relacionadas a adaptacdo ao ambiente abidtico e bidtico, mecanismos de defesa,
bem como na reprodugédo das plantas, sendo alguns especificos de determinadas
espécies (DEBORDE et al., 2017; FOITO e STEWART, 2018; THIRUMURUGAN et
al., 2018).

A classificacdo dos metabdlitos secundarios € definida com base em suas
vias biossintéticas, podendo estes pertencerem a diferentes familias de compostos,
como os compostos fendlicos, flavonoides, alcaloides, terpendides, glicosideos
cianogénicos, cumarinas, taninos, entre outros (BOURGAUD et al., 2001).

De maneira geral, os metabdlitos secundarios sao frequentemente
semelhantes para os membros de um clado. Portanto, os compostos quimicos das
plantas podem ser usados como um marcador taxonémico, de forma a possibilitar a

distingao entre espécies botanicas (LIU et al., 2017).
2.1.2.1 Compostos fendlicos

Aproximadamente 8.000 compostos de ocorréncia natural pertencem a
classe dos compostos fendlicos, os quais desempenham um papel importante no
crescimento e na reprodugdo de plantas, além de atuar na protegcdo contra
patogenos e predadores (ANANTHARAJU et al., 2016).

Os compostos fendlicos sao biossintetizados por meio da via do chiquimato
nas plantas, tendo como precursores os aminoacidos fenilalanina e/ou tirosina. A
etapa chave envolvida na biossintese destes compostos esta na adigcdo de grupos
hidroxila (-OH) ao anel aromatico, variando de moléculas fendlicas simples a
compostos altamente polimerizados (FIGURA 2) (ANANTHARAJU et al., 2016;
SAMEC et al., 2021).
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FIGURA 2 - BIOSINTESE DE COMPOSTOS FENOLICOS EM PLANTAS PELA
VIA DO CHIQUIMATO
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FONTE: Adaptada de Anantharaju e colaboradores (2016).

LEGENDA: O fosfoenolpiruvato reage com a eritrose-4-fosfato para produzir o acido corismico, que é
um precursor para a tirosina e a fenilalanina, que posteriormente atua como precursoras para os
derivados do acido cinamico. Acidos benzoicos s&o biossintetizados a partir do acido corismico pelas
vias oxidativas e nao oxidativas, enquanto o acido isocorismico serve como precursor para o acido
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Os compostos fendlicos podem ser classificados em grupos, sendo os
principais: acidos fendlicos, flavonoides, cumarinas, estilbenos, quinonas e taninos
(ANANTHARAJU et al., 2016; NEELAM, KHATKARB e SHARMA, 2019). A maioria
dos compostos fendlicos possuem em sua estrutura ligagbes com mono- e
polissacarideos, e também com grupamentos ésteres (BALASUNDRAM, SUNDRAM
e SAMMAN, 2006).

Os acidos fendlicos sédo divididos em dois subgrupos principais: (i) acidos
hidroxibenzéicos, que compreendem uma estrutura de sete atomos de carbono (C6-
C1); e (ii) acidos hidroxicinamicos, contendo nove atomos de carbono (C6-C3). As
variagdes nas estruturas destas moléculas é devido a hidroxilagbes e metilagdes no
anel aromatico. As substédncias mais conhecidas derivadas dos acidos
hidroxibenzéicos e hidroxicinamicos sdo o0s acidos p-hidroxibenzdico,
protocatecuico, galico e vanilico, e acidos p-cumarico, cafeico, ferulico e sinapico,
respectivamente (FIGURA 3) (BALASUNDRAM, SUNDRAM e SAMMAN, 2006;
NEELAM, KHATKARB e SHARMA, 2019; SAMEC et al., 2021).

FIGURA 3 - SUBGRUPOS DOS ACIDOS FENOLICOS E SEUS REPRESENTANTES MAIS
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FONTE: Adaptada de Samec e colaboradores (2021).
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A conjugacao extentida da dupla ligagdo dos acidos hidroxicinamicos esta
associada a sua maior atividade antioxidante em comparagdo com os acidos
hidroxibenzodicos correspondentes (BALASUNDRAM, SUNDRAM e SAMMAN,
2006).

O maior grupo dentro dos compostos fendlicos sdo os flavonoides, que
consistem em uma molécula composta por quinze atomos de carbono, dispostos em
uma configuracdo C6-C3-C6. Essencialmente, a estrutura consiste em dois anéis
aromaticos (A e B), unidos por uma “ponte” de 3 carbonos, geralmente na forma de
um anel pirano heterociclico oxigenado (C). Variagdes nos padrdoes de substituigao
do anel C resultam nos principais subgrupos de flavonoides: flavonol, flavona,
flavanona, isoflavona, flavanol e antocianidina (FIGURA 4) (ANANTHARAJU et al.,
2016; BALASUNDRAM, SUNDRAM e SAMMAN, 2006).

FIGURA 4 - ESTRUTURA BASICA DOS FLAVONOIDES E SEUS PRINCIPAIS SUBGRUPOS

O O: O Flavonol
Z~OH

Antocianidina

FLAVONOIDES
Nucleo flavanico 0]

Flavanona

Flavanol

Isoflavona

FONTE: Adaptada de Samec e colaboradores (2021).
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Os compostos fendlicos tém recebido elevada atencado, pois, segundo
estudos, a sua ingestdo alimentar esta relacionada a menor incidéncia de doencgas
crénicas, como cancer, diabetes, Alzheimer e cardiovasculares (GUTIERREZ-
GRIJALVA et al., 2016). A atividade antioxidante também recebe destaque devido a
capacidade destes compostos de eliminar radicais livres. No caso dos acidos
fendlicos, por exemplo, a atividade antioxidante depende da quantidade e posig¢ao
dos grupos hidroxila em relagdo a carboxila (BALASUNDRAM, SUNDRAM e
SAMMAN, 2006; SAMEC et al., 2021).

2.2 A FAMILIA BIGNONIACEAE JUSS.

A familia Bignoniaceae Juss. pertence a ordem Lamiales, sendo composta
por arvores, arbustos e trepadeiras, representando uma das familias de plantas mais
diversas da América do Sul. Possui 82 géneros e 840 espécies, sendo
predominantemente pantropical, com poucos representantes nas regides
temperadas (FIGURA 5) (LOHMANN, 2018; SILVA et al., 2012; TORRES et al.,
2015).

e - " o
R D —— = 10
o AR e = e - P =

FONTE: https://www.discoverlife.org/mp/20m?act=make_map.
LEGENDA: A distribuigdo mundial das espécies pertencentes a familia Bignoniaceae estéao
representadas pelas bolas vermelhas no mapa.

Bignoniaceae € diversa e abundante no Brasil, com ocorréncia de 407 spp.
em florestas Uumidas e secas, e em areas de vegetacdo aberta (cerrados e
caatingas). Muitas espécies desta familia apresentam potencial econémico

fornecendo, por exemplo, madeiras com qualidade excepcional em relacdo a
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flexibilidade, além de possuir um grande potencial paisagistico, sendo assim
empregadas na arborizagédo urbana (LOHMANN, 2018; SILVA et al., 2012).

As flores dos seus representantes sdo grandes e vistosas, variando
morfologicamente (cor e forma da corola), estas produzem grandes quantidades de
néctar, atraindo passaros, borboletas e abelhas, seus principais polinizadores
(COSTA, 2019).

Apesar de tradicionalmente dividida em 8 tribos, a classificagao atual desta
familia reconhece 6 tribos monofiléticas, Bignonieae, Catalpeae, Jacarandeae,
Oroxyleae, Tecomeae e Tourrettieae, e 2 clados, Alianca Tabebuia e Paleotropical
(BRITO et al., 2018; LOHMANN, 2018).

O grupo nomeado informalmente como Alianga Tabebuia é composto por 14
géneros e 147 espécies. No Brasil, o clado esta representado por 44 espécies e 7
géneros (Handroanthus, Tabebuia, Zeyheria, Godmania, Paratecoma, Cybistax e
Sparattosperma), com ocorréncia em todo o territério nacional (COSTA, 2019).

O clado Alianga Tabebuia consiste em grande parte pelo género Tabebuia,
que foi delimitado, apds diversos estudos realizados, como parafilético. De forma
generalizada, este termo é empregado para referenciar um taxon composto por um
grupo de descendentes que possuem um ancestral comum, em que estéo incluidos
varios descendentes desse ancestral, porém nao todos eles. Assim, Tabebuia foi
separado em trés géneros distintos, Handroanthus, Roseodendron e Tabebuia
(FIGURA 6) (BRITO et al., 2018; CIPRIANI et al., 2012; ESPIRITO SANTO,
SIQUEIRA e RAPINI, 2013).

FIGURA 6 - ESPECIES PERTENCENTES AOS GENEROS HANDROANTHUS (A),
ROSEODENDRON (B) E TABEBUIA (C)

é:\*vf al

FONTE: Adaptada de Grose e Olmstead (2007).
LEGENDA: Coloragao das flores. A. Handroanthus impetiginosus, corola rosa com coloragao interna
amarela; B. Roseodendron donnell-smithii, corola amarela; C. Tabebuia haemantha, corola fucsia.
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Do ponto de vista quimico, a familia Bignoniaceae apresenta-se
caracterizada pela presencga de terpendides, quinonas, alcaloides e flavonoides. As
duas primeiras classes mencionadas recebem destaque por apresentarem grande
ocorréncia na familia, o que as caracteriza como marcadores quimicos neste taxon
(SILVA et al., 2012).

Nas ultimas décadas, as espécies de Bignoniaceae foram extensamente
estudadas do ponto de vista fitoquimico. Entretanto, existem poucos trabalhos que
empregam essas informacdes obtidas como ferramenta em estudos taxonémicos
(CIPRIANI et al., 2012).

2.2.1 O género Handroanthus Mattos

O género Handroanthus é representado por 30 espécies distribuidas na
América Central e do Sul, com uma unica espécie [H. billbergii (Bureau & K. Schum.)
S. O. Grose] nas Antilhas. No Brasil ocorrem 27 espécies em todos os dominios
fitogeograficos e regides do pais (FIGURA 7) (LOHMANN, 2020a). Essas espécies
sdo caracterizadas, geralmente, pelas flores com corolas amarelas, que aparecem
quando as arvores se encontram desprovidas de folhagem (BRITO et al., 2018;
COSTA, 2019).

FIGURA 7 - MAPA DE DISTRIBUIGAO DAS ESPECIES DE HANDROANTHUS NO BRASIL

FONTE: Lohmann (2020a).
LEGENDA: As regibes coloridas no mapa do Brasil representam a presenca de espécies
pertencentes ao género Handroanthus.
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O género dispbe de uma caracteristica interessante em virtude da sua
capacidade de alterar sua fisiologia de acordo com as condicbes ambientais. Tal
caracteristica €& de elevada importédncia para projetos de reflorestamento,
principalmente na recuperacao de areas degradadas e de preservagao permanente
(SILVA et al., 2020).

Devido a grande divergéncia existente entre os pesquisadores quanto a
denominagédo correta das espécies concernentes aos géneros Handroanthus e
Tabebuia, é necessario que se tenha um detalhamento das sinonimias encontradas
para estas, visto que existem diversos trabalhos com distintos nomes cientificos para
uma determinada espécie (TABELA 18; APENDICE 1). A partir destas informacdes é
possivel correlacionar os trabalhos ja existentes na literatura com os mais atuais, os
quais empregam a reclassificagao proposta.

No estado do Parana ha a ocorréncia de 10 espécies pertencentes ao
género Handroanthus, sendo estas: H. albus, H. catarinensis, H. chrysotrichus, H.
heptaphyllus, H. impetiginosus, H. ochraceus, H. pulcherrimus, H. serratifolius, H.
umbellatus e H. vellosoi, havendo uma vasta literatura para algumas, enquanto que
para outras ndo ha relatos cientificos nas areas da Quimica e Fitoquimica.

A analise da fragdo polissacaridica das folhas de Handroanthus albus
(Cham.) Mattos realizada por Maria-Ferreira e colaboradores (2020) demonstraram
que esta espécie possui interessantes atividades antinociceptiva e antiinflamatéria.
Enquanto que, a investigagdo da composi¢do quimica do extrato dos galhos de
Tabebuia chrysotricha (sinonimia Handroanthus chrysotrichus (Mart. ex DC.) Mattos)
resultou na identificacao de diversos compostos pertencentes a classes distintas
(FIGURA 8) (TAKAHASHI et al., 2015).
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FIGURA 8 - ESTRUTURA QUIMICA DAS SUBSTANCIAS ISOLADAS DE Tabebuia chrysotricha
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FONTE: A autora (2021).

A espécie Handroanthus heptaphyllus (Vell.) Mattos tem sido
tradicionalmente utilizada no tratamento de varias patologias, incluindo inflamagdes
e disturbios digestivos (SCARANTE et al., 2017). Estudos realizados por Carlotto e
colaboradores (2019) suportam o uso popular, uma vez que suas pesquisas
demonstraram que o extrato das folhas dessa espécie pode ser empregado no
tratamento da ulcera gastrica.

A partir da investigagdo da composi¢do quimica das cascas do caule e cerne
da espécie Tabebuia heptaphylla (sinonimia Handroanthus heptaphyllus) foi possivel
o isolamento e identificacdo de compostos pertencentes as classes dos triterpenos,
iridéides, dialdeido ciclopenténico, derivados do acido benzdico, naftoquinonas e
lignanas (FIGURA 9) (GARCEZ et al., 2007; SCHMEDA-HIRSCHMANNA e
PAPASTERGIOU, 2003).
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FIGURA 9 - ESTRUTURA QUIMICA DAS SUBSTANCIAS ISOLADAS DE Tabebuia heptaphylla
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FONTE: A autora (2021).

O constante interesse dos madeireiros e 0 massivo uso para fins medicinais
de H. heptaphyllus, contribuiram para que esta fosse incluida na lista de espécies
ameacadas de extingdo do Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e de Recursos
Naturais Renovaveis (IBAMA) (PIMENTEL et al., 2016; SILVA et al., 2020).

A espécie Handroanthus impetiginosus (Mart. ex DC.) Mattos, que possui
flores com corolas de coloragdo résea, assim como a espécie anteriormente citada,
€ 0 nome proposto, apos o rearranjo taxondmico, para as espécies Tabebuia
avellanedae e Tabebuia impetinosa (TWARDOWSCHY et al., 2008).
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Estudos realizados com o extrato aquoso das cascas de Tabebuia
avellanedae possibilitaram o isolamento de compostos pertencentes as classes dos
iridoides, feniletandides glicosideos, derivados de lignanas, furanonaftoquinona,
ésteres de ciclopentenila e de ciclopentila (FIGURA 10) (AWALE et al., 2005;
ZHANG et al., 2014; ZHANG et al., 2015; ZHANG, HASEGAWA e OHTA, 2016).

FIGURA 10 - ESTRUTURA QUIMICA DAS SUBSTANCIAS ISOLADAS DE Tabebuia avellanedae
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FONTE: A autora (2021).

Enquanto que, a investigagdo da composigdo quimica realizada por Suo e
colaboradores (2012) com as cascas de T. avellanedae possibilitaram o isolamento
e identificacdo de diferentes compostos, os quais exibiram forte atividade
antiinflamatoria (FIGURA 11). Em conjunto a isso, outros estudos demonstraram que
esta espécie também possui efeitos antinociceptivos, atividade cicatrizante de ulcera
gastrica e larvicida, além de propriedades substanciais de repeléncia de oviposigao
contra A. aegypti (BORGES et al., 2018; LEE et al., 2012; PEREIRA et al., 2013).
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FIGURA 11 - ESTRUTURA QUIMICA DAS SUBSTANCIAS ISOLADAS DAS CASCAS DE  Tabebuia
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FONTE: A autora (2021).

Nesse mesmo sentido, pesquisas com as cascas de Tabebuia impetiginosa
possibilitaram o isolamento e identificacdo de dialdeidos de ciclopenteno, os quais
apresentaram atividade antiinflamatéria (KOYAMA et al., 2000), e de iriddides e
lignanas (FIGURA 12) (WARASHINA, NAGATANI e NORO, 2005; WARASHINA,
NAGATANI e NORO, 2006). Alem disso, os estudos de Fernandez e Cock (2020)
demonstraram o potencial dos extratos da casca desta espécie em atuar como
inibidores do crescimento de cepas bacterianas associadas a doencas

gastrointestinais.
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FIGURA 12 - ESTRUTURA QUIMICA DAS SUBSTANCIAS ISOLADAS DE Tabebuia impetiginosa
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FONTE: A autora (2021).



35

A partir das analises dos extratos das cascas do caule de Tabebuia
ochracea ssp. neochrysantha foram isoladas e identificadas furanonaftoquinonas, as
quais apresentaram atividade antimalarica (PEREZ, DIAZ e MEDINA, 1997).
Enquanto que, estudos com o caule da espécie Tabebuia ochracea levou a
identificacdo de diversos compostos (FIGURA 13) (ZANI, OLIVEIRA e OLIVIERA,
1991). Atualmente essas espécies sdo sinonimias de Handroanthus ochraceus
(Cham.) Mattos.

FIGURA 13 - ESTRUTURA QUIMICA DAS SUBSTANCIAS ISOLADAS DE Tabebuia ochracea ssp.
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FONTE: A autora (2021).

A espécie Handroanthus serratifolius (Vahl) S. Grose é usada na medicina
tradicional como agente antitumoral, antiparasitario e antimalarico (COSTA et al.,
2017). A investigagao fitoquimica realizada por Mello e colaboradores (2019) com o
extrato do cerne de H. serratifolius possibilitou o isolamento e identificacdo de
compostos pertencentes a classe das naftoquinonas e lignanas. As naftoquinonas
isoladas apresentaram atividade antiplasmddica contra Plasmodium falciparum,
sendo o composto desidro-iso-a-lapachona o mais bioativo, além disso, essa
molécula também exibiu atividade antifungica significativa contra Cryptococcus
neoformans (FIGURA 14).
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FIGURA 14 - ESTRUTURA QUIMICA DAS SUBSTANCIAS ISOLADAS DE

Handroanthus serratifolius
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FONTE: A autora (2021).

