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Chemical Composition of Fruits and Flowers from Clusia nemorosa G. Mey.
(Clusiaceae)

Abstract: The species Clusianemorosais popularly known as “camacari”. The flowers are visited by bees, mainly
native and the floral resin is used for the construction of nests, being the polyisoprenylated benzophenones
the main components of this resin. The present work aimed to analyze the chemical constituents of the
flowers and fruits of Clusia nemorosa. The flowers and fruits were extracted with ethanol. The ethanolic
extract was subjected to extraction in solid phase with methanol. Analyzes of the methanolic fraction by
ultra-performance liquid chromatography coupled with a diode array detector and quadrupole time-of-
flight mass spectrometry (UPL das benzofenonas prenilados detectados C-DAD-qTOF-MS) and combined
with the use of data-independent acquisition (MSE) for the profiling and structural characterisation of the
compounds. The compounds were identified as condensed tannins, steroids and isomers of prenylated
benzophenones. The chemical profile when compared of flowers and fruits showed little variation. The
analysis of the high resolution mass spectra allowed to identify, classify and separate the two main types of
nuclei from the prenylated benzophenones present in the flowers and fruits of Clusia nemorosa.

Keywords: Clusiaceae, Clusia nemorosa; UPLC-DAD-qTOF-MSE; benzophenones.

Resumo

A espécie Clusia nemorosa é popularmente conhecida como “camacari”. As flores sdo visitadas por
abelhas, principamente nativas e a resina floral é utilizada para a construgdo de seus ninhos, sendo as
benzofenonas poliisopreniladas os principais componentes desta resina. O presente trabalho teve como
objetivo analisar os constituintes quimicos das flores e frutos de Clusia nemorosa. As flores e frutos
foram extraidos com etanol. O extrato etandlico foi submetido a extragdo em fase sélida com metanol.
As analises da fragdo metandlica foram realizadas através da cromatografia liquida de ultra eficiéncia
acoplada ao detector de arranjo de diodos e espectrémetro de massas por tempo de v6o. Os compostos
foram identificados como taninos condensados, esteroide e isomeros de benzofenonas preniladas. O
perfil quimico das flores e frutos quando comparado apresentou pouca variagao. A analise dos espectros
de massas de alta resolugdo permitiu identificar, classificar e separar os dois principais tipos de ntcleos
das benzofenonas preniladas presentes nas flores e frutos de Clusia nemorosa.
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1. Introdugao

O género Clusia (Clusiaceae) é considerado
neotropical e possui cerca de 200 espécies
amplamente distribuidas em regides da América
Central e América do Sul! A espécie Clusia
nemorosa é encontrada desde a costa norte
do Brasil até o Rio de Janeiro e nas florestas e
vegetacdo de “Campo Rupestre” da Amazobnia
até a Bahia e Pernambuco,’? e é popularmente
conhecida como "camagari", "orelha-de-burro",
"clusia-capelinha" entre outros. Apresenta-se
como arvore arbustiva comum na Regido do
Nordeste brasileiro exibindo flores brancas e
frutos verdes.® Estudos anteriores levaram ao
isolamento de benzofenonas poliisopreniladas,*

derivados de floroglucinol,> esteroides,>®
terpenos’ e flavonoides.® Estas substancias sdo
produzidas pelas plantas principalmente como
mecanismo de defesa.>’ As principais atividades
bioldgicas relatadas para Clusia nemorosa sao as
atividades analgésica® e anti-inflamatéria.®

O presente trabalho teve como objetivo
analisar os constituintes quimicos das flores e
frutos de Clusia nemorosa. As anadlises foram
realizadas através da Cromatografia Liquida
de Ultra Eficiéncia Acoplada ao Detector de
Arranjo de Diodos e Espectrometro de Massas
por Tempo de V6o (UPLC-DAD-qTOF-MSE). A
desreplicagdo dos compostos foi realizada com
esta técnica devido a versatilidade, rapidez, alta
sensibilidade e precisdo dos dados. O trabalho
é uma continuagdao dos estudos com a espécie
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Clusia nemorosa® e faz parte do estudo quimico
de flores visitadas por abelhas na regidao Nordeste
do Brasil. A resina floral de Clusia nemorosa é
utilizada pelas abelhas para a construcao de seus
ninhos, sendo as benzofenonas poliisopreniladas
os principais componentes desta resina, uma
classe de compostos biologicamente ativos.°

