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RESUMO

A planta Inga laurina é encontrada no cerrado brasileiro e ha poucos estudos na
literatura sobre esta espécie, logo, o objetivo deste trabalho foi identificar os
constituintes quimicos das cascas e folhas da planta. Foram analisados a atividade
antioxidante, antifungica, inibidora da enzima a-amilase, antibacteriana e
antiprotozoaria. Os resultados mostraram que os extratos e fragdes das folhas possuem
grande quantidade de compostos fenolicos, especialmente a fragfo acetato de etila das
folhas (FAE-F) que apresentou elevado teor de fendis de totais e flavonoides, resultado
que pode explicar a atividade antioxidante avaliada pelo método do radical DPPH (2,2-
difenil-1-picrilidrazila), a inibi¢do da e-amilase e a atividade antifungica para Candida
glabrata. Desta fragdo foi isolado o flavonoide miricetina-3-O-ramnosideo e
identificados onze compostos fenolicos por espectrometria de massas (EM): acido
galico, (epi)galocatequina, derivado metilico do acido galico, galato de etila, miricetina-
O-(0O-galoil)-hexosideo, miricetina-3-O-galactosideo, miricetina galoil ramnosideo,
miricetina, quercetina-3-O-ramnosideo, quercetina-3-O-(2''-galoil)-ramnosideo e
quercetina. Além desses compostos foram identificados a miricetina-3-O-acetil-
rammnosideo, acido quinico digaloil, miricetina-3-O-ramnose-3'-O-ramnosideo, acido
quinico trigaloil e acido vanilico nas fracdes da coluna. Os extratos e fracdes das cascas
da planta também apresentaram elevado teor de compostos fendlicos, como fenois totais
e proantocianidinas, especialmente as fracGes acetato de etila, n-butanol e metanol, as
quais foram as amostras mais ativas para a inibi¢co da a-amilase, atividade antioxidante
e atividade antifungica para as espécies de Candida testadas. Da fracio acetato de etila
das cascas (FAEI-C e FAEII-C) foram isolados flavonoides e proantocianidinas inéditos
no género Inga, 4'-O-metilgalocatequina, galocatequina, galocatequina-(4a-8)-4"-O-
metilgalocatequina,  epigalocatequina-(2—0—7,4—8)-4-O-metilgalocatequina e
epigalocatequina-3-0-galoil-(2—0—7,4—8)-4'-O-metilgalocatequina.  Além  disso,
foram identificados por EM os compostos (epi)galocatequina-3-O-galato,
(epi)catequina-3-O-galato, 4'-O-metil-(epi)galocatequina-3-O-galato,
(epi)galocatequina-3-O-(3"" 4" "-O-dimetil) galato, acido p-cumarico e prodelfinidina B-
4. Logo, a planta /. laurina foi caracterizada como uma espécie promissora como fonte
de compostos fenolicos biologicamente ativos.

Palavras-chave: Inga laurina. Cerrado. Antioxidante. Antifingico. a-Amilase.



ABSTRACT

The plant /nga laurina is found in Brazilian cerrado and there are few studies in the
literature about this species, so the objective of this work was to identify the chemical
constituents of bark and leaves that are responsible for the biological activities
observed. Antioxidant activity, antifungal, a-amylase inhibitor, antibacterial and
antiprotozoal activity were analyzed. The results showed that the extracts and fractions
of the leaves have a great amount of phenolic compounds, especially from the ethyl
acetate fraction of leaves (FAE-F), which presented high total phenol content and
flavonoids, a result that can explain the antioxidant activity evaluated by the method of
DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) radical, the a-amylase enzyme inhibition and the
antifungal activity for Candida glabrata. From this fraction, the flavonoid myricetin-3-
O-thamnoside was isolated and eleven phenolic compounds were identified by mass
spectrometry (MS): gallic acid, (epi)-gallocatechin, methyl gallic acid derivative, ethyl
gallate, myricetin-O-(O-galloyl)-hexoside, myricetin-3-O-galactoside, myricetin galloyl
rthamnoside,  myricetin,  quercetin-3-O-thamnoside,  quercetin-3-O-(2"-galloyl)-
rhamnoside and quercetin. After column fractionation of FAE-F, myricetin-3-O-acetyl-
rhamnoside, digalloylquinic acid, myricetin-3-O-rhamnose-3'-O-rhamnose,
trigalloylquinic acid and vanillic acid, were identified by MS. Extracts and fractions of
the bark also showed a high content of phenolic compounds, such as total phenols and
proanthocyanidins, especially the ethyl acetate, 7-butanol and methanol fractions, which
were the most active samples for inhibition of the a-amylase enzyme, antioxidant
activity and antifungal activity for the Candida species tested. From the ethyl acetate
fraction of the bark (FAEI-C and FAEII-C) were isolated unreported flavonoids and
proanthocyanidins in the genus /nga such as 4'-O-methylgallocatechin, gallocatechin,
gallocatechin-(4a-8)-4'-O-methylgalocatechin, epigallocatechin-(2—0—7,4—8)-4'-O-
methylgallocatechin ~ and  epigallocatechin-3-O-galoyl-  (2—0—7,4—8)-4"-0O-
methylgallocatechin. In addition, the compounds epigallocatechin-3-O-gallate,
epicatechin-3-O-gallate, 4'-O-methyl-epigallocatechin-3-O-gallate, epigallocatechin-3-
0-(3",4"-O-dimethyl) gallate, p-cumaric acid and prodelphinidine B-4 were identified
by MS. Therefore, the /. laurina plant was characterized as a promising species as a
source of biologically active phenolic compounds.

Keywords: /nga laurina. Brazilian Cerrado. Antioxidant. Antifungal. a-Amylase.
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1 INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA DA TESE

A utilizacdo dos produtos naturais como fonte de matéria-prima para o
desenvolvimento de medicamentos € historicamente conhecida. Ao longo dos anos
areas relacionadas a oncologia e doengas infecciosas foram beneficiadas com o grande
numero de medicamentos desenvolvidos a partir de produtos naturais, seja de plantas,
microrganismos ou organismos marinhos. Atualmente, esses produtos continuam sendo
bastante explorados através de pesquisas em areas como metabolomica e gendmica (GU
et al, 2003, HARVEY, 2008, MISHRA: TIWARI, 2011, SOUSA; BASTOS;
GURGEL, 2011, HARVEY: EDRADA-EBEL; QUINN, 2015).

Nos anos 90 houve uma queda por parte das empresas farmacéuticas na procura
de novos farmacos a partir de produtos naturais devido a algumas limitagdes, como
manutengdo da qualidade do extrato, isolamento de pequenas quantidades de
substancias, tempo longo no processo de selecfio dos produtos naturais e complexidade
estrutural das moléculas (LAM, 2007). No entanto, através do aprimoramento das
técnicas hifenadas de espectroscopia (como HPLC-MS, HPLC-NMR e HPLC-NMR-
MS), métodos de isolamento e identificagdo de substancias, sintese orgénica,
quimioinformatica e gendmica, a pesquisa de produtos naturais voltou ser uma area de
sucesso no desenvolvimento de farmacos (LAM, 2007, HARVEY, 2008, DIAS;
URBAN; ROESSNER, 2012). Além disso, a necessidade de novos medicamentos para
o tratamento do cancer, HIV e doengas infecciosas impulsionaram o emprego dos
produtos naturais na pesquisa das industrias farmacéuticas (CRAGG; NEWMAN, 2013)

Newman e Cragg publicaram varios artigos mostrando a importancia dos
produtos naturais no descobrimento e desenvolvimento de novos medicamentos em
diversas areas, como antimicrobianos, antitumorais, antivirais, entre outros
(NEWMAN; CRAGG, 2007, 2012, NEWMAN; CRAGG; KINGSTON, 2015,
NEWMAN; CRAGG, 2016). No recente trabalho publicado em 2016 os autores fizeram
novamente a classificagio da origem natural ou sintética de medicamentos
comercializados entre 1981-2014 em que foi verificado que de 1.211 pequenas
moléculas aprovadas como medicamentos, 65,5% continuam sendo elaborados a partir
de substancias isoladas de produtos naturais (Figura 1), demonstrando a importancia dos
produtos naturais como precursores no planejamento de novos medicamentos. A

classificacdio dos autores segue as seguintes categorias: (N) — oriundo de produto
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natural, (NB) — oriundo de produto natural “botanico” (fitoterapicos), (ND) — derivado
de produto natural com modifica¢do semissintética, (S) — totalmente sintético, (S*) —
sintético com grupo farmacoférico de origem natural e (NM) — oriundos a partir do

conhecimento adquirido de produto natural (“imitagdo de produto natural”).

Figura 1: Classificacdo dos medicamentos desenvolvidos entre 1981-2014.
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Fonte: adaptado de Newman e Cragg (2016).

Nos artigos cientificos que discutem a utilizagdo de produtos naturais na
produgdo de novos medicamentos, tém-se relatado a importancia de consultar bases de
dados de produtos naturais, as quais possuem diversas estruturas quimicas de compostos
conhecidos, para aperfeicoar as pesquisas de programas de bioprospecgcdo de
metabdlitos para producdo de farmacos (DIAS; URBAN; ROESSNER, 2012,
HARVEY; EDRADA-EBEL; QUINN, 2015). Dentre as bases de dados disponiveis
para pesquisa, ha um banco de dados virtual de produtos naturais e derivados sobre
espécies do Brasil, NUBBE DATA BANK, criado por pesquisadores do Nucleo de
Bioensaios Biossintese e Ecofisiologia de Produtos Naturais do Instituto de Quimica da
UNESP de Araraquara/SP (NUBBE, 2016).

Essa base de dados possui 640 compostos catalogados, dos quais 80% sdo
isolados de plantas, 7% sdo semissintéticos, 6% sdo isolados de fungos e
microrganismos, 5% sd@o sintéticos, mas inspirados em produtos naturais, € 2% sdo

produtos da biotransformagdo de uma planta ou fungo. Os compostos disponiveis para
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consulta foram isolados dos biomas da Amazo6nia, da Mata Atlantica e do Cerrado
(VALLI et al., 2013).

O Brasil possui uma flora muito rica em espécies de plantas, fungos e
microrganismos. Dentre os biomas encontrados no pais, o Cerrado caracteriza-se como
a segunda maior formagfo vegetal, com mais de 56.000 espécies de plantas
(GIULIETTI et al., 2005, FORZZA et al., 2010, MARTINELLI; MORAES, 2013).
Além disso, esse bioma contempla 5% da biodiversidade do mundo (MMA, 2011) e
possui quase 30% das plantas endémicas do pais, ficando atras apenas da Mata Atlantica
(FORZZA et al., 2010). Este dominio fitogeografico é apontado como grande detentor
de diversidade biologica, sendo a formagio savanica com maior diversidade vegetal do
mundo (GUARIM NETO; MORAIS, 2003, SILVA; DE PAULA; ESPINDOLA, 2009,
MMA, 2015). Além disso, o Cerrado € considerado o maior hotspot de biodiversidade
no Hemisfério Ocidental e se destaca pela grande variedade de espécies endémicas
(MYERS et al., 2000, DA SILVA; BATES, 2002, CEPF, 2016) e pela riqueza de
recursos hidricos pois possui as “cabeceiras das trés maiores bacias hidrograficas da
América do Sul” (CEPF, 2016).

Entretanto, esse bioma vem sendo desmatado para utilizacdo das terras na
agricultura, na pecuaria e para producio de carvio vegetal. Entre 2002 e 2008 a area
desmatada foi de 975.710 km?* (MMA, 2011), provocando uma perda da cobertura
natural nativa e de conhecimento cientifico sobre uma flora rica em espécies vegetais.
Estes dados aliados aos estudos ja existentes sobre plantas medicinais do Cerrado
justifica o estudo de espécies dessa regidio, na busca por compostos biologicamente
ativos.

Muitas espécies do cerrado brasileiro sdo utilizadas no tratamento de
enfermidades de forma empirica, sendo uma alternativa para as classes sociais de baixa
renda (SILV A JUNIOR et al., 2005). Estudos baseados em usos tradicionais das plantas
do cerrado ja identificaram extratos e compostos isolados com diferentes atividades
biologicas, tais como antibacteriana, fitotdxica, moluscicida, inseticida, antifiingica,
antiprotozoaria, entre outras (SILVA; DE PAULA; ESPINDOLA, 2009, ALBERNAZ
et al., 2010, CECILIO et al., 2012, NOVAES et al., 2013).

Dentre as diversas espécies encontradas no Cerrado, o género /nga, pertencente
a familia Fabaceae, possui varias espécies de plantas que apresentam atividades

biologicas (VIVOT et al., 2001, SILVA et al., 2007). No entanto, ndo ha estudos sobre a
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atividade antioxidante, antimicrobiana, antiprotozoaria, antifingica e inibidora de a-
amilase de Inga laurina. Poucos metabolitos dessa planta ja foram identificados, porém,
nenhum engloba os objetivos deste trabalho. Assim, o estudo dos constituintes quimicos
da planta é importante para aumentar o conhecimento quimico dessa espécie, além
disso, foi aprovado pela FAPEMIG, no edital 01/2011, o projeto intitulado Prospecgio
fitoquimica, andlise quimica e avaliacdo da atividade antioxidante e antimicrobiana
sobre microrganismos da cavidade bucal da espécie Inga laurina (Sw.) Willd com o
objeto de identificar metabolitos bioativos da planta.

No trabalho de Furtado (2014), foi iniciado um estudo das propriedades
antioxidante e antimicrobiana dos extratos dessa planta, a qual se mostrou promissora
como fonte de antioxidantes, porém, nfo foi identificado e nem isolado nenhum
constituinte. A identificagdo dos compostos bioativos das folhas e cascas dessa planta
fez parte dos estudos do presente trabalho, que buscou contribuir para valorizagdo do
conhecimento quimico de espécies do Cerrado, e a planta /. laurina se caracterizou

como uma espécie promissora de compostos fenolicos biologicamente ativos.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 METABOLISMO VEGETAL SECUNDARIO

As plantas sdo responsaveis pela produgfio da maior parte da matéria organica da
Terra através de processos de assimilagdo de carbono inorganico e nitrogénio do
ambiente, conduzidos pela energia da luz solar (SMITH et al., 2009). Esse conjunto de
reagles que ocorre no interior das células das plantas, chamado de metabolismo, produz
substancias como carboidratos, proteinas, acidos graxos e acidos nucleicos que sio
encontrados em varios organismos, denominados de metabdlitos primarios. A
fotossintese e a respiragdo sio exemplos de reagles que fazem parte do metabolismo
primario (CROTEAU; KUTCHAN; LEWIS, 2000, SANTOS, 2010).

Os vegetais sdo capazes de sintetizar outros tipos de substancias que sdo de
ocorréncia mais restrita e que néo estfio relacionadas de maneira direta na transformagéo
de nutrientes essenciais para as plantas, que sdo denominados de metabolitos
secundarios (ou especiais). Eles sdo derivados de produtos do metabolismo primario
(SANTOS, 2010).

Os produtos do metabolismo secundario desempenham uma fungfo importante
na adaptacio das plantas ao seu ambiente (BOURGAUD et al., 2001, SANTOS, 2010).
Estes compostos sfio responsaveis pelas propriedades farmacoldgicas dos vegetais,
como antibiotica, antiflingica e antiviral. Além disso, esses constituintes protegem as
plantas de agentes patogénicos como insetos através da sintese de fitoalexinas, que
também possuem agdo anti-germinativa ou toxica para outras plantas (atividade
alelopatica), além de serem importantes na protecio contra radiacdo UV e foto-oxidagio
(CROTEAU; KUTCHAN; LEWIS, 2000, BOURGAUD et al., 2001).

Os metabolitos secundarios sdo sintetizados no interior das células das plantas,
onde os compostos lipofilicos sdo armazenados nas membranas das organelas ou no
reticulo endoplasmatico, enquanto que os compostos hidrofilicos sdo encontrados nos
vactolos no interior das organelas e no citosol (GUTZEIT,; LUDWIG-MULLER,
2014).

A Figura 2 mostra um fluxograma das principais vias biossintéticas e os
precursores das principais classes de metabdlitos secundarios. A biossintese dos

metabolitos secundarios pode ser resumida a partir do metabolismo dos carboidratos
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através de dois intermedidrios, o acido chiquimico e a acetil-CoA, ou a partir da

combinaco destes dois intermediarios (SANTOS, 2010). Os terpenos sio
biossintetizados a partir de duas rotas, via acetil-CoA (rota do mevalonato) e via do
metileritritol. Os alcaloides sdo obtidos a partir do metabolismo dos aminoacidos, via
acido chiquimico ou a partir do ciclo do acido citrico, via acetil-CoA. Os compostos
fenolicos sdo biossintetizados através das vias do acido chiquimico e da acetil-CoA, ou
a partir da combinagdo destas rotas (LARCHER, 2003, GUTZEIT, LUDWIG-

MULLER, 2014).

Figura 2: Fluxograma das rotas biossintéticas e precursores dos metabolitos

secundarios.
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Fonte: Adaptado de Larcher (2003) e Santos (2010).
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2.1.1 COMPOSTOS FENOLICOS

Os compostos fenolicos constituem uma ampla de classe de metabolitos
encontrados em plantas e possuem uma ampla diversidade estrutural. Sdo conhecidas
mais de 8.000 estruturas quimicas, desde compostos simples como os acidos fendlicos
até compostos mais complexos como os taninos (DAI;, MUMPER, 2010). Esses
compostos podem ser classificados de acordo com as unidades fendlicas presentes nas

moléculas, como mostra a Tabela 1 (CARVALHO; GOSMANN; SCHENKEL, 2010).

Tabela 1: Classificacdo dos compostos fenolicos.

Esqueleto Classe dos compostos fendlicos Exemplos
basico
Cs Fendis simples, benzoquinonas H0\©\
OH
hidroquinona
Co-Cy Acidos fenolicos HO COOH
HO
OH

acido galico

Cs-C2 Acetofenonas e acidos mOH
fenilacéticos o
acido fenilacético

Cs-Cs Fenilpropanoides: acidos HOD/CH=CH°°°H
HO

cindmicos e compostos analogos,
acido cafeico

fenilpropenos, cumarinas,
. . HsCO
isocumarinas e cromonas m
HO 0o
escopoletina
Cs-Cs Naftoquinonas 0 P
‘ ‘ OH
o}
lapachol

Fonte: Carvalho, Gosmann ¢ Schenkel (2010).
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Tabela 1: continuacéo.

Esqueleto basico Classe dos compostos Exemplos
fendlicos
C6-C1-Cs Xantonas O OH
HO” ‘ :o: ‘ “~OCH,
OCH;
1,6-diidroxi-3,5-dimetoxixantona
Cs-C2-Cs Estilbenos, OH O OH
antraquinonas @‘O
CH,OH
o}
aloe-emodina
Cs-C3-Cs Flavonoides e
isoflavonoides
miricetina
(Cs-Cs)2 Lignanas H,CO O o
HO
[o]
O OCH,
OCH,
arctigenina
(C6-Ca)n Ligninas HO HO HO
N N N
HsCO H3CO OCH,
OH OH OH
alcoois p-cumarilico, coniferilico e
sinapilico (precursores da formagéo
de ligninas)
(Cs-Cin Taninos hidrolisaveis 0G o
G- OH
o -
oG oG
o]¢] OH
0G OH

p-1.2.3.4,6-pentagaloil-D-glicose

Fonte: Carvalho, Gosmann ¢ Schenkel (2010).
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Tabela 1: continuagio.

Esqueleto basico Classe dos compostos Exemplos
fendlicos
(Cs-C3-Co)n Taninos condensados

esqueleto de uma

proantocianidina

Fonte: Carvalho, Gosmann ¢ Schenkel (2010).

Estes compostos sdo encontrados em vegetais, como frutas e legumes, em
bebidas, como cha, café e vinho, sendo importantes constituintes da dieta humana
devido as suas propriedades medicinais. Eles estdo envolvidos no mecanismo de defesa
das plantas, protegendo-as da radiagio ultravioleta e agentes patogénicos (DAI;
MUMPER, 2010). As ligninas refor¢am as paredes celulares de plantas inferiores, como
as samambaias, dando suporte estrutural e garantindo que elas se apoiem em superficies
(CROTEAU; KUTCHAN; LEWIS, 2000).