Mesmo nos dias atuais ainda ha dificuldade na identificagdo e distingdo de
espécies do género Handroanthus (anteriormente classificadas como pertencentes
ao género Tabebuia), devido a grande similaridade morfolégica entre sementes e
plantulas destes géneros (FELIX, MEDEIROS e PACHECO, 2018).

2.2.2 O género Tabebuia Gomes ex DC.

Tabebuia € um género taxonomicamente complexo. Ao longo de sua histéria
taxondmica, ele foi dividido e remontado varias vezes, a medida que os
pesquisadores interpretavam a sua diversidade morfolégica de maneiras diferentes,
produzindo uma sinonimia labirintica (TABELA 18; APENDICE 1). Estudos recentes,
usando filogenia molecular, confirmaram que Tabebuia é polifilético. Assim, este foi
restabelecido em trés géneros distintos: Handroanthus, Roseodendron e Tabebuia
(GROSE e OLMSTEAD, 2007; SANTOS et al., 2017).

O género Tabebuia, circunscrito com 100 espécies, € 0 maior género em
Bignoniaceae, esta distribuido pela América do Sul e Central, sendo caracterizado
por possuir corolas brancas e menos comumente amarelas e roseas. Possui
ocorréncia nos dominios fitogeograficos da amazbnia, caatinga, cerrado, mata
atlantica e pantanal, e em todas as regides brasileiras, com excessao dos estados
de Santa Catarina e Rio Grande do Sul (FIGURA 15) (BRITO et al., 2018).
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FIGURA 15 - MAPA DE DISTRIBUIGAO DAS ESPECIES DE TABEBUIA NO BRASIL

FONTE: Lohmann (2020b).
LEGENDA: As regibes coloridas no mapa do Brasil representam a presencga de espécies
pertencentes ao género Tabebuia.

Os autores Santos e colaboradores (2017) realizaram um estudo com o
extrato das cascas de espécies de Tabebuia e Handroanthus, de forma a auxiliar na
quimiossistematica desses géneros. Apos a obtengao e processamento dos dados,
concluiu-se que os compostos mais importantes para a separagao quimiotaxonémica
de Tabebuia e Handroanthus pertencem a quatro classes distintas de metabdlitos,
sendo estes: iriddides, fenilpropandides, derivados do acido benzdico e lignanas.

No estado do Parana ha a ocorréncia de 4 espécies pertencentes a este
género: Tabebuia aurea, Tabebuia cassinoides, Tabebuia rosea e Tabebuia
roseoalba. Assim como mencionado para Handroanthus, observa-se uma vasta
literatura para algumas destas espécies, enquanto que para outras nao ha relatos
cientificos nas areas da Quimica e Fitoquimica. Abaixo ha a descricdo de alguns
estudos realizados com as espécies contidas nesta pesquisa.

A espécie Tabebuia aurea (Silva Manso) Benth. & Hook. f. ex S. Moore,
popularmente conhecida como “Paratudo”, constitui a espécie arbérea mais comum
nos “Paratudais”, formacao vegetal savandide tipica do Pantanal. O nome popular
“Paratudo” vem das propriedades medicinais da espécie, cuja casca € utilizada
como remédio para diversas infermidades, incluindo o tratamento de dores de
estdmago, diabetes, inflamacgdes e febres (LOHMANN, 2018).
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Estudos realizados com a espécie T. aurea demonstraram que esta possui
atividade antiinflamatéria e antimiotdéxica contra o veneno da serpente Bothrops
mattogrossensis (MALANGE et al., 2019), além de efeitos antinociceptivos (SILVA et
al., 2018).

A espécie Tabebuia cassinoides (Lam.) DC. possui elevada importancia
econdmica, pois, dentre os taxons brasileiros, esta fornece a melhor madeira para a
producdo de lapis, devido a leveza e maleabilidade da madeira, sendo utilizada
principalmente para exportagcdo (KOLB e JOLY, 2009; PRETTI et al., 2014). Esta
espécie ocorre em terrenos permanentemente alagados ou encharcados, formando
agrupamentos densos, as vezes quase puros (SEBBENN et al., 2001).

Atualmente, devido ao uso extensivo pelo homem, muitas das populagdes
de T. cassinoides ja desapareceram ou apresentam-se abandonadas devido a baixa
produtividade. Dessa forma, a espécie esta presente na Lista Vermelha da Flora
Brasileira de espécies ameacgadas de extingdo (PAULICHEN e VIEIRA, 2020).

As investigagdes fitoquimicas da espécie Tabebuia rosea (Bertol.) Bertero ex
A. DC. demonstraram que esta possui significativa atividades antitumoral, anti-
inflamatdria, larvicida, antimicrobiana e antioxidante (HEMAMALINI et al., 2012;
JIMENEZ-GONZALEZ et al., 2018; MADHUMITHA, DIVYA e FOWSIYA, 2015).

Os estudos de Garzon-Castafio e colaboradores (2020) indicaram que o
extrato das cascas de T. rosea e o composto isolado especiosideo apresentam
atividade antioxidante promissora. Enquanto que, Sichaem e colaboradores
realizaram o isolamento, a partir das raizes desta espécie, de compostos da classe
de dialdeidos de ciclopenteno, monoaldeido dihidrociclopenta-[c]-furano, juntamente
com outros compostos conhecidos (FIGURA 16) (SICHAEM et al., 2012).

FIGURA 16 - ESTRUTURA QUIMICA DAS SUBSTANCIAS ISOLADAS DE Tabebuia rosea
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FONTE: A autora (2021).
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Assim como as demais espécies pertencentes ao género Tabebuia,
Tabebuia roseoalba (Ridl.) Sandwith, € considerada o6tima para paisagismo, néo
somente pelo florescimento que pode ocorrer mais de uma vez por ano, mas
também pela folhagem densa de cor verde azulada e a forma piramidal da sua copa
(DUARTE et al., 2010).

As classes de metabdlitos secundarios alcaldides, esterdides, xantonas,
flavonoides, antraquinonas e terpenos ja foram identificadas em Tabebuia roseoalba.
Pesquisas anteriores mostraram que as folhas e a casca do caule desta espécie
apresentam atividade antimicrobiana contra microrganismos associados a infec¢des
nosocomiais (SILVA et al., 2017).

As investigacdes realizadas por Ferreira-Junior e colaboradores (2015)
demontraram que a lignana dihidrobenzofurano, icarisideo Es4, € um dos
componentes ativos das folhas de T. roseoalba, sendo responsavel por sua
atividade antinociceptiva (FIGURA 17). Em conjunto a isso, Ferraz-Filha e
colaboradores (2016) mostraram que o extrato etandlico das folhas de T. roseoalba,
podem ser agentes promissores para o tratamento da artrite gotosa, hiperuricemia e

inflamacao.

FIGURA 17 - ESTRUTURA QUIMICA DO COMPOSTO ICARISIDEO E4 ISOLADO DE

Tabebuia roseoalba
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FONTE: A autora (2021).

Embora os estudos sistematicos das espécies de Tabebuia tenham
avangado nos ultimos anos, observa-se a necessidade do estabelecimento de novos
parametros que auxiliem na classificagdo inequivoca deste género, visto que ainda
sao poucos as investigacbes que avaliam a composi¢cdo quimica das espécies

pertencentes ao género Handroanthus, apés a reclassificagdo destes géneros.
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Os metabdlitos primarios e secundarios podem auxiliar na
quimiossistematica quando se trabalha com taxons intimamente relacionados, como
neste caso. Com isso, a aplicagcdo de uma abordagem mais holistica, como o
fingerprint metabdlico empregando a RMN HR-MAS e a analise quimiométrica, pode

resultar em conclusoes uUteis e confiaveis.

2.3 A RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR

A espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) se difundiu a
partir da década de 50, onde foi desenvolvido uma série de experimentos que
observaram a relagdo entre uma estrutura quimica e os seus deslocamentos
correspondentes. Desde entdo, a RMN evoluiu de espectroscopia de onda continua
(CW) para espectroscopia de transformada de Fourier (FT), de imas permanentes
para imas supercondutores e de espectros de RMN unidimensionais para
multidimensionais (ROLIN et al., 2013).

Esta técnica tornou-se, indiscutivelmente, a mais amplamente usada na
elucidacao e identificacdo de estruturas moleculares. Além disso, apresenta uma
variada gama de aplicagbdes, que inclui: estudos conformacionais de moléculas,
anadlise da cinética enzimatica e determinagdo de mecanismos de reacao
(CORSARO et al., 2016).

A RMN é uma ferramenta poderosa, confiavel, rapida e ndo destrutiva, que
possibilita a obtengao de dados altamente reprodutiveis, ndo requerendo, em alguns
casos, a separacio prévia dos compostos (ABREU e FERNANDEZ, 2020). Permite
a analise de amostras complexas, sejam elas liquidas, solidas ou semissélidas, sem
alterar as caracteristicas originais das matrizes (SANTOS et al., 2015).

De maneira generalizada, as amostras sdo colocadas em um campo
magnético forte e irradiadas com ondas eletromagnéticas na regido de
radiofrequéncia. A absorgao de energia permite que os nucleos sejam promovidos
de estados de spin de baixa energia para de alta energia. Durante o processo de
relaxagdo, em que os spins dissipam a energia recebida, estes induzem uma
corrente elétrica no detector relativo as suas frequéncias de precessao, gerando os
sinais registrados em um espectro de RMN, como deslocamentos quimicos,
representando frequéncias de todos os nucleos visiveis na amostra (FIGURA 18)
(TUGIZIMANA, PIATER e DUBERY, 2013).
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FIGURA 18 - NiVEIS DE ENERGIA PARA UM NUCLEO
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FONTE: Reynolds (2017).
LEGENDA: Niveis de energia para um nucleo /=%2 em um campo magnético Bo e as frequéncias de
RMN para uma transicdo em um dado valor de Bo.

Quando uma amostra é colocada na presenga de um campo magnético, o0s
spins nucleares (/) se alinham no sentido do campo magnético aplicado (Bo) ou se
alinham contra ele. Em uma descricdo classica de particulas submetidas a um
campo magnético, uma magnetizagao resultante criada por um conjunto de spins é
representada como um vetor ao longo do eixo z, mesmo sentido do campo
magnético aplicado (FIGURA 19) (HUANG et al., 2008).

FIGURA 19 - MODELO UNIFORME

\/
/\ //

FONTE: Williamson (2019).
LEGENDA: (a) Na auséncia de um campo aplicado, um spin nuclear pode ter qualquer orientagéo; (b)
Na presenga de um campo aplicado, os spins inicialmente retém suas orientacbes em 3 dimensdes e
precessam em torno do campo na frequéncia de Larmor.

Bo

Dessa forma, o sinal de RMN surge da interagdo do vetor resultante da
magnetizacdo proveniente da diferenga de populagdo com o campo magnético
externo (Bo). Elementos quimicos com massa e numero atdmico pares tém um spin
nuclear igual a 0, sendo que, apenas nucleos com / # 0 produzem um sinal de RMN
observavel. Os nucleos com | > 2 geram linhas de ressonancia amplas em um

espectro de RMN e geralmente n&do sao uteis para a elucidagao estrutural. A
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intensidade do sinal observado depende tanto da forgca do campo magnético quanto
da magnitude da razdo giromagnética (y), uma propriedade fisica intrinseca para
cada nucleo atdmico (HUANG et al., 2008).

Um espectro de RMN fornece dados experimentais importantes, podendo
citar: os deslocamentos quimicos; as constantes de acoplamento, que possibilitam
atribuir conectividade de ligacdo e relacbes espaciais entre os atomos
(estereoquimica relativa); a intensidade do sinal, que fornece uma medida relativa da
quantidade dos nucleos especificos na amostra; e a largura do sinal, que é
proporcional ao tempo de relaxacdo transversal T2, estando relacionado a
processos dinamicos, como troca quimica ou cinética de reagdo (HUANG et al.,
2008).

As analises de RMN nao estdo livres de problematicas, como por exemplo,
diferencas de pH e temperatura, entre as amostras, podem causar variagbes no
deslocamento quimico dos sinais detectados (DEBORDE et al., 2017). A baixa
sensibilidade € outra desvantagem da técnica, mas esta pode ser atenuada usando
campos magnéticos mais altos e empregando temperaturas mais baixas para
aquisicao dos experimentos (KUMAR, 2016).

A consideravel sobreposicao de sinais nos espectros de RMN pode ser
mencionada como outra limitagdo. Normalmente, os espectros de RMN de 'H
contém centenas de sinais sobrepostos que podem dificultar a identificagdo do sinal
e a integracdo precisa. Esta sobreposicdo pode ser resolvida em grande medida
usando a RMN bidimensional, que tem uma resolugdo muito maior quando
comparada a unidimensional (KIM, CHOI e VERPOORTE, 2010).

No final da década de 90, a RMN HR-MAS foi introduzida para permitir
aplicacées da RMN diretamente em amostras semissolidas. Esta técnica pode ser
descrita como a combinagdo da RMN de estado sdlido e a de liquido, uma vez que
permite obter espectros com alta resolugdo, mas em materiais semissolidos intactos
e nao manipulados (MAZZEI e PICCOLO, 2017; MAAS, LAUKIEN e CORY, 1996).
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2.3.1 A Ressonancia Magnética Nuclear de Alta Resolucdo com Giro no Angulo

Magico

A espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear de Alta Resolugéo
com Giro no Angulo Magico (High Resolution Magic Angle Spinning - HR-MAS) é
uma técnica rapida e nao destrutiva, que n&do requer nenhuma extragao preliminar,
obtendo espectros de alta resolugdo de amostras intactas, com apenas uma
pequena preparacao da amostra (KANDASAMY et al., 2020; LANN et al., 2008).

A possibilidade dada pela RMN HR-MAS de adquirir espectros informativos
diretamente de tecidos em seu ambiente natural representa uma vantagem para
estudar a composicdo molecular de brotos de plantas, flores, frutos e raizes
(MAZZEI e PICCOLO, 2017). Além disso, esta técnica demonstrou ser uma
ferramenta confiavel para diferenciar cepas de bactérias, analisar matrizes
alimentares e no diagndstico de cancer de prostata (LANN et al., 2008).

A técnica de RMN HR-MAS utiliza-se do fato de que os materiais biolégicos,
quando no seu estado natural, possuem moléculas de agua em suas células na
quantidade necessaria para proporcionar mobilidade dos metabdlitos (primarios e
secundarios) e permitir a obtengcdo de espectros com excelente resolugdo. Assim,
necessita-se apenas da adigdo de uma ou duas gotas de solvente deuterado para
auxiliar na mobilidade dos compostos e para possibilitar o funcionamento do sistema
lock dos espectrometros (LIAO et al., 2010).

A configuracdo do espectrdmetro necessaria para obter espectros de RMN
HR-MAS é semelhante aquela empregada para analise de RMN em liquidos. As
adicbes necessarias consistem basicamente em uma sonda especifica e uma
unidade pneumatica responsavel pela insercao e eje¢do da amostra, bem como pela
rotacéo rapida desta em torno do angulo magico (54,74°) (SANTOS et al., 2015).

As sondas de RMN HR-MAS combinam o manuseio da radiofrequéncia (RF)
de baixa poténcia, um canal de monitoramento do campo magnético (lock) e
gradientes de campo pulsado que sao caracteristicos da RMN de liquidos, com o
giro no angulo magico encontrado em sondas de solidos (MAS). Este ultimo se
refere a girar uma amostra num angulo de 54,74° em relagdo ao campo magnético
externo (FIGURA 20) (FAROOQ et al., 2013). A principal diferenca entre um estator
MAS padrao e um estator HR-MAS ¢é a bobina de gradiente do &ngulo magico, que
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pode produzir um gradiente ao longo do eixo de rotagcédo do rotor (ALAM e JENKINS,
2012).

FIGURA 20 - REPRESENTAGCAO DE UM ESTATOR DE RMN HR-MAS NO ANGULO MAGICO

\ Eixo de rotagéo
© =54,74°

Vot~ 1-15 kHz

FONTE: Adaptada de Gogiashvili e colaboradores (2019).
LEGENDA: Representagéo da “cabeca” da sonda de RMN HR-MAS, com a orientagdo do estator no

angulo magico (8 = 54,74°) entre o eixo de rotagdo e o0 campo magnético externo (Bo). A velocidade
de rotagéo (vrt) da amostra pode atingir até 15 kHz.

As amostras semissolidas analisadas por RMN HR-MAS séao caracterizadas
pela heterogeneidade e movimento molecular restrito, quando comparadas com
amostras em solugado. Nesta situacdo, os campos magnéticos gerados por diferentes
spins interagem, resultando em um acoplamento dipolar diferente de zero. Também
neste tipo de matriz, ha uma variagcdo na susceptibilidade magnética do meio,
levando a uma magnetizacdo ndo uniforme das moléculas. Tais caracteristicas que
surgem na interface entre a fase sélida e a fase liquida sdo responsaveis pelo
alargamento dos sinais (SANTOS et al., 2015).

Ambos os fenbmenos apresentam a mesma dependéncia angular ©, que é o
angulo entre o campo magnético e o vetor dipolar definido pelos nucleos acoplados,
dado pelo termo (3cos?6-1), que é zero quando © é 54,74° (ESPINOSA, 2011).

Quando a amostra gira em torno deste eixo inclinado em relagdo ao campo
magnético, todos os fatores de alargamento sdo teoricamente anulados. Nesse
sentido, a técnica de RMN HR-MAS usa o giro da amostra no angulo magico de
cerca de 54,74° por alguns milhares de Hertz para reduzir o acoplamento dipolar e a
suscetibilidade isotropica heterogénea das amostras, possibilitando a aquisigcao de
espectros de alta resolugdo de uma quantidade muito pequena (cerca de 50 pl) de
amostras heterogéneas (CORSARO et al., 2016).
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Uma taxa de rotacao relativamente moderada variando entre 3 e 6 kHz é,
portanto, recomendada, a fim de alcancar o melhor resultado entre a resolugao e a
estabilidade da amostra (MAZZEI e PICCOLO, 2017).