2. Material e Métodos

2.1. Material vegetal

As amostras das flores e frutos de Clusia
nemorosa foram coletadas no Campus da
Universidade Federal Rural de Pernambuco
(UFRPE), Recife, Brasil. Uma exsicata (Voucher
namero 51474) encontra-se depositada no
Herbdario Vasconcelos Sobrinho, Universidade
Federal Rural de Pernambuco. Numero de
cadastro no SisGen A506D25.

2.2. Extragdao e fracionamento por SPE das
flores e frutos de Clusia nemorosa

As flores (16,0 g) e frutos (67,7 g) de Clusia
nemorosa foram extraidas com etanol absoluto
(30 minutos) em banho de ultrassom (Unique,
USC-1600, Sao Paulo, Brasil). A solugdo extrativa
foi filtrada e concentrada em rotaevaporador
fornecendo os extratos etandlico bruto das
flores (1,9 g) e frutos (6,0 g). Uma porgdo dos
extratos etandlicos (100,0 mg) foi dissolvida
em 1 mL de metanol grau HPLC e aplicada em
cartucho Sep-Pak plus C , (Waters, Manchester,
UK) para extracdo em fase solida (SPE) e foi
sequencialmente condicionado com 10 mL
de metanol e 10 mL de agua. Em seguida os
compostos foram eluidos com metanol (10 mL)
fornecendo as fragbes metandlicas que foram
rotaevaporadas, redissolvidas em metanol e
filtradas em membrana com poros de 0,45 pum
de didmetro (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO,
USA). As fragdes metandlicas foram submetidas as
analises por UPLC-DAD-qTOF-MSE para avaliagdo
do perfil quimico e identificacdo dos compostos.

2.3. Analises por UPLC-PDA-qTOF-MSE

Os experimentos analiticos de LC-DAD-MS
foram realizados utilizando um cromatdgrafo
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liqguido de ultra eficiéncia ACQUITY UPLC H-Class
(Waters Corporation, Milford, MA, EUA), acoplado
ao espectrometro de massas de alta resolucdo
(Xevo G2-XS gTOF, Waters, EUA) com ionizagdo por
electrospray (ESI). As separa¢des cromatograficas
foram realizadas utilizando uma coluna ACQUITY
UPLCTM BEH C , (2,1 x 50 mm x 1,7um, Waters,
EUA) a 40 °C. A eluicdo foi realizada com solucdo
de 4cido férmico 0,1% (v/v) (A) e acetonitrila 0,1%
de acido férmico (B) nas seguintes condigdes: 0-8
min, 40-99% (B), e 8-11 min, 99% (B), fluxo de 0,4
mL.min? e em cada analise foram injetados 4,0 pL
da amostra, apés acondicionamento da coluna. O
monitoramento foi feito a 290 e 320 nm (UPLC-
DAD). O espectrometro de massas foi operado
em modo positivo de ionizagdo (ESI*), em modo
sensibilidade. A deteccao foi realizada no modo
centroide MSf em uma faixa de massa m/z 50-
1200 Da. A voltagem do capilar foi ajustada em
3,5 kV para ESI; gas de dessolvatagdo (N,) 800
L.h? e 450 °C. A taxa de fluxo de gas 50 L.h? e
temperatura de 120 °C. Foi utilizada uma rampa
em relacdo a alta energia de 10 a 30 eV. Todas
as anadlises foram realizadas utilizando lockspray
para garantir a precisao e reprodutibilidade dos
valores de massas. Leucina-encefalina (200,0
pg.mL?) foi utilizado como padrdo/referéncia para
calibragdo. A aquisicdo e analise dos dados foi
realizada utilizando o software Waters MassLynx.
Os solventes utilizados foram de grau analitico ou
grau LC-MS. Foram usados filtros de membrana
com poros de 0,45 um de diametro (Sigma
Chemical Co., St. Louis, MO, USA) parafiltragdo das
amostras e dos solventes: metanol, acetonitrila
(J. T. Baker, Phillipsburger, EUA) e agua Mili-Q
(Millipore, EUA). A determinacgdo estrutural foi
realizada através da busca da férmula molecular
em bases de dados como o SciFinder Scholar ou
Metlin (http://metlin.scripps.edu/index.php)
e identificagdo por propostas mecanisticas de
fragmentacdo (obtidas em experimentos tandem).