Dentre as diferentes classes dos compostos fendlicos, os flavonoides, juntamente
com os terpenoides e alcaloides, compreendem as trés maiores classes de metabolitos
secundarios. Os flavonoides desempenham importantes fun¢des para as plantas, dentre
as mais marcantes pode-se citar a absor¢io de luz destes compostos na faixa de 280-315
nm, fato que faz com que os flavonoides sejam importantes componentes na protecio
solar das plantas, as quais sfo eficientes na captura de energia da luz solar (SHIRLEY,
1996, HARBORNE; WILLIAMS, 2000).

Os flavonoides sdo os constituintes responsaveis pela coloragfo das flores, frutos
e sementes, caracteristica importante na polinizacio e reproducdo das plantas, pois as
cores das plantas atraem polinizadores do néctar das flores e dispersores de sementes
dos frutos maduros (SHIRLEY, 1996, KOES; VERWEILJ; QUATTROCCHIO, 2005).

Além das propriedades biologicas para as plantas, esses compostos também possuem
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propriedades medicinais, como antioxidante, anti-inflamatéria, antitumorais e atividade
inibitéria de enzimas (HARBORNE; WILLIAMS, 2000).

Os flavonoides sdo biossintetizados a partir de rotas metabdlicas separadas, a via
do acetato e a via do acido chiquimico, a qual origina a fenilalanina e a tirosina que so
as precursoras do acido cindmico e do acido cumarico, respectivamente (Figura 3). O
acido cumarico forma o anel B da estrutura dos flavonoides e a ponte de trés carbonos
(anel C). O anel A ¢é formado a partir da via do acetato através da condensacfio de trés
moléculas de acetil-SCoA (SANTOS, 2010).

A condensagiio do tipo Claisen de trés moléculas de acetil-SCoA forma o
intermediario f-cetoester, o qual vai reagir com o derivado do acido cumarico, o 4-
hidroxicinamoil-SCoA. A reagdo do f-cetoester com o 4-hidréxicinamoil-SCoA leva a
formagdo das chalconas, que sdo as precursoras da formacdo das flavanonas, a
naringenina e liquiritigenina, as quais sdo os primeiros flavonoides formados na via
metabolica (Figura 4) (LOBO; LOURENCO, 2007, DEWICK, 2009). A partir da
flavanonas sdo formadas outras classes de flavonoides como as flavonas, flavonois,
antocianidinas e catequinas através de reagdes de hidroxilagio (Figura 5). Também
podem ocorrer reagdes de metilagfo, glicosilagdo e dimetilalilacdo que aumentam as

possibilidades de estruturas quimicas destes compostos (DEWICK, 2009).



Figura 3: Rota biossintética dos flavonoides.
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Figura 4: Flavonoides formados na via metabdlica.
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Figura 5: Biossintese das flavonas, flavonois, catequinas e antocianidinas.
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Fonte: Dewick (2009).

2.2 0 GENERO Inga
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A familia Fabaceae (Leguminoseae), da qual o género /nga pertence, € a terceira

maior familia das angiospermas, atras de Asteraceae e Orchidaceae, possui 728 géneros

e 19.325 espécies (KEW, 2006). As plantas desta familia possuem ampla distribuig¢o

no Brasil, podendo ser encontradas em varios estados, como Amazonas, Ceara, Goias,

Minas Gerais e Parana. Esta familia possui 222 géneros e 2.807 espécies presentes no

pais, sendo que 15 géneros e 1.508 espécies sdo endémicos (LIMA; QUEIROZ;

MORIM, 2015). Como exemplos de plantas dessa familia pode-se citar o angico

(Parkia e Piptadenia), chuva-de-ouro (Cassia), copaiba (Copaifera), jatoba (Hymenaea,

grio-de-bico (Cicer),
(PANTOIJA, 2010).

soja (Glycine), feijdo (Phaseolus) e amendoim (Arachis)
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A familia das leguminosas possui importancia econdmica devido ao seu uso na
alimentacfo de milhares de pessoas no mundo (lentilha — Lens esculenta e ervilha —
Pisum sativum), em medicamentos (sena — Senna alexandria), utilizacdo da madeira
(pau-brasil — Caesalpinia echinata), como corante e gomas (goma arabica de Acacia
sp.) e para produgdo de o6leo (amendoim — Arachis hypogea e soja — Glycine max)
(KEW, 2006, AGUIAR, 2013). Além disso, as espécies dessa familia sdo importantes
como fixadoras de nitrogénio promovendo a fertilidade do solo através de interacdes
com bactérias dos géneros Rhyzobium e Bradyrhyzobium (SILVA; LOCATELLI; ESSI,
2013).

O género Inga compreende aproximadamente 300 espécies que podem ser
encontradas do centro do México ao norte da Argentina, distribuidas principalmente em
areas neotropicais (BERMINGHAM; DICK, 2001). No Brasil existem 131 espécies do
género, sendo que 51 sfio endémicas (GARCIA; FERNANDES, 2015). As espécies
desse género sdo utilizadas na recomposi¢io de florestas ciliares, na recuperagio de
areas degradadas, como fonte de alimento e de lenha para produgfdo de energia e na
fitoterapia (MATA; FELIX, 2007).

De acordo com a classificagdio proposta pela APG Il (4ngiosperm Phylogeny
Group) ou Grupo de Filogenia das Angiospermas, que considera o enfoque filogenético
para classificagdo considerando o genoma dos cloroplastos e segmentos do genoma
nuclear, o género Inga pertence ao clado das eudicotiledénias, ordem Fabales, familia
Fabaceae e subfamilia Mimosoideae (PANTOJA, 2010, STEVENS, 2012). A Figura 6

mostra a classificagio do género segundo a APG.
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Figura 6: Classificagdo do género /nga de acordo com a APG IIL
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Fonte: adaptado de Stevens (2012).

Espécies de Inga sdo utilizadas na medicina popular, especialmente por tribos
indigenas na Amazénica, para tratar algumas enfermidades, tais como ingestdo de
sementes de I brachystatachya para reduzir flatuléncias, tratamento de escoriagdes da
pele utilizando folhas ¢ raizes de I strigillosa, as flores de I cecropietorum sao
empregadas no tratamento de dores de ouvido ¢ as flores de I rubiginosa para
tratamento de congestdo nasal, os indigenas cheiram as flores desta espéciec quando
estdo resfriados ¢ limpam as secregOes nas palpebras com a polpa da vagem de 7
pilosule, a polpa dos frutos de /. macrophylla ¢ utilizada para limpar os dentes ¢ as
flores de 1. myriocephala sdo esfregadas no cabelo para fortalece-lo (VIVOT et al.,
2001).

Analises quimicas com espécies de Inga mostram que o género ¢ fonte
promissora na busca de novos principios ativos para fabricagdo de medicamentos.
Estudos realizados com algumas espécics mostram diferentes atividades biologicas,
como antioxidante, antimicrobiana, antifingica, aleloquimica ¢ antitumoral (ALVAREZ
et al., 1998b, VIVOT et al., 2001, LOKVAM et al., 2006, SILVA et al., 2007, SOUZA
et al., 2007, PISTELLI et al., 2009, DIAS: SOUZA:; ROGEZ, 2010, PINTO; SOUZA;
OLIVEIRA, 2010). A Tabela 2 mostra as atividades bioldgicas para diferentes espécies
de Inga, a Figura 7 mostra as estruturas quimicas de alguns metabolitos isolados das
folhas de I umbellifera, I. golgmanii ¢ I. paterno (MORTON et al., 1991, LOKVAM;
COLEY; KURSAR, 2004, LOKVAM; KURSAR, 2005) e¢ a Figura 8 mostra os
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metabolitos isolados das folhas e cascas de I edulis (SOUZA et al., 2007,
TCHUENMOGNE et al., 2013), sendo que um novo flavonol foi isolado das folhas da
planta, denominado de ingacamerounol (TCHUENMOGNE et al., 2013).

Tabela 2: Atividades bioldgicas de espécies do género /nga.

Espécie Partes da planta Atividade bioldgica Referéncias
Souza et al. (2007); Silva
1 edulis Folhas Antioxidante et al. (2007); Dias, Souza
e Rogez (2010)
I verna Folhas Antioxidante Vivot et al. (2001)
. . Pinto, Souza e Oliveira

1. marginata Folhas Antifungica (2010)
I fendleriana Folhas Antimicrobiana Pistelli et al. (2009)
1 umbellifera Folhas Aleloquimica Lokvam et al. (2006)

I marginata Cascas Antitumoral Alvarez et al. (1998)




Figura 7: Estruturas de compostos isolados de algumas espécies do género /nga.
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Nota: 1 = (+)-catequina-3-O-§-D-glico-(6-cinamoil)-piranosideo; 2 = (+)-catequina-3-

O-B-D-glico-(2-cinamoil)-piranosideo; 3 =  (+)-catequina-3-O-§-D-glico-(2,6-
biscinamoil)-piranosideo; 4 = catequina-3-O-f-D-glicopirano-(4a—8)-catequina-3-O-§-
D-glico-(2-cinamoil)-piranosideo; 5§ = catequina-3-O-f-D-glicopirano-(4a—8)-

epicatequina-3-0-f-D-glico-(6-cinamoil )-piranosideo; 6 = proantocianidina trimérica; 7
= acido trans-4-metoxipipecoélico. Fonte: adaptado de Morton et al. (2001), Lokvam,
Coley e Kursar (2004) e Lokvam e Kursar (2005).
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Figura 8: Estruturas de compostos isolados de /. edulis.

Compostos isolados das folhas de I. edulis
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Nota: 8 = catequina; 9 = epicatequina;, 10 = miricetina-3-O-a-L-ramnopiranosideo; 11 =
quecetina-3-0-a-L-glicopiranosideo; 12 = quecetina-3-O-a-L-ramnopiranosideo; 13 =
ingacamerounol; 14 = 4cido kojico; 15 = estigmasterol; 16 = estigmasterol-3-O-4-D-
glucopiranosideo; 17 = hexacosanoil cafeato; 18 = 1-tetracosanil glicerol, 19 = 1-(24-
hidroxitetracosanoil) glicerol. Fonte: adaptado de Souza e outros (2007) e Tchuenmogne
e outros (2013).

2.2.1 APLANTA Inga laurina (Sw.) Willd
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A planta 1. laurina (sinbnimo = I. fagifolia Willd.) € uma arvore tropical que

pode ser encontrada principalmente na América Central e na América do Sul. Ela

floresce entre os meses de setembro e novembro e os frutos sdo produzidos nos meses
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de dezembro e janeiro (MACEDO et al., 2007, POSSETTE; RODRIGUES, 2010). De
acordo com o site Discover Life, ha ocorréncia dessa planta em Honolulu Co, no Havai,
em Mont More, na Fran¢a e em Dore no arquipélado de Nova Caleddnia, na Oceania

(Figura 9).

Figura 9: Mapa da ocorréncia mundial de /. laurina.

Fonte: http://www .discoverlife.org/mp/20m?kind=Inga-+laurina

No Brasil esta planta € encontrada em varios estados, desde a regifio norte (Acre,
Amazonas, Pard) até a regido Sul, no estado do Parana, logo, essa planta € distribuida
nos dominios fitogeograficos da Amazénia, Caatinga, Cerrado e Mata Atlantica. Essa
arvore possui varios nomes populares, dependendo da regido onde € encontrada, ela €
conhecida como inga mirim, inga feijao, ingd branco, inga da praia, inga chichi e ingai
(GARCIA; FERNANDES, 2013).

Alguns trabalhos académicos sobre identificagdo de espécies de /nga na regifo
Amazdnica, no estado do Parand e na regido Nordeste, fizeram a descrigfo dos taxons
de varias espécies (MATA, 2009, POSSETTE; RODRIGUES, 2010, SOUSA;
BASTOS; GURGEL, 2011), e I. laurina possui tdxons com as seguintes caracteristicas

“Arvore até 15 m de alt. Ramos cilindricos, glabros ou puberulentos.
Estipulas 1,54 mm compr., lanceoladas, puberulentas ou glabras, caducas.
Peciolos 1-2 cm compr., cilindricos, ndo alados, glabros ou puberulentos.
Nectarios foliares 0,5-2 mm didm., cupuliformes, sésseis. Raque 2—4 cm
compr., cilindrica, alada (ala, 0,5-2,5 cm larg.), glabra ou puberulenta.
Folhas 2-3 jugas; foliolos 6,7-17 x 1,9-7.2 cm, cartaceos, concolores,
glabros, elipticos, apice atenuado, base aguda, venagfio eucampdodroma a
broquidédroma, nervuras secundarias 5—11 pares, convergentes e arqueadas.
Inflorescéncias espiciformes, axilares; pedinculos 0,5-3 cm compr,


http://www.discoverlife.org/mp/20m?kind=Inga+laurina
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cilindricos, puberulentos; bracteas 1-2 mm compr., ovais, puberulentas,
caducas. Flores sésseis; céalice 0,7-2 mm compr., cupuliforme, lobos
puberulentos; corola 3-5,5 mm compr., infundibuliforme, lobos
puberulentos; tubo estaminal 4-6,5 mm compr., exserto, estames 28-60,
porcéo livre dos filetes 5-10 mm compr.; ovario 1,5-2 mm compr., elipsoide,
glabro; estilete filiforme, excedendo os estames; estigma globoso; évulos 10—
20. Legume 3,7-15,2 x 1,2-2.5 x 0,3-0,7 cm, reto ou curvado, convexo,
castanho, com nervagdes transversais proeminentes, nio sulcado, coriaceo,
glabro, apice e base agudos a obtusos, margens espessas e onduladas,
apiculado, estipitado. Sementes 0,8-1.2 x 0,4-0,6 cm, oblongdides a
obovoides, rugosas, glabras”. (SOUSA, BASTOS e RUGEL, 2011, p. 7)

Na Figura 10 pode ser observado as caracteristicas morfologicas de alguns

taxons de /. laurina, descritos anteriormente.

Figura 10: Imagens da morfologia de /. laurina.

Nota: A = arvore. Fonte: Rabelo (2012); B = nectario; C = ramo com
inflorescéncia; D = fruto maduro; F = germinacdo da semente Fonte: Mata
(2009); E = sarcotesta. Fonte: arquivo pessoal.
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Esta planta é utilizada na urbanizagdo de cidades porque mantém suas folhas
durante o periodo da seca e é empregada no reflorestamento e sombreamento de
culturas de café e cacau devido a estrutura da copa (MATA, 2009, LEAO et al., 2012).
O seu fruto adocicado € utilizado como alimento pelos homens e pela fauna. As aves
que se alimentam do fruto atuam como dispersadores de sementes (MACEDO et al .,
2007, LEAO et al., 2012).

Apesar dessa planta ser bastante encontrada na flora brasileira, ha poucos
estudos sobre sua atividade biologica e compostos identificados ou isolados. No
trabalho de Santana e outros (2005) foi avaliado o teor de lignina, nitrogénio e fosforo
nas folhas de I laurina, e os resultados indicaram alto teor de lignina (30,7% em massa)
e alto teor de nitrogénio (1,8% e, massa) quando comparados com outras espécies
estudadas.

Lokvam e colaboradores (2007) encontraram alto teor do aminoacido tirosina
nas folhas jovens de /. /aurina no Panama e isolaram trés galoil depsideos de tirosina
(galoiltirosina — p6 branco, digaloil tirosina — pd branco e trigaloiltirosina — po6 rosa)
(Figura 11). Estes compostos sdo os componentes fendlicos majoritarios nas folhas,
juntamente com o flavonoide miricetina-3-O-a-(2"'-O-galoil)ramnosideo. O alto teor de
tirosina nas folhas jovens (10,4% em massa seca) pode ser explicado através da atuagio
da tirosina no mecanismo de defesa da planta contra herbivoros. Rao e colaboradores
(2011) sintetizaram o galoil depsideo (isolado de /. laurina) e derivados e avaliaram a
atividade antioxidante pelos métodos do radical DPPH e do superoxido NBT, em que os
compostos avaliados apresentaram excelentes resultados de atividade antioxidante com
valores de concentragio efetiva (CEso) muito baixos, entre 0,55 e 8,63 ug mL™ para os

dois métodos estudados.
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Figura 11: Galoil depsideos de /. laurina.
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Nota: 20 = galoiltirosina, 21 = digaloiltirosina, 22 =
trigaloiltirosina. Fonte: Lokvam e outros (2007).

No trabalho de Macedo e outros (2007) foi isolado e purificado um inibidor da
enzima tripsina das sementes de /. laurina, sendo este um polipeptideo contendo 180
unidades de aminoacidos. Foi avaliada a atividade deste inibidor contra a larva do
besouro Homalinotus coriaceus, considerado uma praga nas culturas do coqueiro. Os
resultados demonstraram que o inibidor da tripsina de /. /aurina inibiu as proteinases do
intestino e o crescimento de H. coriaceus, fazendo deste inibidor um candidato para o
desenvolvimento de plantas transgénicas para aumentar a defesa das plantas contra
insetos predadores (MACEDO et al., 2011). Além disso, também foi avaliada a
atividade deste inibidor contra as larvas de Diatraea saccharalis, uma praga das
culturas de cana, sorgo, milho e arroz, e Heliothis virescens, uma praga das culturas do
tabaco, algodio tomate e girassol. Os resultados, também, foram promissores, em que o
inibidor de tripsina de /. laurina apresentou propriedades inseticidas contras os insetos
estudados, podendo ser utilizado na engenharia genética de plantas (RAMOS et al.,
2012). Este peptideo também apresentou atividade antifiingica, inibindo o crescimento
de C. tropicalis e C. buinensis (MACEDO et al., 2016).
No trabalho de Marqui (2011) foram isolados alguns metaboélitos das folhas e
ramos de /. /aurina. Da fragfo hexanica foi isolado o dodecanotato de 2-hidroxietila e
da fracfio acetato de etila foram isolados o acido galico, galato de metila, galato de 2-
ramnopiranosil-3,5-diidroxifenila, galato de 2-ramnopiranosil-4,6-diidroxifenila, galato

de 2-(4’-galoil)ramnopiranosil-4,6-diidroxifenila e galato de 2-ramnopiranosil-4-galoil -



46

6-hidroxifenila. Os compostos galato de 2-ramnopiranosil-3,5-diidroxifenila e galato de
2-ramnopiranosil-4-galoil-6-hidroxifenila apresentaram elevada capacidade antioxidante
avaliada pelos ensaios do radical DPPH e com o acido 2,2’-azinobis(3-
etilbenzotiazolino-6-sulfénico). As estruturas destes compostos estdo apresentadas na

Figura 12.

Figura 12: Metabolitos isolados de I. laurina.
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Nota: 23 = dodecanotato de 2-hidroxietila; 24 = acido galico; 25 = galato de
metila; 26 = galato de 2-ramnopiranosil-3,5-diidroxifenila; 27 = galato de 2-
ramnopiranosil-4,6-diidroxifenila; 28 = galato de 2-(4’-galoil) ramnopiranosil-
4,6-diidroxifenila; 29 = galato de 2-ramnopiranosil-4-galoil-6-hidroxifenila.
Fonte: Marqui (2011).

Das sementes de /. laurina foi isolada a saponina ingasaponina, sendo a primeira
saponina do género /nga. Trata-se uma molécula que possui estrutura complexa de
formula molecular C135sH211NOg1 (Figura 13), que apresentou atividade hemolitica e
imunoadjuvante em ensaios realizados in vitro e in vivo, respectivamente (CRUZ et al.,

2016).
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Figura 13: Estrutura da ingasaponina.
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Fonte: Cruz (2016).

Os constituintes quimicos dos 6leos essenciais das folhas e cascas de I. laurina
foram identificados. Foi realizado um estudo da composi¢éo quimica em duas estagdes:
seca e chuvosa, em que foi verificado diferengas na composicdo quimica do 6leo
essencial nas duas esta¢des. O 6leo das folhas é constituido principalmente de ésteres
(42,35%) na estacgio seca e de terpenoides, alcanos de cadeia longa e acidos graxos na
estacdo chuvosa, enquanto que o 6leo das cascas € composto principalmente por
terpenoides na estagdo seca e terpenoides e acidos graxos na estagdo chuvosa

(FURTADO et al., 2014a). Neste mesmo trabalho, também, foi avaliada a atividade
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antimicrobiana dos o6leos essenciais, em que foi observado melhor inibi¢do do
crescimento bacteriano nos 0leos essenciais na estacdo chuvosa devido a maior

concentracfo de acidos graxos na composi¢do dos 6leos.