Diversos estudos foram desenvolvidos empregando esta técnica, podendo
citar, o desenvolvimento de um método baseado na RMN HR-MAS de 'H para a
discriminagdo de espécies de algas pertencentes ao género Turbinaria, que
apresentam dificuldade na sua distincdo quando se utiliza apenas caracteres
morfolégicos (LANN et al., 2008); e a aplicagdo da RMN HR-MAS de 'H associada a
analise quimiométrica para fornecer uma maneira rapida e segura de avaliar a
quimiotaxonomia de variedades de Harconia speciosa, visto que esta possui elevada
variagao fenotipica (FLORES et al., 2018).

A espectroscopia de RMN HR-MAS, em combinagdo com analises
multivariadas, representa uma metodologia poderosa no estudo de fingerprints
metabolicos (PEREZ et al., 2010). Contudo, assim como é realizado para analises
de RMN em solugado, etapas de pré-processamento espectral sdo necessarias,
visando melhorar a qualidade dos sinais e reduzir a interferéncia de ruidos, tornando
os dados comparaveis entre si. Além disso, possibilitar a transformacédo dos dados
em uma matriz robusta e eliminar alteragdes que acontecem devido as variagdes na
amostra e no equipamento (ABREU e FERNANDEZ, 2020; PILON et al., 2020).

2.4 ANALISE QUIMIOMETRICA

Ha muitos anos, a analise multivariada tem sido utilizada em diversas areas,
como informatica, engenharia, farmacia e quimica, para a redugdo de um conjunto
de dados de interesse, permitindo que combinagbes de variaveis sejam
consideradas e usadas para visualizagao, discriminagao e/ou classificagdo de dados
(CORNEJO-BAEZ et al., 2019, RUSILOWICZ et al., 2014).

Em muitos experimentos quimicos, para obter informagdes sobre os
resultados, € necessaria a analise de um grande numero de variaveis. A analise
multivariada ajuda a interpretar esses dados de forma mais objetiva, extraindo dessa
quantidade de variaveis e resultados, informacdes relevantes (GOMES et al., 2013).

Considerando o fato de que os dados de RMN geram matrizes altamente
complexas com uma grande similaridade espectral inerente, a analise visual pode

ser inviavel. Portanto, a quimiometria pode ser adotada para empregar ferramentas



46

estatisticas, matematicas e computacionais no tratamento de dados quimicos e na
interpretacdo de dados multivariados. A analise multivariada considera varias
variaveis simultaneamente para identificar padrées nos dados de RMN
correspondentes aos deslocamentos quimicos dos metabdlitos (AUGUSTIJN,
GROOT e ALIA, 2021).

As analises quimiométricas podem ser desenvolvidas por métodos nao-
supervisionados, que visam o entendimento global de toda a natureza dos dados,
bem como a deteccdo de tendéncias, padrées ou agrupamentos; e o0s
supervisionados, que objetivam associar caracteristicas com categorias
predeterminadas (PILON et al., 2020; RUSILOWICZ et al., 2014).

Existem diversos métodos nao-supervisionados, sendo a Analise de
Componentes Principais (PCA) e a Analise de Agrupamentos Hierarquicos (HCA) os
mais utilizados. PCA e HCA permitem uma representacao relativamente simples das
semelhancgas entre as amostras com base em dados analiticos (FIGURA 21) (JIANG
et al., 2014; PILON et al., 2020).

FIGURA 21 - ANALISES QUIMIOMETRICAS AMPLAMENTE APLICADAS PARA CLASSIFICACAO
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FONTE: Adaptada de Rohman e Windarsih (2020).

A analise quimiométrica de fingerprints metabdlicos, dependendo do
conjunto amostral, consiste em trés partes importantes: (1) pré-processamento de

dados, (2) analise nao-supervisionada e (3) analise supervisionada. Para permitir a
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analise multivariada dos fingerprints adquiridos, todos sdo representados em uma
matriz de dados X (m + n). Cada fingerprint constitui uma unica linha na matriz de
dados X; consequentemente, m € igual ao numero de fingerprints adquiridos. O
numero de colunas é designado por n. Cada coluna contém a intensidade do sinal
para um determinado ponto de medi¢ao (mais frequentemente chamado de variavel)
(FIGURA 22) (CUSTERS et al., 2016).

FIGURA 22 - REPRESENTAGAO DA ORGANIZAGAO DE FINGERPRINTS EM UMA
MATRIZ DE DADOS

n variaveis

m x n matriz de dados >

(sensowe) sojalqo w

Matriz de dados X
FONTE: Adaptada de Custers e colaboradores (2016).

O objetivo do pré-processamento espectral € ajustar o conjunto de dados de
forma que estes sejam comparaveis entre si, facilitando a analise. Todos os
espectros de RMN de 'H adquiridos precisam ter suas linhas de base corrigidas e
um sinal padrao referenciado para uma corregéo de alinhamento de deslocamentos
quimicos, para que nao ocorram erros durante a construcdo da matriz (PONTES et
al., 2017).

A segunda etapa da analise dos dados quimiométricos consiste em uma
analise exploratoria, utilizando técnicas nao-supervisionadas, empregando apenas
as informagdes presentes na matriz de dados X ou, dito de outra forma, usar os
fingerprints metabdlicos adquiridos como a unica fonte de informagao, visando
revelar diferengas entre as amostras investigadas, além de identificar os sinais que
mais contribuem para essas observacdes (CUSTERS et al., 2016).

Cabe mencionar que todas as informagbdes fornecidas por softwares

estatisticos devem ser interpretadas com um olhar critico, o que torna a participacao
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humana imprescindivel no processo de otimizacdo multivariada (CORNEJO-BAEZ et
al., 2019).

2.4.1 Anélise de Componentes Principais

A Analise de Componentes Principais (PCA) € um algoritmo matematico que
reduz a dimensionalidade do conjunto de dados enquanto retém a maior parte da
variancia deste. Ela realiza essa reducao identificando dire¢des, chamadas de
Componentes Principais (PC; PC1, PC2, ..., PCn), ao longo das quais a variancia
dos dados € maxima. Usando algumas componentes, a informagao relevante dos
dados é representada por um numero menor de variaveis. As amostras podem entao
ser plotadas, tornando possivel avaliar visualmente suas semelhancgas e diferencas,
além de determinar se as amostras podem ser agrupadas (FIGURA 23) (RINGNER,
2008).

FIGURA 23 - ILUSTRAGAO ESQUEMATICA DE UM MODELO DE PCA
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FONTE: Adaptada de Ebrahimi e colaboradores (2017).
LEGENDA: T - scores; P - loadings; E - matriz residual; i - nUmero de amostras; k - variaveis; n -
numero de PCs.

Todas as PCs sao construidas de forma que sejam ortogonais
(decorrelacionados) e ordenadas pela quantidade de variancia que explicam
(BARTEL, KRUMSIEK e THEIS, 2013) Assim, a primeira componente (PC1) tera a
maior variancia e cada componente sucessiva (Pci), por sua vez, apresentara a
maior variancia possivel, sob a restricdo de ser ortogonal as componentes anteriores
(PC1,..., PCi-1) (JO et al., 2020).

Dessa forma, as PCs podem ser definidas como uma combinacgao linear das
variaveis originais dos dados. Esses coeficientes sdo armazenados em uma “matriz

de loadings” (ou matriz de contribuicdo discriminatdria), que pode ser interpretada
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como uma matriz de rotagao que gira os dados de modo que a projecdo com a maior
variancia va ao longo do primeiro eixo; e em uma “matriz de scores”, que contém as
posicdes das observagbes em um novo sistema de coordenadas (FIGURA 24)
(BARTEL, KRUMSIEK e THEIS, 2013; LEVER, KRZYWINSKI e ALTMAN, 2017).

FIGURA 24 - REPRESENTACAO BASICA PARA ANALISE DE PCA EMPREGANDO A RMN

S
Espectros de RMN

~—
|
PCA
~—
Grafico de Scores Grafico de Loadings
’f
L/_\\ L ~
Identificagcdo de amostras de Identificagdo dos componentes
plantas com perfis quimicos responsaveis pelo agrupamento
semelhantes ou diferentes das amostras no grafico de scores
\_/ ~_

FONTE: Adaptada de Vinther, Wubshet e Staerk (2015).

Como pode ocorrer variagdes nos deslocamentos quimicos dos sinais
contidos no espectro de RMN de 'H, devido a dependéncia destes com a
temperatura, pH, forga idnica, entre outros fatores, que influenciam seu ambiente
eletrénico, os conjuntos de dados do fingerprint metabdlico adquiridos sofrem de
imprecisbes nas variaveis X. Portanto, os modelos gerados usando PCA em
espectros de RMN de '"H podem falhar em identificar separacdes entre classes, além
da dificuldade na interpretacédo dos graficos de loadings, em virtude da abundancia
excessiva de variaveis (WORLEY e POWERS, 2013).

Essas complicacbes podem ser solucionadas dividindo uniformemente cada
espectro em "caixas" com larguras espectrais tipicas de 0,04 ppm. O procedimento
de bucketing mascara diferencas sutis de deslocamento quimico e filtra o ruido no
espectro (WORLEY e POWERS, 2013).
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Os resultados da PCA dependem criticamente do pré-processamento dos
dados e da selegao de variaveis. Assim, o tratamento prévio dos dados espectrais
brutos é critico para gerar modelos confiaveis e interpretaveis (RINGNER, 2008).

Diversos estudos ja foram realizados aplicando a RMN aliada a analise
quimiométrica, podendo citar, o trabalho de Kim e colaboradores (2005) que
desenvolveram um método para a autenticagéo de espécies pertencentes ao género
Ephedra; e o estudo realizado por Dutra e colaboradores (2020) que permitiu o
desenvolvimento de uma metodologia para discriminar e classificar amostras de
referéncia e comerciais de espécies pertencentes ao género Baccharis.

Dessa forma, a PCA é uma ferramenta para identificar os principais eixos de
variancia dentro de um conjunto de dados, bem como permite a facil exploracéo de
dados para entender as variaveis com maior relevancia e identificar outliers.
Aplicada corretamente, € um dos métodos mais poderosos de analise de dados
(LEVER, KRZYWINSKI e ALTMAN, 2017).

2.4.2 Analise de Agrupamentos Hieraquicos

A Analise de Agrupamentos Hierarquicos (HCA) refere-se a um conjunto de
procedimentos analiticos que reduzem dados multivariados complexos em
subconjuntos ou grupos menores, ou seja, € um processo para agrupar todos os
dados em grupos diferentes, sendo que, os dados em um grupo podem ser
considerados semelhantes de acordo com um conjunto de variaveis verificadas
(JIANG et al., 2014).

O processo de agrupamento envolve basicamente duas etapas: i) a primeira
esta relacionada com a estimativa de uma medida de similaridade; ii) a segunda com
a adocdo de uma técnica de agrupamento para a formagao do grupo. Esses
resultados, quando visualizados por meio de diagramas, conhecidos como
dendrogramas, indicam similaridade entre as amostras, de forma que uma menor
distancia entre os pontos indica maior similaridade entre eles (FIGURA 25)
(FERNANDES et al., 2019).
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FIGURA 25 - REPRESENTAGAO DE UM DENDOGRAMA ADQUIRIDO PELA HCA

0.7}
|

06

05}

0.4

Similaridade

03F

02t

01L

0 [

324812211529229 51720 2 R42 R1GD97231411 126 1810284302516
Amostras

FONTE: Adaptada de Custers e colaboradores (2016).

Ao contrario do PCA, o HCA da o mesmo peso para todas as variaveis e
mostra a semelhanca ou dissimilaridade entre cada par de amostras. O objetivo do
algoritmo de agrupamento € particionar os objetos em grupos homogéneos, de
forma que as semelhangas dentro do grupo sejam elevadas em comparagao com as
semelhancas entre os grupos (AGATONOVIC-KUSTRIN et al., 2020).

Para n observagdes, a HCA comega com n agrupamentos, cada um
consistindo em uma unica observagdo. Os agrupamentos sdo mesclados
sequencialmente de acordo com uma métrica de distancia até que um unico
agrupamento de todas as observacdes seja obtido. O dendrograma obtido a partir
das distancias em que ocorrem as fusdes permite visualizar a relagcdo de forma
hierarquica entre as observagbdes (RUSILOWICZ et al., 2014).

Nessa analise, € necessario o input das fungdes, sendo esses a da métrica,
que determina a disténcia utilizada para o calculo da similaridade, por exemplo,
Euclidiana, Minkowski e Mahalanobis, e a de conexao entre as amostras, podendo
ser descrita pela mediana ou método de Ward (PILON et al., 2020).

Na pratica, pode-se obter dendrogramas completamente distintos devido a
forma como a similaridade é calculada e, como consequéncia, a forma como a
amostras sao agrupadas. Uma analogia interessante seria uma analise de um grupo
populacional: enquanto uma fungdo agrupa as pessoas baseado no sexo, outras

fungcdes podem agrupa-los baseado na cor do cabelo, tamanho ou peso, formando
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grupos distintos no dendrograma de acordo com os inputs da fungéo (PILON et al.,
2020).

A HCA tem sido extensamente empregada na quimica de produtos naturais
para a auxiliar na quimiotaxonomia, permitindo a classificagdo genética de plantas e
microrganismos, baseada no perfil quimico de cada espécie, demonstrando assim a
sua potencialidade em estudos nessa vertente (PILON et al., 2020).



53

3 MATERIAL E METODOS

3.1 OBTENGAO DO MATERIAL BOTANICO

O material boténico das espécies H. albus (a), H. catarinensis (b), H.
chrysotrichus (c), H. ochraceus (d), H. pulcherrimus (e), H. serratifolius (f), H.
heptaphyllus (g), H. impetiginosus (h), T. cassinoides (i) e T. roseoalba (j), foi
coletado em diferentes locais das cidades de Antonina, Arapoti, Curitiba, Morretes,
Piraquara e Sengés, entre 2017 a 2019. As plantas tiveram sua identificagdo
botanica realizada pela especialista da familia Bignoniaceae, Dra. Miriam Kaehler,
baseando-se em bibliografia especifica (SANDWITH et al., 1974; GENTRY, 1992) e
nomes atualizados (FIGURA 26; TABELA 1) (GROSE e OLMSTEAD, 2007). Os
vouchers estdao depositados no herbario do Departamento de Botanica da
Universidade Federal do Parana (UPCB).

TABELA 1 - DADOS GERAIS DAS ESPECIES DE IPES COLETADAS PARA ESTUDO

Espécies Nome Nudmero de Data e local da Caracteristicas das
popular amostras coleta flores
Ago-Set/17 Corola amarela com o
H. albus Ipé-amarelo 15 Curitiba/PR interior do tubo
contendo riscos marrom
Set/17 e Set/19 Corola amarela com o
H. catarinensis Pau santo 11 Piraquara/PR interior do tubo
contendo riscos marrom
Ago-Set/17 e Corola amarela com o
H. chrysotrichus Ipé-tabaco 20 Ago/19 interior do tubo
Curitiba/PR contendo riscos marrom
Set/18 Corola amarela com o
H. ochraceus Ipé-cascudo 3 Arapoti/PR e interior do tubo
Sengés/PR contendo riscos marrom
Set/17 Corola amarela com o
H. pulcherrimus Ipé da praia 1 Curitiba/PR interior do tubo
contendo riscos marrom
Set-Out/17 Corola amarela com o
H. serratifolius Pau d’arco 13 Antonina/PR, interior do tubo
Curitiba/PR e contendo riscos marrom
Morretes/PR
H. heptaphyllus Ipé-roxo 30 Out/17, Fev/19 e Corola résea com o
Jun/19 interior do tubo amarelo
Curitiba/PR
H. impetiginosus Ipé-rosa 2 Out/17 e Jan/19 Corola résea com o
Curitiba/PR interior do tubo amarelo
T. cassinoides Caixeta 14 Out/17 e Jan/19 Corola branca com
Antonina/PR interior do tubo amarelo
T. roseoalba Ipé-branco 23 Out/17 e Set/19 Corola branca com
Curitiba/PR interior do tubo amarelo

FONTE: A autora (2021).
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3.2 PREPARO DAS AMOSTRAS

Para as analises foram escolhidas flores, folhas e cascas do caule de forma
aleatdria e sem que houvesse impacto sobre os individuos. As corolas das flores
foram armazenadas em nitrogénio liquido (devido a rapida oxidacdo das amostras),

juntamente com as demais partes das amostras coletadas.

3.3 AQUISICAO DOS ESPECTROS DE RMN HR-MAS DE 'H

As amostras foram pulverizadas com o auxilio de nitrogénio liquido e para
cada analise cerca de 10 + 1,0 mg destas foram utilizadas para preencher o rotor de
50 uL (porta-amostra da sonda de RMN HR-MAS). A homogeneizagdo da amostra
foi realizada empregando 50 pL de D20, contendo trimetilsililpropionato de sddio
(TMSP-d4) como referéncia interna (FIGURA 27).

As analises de RMN HR-MAS de 'H foram realizadas em um espectrometro
Bruker AVANCE 400, operando a 9,4 Tesla, observando o nucleo de hidrogénio a
400,13 MHz, equipado com uma sonda de alta resolugdo com giro no angulo magico
de quatro canais ('H/?H/'3C/'*N), de 4 mm, e gradiente de campo na dire¢do do
angulo magico.

Os espectros de RMN HR-MAS de 'H foram adquiridos a 297 K, com as
amostras girando no angulo magico (54,74°) a uma velocidade de 5 kHz, pelo
acumulo de 256 transientes, tempo de aquisicao igual a 4,1 s, tempo de analise de
21 min 51 s, com 64k pontos distribuidos em uma janela espectral de 20,00 ppm,
resultando em uma resolugéao digital de 0,12 Hz e 1,0 s de intervalo entre ciclos, com
auxilio da sequéncia de pulsos Bruker zgpr [RD(CW)-90°-FID].