3. Resultados e Discussao

3.1. Desreplicagao dos compostos por UPLC-
DAD-qTOF-MS¢

Com o auxilio dos dados de UPLC-DAD-qTOF-
MSE foi possivel a tentativa de identificacdo
de 18 compostos nas flores e 21 nos frutos de
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Clusia nemorosa, totalizando 23 compostos
diferentes (Tabela 1). As substancias identificadas
foram classificadas como taninos condensados
(1 e 2), derivado esteroide ou triterpeno (5),
e benzofenonas preniladas (3, 4, 6 a 23). Os
taninos mostraram absor¢des nos espectros de
UV em torno de 280 nm e os compostos do tipo
benzofenonas preniladas na faixa de 330 a 380
nm.* A identificacdo dos principais compostos
foi realizada por uma pesquisa de composicao
elementar combinado com os resultados dos
componentes relatados na literatura para a
espécie Clusia nemorosa ou em outras espécies
pertencentes a mesma familia. Os dados foram
confirmados pelas analises dos espectros de UV
e MSE. A técnica MSE permite analisar amostras
complexas e obter na mesma analise os espectros
de massas de alta resolugdo com baixa energia
de colisdo (mostra a presenga acentuada do pico
do ion protonado e dos adutos formados) e com
maior energia de colisdo (a abundancia relativa
dos ions produtos que geram moléculas neutras é
aumentada e mais fragmentos sdo observados). A
maioria das substancias foi encontrada tanto nas
flores como nos frutos, com exce¢do do composto
hidroxinemorosona (10) que ocorre apenas nas
flores, acido dihidro nemorosinico A (8) e acido
nemorosinico A (isbmeros 3 e 4) com ocorréncia
apenas nos frutos.

As andlises dos espectros de massas foram
realizadas nos modos de ionizagdo positivo
que forneceu informacgdes sobre as estruturas
e fragmentos das benzofenonas preniladas.
Foram observados os ions [M+H]* e [M+Na]*
para os constituintes quimicos dos frutos e
flores (Tabela 1). Os cromatogramas obtidos por
UPLC-qTOF/MSE em modo positivo da fragdo SPE
metandlica das flores e frutos de Clusia nemorosa
estao na Figura 1.

Os isbmeros 1 e 2 apresentaram absorc¢do
maxima no UV em 280 nm. O pico do ion
molecular protonado em m/z 1155,2762 [M+H]*
com a sequéncia de trés perdas sucessivas de
unidades de catequina (m/z 288) é sugestivo da
presenca de tanino condensado, provavelmente
uma tetracatequina.

O composto 5 mostrou pico do ion molecular
protonado em m/z 489,2847 [M+H]* com
eliminagdo de H,0 em m/z 471,2755 [M+H-
H,O]* e CO, em m/z 445,2578 [M+H-CO,]". Estes
dados juntamente com a auséncia de absorgdo
no espectro de UV sugeriu que o composto pode
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ser derivado esteroide ou triterpeno. Na literatura
ja existe relato da presenca de esteroides como
estigmasterol e B-sitosterol nos frutos de Clusia
nemorosa.>®