2.3 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Atualmente ha uma grande preocupagdo com a alimentagdo humana para o
consumo de alimentos benéficos a saude, como os produtos alimentares que possuem
substancias antioxidantes. O interesse nessas substancias se intensificou na década de
1990, quando foi reconhecido que alimentos e bebidas incluindo frutas, legumes, cha,
vinho tinto, café e cacau, os quais sio constituidos de substancias polifenolicas, estio
associados com a atividade antioxidante (AA) desses alimentos (ROGINSKY; LISSI,
2005). A atividade antioxidante ¢ definida como a habilidade de uma substincia, em
pequena concentragdo, em inibir a degradacdo oxidativa, como por exemplo, a
peroxidacio de lipideos, proteinas, carboidratos e acidos nucleicos. Nos alimentos os
compostos fenolicos (como acidos fendlicos, flavonoides, tocoferois e carotenoides) sdo
0s principais constituintes antioxidantes (ROGINSKY; LISSI, 2005, LAGUERRE;
LECOMTE; VILLENEUVE, 2007).

O organismo humano produz radicais livres como parte do seu metabolismo, nas
células aerdbias, por exemplo, pode ocorrer o aparecimento de radicais superdxido
devido a reducdo incompleta do oxigénio na cadeia de transporte de elétrons que ocorre
no interior da mitocondria (VERMA; PRATAP, 2010). Além disso, o organismo possui
sistemas de defesa que o protegem dos radicais livres, como os sistemas enzimaticos
superoxido dismutase, as catalases e a glutationa peroxidase, porém, quando ha um
desequilibrio entre o mecanismo de defesa antioxidante e os radicais livres, hd o
aparecimento das doengas, como cancer, doengas cardiovasculares e inflamatorias, as
quais estdo associadas com o aparecimento de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio
(ERON), que causam danos as células (LAGUERRE; LECOMTE; VILLENEUVE,
2007, WEIDINGER; KOZLOV, 2015). Para prevenir esse estresse oxidativo causado
pelo desequilibrio entre substancias antioxidantes e agentes oxidantes, é recomendado
na dieta humana o consumo de alimentos que possuem substincias antioxidantes

(LAGUERRE; LECOMTE; VILLENEUVE, 2007, VERMA; PRATAP, 2010). Na
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Figura 14 sio apresentadas as estruturas de alguns compostos antioxidantes presentes

em plantas.

Figura 14: Estruturas de substancias antioxidantes de plantas.
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Fonte: Laguerre, Lecomte ¢ Villeneuve (2007).

O termo ERON (espécies reativas de oxigénio e nitrogénio) € usado para
designar as seguintes espécies: radical hidroxila (HO"), radical superdxido (O2"), 6xido
nitrico (NO’), radical peroxila (RO2"), peroxinitrito (ONOQO~), acido hipocloroso
(HC10), peroxido de hidrogénio (H,0,), oxigénio singleto (!0,) e ozdénio (O3)
(ARUOMA, 1998, LIU, 2010, WEIDINGER; KOZLOV, 2015). Todas essas espécies
podem conduzir a reagdes de radicais livres nos organismos vivos, causar danos as
células e provocar o aparecimento de doengas, especialmente as relacionadas com a
idade (LU et al., 2010, WEIDINGER; KOZLOV, 2015). Na Figura 15 ¢ apresentado

um esquema que mostra a formagéo destas espécies no metabolismo celular.
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Figura 15: Esquema da formag@o de ERON no metabolismo celular.
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Nota: O, radical superoxido, HO-": radical peridroxila, HO": radical hidroxila, H>O:: perdxido
de hidrogénio, HCIO: acido hipocloroso, ONOQO™: peroxinitrito, R": radical alquilico lipidico,
RH: lipideo, ROO": radical peroxil lipidico, ROOH: hidroperéxido lipidico, SOD: superoxido
dismutase, CAT: catalase ¢ GPX: glutationa peroxidase. Fonte: Lii et al. (2010).

Um antioxidante é uma espécie quimica capaz de retardar a auto-oxidagio,
impedindo a formagfio de radicais livres ou interrompendo a propagacéo da reagdio em
cadeia da etapa de oxidacdo através dos seguintes mecanismos: (a) impedindo a
formagfo de espécies reativas de oxigénio ou eliminando as espécies responsaveis pela
etapa de iniciagfio na reacgio de oxidagfo, como o radical superdxido e oxigénio singleto
(b) quelagio de ions metalicos que poderiam catalisar a formagdo de ERO, (c)
retardando a fase de propaga¢do da oxidagdo lipidica, interceptando os “propagadores”
da oxidagfio ou impedindo a propagacdo da reagdo em cadeia, (d) repararando os danos
oxidativos e diminuindo a concentracio de Oz nas células (LAGUERRE; LECOMTE;
VILLENEUVE, 2007, BREWER, 2011, HAN; ZHANG; SKIBSTED, 2012). Na Figura

16 € mostrado alguns mecanismos de agfio de substincias antioxidantes.



Figura 16: Mecanismos de inibig¢do da oxidagéo.
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Fonte: Laguerre, Lecomte ¢ Villeneuve (2007).

oxidativo através desse mecanismo (LAGUERRE;
VILLENEUVE, 2007).
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As reagdes de quelagio de metais ndo sdo muito importantes na peroxidagéo de
lipideos, porém, sdo primordiais na inibi¢do da quebra de cadeias simples do DNA.
Substancias como os acidos fenoélicos e flavonoides possuem esse tipo de mecanismo na
prevencgdo oxidativa. Os carotenoides podem reagir desativando o oxigénio singleto
(!02) e o transformando em oxigénio tripleto (°02), devido ao sistema conjugado em
suas estruturas, o excesso de energia absorvido no seu estado excitado pode ser liberado
em interagGes vibracionais e rotacionais com o solvente e o meio reacional. Substancias
que podem perder um hidrogénio radical podem impedir a reagio de propagagio
reagindo com os radicais peroxila lipidicos gerados no processo oxidativo. Compostos
fenolicos, tocoferdis, flavonoides, acidos organicos e estilbenos podem retardar o

LECOMTE;
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2.4 INIBICAO DE a-AMILASE

A saliva é um fluido oral secretado pelas glandulas salivares para manter a via
oral umida, a fim de evitar a abraso da mucosa e ajudar na remocio de
microrganismos, células epiteliais descamadas e restos de alimentos da cavidade oral
(DAWES et al., 2015). Uma das principais enzimas da saliva é a a-amilase, a qual ¢
importante no metabolismo de carboidratos de plantas e de seres humanos (HOMOKI et
al., 2016).

As amilases podem ser obtidas de plantas, animais e microrganismos e sio
classificadas em trés categorias de acordo com o mecanismo de ac¢do: a-amilase, S-
amilase e y-amilase (HITESHI; GUPTA, 2014). Na Tabela 3 é mostrada a classificagdo

das amilases.

Tabela 3: Classificacfo das amilases.

Nome da enzima Classificacio Nomenclatura oficial Mecanismo de acéo
a-amilase EC321.1 4-a-D-glucano Hidrolise das ligagdes
glucanoidrolase internas 1,4-a-glicosidicas
p-amilase EC3.212 4-a-D-glucano Hidrolise de residuos
maltoidrolase terminais de a-D-glicose com

ligacBes 1,4- glicosidicas
y-amilase EC3.2.13 4-g-D-glucano Hidrolise de residuos
glucoidrolase terminais de a-D-glicose com
ligacBes 1,4-glicosidicas ou

ligacBes 1,6-glicosidicas.

Nota: EC: Enzyme Commission number. Fonte: Hiteshi ¢ Gupta (2014).

O amido é uma substancia formada por dois tipos de polimeros de glicose, a
amilose e a amilopectina. A amilose ¢ um polimero linear que possui cerca de 6.000
unidades de glicose unidas através de ligagdes a-1.4 glicosidicas e a amilopectina é um
polimero ramificado de glicose formado através de ligagdes a-1.4 glicosidicas e
ligacSes a-1,6 glicosidicas. A a-amilase quebra somente as ligagdes internas a-1.,4
glicosidicas da amilose ou da amilopectina (DE SOUZA; DE OLIVEIRA
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MAGALHAES, 2010). Na Figura 17 ¢ mostrado as estruturas da amilose e da

amilopectina e o local de a¢do da a-amilase na amilopectina.

Figura 17: Estrutura dos polimeros do amido.
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Fonte: adaptado de Bochlke, Zierau ¢ Hanning (2015); de
Souza, Oliveira ¢ Magalhdes (2010).

O diabetes mellitus é uma doenga metabolica comum que afeta milhSes de
pessoas no mundo. Ela esta associada a disfungdes ou insuficiéncias de alguns 6rgéos,
como olhos, rins, cérebro, coracdo e vasos sanguineos, podendo causar defeitos na agéo
da insulina provocando a destruicdo de células beta do pancreas o que retarda a
producio da insulina, causando a hiperglicemia. Existem dois tipos de diabetes, o tipo 1
que é caracterizado pela deficiéncia absoluta de insulina, ou seja, o individuo nfo

produz insulina devido a destruicdo das células beta do pancreas e o tipo 2 que é
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caracterizado pela deficiéncia relativa de insulina, ou seja, a produgéo de insulina pelo
individuo ¢ insuficiente para o controle glicémico (BRASIL, 2006).

Uma das alternativas para o tratamento do diabetes tipo 2 consiste na inibigo da
a-amilase, que atua na degradagfio do amido em glicose, a inibi¢fo dessa enzima ajuda
na diminui¢do da concentragio de glicose pos-prandial, ja que havera uma redugfo nos
niveis de glicose no sangue (SALES et al., 2012, DASTJERDI; NAMJOY AN; AZEMI,
2015).

A inibi¢do da a-amilase também é importante no controle de pragas e insetos,
pois o0 uso excessivo de inseticidas tem contribuido para o surgimento de insetos
resistentes, causando a contaminagio de grios (MARSARO JUNIOR et al., 2005). Essa
enzima ¢é essencial para o crescimento e desenvolvimento dos insetos, pois precisam
dessa enzima para digerir os carboidratos e obter nutrientes (FRANCO et al., 2002,
WANG et al., 2011, KAUR; KAUR; GUPTA, 2014). Os inibidores de amilase podem
desempenhar uma fung¢fo inseticida porque formam complexos com a a-amilase
causando sua inativagdo, assim ocorrera uma baixa absor¢io de nutrientes retardando o
desenvolvimento, podendo causar a morte do inseto devido a fome (MEHRABADI et
al., 2012, RAHIMI; BANDANI, 2014).

As enzimas a-amilase salivar e a-amilase pancreatica desempenham um papel
importante na saide dos seres humanos, porque sdo indicadores de disturbios do
pancreas e das glandulas salivares, como pancreatite aguda e parotidite (KANDRA,
2003). A a-amilase salivar possui trés fungdes biologicas distintas: ela atua na
degradagéo inicial do amido (polissacarideos) em oligdmeros, como maltose e glicose;
essa enzima atua como um receptor especifico de bactérias, como as bactérias bucais do
género Streptococos, hidrolisando o amido que pode ser usado como alimento para as
bactérias, levando a formagfo de um biofilme bacteriano; e ela pode se ligar ao esmalte
dos dentes ou a hidroxiapatita atuando na formagfio da placa dentaria (KANDRA, 2003,
SALES et al., 2012, BOEHLKE; ZIERAU; HANNIG, 2015). Dessa forma, a inibi¢fo
dessa enzima tem sido o objetivo de varios trabalhos para o tratamento de diabetes,
obesidade e doencas bucais (KANDRA et al., 2004, LEE et al., 2012, SALES et al.,
2012, LORDAN et al., 2013, DASTJERDI; NAMJOYAN; AZEMI, 2015, HOMOKI et
al., 2016).
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2.5 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

As doencgas infecciosas sdo um problema de saide publica mundial. Em 2012
9,1 milhdes de pessoas morreram devido a estas doengas, incluindo doengas parasitarias
e respiratorias. Os agentes patogénicos causadores dessas doengas, como bactérias,
parasitas, virus e fungos estdo resistentes a certos medicamentos, fato que prejudica o
tratamento e prevenglo de varias infecgdes. Os principais problemas da resisténcia
bacteriana sdo relatados para infecgdes respiratorias, gastrointestinais, feridas e outras
enfermidades causadas por Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae, as quais sdo
bactérias resistentes aos antibidticos cujos principios ativos sdo as cefalosporinas de
terceira geracdo (WHO, 2015).

Uma grande quantidade de antibidticos € produzida no mundo para combater
microrganismos causadores de doengas e o uso excessivo destes medicamentos leva ao
surgimento da resisténcia aos antibioticos (GUPTA; DUBEY; KUMAR, 2016). Esta
resisténcia ocorre através dos seguintes mecanimos: modificacdo enzimatica ou
inativacdo do antibidtico, redugfio da absor¢dio do antibidtico na bactéria, aumento do
efluxo do antibiotico da bactéria e alteragdo ou produgdo de um novo alvo bacteriano
através de mutagdo genética (HANCOCK; STROHL, 2001, LIVERMORE, 2003,
CHAKRABORTY et al, 2014). Além disso, os medicamentos antimicrobianos
sintéticos sfo descritos na literatura como causadores de efeitos colaterais nos pacientes,
possuem alta toxicidade e baixa tolerancia e sfo ineficazes contra microrganismos
novos (RAKHOLIY A; KANERIA; CHANDA, 2013).

Neste contexto, a pesquisa com plantas medicinais para o descobrimento de
novos metabdlitos com atividade antimicrobiana € uma alternativa significativa para
producdo de novos medicamentos resistentes as infecgdes microbianas
(MICKYMARAY et al., 2016). Existem varios trabalhos na literatura que estudaram as
propriedades antimicrobianas de plantas medicinais (MAHESH; SATISH, 2008,
SILVA; FERNANDES JUNIOR, 2010, SILVA; FERNANDES JUNIOR, 2010,
RAKHOLIYA; KANERIA; CHANDA, 2013, CHAKRABORTY et al., 2014,
AKHTAR; [HSAN UL; MIRZA, 2015, ASHRAF et al., 2015), comprovando que os
produtos naturais sdo uma grande fonte de substincias biologicamente ativas para o

tratamento de doencas.
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Os extratos de plantas medicinais possuem varios mecanismos de acfo contra
microrganismos patégenos devido as interagdes sinérgicas entre os compostos ativos e
os agentes antimicrobianos (CHAKRABORTY et al., 2014). A utilizag8o de extratos de
plantas ou 6leos essenciais em combinagdo com antibidticos possui melhor atividade
antimicrobiana do que os componentes individuais, resultando em menores valores para
concentracgfo inibitéria minima (CIM), além disso, as plantas medicinais com atividade
antimicrobiana sfo utilizadas na industria alimenticia para evitar a contaminagio
microbiana e o crescimento de microrganismos e na industria cosmética para prevenir a

contaminagdo por microrganismos (RAKHOLIY A; KANERIA; CHANDA, 2013).

2.5.1 ATIVIDADE ANTIBACTERIANA COM ENFASE EM DOENCAS ORAIS

A alimentacgio da populacdo no mundo todo tem mudado. Atualmente ha um
aumento no consumo de carboidratos levando a um consumo excessivo de agucares,
além disso, com o desenvolvimento das técnicas de conservaciio e fermentacfo de
alimentos houve um aumento no consumo de bebidas acidas, essa mudanga no estilo de
vida da populagéio contribuiu para o aumento nos casos de doengas sistematicas e néo
transmissiveis como diabetes, aterosclerose e doencas orais (KAIDONIS;
TOWNSEND, 2016).

As doengas bucais mais comuns em todo mundo que afetam as pessoas mais
jovens sdo a carie e a periodontite (RAKHOLIY A; KANERIA; CHANDA, 2013). A
carie dentaria € causada pela acumulagio e colonizagiio de microrganismos orais, que se
néo for controlada pode evoluir para uma inflamagfo e provacar a morte do tecido. Essa
doenga infecciosa estd associada as bactérias dos géneros Strepfococcus, como S.
mutans e S. sobrinus e Lactobacillus ssp. (ALLAKER; DOUGLAS, 2009, GUPTA et
al., 2009). A periodontite esta relacionada a perda do suporte alveolar do dente e é
causada principalmente pelas bactérias Porphyromonas gingivalis, Prevotella
intermedia e Aggregatibacter actinomycetemcomitans (ALLAKER; DOUGLAS, 2009).

O uso excessivo de antibioticos no tratamento de doengas bucais tem contribuido
para a resisténcia bacteriana dos medicamentos disponiveis no mercado, levando a um
disturbio da flora oral e intestinal, provocando vémito, diarreia e coloragdo do dente
(RAKHOLIY A; KANERIA; CHANDA, 2013). Varios agentes antimicrobianos como

ampicilina, clorexidina, sanguinarina, metronidazol e antissépticos de amoénio
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quaternario e compostos fenolicos t€m sido muito eficazes na prevencdo da carie
dentaria (PORTO et al., 2009, BERNARDES et al., 2010). No entanto, esses
medicamentos causam efeitos adversos nos pacientes, como os citados anteriormente.
Assim, estes inconvenientes justificam a busca por novas e eficazes substancias
antimicrobianas que poderiam ser empregadas na prevencgio de doencas orais.

Os produtos naturais, como as plantas medicinais, tém sido alvo de estudos para
o descobrimento de novas classes de antibioticos para o tratamento de enfermidades
devido ao surgimento de novas infecgdes (ALVIANO et al., 2008). Varios produtos
comercializados atualmente possuem principios ativos de produtos naturais, como o
antisséptico bucal Listerine®, que possui os ingredientes timol, eucaliptol, salicilato de
metila e mentol, obtidos a partir de 6leos essenciais (ALLAKER; DOUGLAS, 2009).

Existem varios trabalhos na literatura sobre as propriedades antimicrobianas de
produtos naturais com énfase em doencas orais. Extratos de plantas, substancias
isoladas e dleos essenciais ja foram estudados e apresentaram atividade antibacteriana
(CHUNG et al., 2006, CUNHA et al., 2007, TSUL; WONG; RABIE, 2008, PORTO et
al., 2009, BERNARDES et al., 2010, VIEIRA et al., 2014). Os principais agentes
fitoquimicos identificados que possuem agiio terapéutica sfo os fenois, acidos fenodlicos,
quinonas, flavonas, flavonoides, taninos, cumarinas, terpenos, alcaloides e lectinas

(ALLAKER; DOUGLAS, 2009).

2.5.2 ATIVIDADE ANTIFUNGICA

As infecgdes fungicas causam graves efeitos na saide do homem, elas nem
sempre sdo reconhecidas e as mortes decorrentes dessas doencgas sfio geralmente
negligenciadas. Nfo existem programas para o tratamento destas infec¢Oes, apenas o
Centro de Controle e Prevencéo de Doencgas dos Estados Unidos (Center for Disease
Control and Prevention — CDC) possui uma pequena vigildncia micologica. Nos
ultimos cinco anos, do valor total investido para o desenvolvimento de novos
medicamentos para doengas imunologicas e infecciosas, apenas 1,4 a 2,5% foram
destinados para doengas causadas por fungos (BROWN et al., 2012).

As principais formas de manifestacdes de infecgdes fungicas sdo dermatites,
como pé de atleta, micose do couro cabeludo, infec¢do nas unhas, na mucosa oral e em

orgdo genitais, como a candidiase vulvovaginal, que afeta varias mulheres no mundo.
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Estas infec¢des superficiais sdo causadas por fungos do género Candida, especialmente
C. albicans (BROWN et al., 2012). Além disso, espécies dos géneros Cryptococcus,
Aspergillus, Pneumocystis e Candida sdo responsaveis por cerca de 90% das mortes
causados por infec¢Bes invasivas de fungos (BROWN et al., 2012, KATHIRAV AN et
al., 2012).

Os fungos do género Candida fazem parte da flora microbiana do nosso
organismo, eles estio presentes em superficies mucosas como a cavidade bucal, a pele e
orgdos genitais. Porém, quando hd um desequilibrio dessa flora surge varias doencas
infecciosas, como a candidiase e a infec¢fio na corrente sanguinea (candidemia), a qual
pode se espalhar para outras partes do corpo como olhos, figado, bago, ossos, entre
outros. Essa doenca pode levar a Obito as pessoas infectadas caso nfo seja tratada.
Dentre as espécies de Candida, C. albicans ¢ responsavel pela maioria dos casos de
infec¢éio, sendo a espécie mais patogénica (ARENDRUP, 2010).