A sequéncia de pulsos Bruker zgpr é considerada simples, cujo sinal a ser
suprimido é irradiado seletivamente durante o tempo de espera. Dessa maneira,
assim como ja demonstrado por experimentos realizados por demais membros do
grupo de pesquisa, empregando diferentes sequéncias de pulso, esta em especifico
foi a que apresentou resultados significativos, permitindo a saturagdao do sinal da
agua efetivamente sem interferir nos sinais préximos do sinal residual da agua.

A sintonia (matching e tunning) para o nucleo de 'H e o ajuste da

homogeneidade do campo magnético espacialmente (shimming) foram otimizados
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para cada amostra. O shimming foi monitorado a partir da medida da largura da
meia altura do sinal do TMSP-d4 (< 1 Hz).

Os espectros foram processados pela aplicagdo de uma multiplicagao
exponencial Lorentziana por um fator de 1,0 Hz sobre os FIDs, seguido da
Transformada de Fourier, com preenchimentos por zeros para 128k pontos. Os
deslocamentos quimicos foram referenciados em relagdao ao sinal do TMSP-d4 em
0,00 ppm.

O tempo experimental total foi de aproximadamente 35 min para cada
amostra incluindo o preparo de amostra, empacotamento do rotor e aquisicdo do
experimento.

Para cada espécie, com excessao de H. pulcherrimus e H. impetiginosus, ao
menos trés amostras foram analisadas, gerando um conjunto amostral composto de
126 espectros de RMN HR-MAS de 'H.

FIGURA 27 - METODOLOGIA UTILIZADA PARA AQUISICAO DOS EXPERIMENTOS DE
RMN HR-MAS DE 'H
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Analise de
RMN HR-MAS de 'H

FONTE: A autora (2021).

3.4 AQUISICAO DOS ESPECTROS DE RMN EM SOLUGAO

Para auxiliar na identificacdo dos metabdlitos presentes nas amostras
estudadas, experimentos bidimensionais foram realizados por meio de RMN em
solucdo. Para isto, o material coletado das espécies H. albus, H. catarinensis, H.

chrysotrichus, H. heptaphyllus, H. impetiginosus, T. cassinoides e T. roseoalba foram



57

pulverizados com auxilio de nitrogénio liquido e cerca de 100 mg foram submetidos
a microextragdo diretamente em 600 pL de D20 (TMSP-d4), sonicado por 10 min,
seguido de centrifugagao por 10 min. O sobrenadante foi transferido para tubos de
RMN de 5 mm para posterior analise. A temperatura para a aquisicao dos
experimentos foi de 303 K (FIGURA 28).

Os experimentos uni e bidimensionais foram adquiridos em espectrdmetro
Bruker AVANCE |l 600 operando a 14,1 Tesla, observando o ntcleo de 'H e *C a
600,13 e 150,61 MHz, respectivamente. As analises foram realizadas utilizando uma
uma sonda QXI quadrinuclear de detecgéo inversa ('H/'3C/'®*N/3'P) e uma criosonda
de nitrogénio TCI ("H/'®F/'3C/'®*N), ambas de 5 mm, e gradiente de campo no eixo z.
Os deslocamentos quimicos foram referenciados em relacdo ao sinal do TMSP-d4
em 0,00 ppm.

Os experimentos de correlagédo direta 'H-3C (HSQC) foram realizados no
modo sensivel a fase, empregando selegdo de gradiente Echo/Antiecho-TPPI, com
as sequéncias de pulsos hsqcedetgpsisp2.2 e hsqcedetgpsisp2.3, desacoplados
durante a aquisigao, com tempo de espera de 1,0 s entre os pulsos. Na dimensao F2
foram utilizados 1k pontos, com 8, 32, 40, 48 ou 64 aquisicdes para cada um dos
180 ou 200 incrementos em F1 para gerar a segunda dimensao, completando com
zeros (zero filling) para 1k antes da Transformada de Fourier.

Por sua vez, os experimentos de correlagdo heteronuclear a longa distancia
'H-13C (HMBC), foram realizados no modo sensivel a fase, empregando selegdo de
gradiente Digital Quadrature Detection (DQD) com sequéncia de pulsos
hmbcgplpndqf, sem o desacoplamento durante a aquisicdo, com 2k pontos na
dimensao F2, com 24, 64, 80, 96, 100 ou 128 aquisicdes para cada um dos 180 ou
200 incrementos em F1 para gerar a segunda dimensdo, completando com zeros
(zero filling) para 1k anteriormente a Transformada de Fourier. Foi utilizado filtro de
"Un,c para eliminar acoplamentos a uma ligagdo, sendo otimizado para a observagéao

da constante de acoplamento a longa distancia de 8 Hz.
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FIGURA 28 - METODOLOGIA UTILIZADA PARA AQUISICAO DOS EXPERIMENTOS DE
RMN EM SOLUCAO
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FONTE: A autora (2021).
3.5 ANALISES QUIMIOMETRICAS

Para Analise de Componentes Principais (PCA) e Analise de Agrupamento
Hierarquico (HCA) do conjunto amostral, constituido pelos espectros de RMN HR-
MAS de 'H, foi realizada a otimizacdo da analise multivariada dos dados com o
auxilio do software AMIX® (versdo 3.9.12, Bruker BioSpin).

Inicialmente, os espectros foram processados no programa TopSpin (versao
3.1, Bruker BioSpin) aplicando uma multiplicagdo exponencial do tipo Lorentziana
sobre os FIDs por um fator de 1,0 Hz, seguido da transformada de Fourier utilizando
preenchimentos com zeros (zero filling) para 64k pontos. Em seguida, os
deslocamentos quimicos foram referenciados em relagao ao sinal do TMSP-d4 em
o1 0,00. A fase e linha de base dos espectros foram corrigidas manualmente
garantindo que as variaveis utilizadas estivessem em fungdo apenas da composigao
quimica das amostras.

Posteriormente, os espectros foram convertidos em buckets com auxilio do
software AMIX®. Para isto, os espectros foram divididos em pequenos intervalos de
0,05 ppm. A area do intervalo foi calculada empregando o modo especial de
integragdo do software AMIX® e normalizados em relagdo a area total dos sinais
(FIGURA 29).
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FIGURA 29 - METODOS TESTADOS PARA A OTIMIZAGAO DAS CONDIGCOES UTILIZADAS NA
ANALISE ATRAVES DO SOFTWARE AMIX®
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FONTE: A autora (2021).

3.5.1 Andlise de Componentes Principais dos espectros de RMN HR-MAS de 'H

As andlises quimiométricas foram realizadas avaliando toda a regido
espectral (0,30-10,30 ppm), a regidao espectral de compostos olefinicos e
aromaticos, e de substancias contendo o grupamento aldeido (5,35-10,30 ppm),
bem como, somente a regido de compostos olefinicos e aromaticos (5,35-8,40 ppm).
A regiao correspondente ao sinal residual de agua (dn 4,70-4,80), foi excluida antes
de gerar os buckets.

Apos a construgdo das matrizes de dados, os mesmos foram submetidos a
analises de PCA avaliando-se trés diferentes pré-processamentos, o dado bruto,
autoescalamento e escalamento por Pareto. A qualidade do conjunto amostral foi
averiguada a partir da deteccao de amostras anbémalas através dos graficos de
hotelling T2 e influence plot.

O agrupamento e a discriminagcdo das amostras foram observados através
dos graficos de scores, e a identificagdo dos metabdlitos responsaveis pela

separagado entre os grupos foi realizada através dos graficos de loadings que
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evidenciam a relacdo entre as variaveis pela importancia relativa de cada bucket,
isto €, de cada deslocamento quimico. Os metabdlitos responsaveis pela variancia
dos dados foram atribuidos com base em experimentos uni e bidimensionais de

RMN em solugcédo e comparagao com dados da literatura.

3.5.2 Andlise de Agrupamento Hierarquico dos espectros de RMN HR-MAS de 'H

A Analise de Agrupamento Hierarquico (HCA) calcula as distancias ou
correlagdes entre as amostras analisadas, usando uma métrica definida, onde os
dados obtidos sdo apresentados em um grafico bidimensional (dendograma). Nas
andlises de RMN HR-MAS de 'H das espécies de Handroanthus e Tabebuia
empregou-se a distancia Euclidiana e agrupamento por método de Ward, com todas
as rotinas para calculo sendo desenvolvidas in-house. Os dados foram analisados
utilizando o software MATLAB (MathWorks, Inc., MA, USA, versao 2019).
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4 APRESENTAGAO DOS RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 ANALISE VISUAL DO PERFIL ESPECTRAL DAS FLORES POR RMN HR-MAS
DE 'H

Dentre as diversas partes empregadas em estudos na area de produtos
naturais, a flor € um fendtipo importante e & provavel que sua cor esteja
correlacionada com a sintese metabdlica em toda a planta. A quimica da cor das
flores esta associada a presenga de uma ampla gama de metabdlitos de trés
principais grupos: flavonoides, carotenoides e betalainas (PAN et al., 2014).

Os perfis espectrais, obtidos através da RMN HR-MAS de 'H das flores das
espécies Handroanthus albus, Handroanthus catarinensis, Handroanthus
chrysotrichus, Handroanthus ochraceus, Handroanthus pulcherrimus, Handroanthus
serratifolius, Handroanthus heptaphyllus, Handroanthus impetiginosus, Tabebuia
cassinoides e Tabebuia roseoalba, foram comparados com o intuito de observar as

diferengas e/ou semelhancas entre estas (FIGURA 30).

FIGURA 30 - PERFIL ESPECTRAL DAS FLORES DAS ESPECIES ANALISADAS NO ESTUDO
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FONTE: A autora (2021).
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Em relagdo aos metabdlitos primarios, de maneira geral, estes se
assemelham entre as diferentes espécies de ipés, ressaltando-se os sinais em oH
0,90 (sl; CHs) e 1,29 [sl; (CH2)n] caracteristicos de substéncias de cadeia alifatica
longa, presentes apenas nas espécies H. albus, H. catarinensis, H. chrysotrichus, H.
ochraceus, H. pulcherrimus e H. serratifolius, as quais possuem flores com corolas
de coloracao amarelo. Esses sinais, juntamente com os observados em &n 2,06 (m)
e 2,25 (m), referentes aos hidrogénios metilénicos préximos aos grupamentos
olefina e carbonila, respectivamente, sao caracteristicos de acidos graxos livres.
Além disso, verificou-se a auséncia de sinais na regiao de 4,00-4,50 ppm, os quais
sdo indicativos da presencga da unidade glicerol que compde as moléculas de acidos
graxos esterificados.

Considerando a regiao entre &+ 6,00-10,50 do espectro de RMN HR-MAS de
'H, referente a sinais caracteristicos de compostos olefinicos e aromaticos, a analise
comparativa visual do perfil das espécies pertencentes ao género Tabebuia (ipés
brancos) permitiu verificar que tanto T. cassinoides quanto T. roseoalba
apresentaram poucos sinais, sendo estes de baixa intensidade. Enquanto, por outro
lado, as espécies do género Handroanthus (ipés amarelos e rosa), apresentaram

diversos sinais, e de alta intensidade, nessa mesma regido (FIGURA 31).

FIGURA 31 - ESPECTROS DE RMN HR-MAS DE 'H DAS REGIOES ENTRE &+ 0,30-3,00 E &+ 6,00-
10,50 DAS FLORES DAS ESPECIES ANALISADAS NO ESTUDO
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FONTE: A autora (2021).

No caso das duas espécies de ipés brancos, pertencentes ao género
Tabebuia (T. cassinoides e T. roseoalba), pode-se perceber que estas se distinguem

pela presenca de sinais na regido entre o1 9,00-10,00, a qual apresenta sinais
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caracteristicos de aldeidos. A espécie T. cassinoides apresentou dois sinais nessa
regido, mais especificamente, um sinal de maior intensidade em ~10,15 ppm e um
de menor intensidade em ~9,70 ppm (FIGURA 32).

FIGURA 32 - ESPECTROS DE RMN HR-MAS DE 'H (81 9,50-10,50) DAS FLORES DAS ESPECIES
DE TABEBUIA (IPES BRANCOS)
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FONTE: A autora (2021).

A exploragdo do mapa de correlagdo direta 'H-'3C (HSQC) confirmou que
esses sinais sdo referentes a grupamentos aldeidicos, pois apresentaram correlagéo
direta com carbonos com deslocamento quimico de ~195,0 ppm.

Cabe mencionar, que o sinal em o1 10,15 pode ser um possivel marcador
quimico do género Tabebuia. Contudo, essa observagdo deve ser avaliada com
cuidado, uma vez que sinais nessa regiao também foram observados para as
espécies pertencentes ao género Handroanthus (H. catarinensis e H. heptaphyllus),
sendo que, para estas ultimas, o sinal mencionado apresentou deslocamento
quimico sutilmente diferente, de ~10,04 ppm.

Em conjunto a isso, verificou-se que apesar de poucos sinais na regidao de
compostos olefinicos e aromaticos, além de sua baixa intensidade, para ambas as
espécies do género Tabebuia foram observados trés conjuntos de sinais na forma
de duplos dupletos em dn 6,29 (J= 6,3; 2,0), 6,39 (J= 6,2; 1,9) e 6,41 (J= 5,9; 1,9)
(FIGURA 33).



64

FIGURA 33 - ESPECTROS DE RMN HR-MAS DE 'H (5 6,20-6,50) DAS FLORES DAS ESPECIES
DE TABEBUIA (IPES BRANCOS)
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FONTE: A autora (2021).

Como mencionado anteriormente, tratando-se das espécies pertencentes ao
género Handroanthus (H. albus, H. catarinensis, H. chrysotrichus, H. ochraceus, H.
pulcherrimus, H. serratifolius, H. impetiginosus e H. heptaphyllus), todas
apresentaram uma grande quantidade de sinais na regiao de compostos olefinicos e
aromaticos.

As espécies H. heptaphyllus e H. impetigisinosus (ipés rosa), quando
comparadas com as demais espécies do género Handroanthus, essencialmente se
distinguem por nao apresentarem o sistema de spins composto pelos dupletos em
6,02 e 6,50 ppm, referente a uma dupla Z, com um valor de constante de
acoplamento de 12,5 Hz. Adicionalmente, estas espécies nao possuem em seu perfil
espectral os sistemas de spins referentes a anéis aromaticos 1,4-dissubstituidos,
com deslocamento quimico em 6H 6,87 (J= 8,5) e 7,23 (J= 8,5), 7,10 (J=8,8) e 7,44
(J=8,8)e, 7,16 (J=8,9) e 7,88 (J= 8,9) (FIGURA 34).
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FIGURA 34 - ESPECTROS DE RMN HR-MAS DE 'H (81 6,00-8,00) DAS FLORES DAS ESPECIES
DE HANDROANTHUS (IPES ROSA E AMARELOS)
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FONTE: A autora (2021).

Por outro lado, o sistema de spins referente a anéis aromaticos 1,4-
dissubstituidos, com deslocamento quimico em dn 6,68 (J= 8,7) e 7,48 (J= 8,7),
foram observados somente nas espécies H. heptaphyllus e H. impetigisinosus.
Contudo, é importante mencionar, que em relagdo aos exemplares analisados,
verificou-se que ha uma variagao no deslocamento quimico destes sinais.

Além destes, observou-se também o sistema de spins referente a anéis
aromaticos 1,3,4,5-tetrassubstituidos, com deslocamento quimico em &n 6,31(J= 2,0)
e 6,51 (J= 2,0), os quais sao caracteristicos de compostos pertencentes a classe dos
flavonoides (FIGURA 35).
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FIGURA 35 - ESPECTROS DE RMN HR-MAS DE 'H (81 6,00-8,00) DAS FLORES DAS ESPECIES
DE HANDROANTHUS (IPES ROSA E AMARELOS)
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FONTE: A autora (2021).

As espécies H. heptaphyllus e H. impetigisinosus apresentaram trés sinais
na regidao de hidrogénios aldeidicos, sendo estes, dois simpletos em o1 10,03 e
10,01, e um dupleto em &+ 9,65 (J= 1,8). Estes sinais também foram observados
para a espécie de ipé amarelo H. catarinensis, porém verificou-se uma pequena

distingao em seus deslocamentos quimicos (FIGURA 36).

FIGURA 36 - ESPECTROS DE RMN HR-MAS DE 'H (81 9,50-10,50) DAS FLORES DAS ESPECIES
DE HANDROANTHUS (IPES ROSA E AMARELOS)
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FONTE: A autora (2021).
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Em relacdo ao material botanico empregado no estudo, o unico exemplar
coletado foi identificado como sendo a espécie H. impetiginosus. No entanto, o seu
espectro de RMN HR-MAS de 'H apresentou elevada similaridade com o da espécie
H. heptaphyllus, com distincdo apenas na intensidade dos sinais observados,
indicando um possivel equivoco na identificacdo botanica do material coletado
(FIGURA 37).

FIGURA 37 - ESPECTROS DE RMN HR-MAS DE 'H (81 0,00-10,50) DAS FLORES DAS ESPECIES
H. heptaphyllus E H. impetiginosus (IPES ROSA)
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FONTE: A autora (2021).

Essa observacao vai ao encontro do descrito por Costa (2019), o qual relata
que a maioria das espécies de H. heptaphyllus depositadas em herbarios sao
identificadas erroneamente como H. impetiginosus, isso ocorre pois ambas as
espécies possuem caracteristicas morfo-botanicas semelhantes. Um exemplo disso
€ a coloragao de suas corolas, que variam de rosa a lildas com guias florais de néctar
de amarelo a laranja.

Dentre as espécies de ipés amarelos, observou-se que H. chrisotrychus foi a
que apresentou a menor quantidade de sinais na regidao de compostos olefinicos e
aromaticos. No entanto, esta espécie se caracterizou pela presenga de um sistema
de spins, de alta intensidade, com deslocamento quimico em &1 6,87 (J= 8,5) e 7,23
(J= 8,5), referente a anéis aromaticos 1,4-dissubstituidos (FIGURA 38).
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FIGURA 38 - ESPECTROS DE RMN HR-MAS DE 'H (81 6,50-7,50) DAS FLORES DAS ESPECIES
DE HANDROANTHUS (IPES AMARELOS)
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FONTE: A autora (2021).