O perfil de fragmentagdo dos ions percursores
das benzofenonas prenilados detectados por
espectrometria de massas de alta resolucao
permitiu a separacdao em dois grupos, baseado
nos padrdes de fragmentagdo: benzofenonas
com ion produto final de 217 Da (3, 4, 6, 7, 9,
11, 12, 13, 14, 15, 17, 18, 19, 20, 21 e 22) e
benzofenonas com ion produto final de 177
Da (10, 14 e 17). A demonstracdo da formacao
dos dois tipos de ions produtos é mostrada nas
Figuras 2 a 7. Nas Figura 2 a 5 estao os espectros
de UV, massas de alta resolucao em baixa e alta
energia e o mecanismo para formacdo do ion
produto final m/z 217 a partir dos compostos
identificados como acido nemordsico (9, Figura
2), acido nemorosinico A (11, Figura 3), acido
nemorosinico B (16, Figura 4) e nemorosonol
B (21, Figura 5). Nas Figuras 6 e 7 estdo os
espectros de ultravioleta e de massas em baixa
e alta energia das benzofenonas caracterizadas
como hidroxinemorosa (10) e nemorosona (17),
respectivamente, representando a formacao do
ion produto final em m/z 177.

Os isdbmeros 3, 4 e 11 (acido nemorosinico
A e isOmeros) exibiram o pico do ion molecular
protonado em m/z 531,2741 [M+H]* e aduto em
m/z 553,2560 [M+Na]* com absorcdo maxima
no UV entre 280 e 380 nm. Os espectros MS?
forneceram os ions resultantes da eliminagdo
de cadeia alquilica em m/z 463,2113 [M+H-
C,H,l", além da perda da cadeia alquilica com
oxigénio em 309,1113 [M+H-CH-CH O]
sugerindo a presenca de 4cido carboxilico,
seguida pela elimina¢do de um anel aromatico
em m/z e 231,0656 [M+H-CH.-CH O-CH]". O
ion produto final em m/z 217,0860 [M+H-CH,-
C,H,,0.,]' é formado pela perda das cadeias
alquilicas presentes nas moléculas, caracteristicas
de benzofenonas preniladas. De acordo com
o0 padrao de fragmentagdao e comparagao com
os dados da literatura*® foi possivel sugerir a
estrutura como sendo o acido nemorosinico A e
seus isdmeros, sendo ja isolado dos frutos de C.
nemorosa. O padrdo de formagdo de ions produtos
pode ser estendido para outros compostos com
o mesmo ion produto final m/z 217 (Figuras 2 a
5). Os isdmeros 15 e 16 (acido nemorosinico B)
mostraram o pico do ion molecular protonado
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Tabela 1. Caracterizagao dos compostos das flores e frutos de Clusia nemorosa por UPLC-DAD-qTOF-MSE
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Calculado [M+H]*