As doengas causadas por fungos sdo dificeis de serem detectadas e ha poucas
opgdes de medicamentos para o tratamento das doencgas. Em individuos saudaveis o
sistema imunolégico consegue se defender das infecges flngicas, porém, em
individuos com infecgdes imunossupressoras, como HIV, com o6rgdos transplantados e
em tratamento de cancer € mais comum a incidéncia de doengas invasivas resultando
num aumento das infec¢Ges fingicas (BROWN et al., 2012, BRANDT; PARK, 2013,
PERLIN; SHOR; ZHAO, 2015).

Pacientes internados em Unidades de Terapia Intensiva (UTI) estdo sujeitos a
adquirir infecgdes causadas por microrganismos. Vicent e outros (2009) realizaram um
estudo com 13.796 pacientes, em 1.265 UTIs, em 75 paises da Europa, América, Asia e
Oceania. Eles verificaram que 51% dos doentes estavam infectados com
microrganismos, sendo que 16% destes pacientes estavam recebendo tratamento contra
infecgdes causadas por fungos, especialmente para espécies de Candida, além disso, foi
observada infec¢des causadas por Staphylococcus aureos (20%), Pseudomonas ssp.
(20%) e Escherichia coli (16%). Este estudo demonstra que doencgas infecciosas sdo um
problema nos hospitais e que a descoberta de novas substancias antimicrobianas é uma
alternativa para o desenvolvimento de medicamentos para profilaxia de infecgdes.

Os medicamentos antifungicos mais utilizados pertencem as seguintes classes
quimicas: azoles (fluconazol, voriconazol, posaconazol, e isavuconazole), polienos

(anfotericina B), equinocandinas (caspofungina, anidulafungina e micafungina),
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fluoropirimidinas (flucitosina) e alilaminas (terbinafina) (KONTOYIANNIS; LEWIS,
2002, ROGERS, 2006, PERLIN; SHOR; ZHAO, 2015). Porém, tem se relatado
resisténcia de algumas espécies com o uso destes medicamentos para o tratamento das
infecgbes, como resisténcia de espécies de Candida e Aspergillus aos azoles
(KLEPSER; ERNST: PFALLER, 1997, ROGERS, 2006, MORACE; PERDONI;
BORGHI, 2014).

Em um trabalho sobre epidemiologia de candidemia em diferentes paises da
América Latina, os autores verificaram que C. albicans & o principal agente,
responsavel por 37,6% das infecg¢Bes, seguido por C. parapsilosis (26,5%), C. tropicalis
(17,6%), C. guilliermondii (6,5%), C. glabrata (6,3%) e C. krusei (2,7%), evidenciando
a grande variedade de espécies patogénicas do género Candida (NUCCI et al., 2013).
No mesmo trabalho foi mostrado que os fungos isolados da corrente sanguinea dos
pacientes infectados foram suscetiveis ao fluconazol, voriconazol, anfotericina e
anidulafungina.

Varios trabalhos na literatura explicam as possiveis causas da resisténcia
antifungica, acredita-se que os mecanismos da resisténcia envolvam a diminuig¢io da
absor¢do dos medicamentos, modificacdo do alvo da droga ou redugfo da droga em
nivel celular, restricdo da entrada de medicamentos devido a regulacdo da bomba de
efluxo que diminui a concentragdo do farmaco dentro da célula do fungo e evolugio
genética dos fungos (KONTOYIANNIS; LEWIS, 2002, PFALLER, 2012, PERLIN;
SHOR; ZHAO, 2015).

Existem alguns trabalhos na literatura sobre a atividade antifungica de plantas
medicinais (QUIROGA; SAMPIETRO; VATTUONE, 2001, FENNER et al., 2005,
ALANIS-GARZA et al., 2007, WEBSTER et al., 2008, TEODORO et al., 2015),
contudo, ainda s3o necessarias mais pesquisas para o desenvolvimento de
medicamentos capazes de combater fungos patogénicos menos comuns, como especies
de Fusarim ssp., que causam infec¢des em pacientes que estdo em tratamento de
quimioterapia ou que fizeram transplante de medula 6ssea (FLEMING; WALSH;
ANAISSIE, 2002). Nucci e outros (2013a) relataram um aumento na incidéncia de
infecgdes causadas por Fusarium spp. em pacientes internados na unidade de
hematologia no Hospital Universitario da Universidade Federal do Rio de Janeiro,
sendo que as infecgdes comecaram como infecgdes na pele e nas unhas em pacientes

imunocomprometidos.



60

2.6 ATIVIDADE ANTIPROTOZOARIA

Os protozoarios sdo microrganismos causadores de graves doengas, como a
malaria, leishmaniose, doenga de Chagas, doenga do sono e amebiase, as quais sdo
responsaveis pela morbidade e mortalidade de milhares de pessoas em paises tropicais.
Na&o existem vacinas para essas doengas e a maioria dos medicamentos para o
tratamento em pacientes causam efeitos colaterais agressivos, sdo “antigos”, ou seja,
foram desenvolvidos ha varios anos e alguns possuem resisténcia aos parasitas. Como
essas doengas atingem a populagfo mais pobre, as empresas farmacéuticas nfo investem
em pesquisa nessa area devido a falta de retormo financeiro e o apoio ao
desenvolvimento de novos medicamentos estd sujeito aos Orgdos publicos e as
organizagdes ndo governamentais (LUPI et al., 2009, ASTELBAUER; WALOCHNIK,
2011).

As doengas tropicais negligenciadas (DTN) afetam a saude de milhares de
pessoas no mundo, cerca de 1 bilhdo de individuos sofrem devido a essas doencas
(WHO, 2010). Em 2010 a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) divulgou uma lista
com 17 DTN que mais atingem a populagio que vive na extrema pobreza e ndo tém
acesso a programas de saude publica, dentre estas doengas, destacam-se a doenga de
Chagas e a leishmaniose que sdo causadas por protozoarios patogénicos do filo
kinetoplastida.

As leishmanioses séo doencas causadas por protozoarios de diferentes espécies
de Leishmania, e sfo transmitidas por meio de picadas de flebotomineos fémeas
infectadas. Existem 20 espécies de Leishmania que sdo patogénicas para o homem
(WHO, 2010, 2012). As principais formas clinicas da doenca sio a leishmaniose
cutanea, que € a forma mais comum da doenga, a leishmaniose cutanea difusa, que é
uma manifestacfio severa da doenca que se assemelha a hanseniase virchowiana (lepra),
a leishmaniose muco cutdnea, que causa destruicdo de cavidades oral provocando a
mutilagio do rosto e a leishmaniose visceral (L'V) (ou calazar) que é a forma mais grave
da doenga e pode ser fatal se ndo for tratada (DESJEUX, 2004). Um fator de risco para
esta doenca € a coinfeccio, principalmente em pacientes com LV e com HIV em paises
do Mediterraneo, Brasil, leste da Africa e subcontinente indiano (DESJEUX, 2004,
WHO, 2012).
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Nos paises do velho mundo da Asia, Africa e Europa a leishmaniose cutinea ¢
provocada por espécies de Leishmania major, L. tropica, L. aethiopica e L. infantum. Ja
nos paises do novo mundo, na América Latina, a doenga € causada por Leishmania
braziliensis, que ¢ a espécie mais dominante, seguida por L. amazonensis, L. guyanensis
e L. panamensis (TORRES et al., 2014). No Brasil as principais espécies causadoras de
doencas na regido amazonica sdo L. amazonensis, L. braziliensis e L. guyanensis
(LIMA et al., 2012), sendo que as infec¢Ses geralmente ocorrem nos membros
inferiores (Ulcera de Bauru) (LUPI et al., 2009). Essa é uma doencga negligenciada grave
no pais. No periodo de 1980 a 2008 foram relatados mais de 70 mil casos de LV com
3.800 mortes. Em 2007, 50% dos casos da doenca foi notificado na regifio nordeste
(WERNECK, 2010).

Os medicamentos para o tratamento da leishmaniose causam efeitos colaterais
adversos em pacientes, além disso, sdo caros e nfo estio disponiveis para a populagio
mais pobre que necessita dos medicamentos para o tratamento da doenga. Entre 2000 e
2011, de 850 novos medicamentos produzidos apenas 1% (5 medicamentos) foram
desenvolvidos para o tratamentos de doengas negligenciadas, especialmente doenca de
Chagas, leishmaniose e tripanossomiase humana africana, (PEDRIQUE et al., 2013)
dados que corroboram a necessidade de pesquisas para o desenvolvimento de novas

formulagdes, principalmente a partir de produtos naturais.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Este trabalho teve como objetivo geral avaliar as atividades antimicrobiana,

antifiingica, antioxidante, antiprotozoaria, inibidora de a-amilase e citotoxica dos

extratos e fragdes de Inga laurina, e caracterizar e/ou determinar a estrutura dos

constituintes quimicos presentes nesta espécie

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar as atividades antioxidante, antimicrobiana, antifingica, inibidora de a-
amilase, antiprotozoaria e citotoxica dos extratos e fracdes das folhas e cascas de /.
laurina;

Realizar o fracionamento em coluna das fragcdes com melhores resultados das
atividades biolégicas testadas para isolar os constituintes bioativos;

Identificar as estruturas das substancias isoladas através de métodos
espectroscopicos de analise como Ultravioleta-visivel, RMN de 'H, *C, DEPT-135
(Distortionless Enhancement by Polarization Transfer), RMN por correlagdes,
HMBC (Heteronuclear Multiple Bond Correlation), HSQC (Heteronuclear Single
Quantum Correlation), COSY (Homonuclear Correlation Spectroscopy) e
NOESY, (Nuclear Overhauser Spectroscopy) e métodos espectrométricos como
EM/IES-EM/EM (Espectrometria de Massas por lonizagdo por Eletrospray
Acoplado a Espectrometria de Massas Sequencial).

Submeter as substincias isoladas, se obtidas em quantidades suficientes, aos

ensaios biologicos realizados com os extratos e fragdes.
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4 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

4.1 MATERIAIS E METODOS

4.1.1 REAGENTES E SOLVENTES

« Acido galico, anisaldeido, acetato de sodio, hidroxido de soédio, vanilina,
polietilenoglicol 4000 (PEG 4000), cloreto de aluminio, cloroplatinato de potassio
—marca Vetec Quimica Fina LTDA).

« Catequina, 2,6-di-tercbutil-4-metilfenol (BHT), difenilboriloxietilamina (NP), 2,2-
difenil-1-picrilidrazila (DPPH), substrato a-(2-cloro-4-nitrofenil)-$-1,4-
galactopiranosilmaltoside (Gal-G2-a-CNP) — marca Sigma-Aldrich.

« FolinCiocalteau — marca Cromoline

¢ Quercetina — marca Arborvita

« Nitrato de bismuto — marca Isofar

* lodeto de potassio — marca Ecibra

« Carbonato de s6dio — marca Reagen

* Cloreto de potassio — marca Synth

* Solventes para extracdes: hexano, cloroférmio, acetato de etila e n-butanol —
diversas marcas: Merck, Neon, Synth e Vetec.

» Solventes para cromatografia: metanol e acetato de etila — diversas marcas Merck,
Neon, Synth e Vetec.

e Solvente grau CLAE: metanol das marcas Sigma-Aldrich e J. T. Baker.

* Solvente deuterado para RMN: DMSO + 0,05% TMS — Cambridge Isotope

Laboratories.

4.1.2 FASES ESTACIONARIAS

« Cromatografia em coluna
- Sephadex LH-20 — marca GE Healthcare
- Silica C18 — marca Sorbent Technologies

* Cromatografia em camada delgada (CCD):
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- Silica gel 60 com indicador de fluorescéncia UV2ss (@ = 0,20 mm), em folhas de
aluminio da marca Macherey-Nagel.

* Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE):

- Analitica: fase reversa C18 da marca Phenomenex modelo Luna, 4,6 mm de didmetro
interno, 25 cm de comprimento, particulas de 5 um e poros de 100 A de didmetro.

- Semipreparativa: fase reversa C18 da marca Phenomenex modelo Synergi Hydro-RP,
21,20 mm de didmetro interno, 10 cm de comprimento, particulas de 4 um ¢ poros de 80

A de diametro

4.1.3 EQUIPAMENTOS

* Banho de aquecimento FISATOM modelo 550.

e Balanca analitica SHIMADZU modelo AUW220D.

* Balanga de luz infravermelha para determinagfo da umidade Quimis modelo Kett
FD-600.

« Rotaevaporador IKA modelo RV 10.

» Lavadora ultra-sénica modelo USC 750 - Unique

« Liofilizador TERRONI modelo LS3000.

» Potenciostato Drop Sens pStat 200 e software Drop View 1.0.

»  Espectrofotometro Thermo Scientific, modelo Genesys 10S.

e Espectrofotdmetro Hitachi, modelo U-2000.

* Espectrometro de massas de alta resolugdo Bruker Daltonics modelo Micro-Q-
TOF-II com fonte de ionizagéo por eletrospray (IES).

« Cromatoégrafo liquido de alta eficiéncia Agilent, modelo Infinity 1260 aclopado a
um espectrometro de massas de alta resolugdo QTOF (Quadrople Time of Fligth)
Agilent® modelo 6520 B com fonte de ionizago por eletrospray (IES).

* Cromatdégrafo liquido de alta eficiéncia Shimadzu, modelo LC-6AD.

* Espectrometro de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) Bruker modelo
Ascend™ 400 Avance III HD (9,2 Tesla).
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4.2 COLETA E IDENTIFICACAO

A coleta do material vegetal (folhas e cascas) foi realizada préximo a rodovia
BR-050 (18°59°13.96°’S; 48°12°42.16”°0), no municipio de Uberldandia, MG. A planta
foi coletada de individuos diferentes, proximos uns aos outros. Ela foi identificada pelo
professor Dr. Glein Monteiro de Araujo do Instituto de Biologia da Universidade
Federal de Uberlandia (UFU) e sua exsicata foi depositada no Herbario da Universidade
Federal de Uberlandia (HUFU), com o seguinte numero de registro: 64050
(FURTADO, 2014).

4.3 PREPARACAO DOS EXTRATOS DAS FOLHAS E CASCAS

Apds secagem em estufa a aproximadamente 35 °C e moagem do material
vegetal em moinho de facas, o extrato foi preparado, submetendo as amostras a extragio
a temperatura ambiente com etanol. Foram utilizados 1.400,0 g de cascas secas e
moidas e realizadas 08 extragdes em intervalo de 48h para cada repeti¢do. Foram
utilizados 900,0 g de folhas e realizadas 3 extragdes durante um periodo de 48h para
cada repeticio (FURTADO, 2014). Ao final do processo de extragfio, foi realizada uma
filtracdo simples utilizando papel de filtro e em seguida o solvente foi evaporado em
rotaevaporador sob pressdo reduzida. Depois de secos os extratos etanolicos foram

liofilizados e os rendimentos calculados.

4.4 EXTRACAO LIQUIDO-LIQUIDO DO EXTRATO DAS FOLHAS

O extrato etandlico das folhas (42,0 g) foi solubilizado em solugdo metanol:agua
(9:1) e posteriormente submetido a extragio liquido-liquido em um funil de separagio
utilizando solventes de polaridades crescentes (hexano, cloroférmio, acetato de etila e n-
butanol) (Figura 18). Cada uma das fragdes obtidas foi concentrada em rotaevaporador,
sob pressdo reduzida, em banho a 40 °C, fornecendo, entfo, as respectivas fragdes do
extrato bruto. As fragSes foram liofilizadas e guardadas em frascos de vidro sob

refrigeragfio até o momento das analises (FURTADO, 2014).
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Figura 18: Fluxograma da extragfio liquido-liquido do extrato etandlico das folhas de /.

laurina.

‘ Folhas secas e moidas

Maceragdo com EtOH
Rotaevaporagdo e liofilizagdo

Extrato etandlico
42,0g
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Fonte: autora.

4.5 FRACIONAMENTO CROMATOGRAFICO DO EXTRATO DAS CASCAS

Foram utilizados 58,0 g do extrato etanolico das cascas e 300,0 g de silica gel
60. O extrato foi adicionado no topo da coluna de didmetro 7,6 c¢cm, acima da fase
estacionaria (silica). Foram adicionados solventes de polaridades crescentes na coluna:
1,1 L de hexano, 2,0 L de cloroformio, 2.0 L de acetato de etila, 2,0 L de n-butanol, 2,0
mL de metanol e 2,0 L de agua (Figura 19). As solugdes obtidas foram concentradas em
rotaevaporador, sob pressfo reduzida, em banho a 40°C. As fra¢Ses foram liofilizadas e

guardadas em frascos de vidro sob refrigeragfio até o momento das analises.
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Figura 19: Fluxograma dofracionamento em coluna cromatografica do extrato etandlico

das cascas de . laurina.
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Fonte: autora.

4.6 TRIAGEM FITOQUIMICA DOS EXTRATOS E FRACOES

Para investigacdo da classe de metabolitos secundarios presentes nos extratos e
fragdes, foram preparadas solugdes em metanol na concentragcdo de aproximadamente
1,0 mg mL'. As solugdes foram aplicadas em placas de cromatografia de camada
delgada (CCD) em fase estacionaria de silica gel 60 com indicador de fluorescéncia.
Foram utilizadas duas fases moveis: 1) cloroféormio:metanol:hidroxido de amoénio
(9:1:0,25) ¢ 1) acetato de etila:acido formico:acido acético:agua (10:1,1:1,1:2,6), de acordo
com a metodologia de Wagner e Bladt (1996). Os reveladores empregados na triagem
também foram preparados de acordo com esta referéncia e estdo descritos abaixo.

a) Detecciio de flavonoides: foram preparadas duas solugdes, solugdo metanolica de

difenilboriloxietilamina (NP) 1% (m v') (A) e solugdo etandlica de polietileno
glicol-4000 (PEG4000) 5% (m v!') (B). A solucdo reveladora foi preparada
misturando 10,0 mL da solugéio A e 8,0 mL da solugéio B. Apos borrifagio na placa
de CCD, arevelagio foi observada em camara de luz UV (365 nm).

b) Deteccio de alcaloides: foram utilizados dois reagentes:

— Dragendorff: foram preparadas duas solugdes, na solucdo A foram dissolvidos
cerca de 0,85 g de nitrato de bismuto em 10,0 mL de acido acético glacial e

adicionado 40,0 mL de agua destilada sob aquecimento. Na solugdo B foram
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dissolvidos em torno de 8,00 g de iodeto de potassio em 30,0 mL de agua. Foi
preparada uma solucdo estoque misturando-se as solugdes A e B na mesma
propor¢do. A solugdo reveladora foi preparada misturando-se 1,0 mL da solugio
estoque, 2,0 mL de acido acético glacial e 10,0 mL de agua.

— Todocloroplatinado: foram preparadas duas solugdes, a solugdo A composta de
cloroplatinato de potassio 5% em agua (m v!) e a soluciio B composta de iodeto de
potassio 10% em 4agua (m v!). A solugfio reveladora foi preparada misturando-se

1,0 mL da solugéo A, 9,0 mL da solugéo B e 10,0 mL de agua.

¢) Reveladores universais — detecco de diferentes classes de metabdlitos como

terpenoides esteroides saponinas fenilpropanoides flavonoides e

proantocianidinas

— Anisaldeido-4cido sulfurico: foi preparada uma solucdo de anisaldeido 5% (v v'!)
em acido acético glacial. Foram adicionados na solugdo 85,0 mL de metanol e 5,0
mL de acido sulfurico concentrado, nesta ordem. O revelador foi borrifado na placa
CCD, ela foi aquecida a 100 °C por 5 a 10 min e analisada.

— Liebermann-Burchard: foi preparada uma solugfo adicionando-se 5.0 mL de
anidrido acético e 5,0 mL de acido sulfurico concentrado a 50,0 mL de etanol
absoluto, sob banho de gelo. A placa foi borrifada com o revelador e aquecida a
100 °C por 5 a 10 min. A placa foi analisada em cdmara luz UV (365 nm).