As espécies H. ochraceus (trés exemplares) e H. pulcherrimus (um
exemplar) apresentaram espectros de RMN HR-MAS de 'H idénticos em toda a sua
extens&o ao da espécie H. chrisotrychus, indicando assim, um possivel equivoco na

identificacao botanica destas espécies (FIGURA 39).

FIGURA 39 - ESPECTROS DE RMN HR-MAS DE 'H (81 0,00-10,50) DAS FLORES DAS ESPECIES
H. chrisotrychus, H. ochraceus E H. pulcherrimus (IPES AMARELOS)
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FONTE: A autora (2021).
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Essa observagao vai ao encontro da constatacdo de Costa (2019), o qual
descreveu que as espécies H. chrysotrichus e H. ochraceus s&o morfologicamente
semelhantes, compartilhando o mesmo formato das folhas, textura, tipo e formato da

inflorescéncia, e cor da corola (FIGURA 40).

FIGURA 40 - REPRESENTACAO DAS FLORES DE H. chrisotrychus E H. ochraceus

FONTE: Adaptada de Costa (2019).
LEGENDA: Handroanthus chrysotrichus: A. Inflorescéncia, B. Flores; Handroanthus ochraceus: C.
Inflorescéncia, D. Flores.

As espécies H. catarinensis e H. albus foram as que apresentaram a maior
quantidade de sinais na regiao de compostos olefinicos e aromaticos. Além disso,
sdo as unicas que possuem o sistema de spins referente a uma olefina de
configuragdo E, com deslocamento quimico em dn 6,44 (J= 16,0), 7,42 (J= 16,0) e
7,72 (J= 16,0), caracteristico de compostos pertencentes ao grupo dos acidos
hidroxicinamicos. Entretanto, estas espécies se diferem, pois, H. catarinensis possui
trés sinais na regido de hidrogénios aldeidicos, dx 10,04 (s) 10,02 (s) e 9,67(d, J=
1,8) (FIGURA 41).

FIGURA 41 - ESPECTROS DE RMN HR-MAS DE 'H (81 6,00-10,50) DAS FLORES DAS ESPECIES
H. catarinensis E H. albus (IPES AMARELOS)
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FONTE: A autora (2021).
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Quando se compara H. catarinensis, H. albus e H. serratifolius observa-se
que esta ultima espécie apresenta uma quantidade menor de sinais na regiao de
compostos olefinicos e aromaticos, bem como n&o possui sinais referentes a
hidrogénios aldeidicos. Entretanto, ela se caracteriza pela alta intensidade dos sinais
referentes ao sistema de spins pertencente a anéis aromaticos 1,4-dissubstituidos,
com deslocamento quimico em &1 6,98 (J= 8,8) e dH 8,02 (J= 8,8). Além de ser a
unica espécie a apresentar um sinal em &+ 5,54 (J= 4,1), caracteristico de hidrogénio

a-anomérico (equatorial) da unidade piranosideo (FIGURA 42).

FIGURA 42 - ESPECTROS DE RMN HR-MAS DE 'H (51 5,00-8,50) DAS FLORES DAS ESPECIES
H. serratifolius, H. catarinensis E H. albus (IPES AMARELOS)
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FONTE: A autora (2021).

4.1.1 Avaliagao das coletas do material botanico em diferentes periodos

As flores das espécies H. albus, H. catarinensis, H. chrysotrichus, H.
heptaphyllus, T. cassinoides e T. roseoalba foram coletadas em dois anos distintos,
visando avaliar se no intersticio entre as coletas houve variagdo no padrdo dos
sinais observados através da RMN HR-MAS de 'H (FIGURAS 43 a 48).
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FIGURA 43 - ESPECTROS DE RMN HR-MAS DE "H (dn 0,30-10,50) DAS AMOSTRAS DE H. albus
COLETADAS EM ANOS DISTINTOS
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FONTE: A autora (2021).

FIGURA 44 - ESPECTROS DE RMN HR-MAS DE 'H (d+ 0,30-10,50) DAS AMOSTRAS DE
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FONTE: A autora (2021).

FIGURA 45 - ESPECTROS DE RMN HR-MAS DE 'H (d+ 0,30-10,50) DAS AMOSTRAS DE
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FONTE: A autora (2021).
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FIGURA 46 - ESPECTROS DE RMN HR-MAS DE 'H (d+ 0,30-10,50) DAS AMOSTRAS DE
H. heptaphyllus COLETADAS EM ANOS DISTINTOS

wjﬁ"h

2019

L_WMW N
' L

¥ Lln MWWM

#JL_JW,____.«,

T T T T T T T T T T T T T T T T
00 85 90 B85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 1.0 ppm

T
IDD 95 8.0 85 BG 75 70 55 ED 55 SD 45 40 35 3.0 25 ED 15 10 Ppm

FONTE: A autora (2021).

FIGURA 47 - ESPECTROS DE RMN HR-MAS DE 'H (d+ 0,30-10,50) DAS AMOSTRAS DE
T. cassinoides COLETADAS EM ANOS DISTINTOS
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FONTE: A autora (2021).

FIGURA 48 - ESPECTROS DE RMN HR-MAS DE 'H (d+ 0,30-10,50) DAS AMOSTRAS DE
T. roseoalba COLETADAS EM ANOS DISTINTOS
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A analise dos perfis espectrais de RMN HR-MAS de 'H das amostras de
ip€s (amarelos, rosa e brancos) demostrou que mesmo que as coletas dos materiais
botanicos tenham sido realizadas em anos distintos (2017, 2019 e 2020) ndo ha
alteracdo no padrao dos sinais observados para as espécies estudadas. Foi possivel
verificar apenas variagdes em relagao a intensidade de alguns sinais.

Assim, de maneira geral, pode-se considerar que os perfis espectrais das
espécies avaliadas de Handroanthus e Tabebuia mantiveram o seu padrao de

sinais, deslocamento quimico e multiplicidade.

4.2 IDENTIFICACAO ESTRUTURAL DOS METABOLITOS EMPREGANDO RMN
HR-MAS DE "H E RMN EM SOLUCAO UNI E BIDIMENSIONAL

Os experimentos de hidrogénio das distintas vertentes da técnica de
Ressonancia Magnética Nuclear (RMN HR-MAS e RMN em solugéo) utilizados no
estudo demonstraram que, mesmo com o processo de extracdo empregado para as
analises de RMN em solucéo, os perfis espectrais foram comparaveis entre si, para
as trés partes das diferentes espécies, possibilitando assim correlacionar os dados
obtidos. Contudo, observou-se que no espectro de RMN de 'H ha presenca de sinais
além dos observados no perfil espectral obtido por RMN HR-MAS de 'H.

Devido a complexidade dos perfis espectrais, estes foram divididos e
analisados por regides 6+ 0,30-3,00 (aminoacidos e acidos organicos), o+ 3,00-5,90
(carboidratos) e o1 5,90-10,50 (olefinas e compostos aromaticos), onde os
resultados obtidos foram apresentados e discutidos de acordo com os grupos de
metabdlitos identificados, sendo estes: aminoacidos, carboidratos, acidos organicos,
compostos nitrogenados, acidos fendlicos e glicosideos iridoides (FIGURA 110;
APENDICE 2).

A atribuicdo dos sinais dos metabdlitos foi realizada com auxilio de
experimentos bidimensionais obtidos por RMN em solugdo, tais como, mapas de
correlagao direta "H-"3C (HSQC) e correlagdo a longa distancia 'H-"3C (HMBC).
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4.2 1 ldentificagao estrutural dos aminoacidos

A analise do perfil espectral das espécies empregadas no estudo possibilitou
a visualizagao e identificagdo dos seguintes metabdlitos primarios pertencentes ao
grupo dos aminoacidos: isoleucina (i) [0 0,94 (t, J= 7,4; H-5) e 1,01 (d; J= 7,0; H-6)];
valina (ii) [© 0,99 (d; J=7,0; H-4) e 1,04 (d; J= 7,0; H-5)]; treonina (iii) [ 1,33 (d; J=
6,9; H-4)]; a-alanina (iv) [0 1,48 (d; J=7,2; H-3)]; acido y-aminobutirico (GABA; v) [
1,90 (m; H-3) e 2,31 (t; J=7,3; H-2)]; glutamina (vi) [0 2,14 (m; H-3) e 2,46 (m; H-4)];
B-alanina (vii) [0 2,58 (t; J= 6,6; H-2)]; acido aspartico (viii) [6 2,67 (dd; J=17,5; 9,0;
H-3) e 2,82 (dd; J= 17,5; 3,8; H-3')]; tirosina (ix) [0 6,87 (d; J=8,5; H-3 e H-5) e 7,23
(d; J=8,5; H-2 e H-6)] (FIGURAS 49 a 58). Os valores de deslocamento quimico dos
carbonos com correlagao direta aos sinais dos hidrogénios dos metabdlitos acima
apresentados foram observados através do mapa de correlagdo HSQC ('H-13C) e os
de correlagdo a longa distancia através do mapa de correlagdo HMBC ('H-3C)
(TABELA 2) (ABREU et al., 2018; KUMAR et al., 2019; OLIVEIRA et al., 2014).

FIGURA 49 - AMINOACIDOS IDENTIFICADOS NAS ESPECIES PERTENCENTES A
HANDROANTHUS E TABEBUIA

= O 4 O OH O
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NH, NH, NH,
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0 0 0 0
“AZ)LOH AN o HZNWOH
NH, (v) _NH,

(iv) (vi)
O 0 O
HZNMOH ONOH A 7 X °OH
(vii) OH NH, Ho ~7" NH,

(viii) °

FONTE: A autora (2021).



75

TABELA 2 - DADOS DE RMN HR-MAS DE 'H E RMN EM SOLUGAO PARA OS AMINOACIDOS

IDENTIFICADOS NAS ESPECIES ESTUDADAS

Metabdlitos identificados Literatura
SuP HSQcCP HMBCP® On° O¢c°
(i) 0,94 (t, J=7,4) - - 0,96 (t, J=7,3) -
1,01 (d, J=7,0) - - 1,03 (d, J=7,1) -
(i) 0,99 (d, J=7,0) - - 1,01 (d, J=7,1) -
1,04 (d, J=7,0) - - 1,06 (d, J=7,1) -
(iii) 1,33 (d, J=6,9) - - 1,34 (d, J=6,6) -
(iv) 1,48 (d, J=7,2) 18,9 C1;C3 1,48 (d, J=7,2) 18,8
(v) 1,90 (m) 26,2 C2 1,90 (m) -
2,31 (t, J=7,3) 37,0 C1;C3;C4 2,32 (t, J=7,24) 37,0
- - - 3,02 (t, J=7,46) 42,0
(vi) 2,14 (m) 29,1 C1;C2;C4; C5 2,14 (m) -
2,46 (m) 33,6 - 2,46 (m) -
(vii) 2,58 (t, J=6,6) 35,3 C1;C3 2,57 (f) -
(viii) | 2,67 (dd, J=17,5; 9,0) 394 - 2,64 (dd, J=17,4; 9,3) -
2,82 (dd, J=17,5; 3,8) 39,4 - 2,81 (dd, J=17,4; 3,6) -
(ix) 6,87 (d, J=8,5) 118,1 C1;C2; C6 6,86 (d, J=8,5) -
7,23 (d, J= 8,5) 133,0 C1; C3; C5; C7 7,19 (d, J=8,5) -

FONTE: A autora (2021).

LEGENDA: 2Experimento realizado a 400 MHz para 'H em D20. PExperimento realizado a 600 MHz
para 'H e 150 MHz para '3C em D20. 2TMSP-d4 como padrao de referéncia. cAbreu e colaboradores
(2018) ['H, 600 MHz, CD30D:D20 (50:50)/TSP (tampao pH 6.0)]; Kumar e colaboradores (2019) (*H,
600 MHz, CD3OD:D20 (80:20)/TSP); Oliveira e colaboradores (2014) ('H, 500 MHz e '3C, 125 MHz,

D>O/TMSP).

FIGURA 50 - ESPECTRO DE RMN DE 'H (d+ 0,90-1,55) DAS FLORES DE H. albus
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FONTE: A autora (2021).
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FIGURA 51 - ESPECTRO DE RMN DE "'H (dn 1,85-2,85) DAS FLORES DE H. albus
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FONTE: A autora (2021).

FIGURA 52 - ESPECTRO DE RMN DE 'H (61 6,80-7,30) DAS FLORES DE H. chrysotrichus
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FONTE: A autora (2021).
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FIGURA 53 - AMPLIAGAO DO MAPA DE CORRELAGAO DIRETA 'H-3C (HSQC) DAS FLORES DE
H. albus ('H, 600 MHz; '3C, 150 MHz, D2O/TMSP-d4)
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FONTE: A autora (2021).
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FIGURA 54 - AMPLIACAO DO MAPA DE CORRELACAO DIRETA 'H-'3C (HSQC) DAS FLORES DE
H. chrysotrichus ("H, 600 MHz; 13C, 150 MHz, D2O/TMSP-d4)
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FONTE: A autora (2021).
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FIGURA 55 - AMPLIACAO DO MAPA DE CORRELACAO DIRETA 'H-'3C (HSQC) DAS FLORES DE
H. chrysotrichus ("H, 600 MHz; 3C, 150 MHz, D2O/TMSP-d4)
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FONTE: A autora (2021).

FIGURA 56 - AMPLIAGCAO DO MAPA DE CORRELAGAO A LONGA DISTANCIA 'H-3C (HMBC)
DAS FLORES DE H. albus ('H, 600 MHz; '3C, 150 MHz, D2O/TMSP-d4)
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FONTE: A autora (2021).
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FIGURA 57 - AMPLIACAO DO MAPA DE CORRELACAO A LONGA DISTANCIA 'H-13C (HMBC)
DAS FLORES DE H. chrysotrichus ("H, 600 MHz; 13C, 150 MHz, D20O/TMSP-d4)
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FONTE: A autora (2021).

FIGURA 58 - AMPLIAGAO DO MAPA DE CORRELAGAO A LONGA DISTANCIA 'H-3C (HMBC)
DAS FLORES DE H. chrysotrichus ("H, 600 MHz; 3C, 150 MHz, D2O/TMSP-d4)
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FONTE: A autora (2021).
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4.2.2 ldentificacao estrutural dos carboidratos

A analise da regido espectral entre dn 4,00-5,50 possibilitou a visualizagao
de dez dupletos, os quais apresentaram sinais caracteristicos para os agucares: a-
frutose (x) [0 4,11 (d; J= 3,3; H-3)]; sacarose (xi) [0 4,21 (d; J= 8,7; H-3’) e 5,41 (d,
J= 3,9; H-1); rafinose (xii) [0 4,22 (d; J= 8,7; H-3”) e 5,43 (d; J= 3,9; H-1); B-
galactose (xiii) [0 4,58 (d; J=7,9; H-1)]; B-glicose (xiv) [0 4,64 (d; J=7,9; H-1)]; B-
manose (xv) [0 5,15 (d; J= 7,7; H-1)]; a-glicose (xvi) [d 5,23 (d; J= 3,7; H-1)]; e o-
galactose (xvii) [0 5,26 (d; J= 3,7; H-1)] (FIGURAS 59 a 65). Estas estruturas foram
confirmadas através dos deslocamentos quimicos dos seus respectivos carbonos
por meio dos mapas de correlagéo direta HSQC ('H-'3C) e a longa distancia HMBC
("H-"3C) (TABELA 3) (BHATIA et al., 2013).

FIGURA 59 - CARBOIDRATOS IDENTIFICADOS NAS ESPECIES PERTENCENTES A
HANDROANTHUS E TABEBUIA
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FONTE: A autora (2021).
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TABELA 3 - DADOS DE RMN HR-MAS DE 'H E RMN EM SOLUGCAO PARA OS CARBOIDRATOS
IDENTIFICADOS NAS ESPECIES ESTUDADAS

Metabolitos identificados Literatura
[T HSQC” HMBC" [

(x) 4,11 (d, J=3,3) 77,9 C2; C4;C5 4,08 (d)
(xi) 4,21 (d, J=8,7) 79,3 c4’ 4,22 (d)

5,41 (d, J=3,9) 95,0 C2;C3 5,41 (d)
(xii) 4,22 (d, J=8,7) 73,7 c4” -

5,43 (d, J=3,9) 95,0 C2;C3;C5 5,43 (d)
(xiii) 4,58 (d, J=7,9) - - 4,57 (d)
(xiv) 4,64 (d, J=7,9) 98,9 C2; C3;C5 4,67 (d)
(xv) 5,15 (d, J=7.,7) 102,8 c2 5,18 (d)
(xvi) 5,23 (d, J=3,7) 95,0 c2 5,23 (d)
(xvii) 5,26 (d, J= 3,7) - - 5,26 (d)

FONTE: A autora (2021).

LEGENDA: 2Experimento realizado a 400 MHz para 'H em D20. PExperimento realizado a 600 MHz
para 'H e 150 MHz para C em D20. abTMSP-d4 como padrdo de referéncia. °Bhatia e
colaboradores (2013) ("H, 800 MHz, D-O/TSP).

FIGURA 60 - ESPECTRO DE RMN DE "'H (dn 4,00-5,30) DAS FLORES DE H. albus
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FONTE: A autora (2021).