Tr (n"r‘:) [M+H]*/ [M+Na]* (FM) (ppm)/ [M+Na]* (ppm) Fragmentos Possivel substancia Referéncia
, , , B , +H-catequinal’, B +H-2xcatequinal’, , etracatequina
1 - ogo 1155 2762/11 77,2506 1155,2764 (0,17)/ 867,2123 [M+H inal*, 579,1498 [M+H-2 inal*, 291,0870 T i
! CeoH:00,, 1177,2562 (-4,75) [M+H-3xcatequina]* (Isémero 1)
) 040 280 1155,2764/11 77,2506 1155,2764 (0,17)/ 867,2123 [M+H-catequinal*, 579,1498 [M+H-2xcatequina]*, 291,0870 Tetracatequina
! CyoHs00,, 1177,2562 (-4,75) [M+H-3xcatequina]* (Isémero 1)
463,2113 [M+H-C.H,]*, 309,1113 [M+H-CH,-C,H,,0,]*, 231,0656 7 . -~
3 410 s °3L2741/553,2560 531,278 (000" 1rop'c b -c W 0,-C. AT, 219,1027 [M+H-CH-CH, O.]", 217,0860  ~id0 nemorosinico A 4
(C..H..0)) 553,2560 (0,00) 5’8 9 142 6 6 5''8 16202 (isémero 1)
331386 ’ ’ [M+H-C,H-C, H,,0,]*
463,2113 [M+H-CH,]*, 309,1113 [M+H-CH,-C,H,,0,]", 231,0656 . L
4 416 g0 C3LA741/5532560 - 531,2781(0001 1y p'e b o w0 €T, 219,1027 [MH-CHCH, O.]", 217,0860 190 nemorosinico A 4
(C..H..0) 553,2560 (0,00) 5778 9 142 6 6 5’8 7160202 (isémero 1)
331386 ’ ’ [M+H-C,H-C, H,,0,]*
489,2847/511,2715 489,2847 (0,00)/ ., " ., Derivado esteroide ou
- +H- +H- +H-
5 4,77 (€ H.0) 5112666 (3,32) 471,2755[M+H-H,0]", 453,2672 [M+H-2xH,0]", 445,2578 [M+H-CO ] —
529,3159/ 551,2977 529,3159 (0,00)/ 461,2543 [M+H-C,H,', 307,1540 [MH-CH CH, O, 289,1443 Acido nemorésico
6 4,86 287 (C.H.0) 5512979 (.0,36) [M+H-C,H,-CH,,-0,-H,0]", 219,0613 [M+H-C H ,0,-C,H,-H,0T", (isomero | 5
31 a7 ’ ’ 217,0818 [M+H-C, H,,0,-C,H,-H,0-2H]*
287, 529,3159/ 551,2977 529,3159 (0,00)/ AL 258 TR T 307 O [IRATHG il O A L Acido nemordésico
7 5,04 [M+H-C_H_-C_H. -O.-H.0]*, 219,0613 [M+H-C, H_ O.-C,H. -H.OJ", . 5
334 (C..H,,0) 551,2979 (-0,36) 5’89 4 2 D 10 114274 107 2 (isémero 11)
31 a7 217,0818 [M+H-C, H,,0,-C,H, -H,0-2H]*
477,2283 [M+H-C,H,]", 465,2272 [M+H-C_H,]*, 447,2178 [M+H-
g 514 285, 533,2897 / 555,2712 533,2897 (0,00)/ C,H.0,]", 409,1646 [M+H-C,H,.-C.H,], 311,1227 [M+H-C,H,-CH 0., Acido dihidro
’ 362 (C,,H,,0,) 555,2717 (-0,90) 233,1131 [M+H-CH,-C,H,,0,-C_H ], 219,1015 [M+H-C,H,-C H, O,", nemorosinico A™
217,0863 [M+H-CH,-C, H,,0,]*
529,3159/ 551,2977 529,3159 (0,00)/ Aot A5 NG 307 AERDlE R sl O 289'144? Acido nemorésico
9 5,41 287 (C.H.0) 5512979 (-0,36) [M+H-CH,-C.H_,-0,-H,0]*, 219,0613 [M+H-C, H,,0,-C,H, -H,O[", (isomero 1) 5
31 a7 ’ ’ 217,0818 [M+H-C, H,,0,-C,H, -H,0-2H]*
451,2484 [M+H-CH,]*, 395,1853 [M+H-C,H_-C,H ]*, 327,1224 [M+H-
10 551 287 519,3(1CO7 |-{ 531).2933 iii'gégi E(;,zg 2xCH,-C,H,]", 271,0598 [M+H-2xC_H,-2xC,H,]*, 177,0193 [M+H- Hidroxinemorosona’ 12
33 425 ’ ’ 2xC,H,-2xC,H,-C_H O]*
B B 270, 531,2741 / 553,2560 531,2741 (0,00)/ [,\A“f::élﬁg\:r"gc_scl"ﬂ ]'+322'91157['\[/"\;:'_IC_5CHI§|'C_9CH1|f|ozg)'13321£6§:60 Acido nemorosinico A 4
’ 380 (C..H..0) 553,2560 (0,00) 5’8 9 142 e e s S 5’8 T160 20721 1 ST (isémero 1l1)
331386 [M+H-CH,-C, H,,0,]*
Continua...
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Continuagao...
457,2584 [M+H-C,H_]", 445,2581 [M+H-C.H_]*, 411,2534 [M+H-CH_ - Acido dehidro