- Vanilina sulfurica: foi preparada uma solugfo de vanilina em etanol a 0°C. Foram
adicionados 15,0 g de vanilina em 250,0 mL de etanol e adicionados 2.5 mL de

acido sulfurico.

4.7 DETERMINACAO DE FENOIS TOTAIS

O teor de fendis totais foi determinado pelo método de Folin—Ciocalteau
utilizando a metodologia descrita por Morais e colaboradores (2008). Para a reagio
colorimétrica foram adicionados em um tudo de ensaio 0,5 mL de solu¢io metandlica
na concentragfio 250 pg mL™! das amostras, 2,5 mL de solugio aquosa do reativo Folin-
Ciocalteau a 10% (v v'!) e 2,0 mL de solugfio aquosa recém preparada de carbonato de
s6dio 7,5% (m v'!). A mistura foi colocada durante 5 min em banho-maria a 50 °C e
posteriormente a absorvancia foi medida em um espectrofotdmetro da marca Thermo

Scientific, modelo Genesys 10S, em 760 nm. Para a leitura do branco foi adicionado ao
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tubo de ensaio 0,5 mL de metanol e seguido 0 mesmo procedimento. O teor de fendis
totais foi determinado através da equacgfo da reta obtida pela curva analitica construida
com acido galico (10 a 80 pug mL!) e expresso em miligramas equivalentes de acido

gélico por grama de extrato (mg EAG Zexirato ).

4.8 DETERMINACAO DE PROANTOCIANIDINAS

O teor de proantocianidinas foi determinado pelo método da vanilina sulfarica
utilizando a metodologia descrita por Morais e colaboradores (2008). Em um tubo de
ensaio foram adicionados 2,0 mL de solu¢do metanolica das amostras na concentracfo
100 ug mL? e 3,0 mL de uma solugiio recém-preparada de vanilina em 4cido sulfirico
70% (v v''), na concentragdo de 5 mg mL™!. A mistura foi colocada em banho-maria a
50 °C durante 15 min. A medida da absorvéncia das amostras foi realizada em um
espectrofotdometro da marca Thermo Scientific, modelo Genesys 10S, em 500 nm. Para
a leitura do branco foi adicionado ao tubo de ensaio 2,0 mL de metanol e seguido o
mesmo procedimento O teor de proantocianidinas foi determinado através da equagio
da reta obtida pela curva analitica construida com catequina (1 a 25 pug mL™!) e expresso

em miligrama equivalente de catequina por grama de extrato (mg ECAT gestrato ).

4.9 DETERMINACAO DE FLAVONOIDES

O teor de flavonoides foi determinado utilizando a metodologia descrita por
Woisky e Salatino (1998). Em um tubo de ensaio foram adicionados 2,0 mL de solugéo
em metanol das amostras (100 pg mL!), 1,0 mL de solugfio de AlCl3 em metanol 5% (m
v'1) e 2,0 mL de metanol. A mistura foi deixada em repouso por 30 min a temperatura
ambiente. A leitura da absorvancia das amostras foi realizada em um espectrofotdmetro
da marca Thermo Scientific, modelo Genesys 10S, em 425 nm. Para leitura do branco
foi adicionado 2,0 mL de metanol e seguido o mesmo procedimento. O teor de
flavonoides foi determinado através da equagfo da reta obtida pela curva analitica
construida com quercetina (1 a 35 pug mL!) e expresso em miligrama equivalente de

quercetina por grama de extrato (mg EQ Zextrato ).
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4.10 DETERMINACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

4.10.1 METODO DO RADICAL DPPH

A determinagfo da atividade antioxidante pelo método do sequestro do radical
DPPH foi realizada utilizando a metodologia descrita por Brand-Williams, Cuvelier e
Berset (1995) com adaptagdes. Foram preparadas solugdes das amostras em metanol e
diluidas nas concentra¢Ses de 83, 66, 49, 32 e 15% a partir da amostra inicial (100%)
(Tabela 4). Em tubos de ensaio, protegidos da luz, foram adicionados 0,3 mL de solugdo
das amostras e 2,7 mL de solugdo em metanol de DPPH (35 pug mL™'). A mistura
contendo a amostra e a solugdo de DPPH foi deixada em repouso, a temperatura
ambiente, durante 1 hora. Apos esse intervalo, a leitura da absorbéancia foi realizada no
espectrofotdometro da marca Thermo Scientific, modelo Genesys 10S, em 517 nm. Para
leitura do controle, as solugdes das amostras foram substituidas por 0,3 mL metanol. A
leitura do branco foi realizada substituindo 2,7 mL da solu¢do de DPPH por metanol. O

butilidroxitolueno (BHT) foi utilizado como controle positivo.

Tabela 4: Concentragdo inicial (100%) em pg mL™! das amostras na cubeta utilizadas na

determinagdo da atividade antioxidante pelo método do radical DPPH.

Amostras Amostras
EE-F 25 EE-C 10
FH-F 100 FH-C -
FC-F 80 FC-C 150
FAE-F 12 FAEI-C e FAEII-C 20
FB-F 20 FB-C 8
FM-F - FM-C 10

Nota: EE-F: extrato etanolico das folhas, FH-F: fracdo hexano das
folhas, FC-F: frag¢fio cloroférmio das folhas, FAE-F: fracdo acetato de
etila das folhas, FB-F: fragdo n-butanol das folhas, FM-F: fracdo
metanol das folhas. EE-C: extrato etandlico das cascas, FH-C: fragfio
hexano das cascas, FC-C: fragfo cloroféormio das cascas, FAE-C: fracdo
acetato de etila das cascas, FB-C: fracfo n-butanol das cascas, FM-C:
fragdo metanol das cascas.

A porcentagem de atividade antioxidante (AA) apo6s 1 hora de reacdo que

corresponde a porcentagem de DPPH sequestrado foi determinada pela Equagio 1
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%AA = {[AbScontrole - (AbSamostra - AbSbranco)] / AbScontrole } 100 Equa(;ﬁo 1

Em que AbScontrole € a absorbancia inicial da solugdo em metanol de DPPH,
Absamostra € a absorbancia da mistura reacional (DPPH + amostra) € AbSbranco € a
absorbancia da amostra em metanol.

A concentragdo eficiente, quantidade de amostra necessaria para decrescer a
concentracgio inicial de DPPH em 50% (CEso) foi determinada a partir da equagéo da
reta de uma curva analitica do grafico da porcentagem de DPPH sequestrado apos 1

hora de reagfio versus as concentragdes das amostras.

4.10.2 VOLTAMETRIA POR PULSO DIFERENCIAL

O ensaio por voltametria de pulso diferencial foi realizado no potenciostato Drop
Sens pStat 200 e software Drop View 1.0 para a aquisi¢do dos dados. Foi utilizada uma
célula eletroquimica, formada por um sistema com trés eletrodos: eletrodo de trabalho
de carbono vitreo, eletrodo de referéncia Ag/AgCl (saturado em KCI) e um eletrodo
auxiliar de platina.

Foram utilizados como eletrolitos 10,0 mL de solugfio tamp&o fosfato 0,2 mol L-
1. pH 7.0 contendo KCI 0,5 mol L' como eletrélito suporte e 10,0 mL de solugio
tampdo acetato 0,2 mol L, pH 4.5 contendo KCI 0,5 mol L! como eletrolito suporte.
For utilizado 1,0 mL de solu¢do em metanol das amostras na concentracdo 1.000 pg
mL! A velocidade de varredura foi 25 mV s com faixa de potencial entre -0.3 a
1,0 V. A altura do potencial foi de 60 mV. A duragio do pulso foi de 10 ms e o degrau
de potencial foi de 6 mV. O tempo de coleta da corrente foi de 50 ms. O eletrodo de

carbono vitreo foi polido entre as medidas voltamétricas.

4.11 DETERMINACAO DA ATIVIDADE INIBITORIA DE a-AMILASE

A atividade inibitéria de a-amilase foi determinada utilizando o método cinético
da reacdo da amilase com o substrato a-(2-cloro-4-nitrofenil)-f-1,4-galacto-
piranosilmaltoside (Gal-G2-a-CNP) com detecgio espectrofotométrica (GOUVEIA et

al., 2014). As andlises foram realizadas no Laboratorio de Bioquimica e Biologia
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Molecular do Instituto de Genética e Bioquimica da Universidade Federal de

Uberlandia (UFU), com a colaboragéo do Prof. Dr. Foued Salmen Espindola.

4.11.1 PREPARO DA FRACAO DE SALIVA ENRIQUECIDA DE a-AMILASE

Foi preparada uma fragéio de saliva enriquecida com a-amilase a partir da coleta
de saliva humana de cinco individuos. O material coletado foi armazenado a -20 °C por
48 h. Apos este periodo ele foi descongelado e centrifugado a 12.000 x g por 10 min a
20 °C. O sobrenadante foi fracionado em uma coluna de Q-Sefarose utilizando como
eluente 50 mM de Tris-HCI (cloridrato de tris(hidroximetil)aminometano) (pH 8.,0),
EDTA 10 mM e 10 mM de tampdo EGTA. O volume eluido da coluna de Q-Sefarose
foi dialisado trés vezes em solucfio tampdo de bicarbonato de amoénio (pH 7.,0),

liofilizado e solubilizado em solugéo tampao de fosfato salino (pH 7.2).

4.11.2 PROCEDIMENTO DA ATIVIDADE INIBIDORA DE a-AMILASE

A fracdo enriquecida com a-amilase salivar humana (HSA — Human Salivary
Amylase) foi diluida 1.000 vezes em 50 mM de tampdo acido 2-(N-morfolino)-
etanossulfonico (MES), contendo cloreto de calcio (5 mM), tiocianato de potassio (140
mM) e cloreto de sodio (300 mM) em pH 6,0. Foi preparada uma mistura contendo 5 pL
de solucdo da amostra em dimetilsulféxido (DMSO) (Tabela 5) e 45 pL. da HSA diluida
1.000 vezes. Essa mistura foi incubada durante 30 minutos a 37 °C. Foram adicionados
na microplaca 8 uL da amostra incubada com HSA e 320 pL do substrato Gal-G2-a-
CNP (12 mM) e a leitura da absorbancia foi realizada em 405 nm, durante 3 minutos,

em intervalo de 1 minuto, a 37 °C. A acarbose foi utilizada como controle positivo.
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Tabela 5: Concentragdes das amostras na microplaca (em pg mL™") utilizadas na anélise

de inibi¢do da a-amilase.

Amostras Amostras Acarbose
EE-F 1,2a12,4 EE-C 0,2a2,5 -
FH-F 2,5a24,8 FH-C . ~
FC-F 24,8 FC-C 24,8 -

FAE-F 2,5a12,4 FAEI-C e FAEII-C 24,8 -
FB-F 1,2a124 FB-C 0,2a2,5 -
FM-F - FM-C 0,2a2,5 -

- - - 0,0024 - 0,1220

A porcentagem de inibi¢do de a-amilase foi determinada pela Equagdo 2. As
Equagdes 3 e 4 determinam a atividade de a-amilase em U mL™! e a atividade da enzima
em porcentagem (%), respectivamente, e foram utilizadas no calculo da porcentagem de

inibi¢do na equagdo 2.

Inibig¢do de a-amilase (%) = 100 — (atividade de a-amilase em %) Equagdo 2
. . . s _ rf Adbs N
Atividade de a-amilase (U mL™") = [( — )Vf Fd)/(sVsI) Equacdo 3
Atividade de a-amilase (%) = (Aamostra/ Acontrole) 100 Equagido 4

Em que:

AAbs/min = [(Abs3-Abs1)/2] que corresponde a diferenca de absorbanciaem 3 e
1 minutos (Abs = absorbancia);

Vf¢é o volume total da reagdo (328 pL);

Fd é o fator de diluigdo da saliva (1.000);

€ € o coeficiente de absortividade do 2-cloro-p-nitrofenol;

Vs € o volume de amostra incubada com amilase (8 pL);

I é o comprimento do percurso da luz (0,97);

Aamostra € a atividade da a-amilase na presenga da amostra;

Acontrole € a atividade da a-amilase.
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A concentragfo eficiente, quantidade e amostra necessaria para inibir em 50% a
atividade de a-amilase (CEso) foi determinada a partir da equagfo da reta de uma curva

analitica do grafico de porcentagem de inibigdo versus a concentragdo das amostras.

4.12 DETERMINACAO DA ATIVIDADE ANTIBACTERIANA

A atividade antibacteriana foi determinada utilizando o método da microdilui¢éo
em caldo, de acordo com o CLSI para os microrganismos anaerébios (CLSI, 2012a) e
CLSI para os microrganismos aerobios (CLSI, 2012b). As analises foram realizadas no
Laboratério de Pesquisa em Microbiologia Aplicada da Universidade de Franca

(LaPeMA), com a colaboragdo do Prof. Dr. Carlos Henrique Gomes Martins.

4.12.1 MICRORGANISMOS UTILIZADOS NOS ENSAIOS

Foram utilizadas as seguintes cepas padrdo provenientes da “American Type
Culture Collection” (ATCC): Streptococcus sanguinis (ATCC 10556), Streptococcus
mitis (ATCC 49456), Streptococcus mutans (ATCC 25175), Agreggatibacter
actinomycetemcomitans (ATCC 43717), Fusobacterium nucleatum (ATCC 25586),
Porphyromonas gingivalis (ATCC 33277), Actinomyces naeslundii, (ATCC 19039) e
Bacteroides fragilis (ATCC 25285).

4.12.2 PREPARO DAS AMOSTRAS PARA O METODO DE MICRODILUICAO

As amostras foram preparadas com concentragdes de 8.000 pg mL! em DMSO
(solugdo de partida). Desta solugdo foram retirados 125 pL e acrescentados a 1.875 pL
de caldo triptona de soja (TSB), obtendo-se uma solugdo mie para microrganismos
aerébicos de concentragio 500 pg mL!. Para microrganismos anaerdbicos, foram
retirados 162,5 pL da solugdo de partida e acrescentados a 2.437,5 pL de caldo

Schaedler suplementado, para obten¢do de uma solugdo mée de 500 pg mL,
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4.12.3 PREPARO DO INOCULO

As culturas dos microrganismos aerdbicos crescidos no meio Agar triptona de
soja enriquecido com 5% de sangue de carneiro durante 24 horas foram transferidas
para uma solugfio salina. O mesmo procedimento foi realizado para preparacdo das
culturas das bactérias anaerdbicas com crescimento de 72 horas em agar Schaedler. O
inéculo foi padronizado fazendo a comparagdo deste com o tubo 0.5 (1,5 x 10% UFC

mL7) para bactérias na escala Mc Farland.

4.12.4 PREPARO DOS CONTROLES

Foram utilizados como controle positivo o dicloridrato de clorexidina para
bactérias aerébias, testado nas concentragdes de 0,0115 pg mL™' a 59,0 ug mL? e o
metronidazol para bactérias anaerdbias, testado nas concentragdes de 0,0115 pg mL! a
5,9 pg mL'. Também foram realizados os controles de esterilidade dos caldos TSB e
Schaedler, do inoculo, da esterilidade da clorexidina e do metronidazol, da esterilidade

das amostras e do solvente DMSO (5 a 1%).

4125 METODO DA MICRODILUICAO PARA DETERMINACAO DA
CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA

Os procedimentos foram realizados em capela de fluxo laminar e os materiais
utilizados (vidrarias, ponteiras e os meios de cultura) foram esterilizados. Foram
utilizadas microplacas estéreis com 96 pocos. Em cada pogo foram adicionados o
inéculo, o caldo triptona soja ou caldo Schaedler e as solugdes das amostras. O volume
final em cada pogo foi de 100 pL para os microrganismos aerdbicos € 200 uL para os
anaerobicos. As solu¢Bes das amostras foram avaliadas nas concentra¢des de 400 a
0,195 pg mL™.

As placas que continham bactérias aerobicas foram seladas com parafilme e
incubadas a 36 °C por 24 h em microaerofilia. Apds o periodo de incubagio, foram
adicionados em cada pogo 30 pL de solugfio aquosa de resazurina a 0,01% m v™'. Os

microrganismos anaerobicos foram incubados por 48 a 72 h em cAmara de anaerobiose,
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a 36 °C. Foi utilizado o mesmo revelador (resazurina) para a determinagfo da

concentrago inibitéria minima (CIM) para os microrganismos anaerdbicos.

4.13 DETERMINACAO DA ATIVIDADE ANTIFUNGICA

A atividade antifungica foi determinada utilizando o método da microdilui¢do
em caldo para determinagdo da CIM. As analises foram realizadas no Laboratério de
Pesquisa em Microbiologia Aplicada da Universidade de Franca (LaPeMA), com a

colaboracio do Prof. Dr. Carlos Henrique Gomes Martins.

4.13.1 MICRORGANISMOS

Para a determinagfo da atividade antifungica das amostras foram utilizadas as
seguintes cepas padrdo provenientes da “American Type Culture Collection” (ATCC):
Candida albicans (ATCC 28366), Candida tropicalis (ATCC 13803) e Candida
glabata (ATCC 15126).

4.13.2 PREPARO DO INOCULO

O preparo do indculo foi realizado de acordo com o protocolo de referéncia
CLSI M27-A3 (CLSI, 2008). Primeiramente os fungos foram cultivados em placas de
petri contendo agar Sabouraud por 24 horas a 37°C. Apo6s esse periodo, com o auxilio
de alca de platina esterilizada, foram transferidas colnias das leveduras para tubos
contendo 2,0 mL de solugio salina 0,85 %. O indculo foi preparado usando método
espectrofotométrico (530 nm) e comparado com a escala de McFarland 0,5 para se obter
o valor de 6 x 10° UFC mL™. Em seguida, foram realizadas as dilui¢des em caldo RPMI
até que o inoculo atingisse 1,2 x 10° UFC mL™.

4.13.3 PREPARO DOS CONTROLES

Para o controle positivo foi utilizada a droga anfotericina B, sendo diluida em
caldo para obter a concentragio de 8 ug mL™ a 0,031 pg mL?, na microplaca de 96

pocos. Para a validag@o dos ensaios, o controle anfotericina B foi testado frente a cepas
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de referéncia Candida krusei e Candida parapsilosis, para se obter uma faixa de CIM
entre 0,5 a 2,0 ug mL"! para validagio da metodologia e dos resultados para as demais
leveduras segundo o CLSI M27-A3 (CLSI, 2008).

Foram realizados os controles de esterilidade do meio de cultura (caldo RPMI),
do inéculo (que apresentou crescimento devido a auséncia de agentes antimicrobianos),
de esterilidade dos antiftiingicos, de esterilidade dos extratos e do solvente (DMSO). O
controle do solvente foi realizado para que nfio haja duvidas a respeito da inibi¢do do
crescimento do microrganismo, pois em algumas concentragdes o solvente pode levar a
inibi¢do do crescimento microbiano. O solvente foi avaliado nas concentragdes de 1% a
5% em v v'!. No primeiro pogo tem-se a maior concentragio de DMSO (5%), nos outros

pocos a concentragdo € menor.

4.13.4 METODO DA MICRODILUICAO EM CALDO E DETERMINACAO DA
CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA

A determinagfo da CIM foi realizada em placas de microdilui¢do com 96 pogos,
onde foram feitas dilui¢des seriadas em concentragdes de 3.000 a 1,46 pg mL™. O meio
de cultura utilizado foi o caldo RPMI tamponado com MOPS e pH final de 7.2. Nas
microplacas foram realizadas dilui¢des seriadas, com volume final no pogo de 200 uL.
Para o controle positivo foi realizado o mesmo processo, com concentracdes de 8 a
0,031 ug mL™, para controle negativo a concentragdo utilizada foi de 10% a 1% v v,

Apds a montagem das microplacas, estas foram incubadas por 48 horas a 37°C,
decorrido este periodo foi determinada a CIM através do uso do revelador resazurina. A
leitura foi realizada observando-se a mudanc¢a da coloracdo da resazurina onde a
presenca da cor azul representou auséncia de crescimento enquanto que a cor vermelha

foi interpretada como presenca de crescimento fungico.

4.14 ATIVIDADE CITOTOXICA

As analises da atividade citotoxica foram realizadas no Laboratorio de
Tripanosomatideos da Universidade Federal de Uberlandia do Instituto de Ciéncias

Biomédicas, com a colabora¢do do Prof. Dr. Claudio Vieira da Silva. O teste de
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viabilidade celular foi realizado com a célula Vero ATCC CCL 81 (fibroblastos de rim

de macaco verde da Africa).