FIGURA 61 - ESPECTRO DE RMN DE 'H (d+ 4,20-5,50) DAS CASCAS DO CAULE DE H. albus

@ w0 M~ — ©
3 © [Te] 3 © O
g5 2 85
< N rs) SV
T T Vi
Sacarose
AN
AN
H20 residual 4
Sacarose
4
/
| 4
Rafinose
N
AN
4
Rafinose
\
|
B-galactose
a-galactose 7 J
\
J |
T T T T T T T T T T T T T
54 53 52 51 5.0 49 48 4.7 46 45 4.4 43 ppm

FONTE: A autora (2021).
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FIGURA 62 - AMPLIACAO DO MAPA DE CORRELAGCAO DIRETA 'H-'3C (HSQC) DAS FLORES DE

H. albus ('H, 600 MHz; '3C, 150 MHz, D2O/TMSP-d4)
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FONTE: A autora (2021).
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FIGURA 63 - AMPLIAGAO DO MAPA DE CORRELAGAO DIRETA 'H-13C (HSQC) DAS CASCAS DO
CAULE DE H. albus ('H, 600 MHz; '3C, 150 MHz, D2O/TMSP-d4)
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FONTE: A autora (2021).

FIGURA 64 - AMPLIAGCAO DO MAPA DE CORRELAGAO A LONGA DISTANCIA 'H-3C (HMBC)
DAS FLORES DE H. albus ('H, 600 MHz; '3C, 150 MHz, D2O/TMSP-d4)
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FONTE: A autora (2021).
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FIGURA 65 - AMPLIAGAO DO MAPA DE CORRELAGCAO A LONGA DISTANCIA 'H-13C (HMBC)
DAS CASCAS DO CAULE DE H. albus ('H, 600 MHz; '3C, 150 MHz, D2O/TMSP-d4)
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A magnitude da constante de acoplamento 'H-'H (3J) é dependente do
angulo diedro entre os dois hidrogénios que est&o interagindo e, juntamente com o
deslocamento quimico, auxiliam na identificacdo das caracteristicas estruturais dos
compostos. Na glucose, por exemplo, o hidrogénio ligado ao carbono anomérico
esta acoplado ao hidrogénio ligado ao C2, que resulta em um desdobramento do
sinal na forma de um dupleto. Como pbéde ser observado, a constante de
acoplamento do anémero a (J= 3,7) da glicose € menor que a do andmero B (J=
7,9). Esse valor é devido ao angulo diedro axial-equatorial, em C1H-C2H da a-
glicose, que é de aproximadamente 60°, enquanto que para o acoplamento do
hidrogénio axial-axial na B-glicose, o angulo diedro C1H-C2H é de cerca de 180°
(DONA et al., 2016; PERIYANNAN, LAWRENCE e EGAN, 2015).

4.2.3 Identificagao estrutural dos acidos orgéanicos

A analise do perfil espectral das amostras permitiu visualizar na regido entre
oH 2,00-8,50 sinais caracteristicos de acidos organicos, sendo estes referentes aos
acidos malico (xviii) [0 2,44 (dd; J= 15,6; 9,9; H-3) e 2,72 (dd; J= 15,6; 3,0; H-3')],
succinico (xix) [0 2,48 (s; H-2/3)], maleico (xx) [0 5,92 (s; H-2/3)], fumarico (xxi) [
6,53 (s; H-2/3)] e formico (xxii) [0 8,46 (s)] (FIGURAS 66 a 70). Os valores de
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deslocamento quimico dos carbonos diretamente ligados a esses hidrogénios foram

obtidos através do mapa de correlagéo direta HSQC ('H-"3C) (TABELA 4) (BHATIA
etal., 2013).

FIGURA 66 - ACIDOS ORGANICOS IDENTIFICADOS NAS ESPECIES PERTENCENTES A
HANDROANTHUS E TABEBUIA
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FONTE: A autora (2021).

TABELA 4 - DADOS DE RMN HR-MAS DE 'H E RMN EM SOLUGAO PARA OS ACIDOS
ORGANICOS IDENTIFICADOS NAS ESPECIES ESTUDADAS

Metabolitos identificados Literatura
o?P HsQcC® Su°
(xviii) 2,44 (dd, J=15,6; 9,9) 44,6 2,36 (m)
2,72 (dd, J= 15,6; 3,0) 44,6 2,65 (m)
(xix) 2,48 (s) 35,1 2,42 (s)
(xx) 5,92 (s) 131,7 5,90 (s)
(xxi) 6,53 (s) 97,9 6,50 (s)
(xxii) 8,46 (s) - 8,47 (s)

FONTE: A autora (2021).

LEGENDA: 2Experimento realizado a 400 MHz para 'H em D20. PExperimento realizado a 600 MHz
para 'H e 150 MHz para "C em D20. 2bTMSP-d4 como padrdo de referéncia. °Bhatia e
colaboradores (2013) ("H, 800 MHz, D2O/TSP).



FIGURA 67 - ESPECTRO DE RMN DE "'H (dn 2,40-2,80) DAS FLORES DE H. heptaphyllus
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FONTE: A autora (2021).

FIGURA 68 - ESPECTRO DE RMN DE 'H (&1 5,90-8,50) DAS FLORES DE H. heptaphylius
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FONTE: A autora (2021).
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FIGURA 69 - AMPLIACAO DO MAPA DE CORRELACAO DIRETA 'H-13C (HSQC) DAS FLORES DE
H. heptaphyllus ("H, 600 MHz; 13C, 150 MHz, D20O/TMSP-d4)
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FONTE: A autora (2021).

FIGURA 70 - AMPLIACAO DO MAPA DE CORRELAGAO DIRETA 'H-3C (HSQC) DAS FLORES DE
H. heptaphyllus ("H, 600 MHz; 3C, 150 MHz, D20/TMSP-d4)
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FONTE: A autora (2021).
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4.2 .4 Identificagao estrutural de compostos nitrogenados

A analise do perfil espectral das amostras permitiu visualizar a presenca, na
regidao entre on 2,80-8,40, de sinais caracteristicos dos metabdlitos trimetilamina
(xxiii) [0 2,89 (s)], alantoina (xxiv) [0 5,40 (s; H-5)] e do nucleosideo adenosina
(xxv) [0 6,07 (d; J= 5,9; H-1"), 8,25 (s; H-3) e 8,33 (s; H-6)]. Os valores de
deslocamento quimico para os carbonos com correlagdo direta aos hidrogénios
foram observados no mapa HSQC ('H-'3C) (FIGURAS 71 a 74; TABELA 5) (ABREU
et al., 2018; BHATIA et al., 2013).

FIGURA 71 - COMPOSTOS NITROGENADOS IDENTIFICADOS NAS ESPECIES PERTENCENTES
A HANDROANTHUS E TABEBUIA
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FONTE: A autora (2021).

TABELA 5 - DADOS DE RMN HR-MAS DE 'H E RMN EM SOLUCAO PARA OS COMPOSTOS
NITROGENADOS IDENTIFICADOS NAS ESPECIES ESTUDADAS

Metabolitos identificados Literatura
ou*P HSQC® ('
(xxiii) 2,89 (s) - 2,89 (s)
(xxiv) 5,40 (s) 66,1 5,39 (s)
(xxv) 6,07 (d, J=5,9) - 6,02 (d, J=5,5)
8,25 (s) - 8,24 (s)
8,33 (s) - 8,35 (s)

FONTE: A autora (2021).

LEGENDA: 2Experimento realizado a 400 MHz para 'H em D20. PExperimento realizado a 600 MHz
para 'H e 150 MHz para '3C em D20. 2*TMSP-d4 como padrao de referéncia. °Abreu e colaboradores
(2018) ['H, 600 MHz, CD3s0OD:D20 (50:50)/TSP (tampao pH 6.0)]; Bhatia e colaboradores (2013) ('H,
800 MHz, D2O/TSP).
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FIGURA 72 - ESPECTRO DE RMN DE "'H (dn 2,85-5,35) DAS FLORES DE H. albus
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FONTE: A autora (2021).

FIGURA 73 - ESPECTRO DE RMN DE 'H (d+ 6,00-8,40) DAS FLORES DE T. roseoalba
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FONTE: A autora (2021).



90

FIGURA 74 - AMPLIAGAO DO MAPA DE CORRELAGAO DIRETA 'H-3C (HSQC) DAS FLORES DE
H. albus ('H, 600 MHz; '3C, 150 MHz, D2O/TMSP-d4)
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FONTE: A autora (2021).

4.2.5 ldentificacao estrutural de acidos fendlicos

A analise do perfil espectral das amostras permitiu visualizar na regido entre
oH 5,00-8,00 diversos sinais na forma de dupletos, os quais apresentaram valores de
deslocamento quimico caracteristicos de acidos fendlicos, possibilitando assim, a
identificacdo de dois compostos pertencentes ao grupo dos acidos hidroxibenzdéicos

e de trés moléculas pertencentes aos acidos hidroxicinamicos.

4.2.5.1 Acidos hidroxibenzoicos

Através da analise do perfil espectral foi possivel confirmar a presenca do
acido p-hidroxibenzdico (xxvi) pelos sinais na forma de dupletos em 6+ 6,92 (J= 8,7,
H-3 e H-5) e 7,82 (J= 8,7; H-2 e H-6), os quais apresentaram correlagdo direta no
mapa HSQC com os seus respectivos carbonos em &¢c 134,0 e 117,7. Enquanto que
a presencga do acido 3,4-dihidroxibenzdéico (xxvii) foi confirmada devido a presenca
de um duplo dupleto e de um dupleto em &1 7,39 (J= 8,3; 2,0; H-6) e 7,43 (J= 2,0; H-
2), respectivamente (FIGURAS 75 a 77; TABELA 6) (KUMAR et al., 2019; LIU et al.,
2010).
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FIGURA 75 - ACIDOS HIDROXIBENZOICOS IDENTIFICADOS NAS ESPECIES PERTENCENTES A
HANDROANTHUS E TABEBUIA

17OH
HO™ HO

(xxvi)

FONTE: A autora (2021).

TABELA 6 - DADOS DE RMN HR-MAS DE 'H E RMN EM SOLUCAO PARA OS ACIDOS
HIDROXIBENZOICOS IDENTIFICADOS NAS ESPECIES ESTUDADAS

Metabdlitos identificados Literatura
SyP HSQCP HMBCP® Ox°
(xxvi) 6,92 (d, J=8,7) 134,0 C1;C2;C4; C6 6,94 (d, J= 8,8)
7,82 (d, J=8,7) 117,7 C3; C4; C5; C7 7,92 (d, J=8,8)
(xxvii) * - - 6,92 (d, J=8,2)
7,39 (dd, J=8,3; 2,0) - - 7,38 (dd, J=8,2; 2,0)
7,43 (d, J=2,0) - - 7,44 (d, J=2,1)

FONTE: A autora (2021).

LEGENDA: *Sinal sobreposto. 2Experimento realizado a 400 MHz para 'H em D20. PExperimento
realizado a 600 MHz para 'H e 150 MHz para '3C em D20. 2bTMSP-d4 como padrio de referéncia.
°Kumar e colaboradores (2019) ('H, 600 MHz, CD3OD:D20 (80:20)/TSP); Liu e colaboradores (2010)
("H, 500 MHz, CD30OD:D2O/TMSP).

FIGURA 76 - ESPECTRO DE RMN DE 'H (d+ 6,90-7,90) DAS CASCAS DO CAULE DE H. albus
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FONTE: A autora (2021).
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FIGURA 77 - AMPLIAGAO DO MAPA DE CORRELAGAO DIRETA 'H-13C (HSQC) DAS CASCAS DO
CAULE DE H. albus (*H, 600 MHz; '3C, 150 MHz, D2O/TMSP-d4)
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FONTE: A autora (2021).

A confirmagao da posigcéo da carbonila (8¢ 177,7; C7) na estrutura do acido
p-hidroxibenzoico (xxvi) foi possivel através da visualizagdo no mapa HMBC da
correlagao a longa distancia desta com o sinal em &u 7,82 (d, J= 8,7) referente aos
hidrogénios 2 e 3 do composto (FIGURA 78).

FIGURA 78 - AMPLIAGAO DO MAPA DE CORRELAGCAO A LONGA DISTANCIA 'H-13C (HMBC)
DAS CASCAS DO CAULE DE H. albus ('H, 600 MHz; '3C, 150 MHz, D2O/TMSP-d4)
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FONTE: A autora (2021).
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4.2.5.2 Acidos hidroxicinamicos

Através da analise do perfil espectral das amostras foi possivel confirmar a
presenca do acido cafeico (xxviii) pela presenca de dois dupletos em dH 6,35 (J=
16,0; H-8) e 7,60 (J= 16,0; H-7), referentes aos hidrogénios metinicos da dupla E, de
um duplo dupleto em &1 7,07 (J= 8,3; 2,0; H-2) e de um dupleto em dx 7,14 (J= 2,0;
H-6), os quais apresentaram correlagao direta no mapa HSQC com os carbonos em
oc 117,5, 149,3, 125,9 e 118,1, respectivamente.

Enquanto que, a confirmagao da presenca do acido 5-O-cafeoilquinico (xxix)
se deu pelos sinais na forma de dupletos em &1 6,41 (J= 15,9; H-8) e 7,66 (J= 15,9;
H-7), referentes aos hidrogénios metinicos da dupla E, de dois dupletos em &1 6,95
(J=8,3; H-3) e 7,21 (J= 2,0; H-2) e de um duplo dupleto em dn 7,14 (J= 8,3; 2,0; H-
6), 0os quais apresentaram correlagdo direta no mapa HSQC com seus respectivos
carbonos em oc 117,4, 149,0, 118,8, 117,9 e 125,5, além de um tripleto de dupleto
em onH 5,33 (J= 10,7; 4,7; H-5); da mesma forma, a presenca do acido 3,5-
dicafeoilquinico (xxx) foi evidenciada pelos dupletos em &n 6,34 (J= 15,9; H-8"),
6,36 (J= 15,9; H-8), 7,60 (J= 15,9; H-7"") e 7,67 (J= 15,9; H-7), referentes aos
hidrogénios metinicos das duas duplas E, pelos dois dupletos em 6n 7,14 (J= 2,0; H-
2”)e 7,18 (J= 2,0; H-2), e pelos dois duplo dupleto em &1 7,07 (J=8,3; 2,0; H-6"") e
7,10 (J= 8,3; 2,0; H-6), estes sinais tiveram as correlagbes com seus respectivos
carbonos obtidas pelo mapa de correlacédo direta HSQC em &¢c 116,9, 116,9, 148,9,
150,3, 118,0, 118,1, 125,5, 125,7; além de apresentarem um multipleto em 5,44 ppm
(FIGURAS 79 a 85; TABELA 7) (GOGNA, HAMID e DORAI, 2015; LIU et al., 2010).
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FIGURA 79 - ACIDOS HIDROXICINAMICOS IDENTIFICADOS NAS ESPECIES PERTENCENTES A
HANDROANTHUS E TABEBUIA

HO, ,CO,H
i LS
HOs TNy *OH HOV 7 5'O ¢
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FONTE: A autora (2021).

TABELA 7 - DADOS DE RMN HR-MAS DE 'H E RMN EM SOLUGCAO PARA OS ACIDOS
HIDROXICINAMICOS IDENTIFICADOS NAS ESPECIES ESTUDADAS

Metabolitos identificados Literatura
SyP HSQCP HMBCP® ou°
(xxviii) 6,35 (d, J= 16,0) 117,5 C1 6,31 (d, J=16,1)
* - - 6,89 (d, J=8,4)
7,07 (dd, J=8,3; 2,0) 125,9 C2; C7 7,07 (dd, J=8,4;2,1)
7,14 (d, J=2,0) 118,1 C5; C6; C7 7,15 (d, J=2,1)
7,60 (d, J=16,0) 149,3 C2; C6; C9 7,57 (d, J=16,1)
(xxix) | 5,33 (td, J=10,7;4,7) - - 5,33 (m)
6,41 (d, J=15,9) 117,4 C1 6,40 (d, J=15,9)
6,95 (d, J=8,3) 118,8 C1;C5 6,89 (d, J=8,2)
7,14 (dd, J=8,3; 2,0) 125,5 C2; C7 7,11 (dd)
7,21 (d, J=2,0) 117,9 C5; C6; C7 7,20 (d, J=1,6)
7,66 (d, J=15,9) 149,0 C2; C6; C9 7,65 (d, J= 15,9)
(xxx) 6,34 (d, J=15,9) 116,9 c1” 6,39 (d, J=16,1)
6,36 (d, J= 15,9) 116,9 C1 6,48 (d, J=16,1)
* - - 6,83 (d, J=8,4)
* - - 6,89 (d, J=8,4)
7,07 (dd, J=8,3; 2,0) 125,5 c2”; C7” 7,07 (dd, J=8,4; 2,1)
7,10 (dd, J=8,3; 2,0) 125,7 C2; C7 7,09 (dd, J=8,4; 2,1)
7,14 (d, J=2,0) 118,0 C5”;, Ce”"; C7™” 7,15 (d, J=2,1)
7,18 (d, J=2,0) 118,1 C5; Ce6; C7 7,19 (d, J=2,1)
7,60 (d, J= 15,9) 148,9 Cc2”; Ce; C9” 7,62 (d, J=16,1)
7,67 (d, J=15,9) 150,3 C2; C6; C9 7,65 (d, J=16,1)

FONTE: A autora (2021).

LEGENDA: *Sinal sobreposto. 2Experimento realizado a 400 MHz para 'H em D20. PExperimento
realizado a 600 MHz para 'H e 150 MHz para '3C em D20. 2bTMSP-d4 como padrio de referéncia.
°Gogna, Hamid e Dorai (2015) ('H, 600 MHz, MeOD:D20 (tampdo KH2PO4)/TMSP); Liu e
colaboradores (2010) ('H, 500 MHz, CD30D:D20/TMSP).
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FIGURA 80 - ESPECTRO DE RMN DE "'H (d+ 6,30-7,70) DAS FOLHAS DE H. heptaphyllus
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FONTE: A autora (2021).

FIGURA 81 - ESPECTRO DE RMN DE 'H (d+ 5,30-7,80) DAS CASCAS DO CAULE DE H. albus
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FONTE: A autora (2021).



96

FIGURA 82 - ESPECTRO DE RMN DE "'H (6+ 6,20-7,80) DAS FOLHAS DE H. catarinensis
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FONTE: A autora (2021).