12 627 332 513’3(2c10|-{ 555)'3036 g;éig;g Eg'(jg; CO,J*, 389,1955 [M+H-C.H,-C,H,I", 219,1013 [M+H-CH-C_H O],  nemorosinico B (isémero
1 laa s ’ ’ 217,1018 [M+H-CH,-C_H 0O ] )
457,2584 [M+H-C,H,]", 445,2581 [M+H-CH_]*, 411,2534 [M+H-CH_ - Acido dehidro
13 630 331 513'3(2(:10 |-{ 535),3036 §§§§§§8 Egl(l)(z); €O, ", 389,1955 [M+H-CH,-C H,I*, 219,1013 [M+H-C.H-C_H, O],  nemorosinico B (isémero
a6 ’ ' 217,1018 [M+H-C.H,C_H, O ] )
435,2526 [M+H-C_H_]", 447,2834 [M+H-C,H_]*, 379,1898 [M+H-C_H -
14 709 274 503'3(1c54|-{ 555)'2974 ig?i;;? E_g'ig; C,H,J", 311,1272 [M+H-2xC,H,-C H,*, 255,0648 [M+H-2xC,H,-2xC,H,I", N:S'L’::::(;’Ba 13,14
3142 ' ' 177,0189 [M+H-2xCH,-2xC,H,-C.H ]*
5 ess 272 511,3054/533,2872 511,3054 (0,00) 455,2432 [M+H-C,H,]", 43,2431 [M+H-C,H_]", 409,2377 [M+H-CH, - Acido nemorosinico B s
' 358 (C,,H,,0,) 533,2873(-0,18)  CO,I", 219,093 [M+H-CH,C,_H. O,]*, 217,0865 [M+H-C,H,-C, H, O] (isémero I)
6 69y 272 511,3054/5332872 511,3054 (0,00) 455,2432 [M+H-C,H_]", 43,2431 [M+H-CH_]", 409,2377 [M+H-CH - Acido nemorosinico B .
' 335 (C,H,,0,) 533,2873(-0,18)  CO,J', 219,093 [M+H-CH,-C_H. O ]*, 217,0865 [M+H-C,H,-C, H, O] (isémero Il)
435,2526 [M+H-C_H,I", 447,2834 [M+H-C H_]*, 379,1898 [M+H-C_H,-
17 7,09 274 503’3(1c54|-{ 5353'2974 igi;;gg E_g'ig; C,H,I", 311,1272 [M+H-2xC,H,-C H,]*, 255,0648 [M+H-2xC,H,-2xC,H,I*, ’\:S::urec:io:; 13, 14
a2 ' ' 177,0189 [M+H-2xC_H,-2xC,H,-C.H ]*
427,2838 [M+H-C,H_I", 415,2835 [M+H-C,H_]*, 359,2209 [M+H-C_H - .
18 721 270 483’3?CGGH/ 585)'3284 :gi'gggg E_g'g;; C,H,J", 291,1590 [M+H-2xC_H,-C H,]*, 235,0960 [M+H-2xC_H,-2xC,H,I", NemorOSO”:’)'B('”mero 12
146 ' ' 219,1012 [M+H-3xC.H,-C,H, I*, 217,0856 [M+H-3xCH,-C H, -2H]’
427,2838 [M+H-C,H_J", 415,2835 [M+H-C.H_]*, 359,2209 [M+H-C_H - -
19 727 274 483%6?_'5%5')3284 ig?;ggz E_g':;; C,H,I", 291,15 90 [M+H-2xC,H,-C,H. ], 235,0960 [M+H-2xC,H,-2xC H,I", Nem°r°5°”|‘|’)'B('5°mer° 12
3146 ' ' 219,1012 [M+H-3xC_H,-C,H, J*, 217,0856 [M+H-3xC_H,-CH, -2H]’
50 8oy s 48L3313/503,3148 481,3312 (0,20) 425,2683 [M+H-C,H,J*, 413,2681[M+H-C.H,I", 357,2064 [M+H-CH-  Dehidro nemorosonol B
’ (C,,H,,0,) 503,3131(1,98)  CH,I", 289,1430 [M+H-2xC,H,-C,H,I", 217,0863 [M+H-3xC,H,-C H, -2H]* (isémero 1)
427,2838 [M+H-C,H_J", 415,2835 [M+H-C.H_]*, 359,2209 [M+H-C_H - -
21 812 332 483'31664 585)'3284 igi'gggi E_g';’;; C,H,I", 291,1590 [M+H-2xC,H,-C,H,*, 235,0960 [M+H-2xC,H,-2xC,H,I", Nemomso"lﬁ;B('”mem 12
a1 a6 ' ' 219,1012 [M+H-3xC_H,-C,H, I', 217,0856 [M+H-3xC_H,-CH, -2H]’
5y g1 273 4813313503318 481,3312 (0,20) 425,2683 [M+H-C,H_]*, 413,2681[M+H-C.H_I", 357,2064 [M+H-CH-  Dehidro nemorosonol B
' 380 (C,H,.0,) 503,3131(1,98)  C.H,I", 289,1430 [M+H-2xC,H,-C,H,I", 217,0863 [M+H-3xC,H,-C H, -2H]* (isémero 1)
53 gn3 280, 481,3313503,3148 481,3312 (0,20) 425,2683 [M+H-C,H,]*, 413,2681[M+H-C,H,I", 357,2064 [M+H-CH-  Dehidro-nemorosonol B
’ 380 (C,,H,,0,) 503,3131(1,98)  CH,I", 289,1430 [M+H-2xC,H,-C,H,I", 217,0863 [M+H-3xC,H,-C H, -2H]* (isémero I1l)