4.14.1 PREPARO DAS AMOSTRAS

As amostras a serem testadas foram dissolvidas em metanol e diluidas no meio
de cultura DMEM (Dubelcco’s Modified Eagle Medium) suplementado, sendo assim
obtida uma solu¢iio mie na concentragio de 640 ug mL'. A concentragdo final de

metanol da solu¢do mée nfo excedeu 3%.

4.14.2 TESTE DE VIABILIDADE CELULAR

A atividade citotdxica foi realizada utilizando o método de diluicdo em
microplaca. Foi preparada uma solugfio contendo 1.10° células Vero em 10,0 mL de
meio DMEM suplementado, desta solugdo foi pipetado 100 uL para cada pogo da
analise, a placa foi incubada por 6 horas a 37 °C com atmosfera umida e 5% de CO;
para as células se aderirem ao fundo do pogo. Apos este intervalo, o meio de cultura foi
retirado e em seguida foram adicionadas as amostras nas concentragdes 512, 256, 128,
64,32, 16,8 ¢ 4 pgmL!. O volume final de cada pogo foi de 100 uL e a quantidade de
células presentes em cada pogo foi de 1.10* células.

Apo6s a preparacdo da placa, ela foi incubada por 48 horas a 37 °C com
atmosfera Umida e 5% de CO2. Em seguida foram adicionados 10 pL. de solugdo
reveladora de resazurina a 3 mM, em PBS (Phosphate Buffered Saline), em cada pogo
da placa (ROLON et al., 2006), em seguida as placas foram incubadas novamente por
24 h nas mesmas condi¢des. A leitura da absorvancia foi realizada em 595 nm em um
espectrofotdmetro de microplaca.

Os ensaios foram realizados em triplicata e a partir das absorvéncias de cada
concentracio testada, a viabilidade celular foi calculada de acordo com o controle de
crescimento. A concentragfio citotoxica (CCsp) (concentracdo que apresenta 50% de
viabilidade celular) foi calculada por meio de um grafico dose-resposta com regressio
nfo linear (PILLAY et al., 2007). Foram realizados os controles de crescimento, do

solvente, das amostras, controle negativo (100% de células lisadas) e controle do meio.
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A partir de valores conhecidos de CCso e de CIM fo1 calculado o indice de
seletividade (IS) (CASE et al., 2006) através da equagio 5:

ccso
IS =log Cf; Equagio 5

4.15 DETERMINACAO DA ATIVIDADE ANTIPROTOZOARIA

As analises da atividade antiprotozoaria foram realizadas no Laboratério de
Tripanosomatideos da Universidade Federal de Uberlandia do Instituto de Ciéncias

Biomédicas, com a colaboragfo do Prof. Dr. Claudio Vieira da Silva.

4.15.2 TESTE DE VIABILIDADE CELULAR

O teste de viabilidade celular foi realizado por microdiluicdo em placa de 96
pocos, através da diluicdo da solugdo mie em meio de cultura BHI (Brain Heart
Infusion) para a Leishmania amazonensis. O volume final de cada pogo foi de 100 uL,
sendo 20 uL de inoculo (solugdo a 1.10% parasitas em 2,0 mL) com 80 uL das
concentragdes das amostras (512, 256, 128, 64, 32, 16,8 ¢ 4 pgmL™)

A placa de Leishmania amazonensis foi incubada por 48 horas a 25°C. Em
seguida foram adicionados 2 uL. em cada pogo de uma solucdo de resazurina a 3 mM
em PBS (ROLON et al., 2006) e foi realizada uma nova incubagio por 24 horas a 25°C.
Em seguida, a leitura foi realizada em 595 nm em um espectrofotometro de microplaca.
Foram realizados os controles de crescimento, do solvente, das amostras, controle
negativo (100% de inibi¢do dos protozoarios) e controle do meio.

Todos os ensaios foram realizados em triplicata, a partir dos resultados das
absorbancias, a viabilidade foi calculada em funcfo do controle crescimento. O valor de
Clso (concentragdo inibitoria de 50% dos protozoarios) foi determinado através de um
grafico de dose resposta entre as concentracdes da amostra e a viabilidade, com

regressdo ndo linear.
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4.16 FRACIONAMENTO CROMATOGRAFICO

Para a separagio dos compostos da FAE-F foi utilizado uma coluna de vidro de
30,0 cm de altura e 3,0 cm de didmetro contendo 34,0 g de Sephadex LH-20 em acetato
de etilaxmetanol (9:1), utilizada como fase estacionaria (Figura 20). Foram utilizados
0,60 g de amostra dissolvida em acetato de etila:metanol (9:1), eluida com o seguinte
sistema de solvente, em gradiente: 300,0 mL de acetato de etila:metanol (9:1), 300,0 mL
de acetato de etila:metanol (8:2), 300,0 mL de acetato de etila:metanol (7:3), 200,0 mL
de acetato de etila:metanol (6:4), 200,0 mL de acetato de etila:metanol (1:1), 200,0 mL
de acetato de etila:metanol (4:6), 200,0 mL de acetato de etila:metanol (3:7), 100,0 mL
de acetato de etila:metanol (2:8), 100,0 mL de acetato de etila:metanol (1:9) e 300,0
mL de metanol. Foram coletadas 128 fragcdes com cerca de 15,0 mL cada.

As fragdes coletadas foram analisadas por CCD utilizando fase estacionaria de
silica gel 60 (0,63-0,2 mm, 70-230 mesh, com indicador de fluorescéncia) e fase movel
contendo uma mistura de acetato de etila:acido formico:acido acético:agua
(10:1,1:1,1:2,6). Foram utilizados os reveladores NP-PEG e Liebermann-Burchard para
analise comparativa da CDD de acordo com o fator de retencéo. As 128 fragdes foram
agrupadas em 8 grupos, denominados de FAE1-F a FAE8-F. Essa coluna foi repetida
com mais 0,60 g de amostra para que fosse obtido maior quantidade de massa das
fragdes. Foi realizado o mesmo procedimento no novo fracionamento e as fragdes foram
reunidas de acordo com o perfil de CCD da coluna anterior. Da fracdo FAE4-F foi

obtido um composto com massa de aproximadamente 500 mg.

Figura 20: Fluxograma do fracionamento da FAE das folhas de /. laurina.

FAE-F Inga laurina
12¢g

Sephadex LH 20
acetato de etila/MeOH 9:1 até 100% MeOH
30x3cm

FAE1-F FAE2-F FAE3-F FAE4F FAES-F FAEG-F FAE7-F FAES-F
25,0 mg 158,0 mg 119,0 mg 500 mg 177.0 mg 104,0 mg 95,0 mg 20,0 mg

Fonte: autora.
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Para a separagéio dos compostos da FAEI-C foi utilizada uma coluna de vidro de
30,0 cm de altura e 3,0 cm de didmetro contendo como fase estacionaria cerca de 60,0 g
silica modificada do tipo C18 e foi utilizado como fase médvel metanol (Figura 21).
Foram utilizados 0,40 g de amostra dissolvida em metanol e feito uma pastilha com
C18. A coluna foi eluida com solugdo metanol:agua em diferentes proporgdes até a
chegar a 10% de metanol. A partir desse ponto foi aplicada a amostra e a coluna foi
eluida com o seguinte sistema de solvente, em gradiente: 80,0 mL de solugdes em
metanol:agua, comegando com 10% de metanol até chegar a 100% de metanol, sendo a
propor¢io aumentada gradativamente em 5%. Foram coletadas 140 fra¢cdes com cerca
de 15,0 mL cada.

As fragdes coletadas foram analisadas por CCD utilizando fase estacionaria de
silica gel 60 (0,63-0,2 mm, 70-230 mesh, com indicador de fluorescéncia) e eluente
contendo uma mistura de acetato de etila:acido formico:acido acético:agua
(10:1,1:1,1:2,6). Foram utilizados os reveladores Anisaldeido e Liebermann-Burchard
para analise comparativa da CDD de acordo com o fator de retengfo. As 140 fragOes
foram agrupadas em 12 grupos, denominados de FAEI-1-C a FAEI-12-C. A fragfo
FAEI-2-C apresentou somente uma mancha na placa cromatografica e foi purificada
utilizando a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) (subitem 4.20).

Para a separacdo dos compostos da FAEII-C foi realizado o mesmo
procedimento da FAEI-C, porém, foi utilizado 100,0 g de C18 em metanol e 1,0 g de
amostra (Figura 21). A coluna foi eluida em gradiente utilizando 70,0 mL de solugdes
em metanol:agua. Foram coletadas 99 fragdes com cerca de 15,0 mL cada. As fragdes
coletadas foram analisadas por CCD e utilizados os reveladores Vanilina Sulfurica e
Liebermann-Burchard para analise comparativa da CDD de acordo com o fator de
retengdo. As 99 fragdes foram agrupadas em 10 grupos, denominados de FAEII-1-C a
FAEII-10-C. As fragdes FAEII-4-C e FAEII-5-C, que tiveram maior massa, foram
purificadas utilizando a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) (subitem
4.20).
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Figura 21: Fluxograma do fracionamento das fra¢cdes acetato de etila das cascas de 7.
laurina.

0.4¢g

C18
MeOH/H,0 1:9 até MeOH 100%
30x3cm

FAEI- FA] I- FAcI FAEI FAEI- FAEI- FAEL- FAET-
1-C 4 c 5- C 5 c 9-C 10-C 11-C 12-C
23,0 105 0 24 0 1:: 0 22,0 18 0 26 0 10 (1] 29,0 40,0 11,0 15,0
i} it} it 111 m

[ FAEIL-C Inga laurina J

[ FAEI-C Inga laurina ]

1,0¢g

C18

MeOH/H,0 1:9 até MeOH 100%
30x3cm

AEIL ™ (FAEIL AEIL
Fapm- |[ FAEO FAEIL FAEm | [ TAED FaEm- || P2 | [ pagr || maEm
2-C 5C 6-C 8C 5
1-C Fax 3cC 4-C ks baop 7C i 9.C 10.C
24,0 mg m;; 20,0 mg 162 mg mé mg’ 92,0 mg mg, 33.0 mg 17,0 mg

Fonte: autora.

4.17 ANALISE ESPECTROSCOPICA UV-VIS DAS AMOSTRAS

A analise do espectro de UV-VIS dos extratos etanolicos e das fragdes das folhas
e das cascas foi realizada em um espectrofotometro da marca Hitachi, modelo U-2000,
utilizando uma varredura de 190 a 700 nm. Foram preparadas solugdes em metanol de

500 ug mL™! das amostras para varredura na faixa dos comprimentos de onda.

4.18 ANALISE POR ESPECTROMETRIA DE MASSAS

A andlise da FAE4-F foi realizada no Laboratério do Nucleo de Pesquisa em
Produtos Naturais e Sintéticos (NPPNS) da Universidade de Sdo Paulo, Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto com a colaboracdo do Prof. Dr. Norberto
Peporine Lopes. Foi utilizado um espectrometro de massas de alta resolu¢do Bruker
Daltonics modelo Micro-Q-TOF-II com fonte de ionizagdo por eletrospray (IES). As

amostras foram solubilizadas em metanol e introduzidas utilizando seringa (100 pL),
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adaptada a uma bomba de infusfio direta com fluxo de 200 uL hora'. O capilar foi
aquecido a 200 °C com fluxo de gas nebulizante de 8 L min™' e 4,5 kV.

A anélise das fragdes das cascas e das folhas foram realizadas no Laboratorio de
Nanobiotecnologia do Instituto de Genética e Bioquimica da Universidade Federal de
Uberlandia (IGEB-UFU) em um HPLC (marca Agilent modelo Infinity 1260) aclopado
a um espectrometro de massas de alta resolucdo QTOF (Quadrople Time of Fligth) da
marca Agilent® modelo 6520 B com fonte de ionizagdo por eletrospray (IES). Os
parametros cromatograficos foram: coluna Agilent modelo Zorbax, 2,1 mm de diametro
interno, 5 cm de comprimento, particulas de 1,8 um, fase mével: dgua acidificada com
4cido formico (0,1%, v v'') (A) e metanol (B), com o seguinte sistema gradiente de
solventes: 2% de B (0 min), 98% de B (0-15 min); 100% de B (15-17 min); 2% B (17-
18 min) e 2% B (18-22 min). Os parametros de ionizagdo foram: pressdo do nebulizador
de 58 psi, gas secante a 8L min™' a uma temperatura de 220 °C e no capilar foi aplicado
uma energia de 4,5kV.

Para as andlises de espectrometria de massas sequéncial (EM/EM) as energias de
colisdo foram ajustadas de acordo com cada ion precursor (moléculas desprotonadas,
[M — HJ). Os dados obtidos foram medidos de alta resolucdo de massa e comparadas
através do erro (em ppm) calculado em relagdo a massa exata utilizando a seguinte

equagdo:

(massa exata—massa experimental)

Erro (ppm) = 105 Equacéo 6

massa sexata

4.19 ANALISE DE RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR

As andlises foram realizadas na Universidade Federal de Uberlandia, no
laboratério multiusudrio do Instituto de Quimica, no Espectrometro de Ressonancia
Magnética Nuclear (RMN) da marca Bruker modelo Ascend™ 400 Avance III HD
(9,2 Tesla). As amostras foram solubilizadas em dimetilssulféxido deuterado (DMSO-
ds). Foram realizadas analises de RMN de 'H e 1*C, DEPT135 e por correlagio COSY
(Homonuclear Correlation Spectroscopy, 'H—'H), HSQC (Heteronuclear Single
Quantum Coherence, 'H—'3C), HMBC (Heteronuclear Multiplebond Coherence,
'"H—-'3C) e NOESY (Nuclear Overhauser Spectroscopy, 'H—'H). As analises foram

realizadas nas frequéncias de 400 MHz para hidrogénio e 100 MHz para carbono.
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4.20 ANALISE POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA (CLAE)

As fracBes acetato de etila e as fragdes da coluna das folhas e das cascas foram
analisadas por cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a detector de arranjo de
diodo (CLAE-DAD). Foi utilizado um cromatografo da marca Shimadzu, modelo LC-
6AD (equipamento multiusudrio da UFU lotado no Instituto de Quimica); coluna de
fase reversa C18 da marca Phenomenex modelo Luna, 4,6 mm de didmetro interno, 25
cm de comprimento, particulas de 5 um e poros de 100 A de didmetro. Foi injetado um
volume de 20 pL de solugdo em metanol a 3.000 pg mL! da FAE-F, 1.000 ug mL™! das
fragdes da coluna das folhas e das FAEI-2-C, FAEII-4-C e FAEII-5-C. Foi utilizado
como fase movel agua deionizada (fase movel A) e metanol (fase moével B) e
empregado o seguinte sistema de solventes para as folhas: 50 % B (25 min) com fluxo
de 0,8 mL min’!. Para a obtengdio do perfil cromatografico das fragdes das cascas foi
utilizado o sistema de solventes: 10 % B (5 min), 20% de B (10 min); 30% de B (25
min); 70% de B (40 min) e 100% B (55 min).

Para purificagfio das fracdes obtidas apds a cromatografia em coluna das fragdes
FAEI-C e FAEII-C foi utilizada coluna semipreparativa de fase reversa C18 da marca
Phenomenex modelo Synergi Hydro-RP, 21,20 mm de didmetro interno, 10 cm de
comprimento, particulas de 4 pm e poros de 80 A de diAmetro. Foi injetado um volume
de 100 pL de solugdo em metanol das fracdes e utilizado como fase movel agua
deionizada (fase mével A) e metanol (fase movel B) e empregado o seguinte sistema de
solventes: 10% B (5 min), 20% de B (10 min); 30% de B (25 min); 70% de B (40 min)
e 100% B (55 min) com fluxo de 8,0 mL min™. As concentragdes das amostras foram
90 mg mL! da FAEI-2-C, 100 mg mL™! da FAEII-5-C e 146 mg mL"! da FAEII-4-C.

4.21 ANALISE ESTATISTICA

As andlises foram realizadas em triplicata e os resultados obtidos foram
avaliados utilizando o método da Analise de Varidncia (ANOV A), sendo considerados
estatisticamente diferentes os resultados com nivel de significancia menor que 5 % (P <
0,05). Foi utilizado o teste de Tukey para determinar as diferencas significativas entre as

médias. Analises foram realizadas usando o programa SigmaPlot 11.0.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 PREPARACAO DOS EXTRATOS E EXTRACAO LIQUIDO-LIQUIDO

O processo de extragdio € uma das primeiras etapas para o isolamento de
metabolitos a partir de uma espécie vegetal. Existem varias técnicas de extragio de
produtos naturais, como maceragdo, percolagfio, extracdo utilizando um extrator
Soxhlet, turbolise e sonicacdo (STICHER, 2008, CHAN et al., 2011). No trabalho foi
escolhida a técnica de maceragfo para evitar a degradacio de substincias bioativas com
0 aquecimento e por ser uma técnica simples de executar.

A escolha do solvente é um fator importante para a extracdo, pois 0 uso de um
solvente de baixa polaridade ira extrair compostos lipofilicos, enquanto solventes
alcodlicos extraem com maior rendimento uma ampla classe de compostos polares e
ndo-polares. Além disso, o uso de solventes de maior polaridade na primeira extragio
permite que sejam realizadas extragdes para obtenclo de fragdes de diferentes
polaridades (STICHER, 2008).

No processo de extragdo ocorrem dois fendmenos, a dissolugéo e a difusdo de
substancias soluveis das células das plantas. Quando o solvente penetra nas células de
espécies vegetais ocorre uma interagfio entre as moléculas a serem extraidas e o solvente
devido a indugfio de momento de dipolo nas moléculas. Essa interagfio € caracterizada
pela constante dielétrica do solvente, em que solventes de maior polaridade possuem
constante dielétrica maior que solventes de baixa polaridade, logo moléculas ionizaveis
e polares se dissolvem em liquidos de maior constante dielétrica e moléculas apolares se
dissolvem em liquidos de baixa constante dielétrica (MARQUES, VIGO, 2009 apud
(BONOMINI, 2013).

O etanol foi o solvente utilizado no processo de maceragfio. Este solvente possui
um valor de constante dielétrica proximo de 25,0, um valor considerado baixo quando
se compara com a constante dielétrica da agua (proximo a 79,0), por isso este solvente
solubiliza varias substancias de polaridade intermediaria (MEDEIROS; KANIS, 2010).

O rendimento da extragdo por maceracdo em etanol das folhas e cascas esta

apresentado na Tabela 6.
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Tabela 6: Rendimento da extragfo por maceragio em etanol das cascas e folhas de /.

laurina.

Massa da amostra Massa de extrato obtida (g) Rendimento (%)

apos secagem (g)

Cascas 1.400,0 234,5 16,8
Folhas* 900,0 54,0 6.0

Nota: * resultado obtido no trabalho de Furtado (2014)

O extrato etanolico das folhas de /. laurina foi preparado no trabalho de Furtado
(2014). Foram utilizados 900,0 g de amostra seca e obtidos 54,0 g de extrato,
apresentando um rendimento de 6,0%, valor menor do que a extracdo das cascas.
Porém, a extracdo das folhas foi realizada com menos repeti¢do (03 maceragdes) em
relacdo as cascas, fato que pode justificar o menor rendimento.

A realizacdo da extragéo liquido-liquido do extrato etandlico das folhas também
foi realizada no trabalho de Furtado (2014), cujo rendimento obtido de cada extragio
esta apresentado na Tabela 7.

Nao foi possivel realizar a extragfio liquido-liquido do extrato etanolico das
cascas de I laurina, pois durante o processo houve a formacgdo de emulsGes que
dificultou a separacdo das fases, entdo, foi realizado o fracionamento cromatografico
desse extrato. Os rendimentos estfio apresentados na Tabela 7. Durante esse processo
foram obtidas duas fracGes acetato de etila. Esse fato foi devido a obtencéo de fragdes
de cores diferentes quando foi adicionado o solvente acetato de etila na coluna. A FAEI-

C possui coloracdo verde e a FAEII-C coloragio vermelha.
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Tabela 7: Rendimento da extragfo liquido-liquido do extrato etanolico das folhas e do

fracionamento cromatografico do extrato etandlico das cascas de 1. laurina.