FIGURA 83 - AMPLIACAO DO MAPA DE CORRELACAO DIRETA 'H-13C (HSQC) DAS FOLHAS DE
H. heptaphyllus ("H, 600 MHz; 3C, 150 MHz, D20O/TMSP-d4)
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FONTE: A autora (2021).
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FIGURA 84 - AMPLIAGAO DO MAPA DE CORRELAGAO DIRETA 'H-13C (HSQC) DAS CASCAS DO
CAULE DE H. albus (*H, 600 MHz; '3C, 150 MHz, D2O/TMSP-d4)
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FONTE: A autora (2021).

FIGURA 85 - AMPLIACAO DO MAPA DE CORRELACAO DIRETA 'H-13C (HSQC) DAS FOLHAS DE
H. catarinensis ('H, 600 MHz; 3C, 150 MHz, D20/TMSP-d4)
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FONTE: A autora (2021).

A confirmacgao das posi¢des das duplas E nas estruturas dos acidos cafeico
(xxviii), 5-O-cafeoilquinico (xxix) e 3,5-dicafeoilquinico (xxx) se deu pela analise do
mapa de correlagado a longa distancia HMBC, onde visualizou-se a correlagao entre

o hidrogénio na posi¢cdo 7 com os carbonos do anel aromatico &¢c 118,1 (C6), 125,9
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(C2) e com a carbonila em &¢c 172,2 (C9) (FIGURA 86), do hidrogénio na posi¢ao 7
com os carbonos do anel aroméatico 6¢ 117,9 (C2), 125,5 (C6) e com a carbonila em
0c 172,1 (C9) (FIGURA 87), e dos hidrogénios nas posigdes 7 e 7°” com os carbonos
do anel aromatico &c 118,1 (C2), 118,0 (C2™), 125,7 (C6), 125,5 (C6™”’) e com a
carbonila em &c 171,1 (C9) e 171,7 (C9”) (FIGURA 88), respectivamente.

FIGURA 86 - AMPLIAGAO DO MAPA DE CORRELAGAO A LONGA DISTANCIA 'H-3C (HMBC)
DAS CASCAS DO CAULE DE H. albus ('H, 600 MHz; '3C, 150 MHz, D2O/TMSP-d4)
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FONTE: A autora (2021).

FIGURA 87 - AMPLIAGAO DO MAPA DE CORRELAGAO A LONGA DISTANCIA 'H-3C (HMBC)
DAS CASCAS DO CAULE DE H. albus ('H, 600 MHz; 3C, 150 MHz, D2O/TMSP-d4)
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FONTE: A autora (2021).

175




99

FIGURA 88 - AMPLIACAO DO MAPA DE CORRELACAO A LONGA DISTANCIA 'H-13C (HMBC)
DAS FOLHAS DE H. catarinensis ('H, 600 MHz; 3C, 150 MHz, D2O/TMSP-d4)
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FONTE: A autora (2021).

7.5 7.4 7.3

4.2.6 Identificagao estrutural do glicosideo iridoide

Através da analise dos perfis espectrais foi possivel confirmar a presenca do
composto 6-0O-(4-metoxibenzoil)-crescentin IV  3-O-B-D-glucopiranosideo
devido aos sinais na forma de dupletos em 6+ 6,98 (J= 8,8; H-3’ e H-5’) e 8,02 (J=

8,8; H-2' e H-6'), referentes aos hidrogénios do anel aromatico do grupamento

(xxxi),

benzoil, os quais apresentaram correlagao direta no mapa HSQC com os carbonos
em oc 1184 e 1355, (FIGURAS 89 a 91; TABELA 8)
(WARASHINA, NAGATANI e NORO, 2005).

respectivamente

FIGURA 89 - GLICOSIDEO IRIDOIDE IDENTIFICADO NAS ESPECIES PERTENCENTES A
HANDROANTHUS E TABEBUIA

CH,OH

HO

FONTE: A autora (2021).
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TABELA 8 - DADOS DE RMN HR-MAS DE 'H E RMN EM SOLUGAO PARA O GLICOSIDEO
IRIDOIDE IDENTIFICADO NAS ESPECIES ESTUDADAS

Metabolitos identificados Literatura
&P HSQcC" HMBCP Ou¢ &c°
(i) * - - 3,86 (s; -OCHs) 165,1
6,98 (d, J=8,8) 118,4 c1 6,98 (d, J=9,0) 114,7
8,02 (d, J=8,8) 135,5 C4’; C7 8,01 (d, J=9,0) 132,7

FONTE: A autora (2021).

LEGENDA: *Sinal sobreposto. 2Experimento realizado a 400 MHz para 'H em D20. PExperimento
realizado a 600 MHz para 'H e 150 MHz para 3C em D20. 2bTMSP-d4 como padrdo de referéncia.
Warashina, Nagatani e Noro (2005) ('H e '3C, MeOD-d4/TMS).

FIGURA 90 - ESPECTRO DE RMN DE 'H (81 6,90-8,10) DAS FLORES DE H. heptaphylius
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FONTE: A autora (2021).

FIGURA 91 - AMPLIACAO DO MAPA DE CORRELAGAO DIRETA 'H-3C (HSQC) DAS FLORES DE
H. heptaphyllus ("H, 600 MHz; 13C, 150 MHz, D20/TMSP-d4)
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FONTE: A autora (2021).



101

A confirmacgao da estrutura do glicosideo iridoide (xxxi) se deu pela analise
do mapa de correlacdo a longa distancia HMBC, onde visualizou-se a correlagéao
entre os hidrogénios nas posi¢cdes 3’ e 5 com o carbono quaternario em &c 122,6
(C1’), e dos hidrogénios nas posigdes 2’ e 6° com o carbono em dc 164,5 (4’) e com
a carbonila de éster em dc 169,4 (C7’) (FIGURA 92).

FIGURA 92 - AMPLIAGAO DO MAPA DE CORRELAGAO A LONGA DISTANCIA 'H-3C (HMBC)
DAS FLORES DE H. heptaphyllus ('H, 600 MHz; '3C, 150 MHz, D2O/TMSP-d4)
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FONTE: A autora (2021).

4.3 ANALISES QUIMIOMETRICAS

As analises quimiométricas foram empregadas para investigar as possiveis
diferengas e similaridades entre as espécies de Handroanthus e Tabebuia baseadas
na composi¢cao quimica de suas flores, de forma a auxiliar na classificagdo desses
taxons através da quimiotaxonomia.

Os espectros de RMN HR-MAS de 'H sdo adquiridos com uma grande
quantidade de variaveis (ou seja, os pontos utilizados na digitalizagdo dos FIDs),
assim, um unico sinal é representado por inumeros pontos. Para reduzir a
dimensionalidade dos dados obtidos, os espectros sdo convertidos na forma de
buckets, que se tornam as novas variaveis utilizadas nas analises quimiométricas.

O processo de bucketing consiste na divisdo dos espectros em pequenos

intervalos de tamanhos, os quais sao previamente definidos, de modo que a area
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sob cada regido espectral substiu as intensidades. Além disso, a conversao dos
espectros em buckets permite superar, em parte, a variabilidade normal do
deslocamento quimico das frequéncias de ressonancia que ocorrem, por exemplo,
em funcéo das diferencas de concentragcao das amostras e pH.

Nesse trabalho, os buckets foram utilizados com um tamanho de 0,05 ppm
para as analises multivariadas empregando PCA e HCA. Para o pré-tratamento dos
espectros de RMN HR-MAS foi escolhido o escalamento em relagéo a area total dos
buckets, o qual normaliza as integrais de cada bucket em relagédo a area total dos
buckets de um espectro, de forma que as quantidades de massa de cada amostra,
inserida no rotor de RMN HR-MAS, nao influencie nas analises quimiométricas. Além
disso, a area dos buckets foi determinada através do modo de integragao especial,
bem como, todos os espectros tiveram as linhas de base e as fases corrigidas
manualmente (SPRAUL et al., 2005).

4.3.1 Analise de Componentes Principais dos espectros de RMN HR-MAS das flores

Inicialmente, a Analise de Componentes Principais (PCA) foi empregada
com a finalidade de discriminar os géneros Handroanthus e Tabebuia em fungédo do
perfil espectral obtido por RMN HR-MAS de 'H das espécies H. albus, H.
catarinensis, H. chrysotrichus, H. heptaphyllus, H. impetiginosus, H. ochraceus, H.
pulcherrimus, H. serratifolius, T. cassinoides e T. roseoalba, buscando averiguar
quais variaveis (isto é, os sinais presentes nos espectros de RMN HR-MAS de 'H),
podem vir a ser utilizadas na quimiossistematica destes géneros.

Em geral, a concentragdo dos metabdlitos nas plantas pode variar em muitas
ordens de magnitude. Dentre os pré-processamentos testados, o escalamento por
unidade de variancia (ou autoescalamento) da regido espectral de 5,35-8,40 ppm, a
qual apresenta sinais para composto olefinicos e aromaticos, permitiu um claro
agrupamento das amostras, considerando a influéncia tanto dos compostos de
menor intensidade quanto dos metabdlitos majoritarios.

Cabe mencionar que outras regides dos espectros foram analisadas, sendo
estas de 0,30-10,30 ppm e de 5,35-10,30 ppm, porém foram observados resultados
semelhantes aos obtidos empregando a regido espectral escolhida para a
discussao. Assim, péde-se entender que as diferencas mais relevantes, as quais séo

responsaveis por discriminar os géneros Handroanthus e Tabebuia, estdo baseadas
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nos sinais caracteristicos de compostos olefinicos e aromaticos presentes na regiao
espectral de 5,35-8,40 ppm.

O escalamento dos espectros por unidade de variancia emprega o desvio
padrao como um fator de escalamento. Neste processamento, o valor médio de
cada variavel do conjunto de dados € subtraido seguida da divisdo do desvio padrao
de cada variavel. Dessa maneira, a contribuicdo dos sinais majoritarios € reduzida,
enquanto os sinais minoritarios sao aumentados (FERREIRA, 2015).

A PCA, além de verificar a inter-relagdo entre as amostras, possibilita
também o reconhecimento de amostras com comportamento anédmalo, denominadas
outliers. Esta averiguagao é realizada através de dois graficos: influence plot e
Hotelling To».

Neste trabalho foi considerado um limite de 95% de confianga. Assim, as
amostras que estiverem fora dessas linhas podem ser consideradas outliers em
potencial.

A analise dos graficos de influence plot e Hotteling T> possibilitou observar a
presenca de amostras andmalas (FIGURA 93). Contudo, foi realiza a inspegao visual
dos espectros de forma a averiguar se realmente essas amostras podem ser
consideradas outliers. Como nao foi encontrada nenhuma justificativa plausivel para
a exclusdo dos dados, apos a verificagdo da largura dos sinais e da presenca de
sinais de solventes, constatou-se que as amostras nao representam outliers, sendo,

portanto, mantidas no conjunto amostral.
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FIGURA 93 - INFLUENCE PLOT E HOTTELING T, DAS DIFERENTES ESPECIES DE
HANDROANTHUS E TABEBUIA

Influence Plot Hotelling T2

ooi00 o400

FONTE: A autora (2021).

Através dos graficos de scores e loadings relativos a PCA para as espécies
de Handroanthus e Tabebuia verificou-se que a primeira componente principal (PC1)
descreveu 42,63% da variancia dos dados, a segunda componente principal (PC2)
16,70% e a terceira componente principal (PC3) 9,90%, totalizando 69,23%. A
analise dos graficos de scores (PC1 x PC2 e PC1 x PC3), apresentou a formagao de
trés grupos distintos.

Em PC1 foi possivel observar a discriminagéo dos géneros Tabebuia (Grupo
1) e Handroanthus (Grupos 2 e 3). Enquanto que, em PC2 foi verificada a
diferenciacao entre as espécies do género Handroanthus em relagdo a coloragao da
corola destas (amarelos e rosa). Em outras palavras, o grupo 2 foi constituido
especificamente pelos ipés amarelos, representados pelas espécies H. albus, H.
catarinensis, H. chrysotrichus, H. ochraceus, H. pulcherrimus e H. serratifolius, ja o
grupo 3 foi composto pelos ipés rosa, representados pelas espécies H. heptaphyllus
e H. impetiginosus. O resultado obtido embasa os estudos anteriormente realizados
que propuseram a reclassificacdo dessas espécies, visto que, realmente ha

diferenga na composicao quimica destes dois géneros (FIGURA 94).
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FIGURA 94 - GRAFICO DE SCORES DE PC1 VERSUS PC2 UTILIZANDO AS AMOSTRAS
COLETADAS DAS ESPECIES DE HANDROANTHUS E TABEBUIA
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FONTE: A autora (2021).
LEGENDA: Grafico de loadings de PC1 versus PC2 explicando a influéncia das variaveis na
distribuicdo das amostras apresentadas nos scores.

A investigacdo dos metabdlitos responsaveis pela distingdo entre os grupos
pbde ser realizada através da analise do grafico de loadings (PC1 x PC2 e PC1 x
PC3). Este permitiu observar que um conjunto de compostos quimicos majoritarios e
minoritarios foi responsavel pela discriminagédo das espécies empregadas no estudo.
Entretanto, a discussao se limitou aos compostos quimicos que foram identificados
até o momento.

A analise do grafico de loadings (PC1 x PC2) do material botanico das
espécies de Handroanthus e Tabebuia permitiu inferir que os compostos adenosina
(xxv) (buckets em on 6,07, 8,23 e 8,32) e acido maleico (buckets em dn 5,93),
influenciaram na discriminagdo das duas espécies de Tabebuia das demais.
Enquanto que, a diferenciacdo das espécies de ipés amarelos foi influenciada pelo
acido fumarico (xxi) (bucket em &+ 6,53), tirosina (ix) (buckets em &H 6,88 e 7,22),
bem como pelo acido 3,4-dihidroxibenzoico (xxvii) (buckets em dn 7,43 e 7,47).

O agrupamento das espécies de ipés rosa (H. heptaphyllus e H.
impetiginosus) foi influenciado pelo acido p-hidroxibenzéico (xxvi) (buckets em oH
6,93 e 7,82) e pelo glicosideo iridoide 6-O-(4-metoxibenzoil)-crescentin IV 3-O-3-D-

glucopiranosideo (xxxi) (buckets em o+ 6,97 e 8,02).
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O primeiro grupo em PC1 versus PC3 foi constituido somente pelas
espécies do género Tabebuia (T. cassinoides e T. roseoalba) que ocuparam
majoritariamente a regido negativa de PC1 e positiva de PC3. O segundo grupo foi
composto pelas espécies pertencentes ao género Handroanthus, mais
especificamente, H. chrysotrichus, H. ochraceus, H. pulcherrimus, H. heptaphyllus e
H. impetiginosus, que possuem tanto corolas de coloragdo amarela quanto rosea, os
quais foram dispostos no lado positivo de PC1 e PC3. O terceiro grupo foi
caracterizado pelas espécies H. albus, H. catarinensis e H. serratifolius (ipés

amarelos) que ocuparam a regiao positiva de PC1 e negativa de PC3 (FIGURA 95).

FIGURA 95 - GRAFICO DE SCORES DE PC1 VERSUS PC3 UTILIZANDO AS AMOSTRAS
COLETADAS DAS ESPECIES DE HANDROANTHUS E TABEBUIA
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FONTE: A autora (2021).
LEGENDA: Grafico de loadings de PC1 versus PC3 explicando a influéncia das variaveis na
distribuicdo das amostras apresentadas nos scores.

Assim como observado anteriormente, a analise do grafico de loadings (PC1
x PC3) permitiu inferir que os compostos adenosina (xxv) (buckets em 6+ 6,07, 8,23
e 8,32) e acido maleico (buckets em 1 5,93) influenciaram na discriminagao das
espécies de Tabebuia das de Handroanthus (Grupo 1). Enquanto que a
diferenciacdo das espécies que formaram o grupo 2 foi devido ao aminoacido
iridoide  6-0O-(4-
metoxibenzoil)-crescentin 1V 3-O-B-D-glucopiranosideo (xxxi) (buckets em dH 6,97 e
8,02).

tirosina (ix) (buckets em OnH 6,88 e 7,22) e o dlicosideo
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O agrupamento das espécies de ipés amarelos (H. albus, H. catarinensis e
H. serratifolius) foi influenciado pelos acidos 3,4-dihidroxibenzdico (xxvii) (buckets
em on 7,43 e 7,47), p-hidroxibenzdico (xxvi) (buckets em &+ 6,93 e 7,82) e fumarico
(xxi) (bucket em dH 6,53) (Grupo 3).

4.3.2 Analise de Componentes Principais das flores das espécies de ipés brancos

pertencentes ao género Tabebuia

Uma vez que as amostras referentes ao género Tabebuia puderam ser
discriminadas das de Handroanthus, a PCA pbéde ser empregada com a finalidade
de discriminar as espécies Tabebuia cassinoides e Tabebuia roseoalba, em funcao
da composigao quimica das flores utilizando experimentos de RMN HR-MAS de "H.

Dentre os pré-processamentos testados, o escalamento por unidade de
variancia da regiao espectral de 5,35-10,30 ppm permitiu um claro agrupamento das
amostras, considerando a influéncia tanto dos compostos de menor intensidade
quanto dos metabdlitos majoritarios.

Através da andlise dos graficos de influence plot e Hotteling T, e
considerando um limite de 95% de confianga, foi observada a auséncia de outliers
(FIGURA 96).

FIGURA 96 - INFLUENCE PLOT E HOTTELING T, DAS DIFERENTES ESPECIES DE TABEBUIA
Influence Plot Hotelling T>

| . .
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FONTE: A autora (2021).
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Através dos graficos de scores e loadings relativos a PCA para as espécies
de Tabebuia verificou-se que a primeira componente principal (PC1) descreveu
30,74% da variancia dos dados e a segunda componente principal (PC2) 13,50%,
totalizando 44,24%. A andlise do grafico de scores (PC1 x PC2), apresentou a
formagao de dois grupos distintos.

As espécies de Tabebuia foram discriminadas em PC2, evidenciando a
similaridade da composigdo quimica destas. O primeiro grupo constituido pelo
conjunto amostral formado por T. cassinoides ocupou majoritariamente a regiao
positiva de PC2. Enquanto que, o segundo grupo foi composto por T. roseoalba,
estando disposto no lado negativo de PC2 (FIGURA 97).