31 4474

*Encontrado apenas nas flores. **Encontrados apenas nos frutos
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Figura 1. Cromatograma de ion pico base da fragdo metandlica das flores (A) e frutos (B) de Clusia nemorosa obtido UPLC-gTOF/MSE em modo positivo
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em m/z 511,3054 [M+H]* além do aduto em
m/z 533,2873 [M+Na]* e absor¢cdo maxima no
espectro de UV em 272 nm. Os ions produtos
encontrados nos espectros foram semelhantes ao
acido nemorosinico A e isdbmeros (3, 4 e 11), com
excecdo da auséncia da perda de uma unidade
benzeno. O ion produto final observado foi
tambémm/z217,0865 [M+H-CH,-C, H, O,]*.Com
esses dados foi possivel sugerir que o composto
se trata do acido nemorosinico B (e isdbmeros), ja
isolado dos frutos de C. nemorosa.* Os compostos
6,7e9(\__ =287 nm)apresentaram o pico do ion
molecular protonado em m/z 529,3159 [M+H]*e
aduto em m/z 551,2979 [M+Na]*. As andlises dos
ions produtos em 307,1540 [M+H-C.H,-C;H, -O,]*,
289,1443 [M+H-CH,-C,H -O,-H,0]* e 217,0818
[M+H-C H,,0,-C,H, -H,O-2H]* e comparagdo com
a literatura,® permitiu identificar 6, 7 e 9 como
sendo o acido nemordsico e seus isdbmeros. O
acido nemordésico ja foi isolado dos frutos de C.
nemorosa®.

Os isdbmeros 12 e 13 (A __ =332 nm) exibiram
o pico do ion molecular protonado em m/z
513,3210 [M+H]* e perda da molécula neutra (68
Da) referente ao pentadieno em m/z 457,2584
[M+H-C,H,]*. O fon m/z 411,2534 [M+H-CH -
CO,]" sugere a presenca de acido carboxilico
na estrutura. Quando comparado ao 4cido
nemorosinico B e isobmero (15 e 16) esses
compostos mostraram massa de 2 Da a mais. De
acordo com as analises dos ions produtos obtidos
(Tabela 1), foi possivel sugerir as substancias
como sendo isd6meros do d4cido dehidro-
nemorosinico B, até entdo ainda nao reportado
na literatura, podendo se tratar de uma nova
substancia. No entanto apenas pelos dados
obtidos nos espectros de massas e UV ndo é
possivel confirmar a estrutura inequivocamente,
e sera necessario o isolamento e anadlises por
outras técnicas, como RMN de H e 13C.