Amostras  Folhas (42,2 g) Amostras Cascas (58,0 g)
(Furtado (2014))

FH-F 122 g—29.0 % FH-C 0,02 g— 0,04%

FC-F 41¢-9.7% FC-C 1,42 9-2.5%
FAE-F 328-7.6% FAEI-C 1.1 g—1,9%
FAEII-C 27¢-4.7%

FB-F 74g-175% FB-C 33,7 g-582%

FM-F - FM-C 13,0 g—22.4 %
FA-F 2,78-63% FA-C 3.08-52%

Analisando os resultados da Tabela 7 foi possivel verificar que para o extrato das
folhas a fracdo que apresentou maior rendimento foi a hexano seguida da fragdo n-
butanol, enquanto que para o extrato das cascas o maior rendimento foi obtido na fragéo
n-butanol. Esses resultados inferem que os constituintes das folhas e cascas sfo
diferentes, uma vez que nas folhas as substincias do extrato etandlico foram mais
soluveis em solventes apolares e nas cascas elas foram mais soluveis em solventes de
maior polaridade.

Foi obtido um baixo rendimento na FH-C, logo, néo foi realizado nenhum ensaio
com essa amostra. As FA-F e FA-C também ndo foram utilizadas nos ensaios
experimentais porque essas amostras ndo se solubilizaram em etanol, metanol e agua,

que foram os solventes utilizados nos testes realizados neste trabalho.

5.2 TRIAGEM FITOQUIMICA E ANALISE DOS ESPECTROS UV-VIS DOS
EXTRATOS E FRACOES DAS FOLHAS E DAS CASCAS

O perfil fitoquimico dos extratos, fragdes das folhas e fragdes das cascas de /.
laurina apresentaram diferencas em seus constituintes, como pode ser observado nas
Tabelas 8 e 9. Nao foram identificados alcaloides em nenhumas das partes da planta. Os
flavonoides podem estar presentes em maior concentragio nas folhas de I /laurina,
especialmente na FAE-F, seguido de outras classes de metabdlitos como terpenos,

esteroides e saponinas, que tiveram menor magnitude. Nas cascas ndo foram
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identificados flavonoides nas amostras estudadas, ela € constituida principalmente de
diferentes classes de metadlitos como terpenos, esteroides, saponinas ou

fenilpropanoides.

Tabela 8: Triagem fitoquimica do extrato e fragdes das folhas de 1. laurina.

Flavonoides Reveladores universais Alcaloides

Folhas NP/PEG Liebermann-  Anisaldeido Dragendorff  Iodocloro

Buchard platinado
EE-F ++ n n - -
FH-F - + + - -
FC-F ++ + + - -
FAE-F +++ + + . }
FB-F + + ++ - -

Tabela 9: Triagem fitoquimica do extrato e fragdes das cascas de /. laurina.

Flavonoides Reveladores universais Alcaloides
Cascas NP/PEG Licbermann- Anisaldeido Dragendorff TIodocloro
Buchard platinado
EE-C - ++ + - -
FC-C - + + - -
FAEI-Ce - 4+ +++ - -
FAEII-C
FB-C - +++ +++ - -
FM-C - +++ +++ - -

Através da triagem fitoquimica das FAEI-C e FAEII-C de I. laurina foi possivel
verificar que essas fracdes possuem perfil fitoquimico diferente, quando as placas
cromatograficas foram reveladas com os reagentes de Liebermann-Burchard e
Anisaldeido como pode ser observado na Figura 22. Dessa forma, essas amostras foram

analisadas separadamente nos ensaios biologicos.
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Figura 22: Triagem fitoquimica das fragdes acetato de etila das cascas de I. laurina.

Nota: I. revelador Liebermann-Buchard; II:
revelador Anisaldeido; Al = FAEI-C; All =
FAEII-C: Fonte: autora.

Os flavonoides reagem com o revelador difenilborato aminoetanol (Natural
Product Reagent A - NP) formando complexos que possuem fluorescéncia verde-
amarelo-laranja, dependendo da estrutura do flavonoide, que pode ser observada na luz
ultravioleta (A = 365 nm) (MATTEINI et al., 2011). Esse revelador ndo reage com todas
as classes de flavonoides, mas € muito utilizado para a detecgéio de flavonas e flavonois
0s quais possuem uma carbonila no carbono C4 da estrutura do flavonoide (KARTNIG;
GOBEL, 1996). O polietilenoglicol (PEG) é utilizado como intensificador de

fluorescéncia. A Figura 23 ilustra a reag@o de um flavonol com o revelador NP.

Figura 23: Reago de um flavonol como reagente difenilborato aminoetanol.

flavonol NP

Fonte: Jork e outros (1990).

O teste de Liebermann-Burchard € utilizado para identificacdio do colesterol,

resultando na formacgfio de um composto de coloragdo verde-escura. Esse reagente
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também ¢ utilizado para detectar terpenos e saponinas, dando como resultado positivo o
aparecimento de coloragfio escura na cromatoplaca (ATINAFU; BEDEMO, 2011). Um
dos mecanismos propostos para a reagio do reagente com o colesterol esta apresentado
na Figura 24. Na primeira etapa da reacfo ocorre a protonacdo da hidroxila do colesterol
e em seguida eliminagdo de agua levando a formacdo do ion 3,5-colestadieno. Em
seguida ocorrem varias reagdes de oxidag¢do formando um intermediario, o cation
pentaenilico, que leva a formagdo do acido sulfénico colestaexeno que possui um

sistema conjugado no anel (BURKE et al., 1974).

Figura 24: Reacdo do colesterol com o reagente de Liebermann-Burchard.

HOAC/H,SO,

—_—

SR ion 3,5-colestadieno

colesterol

Ac,0

: (o — D
505 z +S0
\/\ 2

HOSO,

cation pentaenilico 4cido sulfonico colestacxene

Fonte: Burke ¢ outros (1974).

Xiong, Wilson e Pang (2007) propuseram outro mecanismo para a reagfo do
colesterol com e reagente de Liebermann-Buchard (Figura 25). A primeira proposta € a
formacdo de derivados de sulfato e acetato em varias posi¢des da cadeia carboénica, que
apos varios rearranjos formam compostos insaturados. Outra proposta € a eliminagio
oxidativa do grupo acido sulfénico (SOzH) que também forma duplas ligagdes. Estas
reacdes ocorrem varias vezes até a formagdo de polienos, e consequentemente,

esteroides aromaticos.
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Figura 25: Reaco de sulfonagfo do colesterol com o reagente de Liebermann-Buchard.

A - sulfonagio do colesterol

HO

colesterol o= | =0 SOzH

SO4H SO4H
B - climinagio oxidativa
- — - H,S0,
0=8=0 H,0 + SO,
OH

Fonte: adaptado de Xiong, Wilson ¢ Pang (2007).

Os reagentes anisaldeido sulfurico e vanilina sulfurica também sdo empregados
na detecclo de esteroides, saponinas e compostos fenolicos. A identificagdo dos
compostos acontece devido a condensacdo com o anisaldeido/vanilina formando
produtos coloridos devido ao sistema conjugado formado na reagdo (KATO, 1964,
JORK et al., 1990, SCHOFIELD; MBUGUA; PELL, 2001).

Os espectros de UV-VIS dos extratos e fragdes das folhas e das cascas foram
obtidos na regido entre 190-700 nm (Figura 26). A partir dos espectros foi possivel
verificar que o perfil das amostras de folhas e cascas sfo diferentes. Nas folhas foi
observado a presenca de duas bandas que sdo caracteristicas da presenca de flavonoides

do tipo flavonas e flavonois que possuem o anel C conjugado com os anéis A e B, uma
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banda entre 300-380 nm relacionada com as transi¢des eletrénicas do anel B (sistema
cinamoil — banda I) e uma banda entre 240-280 nm relacionada com as transigdes
eletronicas do anel A (sistema benzoil — banda IT) (Figura 27). No entanto, nas amostras
de cascas ha a presenca apenas da banda do anel A (entre 240-280 nm) e nfo ha a banda
referente ao anel B, indicando que os flavonoides presentes nas cascas pertencem a
classes diferentes que os das folhas, como as flavanonas, flavanois e flavan-3-ois, em
que o anel heterociclico C € saturado e, portanto, ndo ocorre conjugagdo com os anéis A
e B (MABRY; MARKHAM; THOMAS, 1970, RICE-EVANS; MILLER; PAGANGA,
1996, ALONSO-SALCES et al., 2004, KUMAR; PANDEY, 2013). Além disso, no
extrato etanolico e fragdes hexano e cloroférmio das folhas foi observado a presenca da
banda de absor¢do em 660 nm que € atribuida a presenca de clorofila nas amostras.
Esses resultados corroboram com a triagem fitoquimica das amostras, inferindo que os

constituintes quimicos das folhas e cascas de /. laurina sdo diferentes.

Figura 26: Espectros UV-VIS dos extratos e fracdes das folhas e cascas de /. laurina.
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Figura 27: Sistema de conjugacéo das flavonas e flavonois.

banda IT 0 banda I

sistema benzoil sistema cinamoil

Fonte: Mabry, Markham ¢ Thomas (1970).

5.3 TEOR DE FENOIS TOTAIS

O reagente de Folin-Ciocalteau (FCC) consiste de uma mistura de tungstato e
molibdato de sédio, em que o tungsténio e o molibdénio estdo no estado de oxidagdo 6"
Em meio basico, na presenca de NaxCOs aquoso, os compostos fenolicos formam
complexos fosfomolibdico-fosfotungstico, os quais sfo reduzidos através de
transferéncia de elétrons formando 6xidos de coloragdio azul intensa que absorvem em
760 nm (PETERSON, 1979, JULKUNEN-TIITTO, 1985, ROGINSKY; LISSI, 2005,
AVELLA; GARCfA; CISNEROS, 2008, AGBOR; VINSON; DONNELLY, 2014). Na
presenca de agentes redutores, como os compostos fendlicos, ocorre uma mudanga no
estado de oxida¢do dos metais que passa para 57/4" conferindo coloragdo azul ao
complexo formado (AGBOR; VINSON; DONNELLY, 2014). A Figura 28 apresenta

um esquema para a reagdo de um composto fenédlico com o reagente FCC.

Figura 28: Esquema da reacdo dos compostos fendlicos com o reagente Folin-Ciocalteu.

Na;WO4/NaxMOy — (Fenol-MoW11040)™
(amarelo) (azul)
MO+6 4 e-l > MO+5
(amarelo) (azul)
MO+5 4 e-l — MO+4
(azul)

Fonte: Agbor, Vinson ¢ Donnelly (2014).
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O teor de fenois totais foi calculado a partir da equagéo da reta da curva analitica
construida com acido galico (y= 0,0143x + 0,0189; R = 0,9982). Os resultados estio
expressos em mg EAG gexrato!. A Tabela 10 mostra os resultados obtidos para os

extratos, fraces das folhas e fragdes das cascas de 1. laurina.

Tabela 10: Teor de fenois totais (em mg EAG gextrato ') das folhas e das cascas de .

laurina.

Amostras Folhas Amostras Cascas
EE-F 127,7+ 0.1 EE-C 384,5+7.8°
FH-F 35,0+ 0,1 FH-C -
FC-F 822+1.0 FC-C 26,0 £ 4,0

FAE-F 4753+ 19 FAEI-C 291,5+8.0
FAEII-C 477,9+93

FB-F 1359+1.,5 FB-C 400,6 + 3,22

FM-F - FM-C 346,0 £ 1,8

Nota: Resultados apresentados como média £ desvio padrdo para os ensaios
realizados em triplicata. As analises com as mesmas letras ndo mostraram
diferenga significativa entre as médias pelo teste de Tukey a 5%.

As FAE-F e FAEII-C apresentaram o maior teor de compostos fendlicos do que
as outras fracdes, seguido das FB-C e FM-C. Esse resultado pode ser explicado pela
maior polaridade do solvente, o qual solubiliza maior quantidade de substéncias polares.

Os resultados encontrados para o teor de fenois totais para o extrato etandlico
das folhas e cascas de /. laurina foram maiores que os encontrados para /. marginata,
que apresentou valores de 31,63 e 16,69 mg EAG Zextrato |, respectivamente. As fracdes
acetato de etila de 1 laurina também possuem maiores teores de fenois totais que o
extrato acetato de etila de /. marginata, que apresentou valores de 8,37 e 9,89 mg EAG
Gextrato ! para folhas e cascas respectivamente (RIEGER, 2011).

O extrato metandlico 50% das folhas de /. edulis apresentou teor de fendis totais
de 496,5 mg EAG gexrato' (SOUZA et al., 2007), valor maior que o extrato etandlico das
folhas de /. laurina. No trabalho de Dias, Sousa e Rogez (2010) o teor de fendis totais
do extrato acetona:agua:acido acético (10:28:2 v:v:v) das folhas de 1. edulis foi avaliado
e os autores encontraram valores de 15,8 e 357.5 mg EAG gewato! para a fragfo

hexanica e aquosa, respectivamente. Os extratos em metanol:etanol:agua:acido
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cloridrico 69:20:10:1 (v:v:v:v) de folhas, cascas, frutos e sementes de I edulis
apresentaram teores de fendis de 9,8, 14,8, 0,7 e 0.4 mg EAG Zexrato, TESpECtivamente
(SILV A et al., 2007), que foram menores que os encontrados para /. laurina.

As diferengas nos valores de fendis totais podem ocorrer devido aos diferentes
solventes utilizados na extracfio. As solu¢des com acetona extraem compostos de menor
polaridade como proantocianidinas e alguns flavonois, enquanto que solugdes
metanolicas extraem compostos de maior polaridade como os flavanois (DIAS;
SOUZA; ROGEZ, 2010). Entdo, nos resultados encontrados para I laurina, os
solventes mais polares, como acetato de etila e n-butanol, foram os melhores extratores
de compostos mais polares, o que justifica a maior concentracdio de compostos

fenolicos.

5.4 TEOR DE PROANTOCIANIDINAS

O método da vanilina sulfurica se baseia na reagdo de substituicdo aromatica
eletrofilica das proantocianidinas (taninos condensados) com a vanilina, na presenca de
um catalisador acido, formando produtos coloridos que absorvem em 500 nm (SUN;
RICARDO-DA-SILVA; SPRANGER, 1998, SCHOFIELD; MBUGUA; PELL, 2001,

SOUSA, 2015). A Figura 29 ilustra a reagfio entre uma proantocianidina e a vanilina.

Figura 29: Reacdo de uma proantocianidina com vanilina.

produto da reagéio
(coloragdo vermelha)

Nota: as setas no produto indicam outros sitios ativos para a reacdo.
Fonte: Schofield, Mbugua e Pell (2001).



96

Cunha (2013) e Sousa (2015) propuseram um mecanismo para a reagio entre o
tanino condensado e a vanilina. A primeira etapa da reagfio € a formagdo do eletréfilo
(vanilina acidificada) para a reacdo de substituigio aromatica eletrofilica, em seguida
ocorre a reacdo entre um mondémero do tanino com o eletrofilo, apds varias etapas e a
eliminacfio de agua, chega-se ao produto final. O carbono C6 do mondnero do tanino €
o carbono mais suscetivel a doar elétrons para a vanilina acidificada porque ele estd na
posicdo orto em relagdo as hidroxilas dos carbonos C5 e C7 e na posi¢do para em
relacdo ao oxigénio do anel diidropirano.

O teor de proantocianidinas foi calculado a partir da equagdo da reta da curva
analitica construida com catequina (y= 0,0439x — 0,0061; R = 0,9995). Os resultados
estdo expressos em mg ECAT gestrato L. A Tabela 11 mostra os resultados obtidos para os

extratos, fraces das folhas e das cascas de I laurina.

Tabela 11: Teor de proantocianidinas (em mg ECAT gexrato ") das folhas e das cascas de

1 laurina.

Amostras Folhas Amostras Cascas
EE-F 76,7 1,3 EE-C 4496 £ 12,6°
FH-F 20,2+1,9 FH-C -

FC-F 433+4)5 FC-C 27.6+1,2
FAE-F 68,1 +4.4° FAEI-C 2622 +82
FAEII-C 4672 £ 12.45°
FB-F 59,7+4.1 FB-C 4924 + 11,9
FM-F - FM-C 341,8 £ 15,8

Nota: Resultados foram apresentados como meédia + desvio padrdo para os
ensaios realizados em ftriplicata. As analises com as mesmas letras ndo
mostraram diferenca significativa entre as médias pelo teste de Tukey a 5%.

O extrato e as fra¢Ses das cascas de I laurina tiveram um maior teor de
proantocianidinas que as amostras de folhas, com excessdo da FC-C. Esse resultado
corrobra a triagem fitoquimica das amostras, uma vez que as cascas tiveram resultado
positivo com reveladores que reagem com os taninos condensados, como o anisaldeido
e o Liebermann-Burchard. Comparando os teores de fendis totais e proantocianidinas de

L laurina, pode ser inferido que a cascas da planta possui grande concentragdo de
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compostos fenolicos, especialmente de mondmeros de flavanois, como flavan-4-ois,
flavan-3,4-diois e flavan-3-ois, que formam as proantocianidinas (COS et al., 2004).

Em comparagiio com outras espécies do Cerrado, os valores encontrados para a
cascas de /. laurina foram superiores aos valores de Cassia bakeriana, que apresentou
teor de proantocianidinas de 197,8, e 174,6 mg ECAT Zextrato” para o extrato em etanol e
a fracio acetato de etila das cascas, respectivamente. Porém, as amostras das folhas de 7.
laurina tiveram um teor de proantocianidinas menor do que esta espécie, que apresentou
teores de 150,9, 71,5 e 115,1 mg ECAT geurato! para o extrato em etanol, fraciio hexano

e fracfio acetato de etila das folhas, respectivamente (CUNHA, 2013).

5.5 TEOR DE FLAVONOIDES

Os flavonoides sdo biossintetizados através da rota do acido chiquimico e da rota
da acetil-CoA. A partir da rota do acetato é formado o befa-cetoester, que origina o anel
A do flavonoide, e a partir da rota do acido chiquimico € formado o acido p-cumario
que origina os anéis B e C (Figuras 3 e 4, p. 34 e 35). Dessa forma, o esqueleto basico
de um flavonoide € constituido pelos grupamentos benzoil (oriundos do acetato) e
cinamoil (oriundo do acido chiquimico) (Figura 27, p. 93).

A presencga dos sistemas de conjugacio benzoil e cinamoil permite distinguir as
classes de flavonoides, por exemplo, o comprimento de onda da banda I permite
diferenciar flavonas e flavonois (3-hidroxiflavonas), as flavonas possuem absorgio entre
304-350 nm, os flavonois entre 352-380 nm e os flavonois substituidos (hidroxila
susbtituida por grupamento metilico ou glicosidico) a absor¢éio ocorre entre 328-357 nm
(MABRY; MARKHAM; THOMAS, 1970).

1°"), essa reacio de

Os flavonoides formam complexos com o ion aluminio (A
complexacdo permite determinar o teor de flavonoides através da medida da
absorvancia da solugfo. Contudo, os comprimentos de onda das bandas I e II séo
deslocados para comprimentos de onda maiores na presenca de cloreto de aluminio
(MARCUCCI; WOISKY; SALATINO, 1998).

A complexacio dos flavonoides com o aluminio é seletiva para a presenca de
grupos hidroxila nos carbonos C3 e C5 e pela presenca da carbonila no carbono C4, em

que os complexos formados sdo estaveis. Podem ser formados complexos na presenca

de hidroxilas nos carbonos C3" e C4', porém, esses complexos sfo instaveis e
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decompdem na presenga de acido (DENG; VAN BERKEL, 1998, BOUDET;
CORNARD; MERLIN, 2000, CORNARD; MERLIN, 2002). A Figura 30 ilustra as

formas de complexagéo dos flavonoides com o aluminio.

Figura 30: Reagdes de complexagéio do aluminio com os flavonoides.

O—AI/CI

Fonte: Mabry, Markham ¢ Thomas (1970).

O teor de flavonoides foi calculado a partir da equagéo da reta da curva analitica
construida com quercetina (y= 0,0251x — 0,0051; R = 0,9994). Os resultados estio
expressos em mg ECQ gewrate!. A Tabela 12 mostra os resultados obtidos para os

extratos e fra¢Ges das folhas e das cascas de 1. laurina.
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Tabela 12: Teor de flavonoides em mg EQ gexirato" de folhas e cascas de 1. laurina.