FIGURA 97 - GRAFICO DE SCORES DE PC1 VERSUS PC2 UTILIZANDO AS AMOSTRAS
COLETADAS DAS ESPECIES DE TABEBUIA
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FONTE: A autora (2021).
LEGENDA: Grafico de loadings de PC1 versus PC2 explicando a influéncia das variaveis na
distribuicao das amostras apresentadas nos scores.

A analise do grafico de loadings (PC1 x PC2) do material botanico das
espécies de Tabebuia permitiu inferir que os compostos contendo um grupamento
aldeidico em sua estrutura (buckets em on 9,68 e 10,13) foram os que mais
contribuiram para a discriminagcédo da espécie Tabebuia cassinoides. Enquanto que a
espécie T. roseoalba foi influenciada pela adenosina (xxv) (buckets em d1 6,07, 8,23

e 8,32) e pelo acido fumarico (xxi) (bucket em dn 6,53), formando o segundo grupo.
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4.3.3 Analise de Componentes Principais das flores das espécies de ipés amarelos

pertencentes ao género Handroanthus

Nesse caso, a PCA foi empregada com o intuito de discriminar as espécies
de ipés amarelos pertencentes ao género Handroanthus (H. albus, H. catarinensis,
H. chrysotrichus, H. ochraceus, H. pulcherrimus e H. serratifolius) em fungéo da
composi¢do quimica das flores utilizando experimentos de RMN HR-MAS de 'H, de
forma a auxiliar na distincdo dessas espécies, visto a dificuldade que se tem na
identificacdo das mesmas em virtude das suas semelhangas morfoldgicas.

Dentre os pré-processamentos testados, a centragem na média (dado bruto)
da regiao espectral de 5,35-8,40 ppm permitiu um claro agrupamento das amostras,
assim o valor médio de cada coluna é calculado e posteriormente subtraido de cada
um dos valores da coluna (buckets). Dessa forma, a média torna-se zero e as
diferencas entre metabdlitos majoritarios e minoritarios sdo mais evidentes.

Através da anadlise dos graficos de influence plot e Hotteling T, e
considerando um limite de 95% de confianga, nao foi observada a presenca de
outliers (FIGURA 98).

FIGURA 98 - INFLUENCE PLOT E HOTTELING T, DAS DIFERENTES ESPECIES DE IPES
AMARELOS (HANDROANTHUS)
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FONTE: A autora (2021).
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Através dos graficos de scores e loadings relativos a PCA para as espécies
de Handroanthus verificou-se que a primeira componente principal (PC1) descreveu
91,17% da variancia dos dados e a segunda componente principal (PC2) 4,20%,
totalizando 95,37 %.

A analise dos graficos de scores (PC1 x PC2) apresentou a formagao de
dois grupos distintos, sendo que, em PC1 foi possivel observar a discriminagao das
espécies de ipés amarelos. O grupo 1 foi constituido pelas espécies H. albus, H.
catarinesis e H. serratifolius, enquanto o grupo 2 foi composto pelas espécies H.
chrysotrichus, H. ochraceus e H. pulcherrimus (FIGURA 99).

FIGURA 99 - GRAFICO DE SCORES DE PC1 VERSUS PC2 UTILIZANDO AS AMOSTRAS
COLETADAS DAS ESPECIES DE HANDROANTHUS
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FONTE: A autora (2021).
LEGENDA: Gréfico de loadings de PC1 versus PC2 explicando a influéncia das variaveis na
distribuicdo das amostras apresentadas nos scores.

A andlise do grafico de loadings (PC1 x PC2) das espécies de ipés amarelos
pertencentes ao género Handroanthus permitiu inferir que os compostos que
influenciaram na discriminagao das espécies contidas no grupo 1 foram o glicosideo
iridoide  6-O-(4-metoxibenzoil)-crescentin IV 3-O-B-D-glucopiranosideo  (xxxi)
(buckets em &1 6,97 e 8,02) e os acidos fumarico (xxi) (bucket em ®n 6,53), p-
hidroxibenzdéico (xxvi) (buckets em o1 6,93 e 7,82) e 3,4-dihidroxibenzdico (xxvii)

(buckets em dn 7,43 e 7,47). Enquanto que a discriminagédo de H. chrysotrichus, H.
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ochraceus e H. pulcherrimus (Grupo 2) foi influenciada pela tirosina (ix) (buckets em
oH 6,88 e 7,22).

4.3.4 Analise de Agrupamentos Hierarquicos das flores das espécies de
Handroanthus e Tabebuia

A Analise de Agrupamentos Hierarquicos (HCA) € um meio de estruturar um
conjunto complexo de observagdes em grupos uUnicos com base em suas
semelhancas. De maneira simplificada, pode ser descrita como uma técnica que
identifica grupos homogéneos de forma que as similaridades dentro do grupo sejam
grandes em comparagao com as existentes entre os grupos.

Neste trabalho a HCA foi empregada para averiguar a similaridade entre as
especies H. albus, H. catarinensis, H. chrysotrichus, H. heptaphyllus, H.
impetiginosus, H. ochraceus, H. pulcherrimus, H. serratifolius, T. cassinoides e T.
roseoalba utilizando a regido espectral de 5,35-8,40 ppm. Os calculos usados foram
a distancia Euclidiana juntamente com o método de Ward, além do procedimento
aglomerativo hierarquico para estabelecer os agrupamentos.

No dendograma obtido as linhas horizontais representam o perfil espectral
de RMN HR-MAS de 'H das espécies de Handroanthus e Tabebuia e as linhas
verticais referem-se as semelhancgas entre as amostras em termos de distancias
euclidianas, que se originaram da analise de agrupamento entre pares de amostras

e entre grupos de amostras (FIGURA 100).
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FIGURA 100 - DENDOGRAMA OBTIDO POR HCA UTILIZANDO AS AMOSTRAS COLETADAS DAS
ESPECIES DE HANDROANTHUS E TABEBUIA
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FONTE: A autora (2021).

LEGENDA: TR_IB — Tabebuia roseoalba_lpé Branco; TC_IB — Tabebuia cassinoides_Ipé Branco;
HI_IR — Handroanthus impetiginosus_Ipé Rosa; HH_IR — Handroanthus heptaphyllus_|pé Rosa;
HS_IA — Handroanthus serratifolius_lpé Amarelo; HCa_lA — Handroanthus catarinensis_Ipé Amarelo;
HA_IA — Handroanthus albus_lpé Amarelo; HP_IA — Handroanthus pulcherrimus_|pé Amarelo;
HCh_IA — Handroanthus crhysotrichus_lpé Amarelo; HO_IA — Handroanthus ochraceus_Ipé Amarelo.

Analisando o dendograma da esquerda para a direita verificou-se a
formagdo de quatro grupos distintos. O grupo A é composto pelas espécies T.
cassinoides e T. roseoalba, o grupo B por H. heptaphyllus e H. impetiginosus e 0s
grupos C e D sdo formados pelas espécies H. albus, H. catarinensis e H.
serratifolius, e por H. crhysotrichus, H. ochraceus e H. pulcherrimus,
respectivamente.

O grupo A formado pelos ipés brancos, pertencentes ao género Tabebuia, é
0 que se apresenta mais distante dos demais, hum primeiro momento tém-se a
formacao de dois subgrupos, um para T. cassinoides e outro para T. roseoalba, mas
estes em seguida ja formam um unico grupo.

O grupo B ¢é constituido pelos ipés rosa, pertencentes ao género
Handroanthus, observa-se que assim como ocorre para o grupo A num primeiro
momento tém-se a formacao de dois subgrupos, um para H. heptaphyllus e outro

para H. impetiginosus, mas em conseguinte ocorre o0 agrupamento destas espécies.
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Enquanto que, o grupo C e D, ambos compostos pelos ipés amarelos,
formam grupos distintos inicialmente, mas que posteriormente se agrupam formando
um unico grupo maior.

Foi possivel observar que além desses agrupamentos ha num determinado
momento a formacdo de um grupo maior onde esta contida todas as espécies
pertencentes ao género Handroanthus e que este, assim como mencionado
anteriormente, possui um grande distanciamento do grupo formado pelas espécies
de Tabebuia.

Os resultados obtidos através da HCA suportam os da PCA, demonstrando
assim o potencial da técnica de RMN HR-MAS para auxiliar na quimiossistematica
desses géneros, pois possibilita a obtengdo de dados que demonstram que as
amostras das espécies de Handroanthus estdo mais proximas umas das outras e

distantes das de Tabebuia.

4.4 CORRELACAO ENTRE OS METABOLITOS IDENTIFICADOS NAS
DIFERENTES PARTES DAS ESPECIES DE HANDROANTHUS E TABEBUIA

Apos analise visual do perfil espectral das trés partes distintas das espécies
de Handroanthus e Tabebuia, correlacionou-se os dados e verificou-se as diferencas
entre as amostras, observando os sinais caracteristicos para metabdlitos primarios e
secundarios, de forma a distinguir os dois géneros em estudo. Além de caracterizar
a composigcao quimica dos ipés amarelos, rosa e brancos, levando em consideragao

cada parte estudada.
4.4.1 Comparacao dos perfis espectrais das cascas do caule, flores e folhas

Em conjunto com o estudo dos perfis espectrais das flores das espécies H.
albus, H. catarinensis, H. chrysotrichus, H. heptaphyllus, H. impetiginosus e T.
roseoalba, realizou-se também as analises das cascas do caule e folhas,
empregando os mesmos parametros experimentais. Estes experimentos tiveram
como principal objetivo, contribuir para a quimiotaxonomia destes géneros através
da identificacdo estrutural dos compostos presentes nestas trés partes distintas das
arvores de ipés (FIGURAS 101 a 106).



FIGURA 101 - ESPECTROS DE RMN HR-MAS DE 'H (6x 0,30-10,50) DE H. albus
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FIGURA 102 - ESPECTROS DE RMN HR-MAS DE "H (&~ 0,30-10,50) DE H. catarinensis
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FIGURA 103 - ESPECTROS DE RMN HR-MAS DE 'H (6x 0,30-10,50) DE H. chrysotrichus

_____________ |
| Cascas do caule m
L o o e e e e e 1

ol

T T T T T T T T T T T T T T T T T T

T T T
100 95 90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 ppm

FONTE: A autora (2021).

FIGURA 104 - ESPECTROS DE RMN HR-MAS DE 'H (6x 0,30-10,50) DE H. heptaphyilus
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FONTE: A autora (2021).
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FIGURA 105 - ESPECTROS DE RMN HR-MAS DE "H (&+ 0,30-10,50) DE H. impetiginosus
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FONTE: A autora (2021).

FIGURA 106 - ESPECTROS DE RMN HR-MAS DE "H (6+ 0,30-10,50) DE T. roseoalba
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FONTE: A autora (2021).

As trés partes analisadas, das 6 espécies citadas acima, apresentaram um
perfil espectral distinto, no qual se observa a presenca de metabdlitos primarios e
secundarios. Na regidao entre o1 5,45-8,40 foram observados diversos sinais de
hidrogénios aromaticos e olefinicos para todas as partes das espécies H. albus, H.
heptaphyllus, H. impetiginosus e para as flores de H. chrysotrichus e H. catarinensis.
Contudo, as cascas do caule e folhas de H. chrysotrichus, H. catarinensis e T.
roseoalba, além das flores desta utlima espécie, ndo apresentaram sinais intensos

nesta regiao.
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FIGURA 109 - ESPECTROS DE RMN DE 'H (&1 0,50-8,10) DAS FOLHAS DAS ESPECIES DE HANDROANTHUS E TABEBUIA
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5 CONSIDERAGOES FINAIS

A espectroscopia de RMN HR-MAS de 'H revelou-se uma excelente
ferramenta para distinguir os géneros Handroanthus e Tabebuia, de forma a auxiliar
na quimiossistematica dessas espécies morfologicamente semelhantes. Além de
possuir a vantagem de permitir a obtencdo de informagbes relevantes sobre a
composigao quimica diretamente das amostras, em seu ambiente natural, de forma
simples e direta.

Dentre as 14 espécies de Handroanthus e Tabebuia presentes na flora do
estado do Parana, foi possivel a analise de 10 destas através da técnica de
Ressonancia Magnética Nuclear (RMN), sendo estas identificadas como: H. albus,
H. catarinensis, H. chrysotrichus, H. heptaphyllus, H. impetiginosus, H. ochraceus, H.
pulcherrimus, H. serratifolius, T. cassinoides e T. roseoalba.

A RMN HR-MAS de 'H permitiu evidenciar, através da analise direta do
material vegetal coletado, a similaridade quimica entre as espécies de ipés
estudadas neste trabalho. Os ipés brancos, representados pelas espécies T.
cassinoides e T. roseoalba, apresentaram sinais pouco resolvidos e de baixa
intensidade para os compostos aromaticos. Ja as flores dos ipés amarelos e rosa
apresentam em sua composi¢cdo varias substancias contendo anéis aromaticos
substituidos, demonstrando assim, serem uma importante fonte natural destes
compostos.

Tratando-se da concordancia dos dados obtidos, foi desenvolvida a analise
das espécies em dois anos distintos, visando verificar se houve alteragado no padrao
dos sinais referentes a composicdo quimica destas. Os resultados adquiridos
permitiram constatar que ndo houve modificagdo do perfil espectral em ambas as
coletas. Porém, foi possivel identificar variagbes nas intensidades de alguns sinais,
estas provavelmente relacionadas a fatores ambientais.

A analise do perfil espectral d¢ RMN HR-MAS de 'H e de RMN em solugéo
uni e bidimensionais, bem como comparacdées com dados da literatura, permitiu
identificar 31 metabdlitos (primarios e secundarios) nas trés partes distintas das
espécies de Handroanthus e Tabebuia, sendo estes, os aminoacidos isoleucina,
valina, treonina, a-alanina, GABA, glutamina, $-alanina, acido aspartico e tirosina; os
agucares a-frutose, sacarose, rafinose, 3-galactose, B-glicose, B-manose, a-glicose e

a-galactose; os compostos nitrogenados trimetilamina, alantoina e o nucleosideo
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adenosina; os acidos malico, succinico, maleico, fumarico, férmico, p-
hidroxibenzéico, 3,4-dihidroxibenzdico, cafeico, 5-O-cafeoilquinico e 3,5-
dicafeoilquinico, além do glicosideo iridoide 6-0-(4-metoxibenzoil)-crescentin IV 3-O-
B-D-glucopiranosideo.

A RMN HR-MAS aliada a quimiometria possibilitou discriminar o género
Tabebuia de Handroanthus pela presenga dos compostos adenosina e acido
maleico. Enquanto que as espécies de Handroanthus se distinguiram pela presenca
dos metabdlitos tirosina e dos acidos fumarico e 3,4-dihidroxibenzoico nos ipés
amarelos, bem como do acido p-hidroxibenzdéico e do glicosideo iridoide 6-O-(4-
metoxibenzoil)-crescentin IV 3-O-B-D-glucopiranosideo nos ipés rosa.

A PCA também permitiu diferenciar as espécies de ipés brancos pela
presenca da adenosina e do acido fumarico em T. roseoalba. Além disso, as
espécies de ipés amarelos se distinguiram formando dois grupos, o primeiro
constituido por H. albus, H. catarinesis e H. serratifolius, o qual teve a formagao
influenciada pela presenca dos compostos acidos fumarico, p-hidroxibenzdico e 3,4-
dihidroxibenzéico e de  6-O-(4-metoxibenzoil)-crescentin IV 3-O-B-D-
glucopiranosideo. Enquanto que a discriminagao de H. chrysotrichus, H. ochraceus e
H. pulcherrimus foi influenciada pela tirosina.

As informagdes obtidas pela PCA foram confirmadas empregando a HCA,
que demonstrou uma consistente distingdo entre os géneros em estudo, e até
mesmo entre as espécies do género Handroanthus, devido a formagdo de quatro
agrupamentos distintos. Assim sendo, verificou-se que os dados obtidos pela
associagdo da RMN com as analises quimiométricas podem ser utilizados na
quimiossistematica desses taxons.

As analises das diferentes partes - cascas do caule, folhas e flores -, das
espécies H. albus, H. chrysotrichus, H. catarinensis, H. heptaphyllus, H.
impetiginosus, T. cassinoides e T. roseoalba, permitiram observar que ha compostos
distintos em cada uma destas, e que, nas condi¢des empregadas nesse estudo, a
flor € o material botanico que apresenta sinais com maior intensidade na regiao de
compostos contendo hidrogénios aromaticos e olefinicos.

O desenvolvimento das anadlises permitiu visualizar uma diferenca
substancial entre os perfis espectrais das amostras, dando embasamento ao estudo,
que visou obter informacgdes relevantes acerca destes géneros, além de demonstrar

a potencialidade da técnica para estudos nesta vertente. Assim, o trabalho comprova
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que os espectros obtidos por RMN HR-MAS de 'H aliados a analises quimiométricas
podem fornecer subsidios para auxiliar na quiomiotaxonomia das espécies
pertententes a Handroanthus e Tabebuia, uma vez que fornece um perfil informativo
da matriz analisada.
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APENDICE 2 — METABOLITOS IDENTIFICADOS NO ESTUDO

FIGURA 110 - METABOLITOS IDENTIFICADOS NAS CASCAS DO CAULE, FLORES E FOLHAS
DAS ESPECIES DE HANDROANTHUS E TABEBUIA EMPREGADAS NO ESTUDO
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FIGURA 110 (CONT.) - METABOLITOS IDENTIFICADOS NAS CASCAS DO CAULE, FLORES E
FOLHAS DAS ESPECIES DE HANDROANTHUS E TABEBUIA EMPREGADAS NO ESTUDO
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ANEXO 1 — MAPA DE DISTRIBUIGAO DOS BIOMAS BRASILEIROS

FIGURA 111 - MAPA DE DISTRIBUIGAO DOS BIOMAS BRASILEIROS
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