Os isbmeros 18, 19 e 21, m/z 483,3466 [M+H]*
apresentaram perdas de 56 e 68 Da, referentes
aos ions produtos em m/z 427,2838 [M+H-CH,]
e m/z 415,2835 [M+H-CH,], respectivamente,
caracteristicos de substancias preniladas. O ion
em m/z 217,0856 [M+H-3xCH,-CH,-2H]* é
formado ao final através de uma ciclizagdo por
desidrogenacao. De acordo com os dados obtidos,
foi possivel sugerir a identificagdo de nemorosonol
B e seus isObmeros, composto ja isolado dos frutos
de C. Nemorosa.'? Finalmente os ultimos isbmeros

Gomes, A. N. P. et al.

deste grupo 20, 22 e 23 m/z 481,3313 [M+H]*
mostraram os espectros de massas semelhantes
aos isdbmeros 18, 19, 21 menos 2 Da (-H,) devido a
auséncia de 2 atomos de hidrogenio na estrutura,
e foi tentativamente identificado como sendo
derivado dehidro-nemorosonol B, apresentando
consequentemente uma ligagdo dupla a mais na
estrutura. Estes compostos com uma insaturagdo
adicional ainda ndo foram isolados de espécies
de Clusia e com apenas os dados do espectro
de UV e massas ndao podem ser identificados
adequadamente.

As benzofenonas 10, 14 e 17 apresentaram o
nucleo comum final com o ion produto em m/z
177 nos espectros de massas. Os compostos
14 e 17 (isbmeros) apresentaram absorgao
maxima no espectro de UV em 274 nm e no
espectro de massas apresentou pico do ion
molecular protonado em m/z 503,3154 [M+H]*
e ions produtos devido a perda dos grupos
pentadieno e isobuteno em m/z 435,2526 [M+H-
CH,]* 379,1898 [M+H-CH,-CH.]; 311,1271
[M+H-2xC,H,-C,H,]*;  255,0653 [M+H-2xC_H,-
2xCH]* e 177,0196  [M+H-2xCH,-2xC H,-
C,H,]* corroborando a presenca de prenilas
na molécula. De acordo com estes dados, 14
e 17 foram identificados como nemorosona
(isdmeros), ja isolado anteriormente da resina
floral de C. nemorosa, além de outras espécies
do género.** O mecanismo de fragmentagdo e
formacdo dos ions produtos de nemorosona por
ESI-MS em modo positivo estd de acordo com
o reportado por Piccinelli et al.'®* O composto
10 com ion molecular protonado em m/z
519,3103 [M+H]* quando comparado com 17
(nemorosona) apresenta muita semelhanca em
relacdo as perdas dos fragmentos nos espectros
de massas (Tabela 1), além da presenga do ion
produto final formado em m/z 177,0182 [M+H-
2xCH,-2xC,H,-C.H.O]", no entanto é possivel
observar um valor de 16 Da a mais, além da
perda de um fenol para formar o ion produto
final, o que sugere a presenga de uma hidroxila
ligada ao anel aromatico, sendo possivel sugerir o
composto 10 como sendo a hidroxinemorosona,
este composto foi observado apenas nas
flores e ja foi identificado na resina floral de C.
nemorosa.'? Os espectros de UV, massas de alta
resolu¢cdo em baixa e alta energia e 0 mecanismo
para formagao dos ions produtos do composto
10 e 17 estdo nas Figuras 6 e 7, respectivamente.
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Figura 2. Espectros de UV, massas e proposta de formacao dos ions produtos de acido nemordsico (9)
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4. Conclusao

A analise por Cromatografia Liquida de Ultra
Eficiéncia Acoplada ao Detector de Arranjo de
Diodos e Espectrometro de Massas por Tempo
de V6o (UPLC-DAD-qTOF-MSE)  permitiu a
identificacdo dos principais constituintes quimicos
dos frutos e flores de C. nemorosa, sendo uma
fonte rica em benzofenonas preniladas, algumas
ja isoladas anteriormente desta espécie (acido
nemorosinico A e B, acido nemordsico, nemorosona,
hidroxinemorosona e nemorosonol B) e outras ainda
ndo isoladas (acido dihidro nemorosinico A, acido
dehidro nemororosinico B e dehidro nemorosonol B)
podendo se tratar de novas substancias. Através das
andlises foi possivel propor os mecanismos para
formacdo dos dois principais nucleos com os ions
produtos finais (m/z 217 e 177) que identificam e
separam as duas classes de benzofenonas preniladas
presentes nas flores e frutos de C. nemorosa. O
estudo quimico das flores de C. nemorosa é inédito.
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