Amostras Folhas Amostras Cascas
EE-F 133,1+3.5 EE-C 55+0,1
FH-F 33.6+2,1° FH-C -
FC-F 205,9+92 FC-C 6,5+ 0,2

FAE-F 3593 + 10,6 FAEI-C 42+ 03°
FAEIIC- 44+0,1°

FB-F 242+ 128 FB-C 6,8 +0,5°

FM-F - FM-C 82+05

Nota: Resultados apresentados como média + desvio padrdo para
os ensaios realizados em triplicata. As analises com as mesmas
letras ndo mostraram diferenga significativa entre as médias pelo
teste de Tukey a 5%.

Os teores de flavonoides de todas as amostras das folhas foram superiores ao das
cascas. Esse resultado corrobora a triagem fitoquimica e o perfil dos espectros de UV-
VIS das amostras, pois foram identificados flavonoides pelo teste do NP/PEG apenas
nas amostras de folhas, e o perfil dos espectros de UV-VIS indica a presenca de duas
bandas de absor¢dio que caracteriza a presenca de flavonoides. Além disso, pode-se
inferir que os flavonoides presentes nas folhas pertencem a classe dos flavonois ou
flavonas, uma vez que essas classes formam complexos com o aluminio e o com
revelador NP/PEG.

Contudo, nfio pode ser descartada a presencga de outras classes de flavonoides
nas amostras de cascas, pois como o extrato das cascas apresentou grande teor de fendis
totais e de proantocianidinas, essa amostra pode conter compostos como flavanona,
flavanonol, flavan-3-ol, isoflavona ou antocianinas, que ndo formam complexos com o
aluminio.

O teor de flavonoides das folhas de /. /aurina foi maior que o das folhas da
Eugenia calycina, uma espécie do Cerrado, que apresentou valores de 22,7, 16,3 51,3 e
35,8 mg EQ gestrato! para o extrato etanolico, fragiio hexano, acetato de etila e n-butanol,
respectivamente (SOUSA, 2015).
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5.6 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

5.6.1 METODO DPPH

A atividade antioxidante € definida como a habilidade de um composto em inibir
a degradagfio oxidativa, como a peroxidacdo de lipidios. Dentre os componentes
presentes em alimentos e plantas os compostos fendlicos sdo as principais substancias
antioxidantes nas amostras. O principal mecanismo de ag¢do da atividade antioxidante
dos polifendis esta relacionado com a habilidade em reagir com radicais livres
(ROGINSKY; LISSI, 2005).

Existem os métodos diretos e indiretos de determinacdo da atividade
antioxidante. Os métodos diretos envolvem a presenca de substratos oxidaveis, como
lipideos, proteinas vegetais, DNA ou fluidos biolégicos, em que as substincias
oxidantes sdo avaliadas pela capacidade de inibir a degradagiio oxidativa dos substratos
em condigdes naturais de oxidagfo. Os métodos indiretos medem a capacidade de uma
substancia em reduzir um radical livre através da transferéncia de hidrogénio ou de
elétrons, ou um metal de transicfio através de transferéncia de elétrons. Dentre os
métodos indiretos estdo o método do radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPHe*) o
método de reducfo do ferro e a voltametria (LAGUERRE; LECOMTE,;
VILLENEUVE, 2007).

A metodologia da atividade antioxidante pelo método do radical DPPH se baseia
na reagio de substancias doadoras de hidrogénio com o DPPH. O radical DPPH possui
coloragfio violeta e possui absor¢do em 517 nm, quando reage com um antioxidante, ele
¢ reduzido a 2.2-difenilpicril-hidrazina (DPPH-H) e perde a coloragfio violeta (ALAM;
BRISTI; RAFIQUZZAMAN, 2013). A reagdo ¢ monitorada em 517 nm por ser o
comprimento de onda maximo da absor¢io do radical DPPH (PEREZ; AGUILAR,
2013). A atividade antioxidante é proporcional & porcentagem remanescente do radical
DPPH, ou seja, que néo reagiu com os compostos antioxidantes. A concentragio efetiva
(CEsp) representa a concentracdo de amostra necessaria para reagir com 50% do radical
DPPH (PRIOR; WU; SCHAICH, 2005).

Os compostos fenolicos reagem com o radical DPPH através de dois
mecanismos: transferéncia de atomo de hidrogénio (HAT — hydrogen atom tranfer) e

transferéncia de elétrons pela perda de protons (SPLET — sequential proton loss
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electron transfer) (FOTI; DAQUINO; GERACI, 2004, PRIOR; WU; SCHAICH, 2005).
No mecanismo HAT os compostos fenolicos transferem diretamente um atomo de
hidrogénio para o radical DPPH e no mecanismo SPLET, ocorre primeiramente a
desprotonogdo dos compostos fenolicos formando dnions fenolatos, e, em seguida, estes
transferem um elétron para o radical DPPH, formando o anion DPPH. Ambos os
mecanismos formam o radical fenoxila, que ¢ estabilizado por ressonéncia (LIU, 2010).
A Figura 31 ilustra os mecanismos da reagdo do fenol, um composto fendlico simples,
com o radical DPPH.

O mecanismo da reacdo € influenciado por fatores como concentragdo do DPPH,
polaridade do solvente, temperatura e pH (XIE; SCHAICH, 2014). Foti, Daquino e
Geraci (2004) realizaram um estudo sobre a atividade antioxidante de 10 compostos
fenolicos, eles verificaram que em solventes proticos, como metanol e etanol, o
mecanismo principal € o SPLET, enquanto que o HAT ocorre lentamente devido as
ligagSes de hidrogénio do solvente, que possuem constante dielétrica relativamente alta

e suportam a ionizagfio dos acidos de Bronsted.

Figura 31: Reagéo do fenol com o radical DPPH.
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Fonte: adaptado de Liu (2010).

Foram determinados os teores de fendis totais, proantocianidinas e flavonoides

nos extratos e fragdes das folhas e das cascas de I. laurina, as amostras apresentaram
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resultados promissores como fonte de compostos fenolicos, logo, foram realizados os
ensaios da capacidade antiradicalar pelo método do radical DPPH e medida do potencial
de oxidagdo das amostras.

A Tabela 13 apresenta os resultados obtidos da atividade antioxidante pelo

método do radical DPPH, para os extratos e fragdes de /. laurina, apds 1 hora de reagéio.

Tabela 13: Resultados da atividade antioxidante, expresso em CEso (em pg mL™), para

os extratos e fragGes de 1. laurina.

Amostras Folhas Amostras Cascas
EE-F 10,4+1,1° EE-C 4.4+0,7°
FH-F 44,4+ 0.8 FH-C -
FC-F 31,1£ 1,6 FC-C 953+3.3

FAE-F 55+0,8 FAEI-C 7.5+ 0,5°

FAEII-C 7.2+ 0,9°

FB-F 13,7+ 1.,8° FB-C 3,7+0,5°

FM-F - FM-C 4,6 +0,.2°
BHT 7.2+0,3

Nota: Resultados apresentados como média = desvio padrdo para os
ensaios realizados em triplicata. As analises com as mesmas letras
ndo mostraram diferenca significativa entre as médias pelo teste de
Tukey a 5%. BHT: butilidroxitolueno, antioxidante sintético
(controle positivo).

O EE-F e a FAE-F assim como o EE-C, FAEI-C, FAEII-C, FB-C e FM-C foram
as amostras que apresentaram melhores resultados de atividade antioxidante porque
possuem os menores valores de CEso. Quanto menor o valor de CEso, menos quantidade
de amostra € necessario para reagir com o DPPH, e, portanto, melhor é a atividade
antioxidante. De acordo com Reynerston, Basile e Nennely (2005), valores de CEso
menores que 50 pg mL?' indicam que as amostras possuem elevada atividade
antioxidante, enquanto que valores entre 50 e 100 pug mL? sdo considerados como
moderada atividade antioxidante. Assim, as amostras de /. laurina sdo promissoras
como fonte de antioxidantes, visto que a maioria das amostras apresentou resultados de
CEs abaixo de 50 pg mL™! e muito préximos do controle positivo BHT.

Comparando os resultados da atividade antioxidante com outras espécies do

Cerrado, obtidos utilizando o mesmo solvente (metanol) e com o mesmo tempo de
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reagdo (1 h) foi verificado que o extrato etandlico das folhas de I [aurina possui
resultado de CEso melhor que as espécies Vernonia brasiliana, Cassia bakeriana e
Eugenia calycina, que apresentaram valores de CEso de 25, 17,04 e 19,7 ug mL™,
respectivamente (MARTINS, 2012, CUNHA, 2013, SOUSA, 2015). O extrato
etanolico e as fragdes acetato de etila das cascas de /. /laurina também apresentaram
menor valor de CEso quando comparado com a cascas de C. bakeriana, que possui CEsg
igual a 17,92 e 19,38 pg mL™ para o extrato etanolico e fragio acetato de etila,
respectivamente (CUNHA, 2013). A fracfo acetato de etila e n-butanol das folhas de /.
laurina apresentou valores proximos aos das folhas de £. calycina que possui valores de
6.4 e 8,0 ng mL!, respectivamente (SOUSA, 2015).

Comparando os resultados de CEso (expresso em 1/CEso, visto que quanto menor
o valor de CEso melhor ¢ a atividade) com os de fenois totais, proantocianidinas e
flavonoides dos extratos e fragdes, verifica-se que ha uma correlagfio positiva entre os
resultados (correlagdo direta) (CALLEGARI-JACQUES, 2003), inferindo que quanto
melhor a atividade antioxidante, maior o teor de compostos fendlicos. Foi obtida fraca
correlacfio entre a atividade antioxidante pelo método DPPH e o teor de flavonoides das
amostras de cascas, esse resultado é explicado pelo baixo teor de flavonoides
encontrado para estas amostras. Essa correlagdio foi avaliada estatisticamente pelo

método de Pearson e os coeficientes de correlagfio estdo apresentados na Tabela 14.

Tabela 14: Coeficientes de correlagdo entre o0 método DPPH e o teor de fendis totais,

proantocianidinas e flavonoides das folhas e cascas de I laurina.

Folhas Cascas

1/CEso 1/CEso
Fendis totais 0,942 0,745
Proantocianidinas 0,716 0,835
Flavonoides 0,726 0,274

Nota: a correlagdo pelo método de Pearson foi realizada
utilizando o Programa Sigma Plot 11.0.

5.6.2 VOLTAMETRIA DE PULSO DIFERENCIAL

As substancias antioxidantes agem combatendo os radicais livres (espécies

reativas de oxigénio e nitrogénio - ERON) através de varios mecanismos, dentre eles
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esta o poder de doar elétrons as ERON, agindo como agentes redutores. Dessa forma, a
medida do potencial de oxidagio destas substincias, através de técnicas eletroquimicas,
esta relacionada com sua capacidade antioxidante (GANDRA et al., 2004).

As técnicas voltamétricas, especialmente a voltametria ciclica e a voltametria de
pulso diferencial, correlacionam os potenciais de oxidagdio com a atividade antioxidante,
quanto menor o potencial de oxidacdo, maior a capacidade de doar elétrons da amostra
em estudo, e, portanto, melhor ¢ a atividade antioxidante (ALVES et al., 2010). Outros
pardmetros como a intensidade da corrente anoddica e a area sob a curva do grafico da
corrente versus potencial estdo relacionados com a concentragdo das espécies redutoras
na amostra analisada (MAGALHAES et al., 2008).

Estas técnicas apresentam algumas vantagens, tais como: podem ser aplicadas na
determinacfio da atividade antioxidante de compostos fendlicos, uma vez que estes
compostos sdo naturalmente eletroativos e nfio € necessario utilizar espécies reativas,
tornando simples o processo de analise; sdo seletivas para a espécie em estudo, podendo
utilizar pequena quantidade de amostra (alta sensibilidade); ndo ha interferéncia de
amostras turvas e requer o uso de instrumentagio simples (BLASCO et al., 2007).

Na técnica da voltametria de pulso diferencial (VPD) sdo aplicados pequenos
pulsos de amplitude constante (entre 10 e 100 mV) em uma rampa de potencial
crescente. Sdo realizadas medidas da corrente antes da aplicacfo e no final de cada
pulso, a diferenga entre essas medidas € plotada em um grafico versus o potencial
aplicado, obtendo-se o voltamograma, que consiste em uma curva de forma gaussiana
(GULABOSKI; PEREIRA, 2008, PACHECO, 2013).

Durante a analise os compostos fenolicos sdo oxidados e ocorre a formagéo de
radicais fenoxila, que sdo estabilizados por ressondncia. Em seguida estes radicais sdo
hidrolisados em um potencial alto, formando os produtos de oxidagfio, quinona e catecol

(GIL; COUTO, 2013). A Figura 32 ilustra o mecanismo de oxidagéo do fenol.
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Figura 32: Mecanismo de oxidagdo do fenol.
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Fonte: Gil ¢ Couto (2013).

A Tabela 15 mostra os resultados obtidos do potencial de oxidagfo, carga e
corrente de pico para o extrato e as fracdes das folhas de /. laurina nos dois tampdes

utilizados, acetato e fosfato.

Tabela 15: Potencial de oxidagfo, carga e corrente de pico dos extratos e fragSes das

folhas de I. laurina.

Tampio acetato Tampaio fosfato
Amostras Carga Corrente  Potencial de Carga Corrente Potencial de
(19 (nA) oxidagdo (V) (19 (nA) oxidagdo (V)
EE-F 604+28 11,4+0,1 0,318+ 0,0 494+49 7,7+04 0,166 + 0,015
FH-F 35+03 0,9+0,1 0,404+0,007 1,6+0,1 0,4+0,1 0,158 + 0,003
FC-F 256+40 51+0,1 0362+0,033 143=+1,1 2,3+0,1 0,162 + 0,006
FAE-F 112,6+4,8 21,3+0,9 0,324+ 0,0 73,618 10,6+0.3 0,228 + 0,006
FB-F 495+35 70+£04 0,324+ 0,0 31,0+ 2,1 43+02 0,152 + 0,003

Nota: Os resultados foram apresentados como média + desvio padrdo para os ensaios realizados em
triplicata. As analises da carga mostraram diferenga significativa entre as médias pelo teste de Tukey a
5%.
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Na Tabela 15 pode ser observado que o EE-F, FAE-F e FB-F foram as amostras
com os menores potenciais de oxidacdo no tampdo acetato, coincidindo com os
resultados de atividade antioxidante pelo método DPPH, pois foram as amostras com o
menor valor de CEso, indicando melhor atividade antioxidante. Entretanto, no tampao
fosfato a FAE-F apresentou maior potencial de oxidagdo, inferindo que o pH do
eletrélito influenciou o potencial de oxidagfio dos compostos presentes na amostra. Em
estudos realizados sobre o potencial de oxidagdo de flavonoides, foi verificado que o pH
do meio reacional influencia o potencial de oxidagdo das amostras, inferindo que a
concentragio de ions H3O" tem um papel importante no mecanismo de oxidagio
(TIMBOLA et al., 2006, GIL; COUTO, 2013).

Em relacfio a carga e a corrente de pico das amostras, foi verificado que o EE-F,
FAE-F e FB-F apresentaram os maiores valores nos dois tampdes, ou seja, sdo as
amostras com a maior concentracdo de compostos fenolicos que oxidam no potencial
aplicado, resultado que confere com os teores de fenodis totais, proantocianidinas e
flavonoides, como também com a melhor atividade antioxidante para essas amostras. A

Figura 33 mostra os voltamogramas obtidos na andlise da VPD das amostras das folhas.
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Figura 33: Voltamogramas dos extratos e fragdes das folhas de 1. laurina.
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Fonte: autora.

As Tabelas 16 e 17 mostram os resultados obtidos do potencial de oxidacdo e da
de carga para os extratos e fragdes das cascas de I laurina nos dois tampdes utilizados,

acetato e fosfato.
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Tabela 16: Potencial de oxidagfo, carga e corrente de pico no tampéio acetato dos

extratos e fra¢des das cascas de /. laurina.

Tampio acetato

Amostras c ®C) Corrente Potencial de c @0 ¢ te (uA) Potencial de
arga (p arga (p orrente (u.
(nA) oxidacdo (V) oxidacdo (V)
206 +1,1 0,260 + 0,007 _
EE-C 1293+£58 7.1 £0,9f 1,6 £0,1M 0,592 + 0,003
154+1,14 0,335+ 0,003
FC-C 6,8+ 1,3f 1,2+0,3! 0,764 + 0,003
FAEI-C 184+ 3,1 29+0,6 0,328 £ 0,009 12,1+ 14° 2,0 +0,38h 0,640 + 0,007
264 +08 0,256 + 0,003
FAEII-C 181,44+ 7,0 10,5+ 0,6° 2,2+0,18 0,600 + 0,000
23,1+1,2 0,331 £ 0,001
329+04 0,246 + 0,000 _
FB-C 186,7 +1,8% 6,8+0,2f 1,5+0,1 0,582 + 0,000
17,2+ 0,64 0,335+ 0,002
295+ 1,6 0,246 + 0,000 _
FM-C 1724+ 8,8% 6,0 = 0,4f 1,3+0,1 0,58 £ 0,003
17,0+ 0,74 0,334 £ 0,001

Nota: Os resultados foram apresentados como média + desvio padrdo para os ensaios realizados em
triplicata. As analises de carga ¢ corrente com as mesmas letras ndo mostraram diferenga significativa

entre as médias pelo teste de Tukey a 5%.

Tabela 17: Potencial de oxidagfo, carga e corrente de pico no tampéo fosfato dos

extratos e fra¢des das cascas de /. laurina.

Tampaio fosfato

Amostras c @O ¢ A) Potencial de c @0 C wA) Potencial de
arga orrente arga orrente
Bath . oxidacdo (V) gtk : oxidacdo (V)
EE-C 239+09 0,118 £ 0,003 0,470 + 0,003
140,6 £5,3 5,6 £0,5% 1,2+0,1°
143+ 0,5 0,198 + 0,002
FC-C 1.8+04 0,5+0,1 0,446 + 0,003
42+03 0,117 £ 0,003
FAEI-C 297+3,0 148+13 2,9+0,1 0,496 + 0,003
4,0+£0.3 0,163 + 0,001
FAEII-C 51,0+£76 6,5+1,1 0,165+ 0,003 6,6 £1,5% 1,3+0,1° 0,512 + 0,003
30,1+0,6 0,108 + 0,000
FB-C 179,4 £ 3,0
16,6 0,2 0,197 +£ 0,001
21,0+£09 0,116 £ 0,003
FM-C 125,0+ 3,5
12,5+0,2 0,200 + 0,002

Nota: Os resultados foram apresentados como média £ desvio padrdo para os ensaios realizados em
triplicata. As analises de carga com as mesmas letras ndo mostraram diferenga significativa entre as
médias pelo teste de Tukey a 5%.
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Analisando os resultados das Tabelas 16 e 17 e, comparando com os resultados
na Tabela 15, € possivel verificar que os constituintes quimicos presentes nos extratos e
fragdes das folhas e das cascas de I laurina pertencem a diferentes classes de
metabolitos secundarios, pois apresentaram potenciais de oxidacdo diferentes. Este
resultado corrobora a triagem fitoquimica e o espectro UV-VIS das amostras (subitem
5.2, p. 87).

Nos extratos e fragGes das cascas € possivel verificar a presenca de até trés
potenciais de oxidagcdio em uma amostra, sendo que dois deles estfio sobrepostos. Esse
resultado pode ser explicado pela presenca de varias hidroxilas nas espécies quimicas
das amostras, que oxidam em potenciais diferentes, pois os picos de oxidacdo do
voltamograma correspondem a oxidagdo dos grupos fendlicos presentes na estrutura
quimica (ZHANG et al., 2011, TEIXEIRA et al., 2013). A presenca do potencial de
oxidagdo maior que 0,400 V pode ser atribuido a oxidagfo de subprodutos formados na
reacdo eletroquimica, pois a carga € muito pequena quando comparada com a carga no
potencial entre 0,100 e 0,300 V, para os dois tampfes, como também devido a
grupamentos fenodlicos que oxidam em um potencial maior (TIMBOLA et al., 2006,
TEIXEIRA et al., 2013).

Os maiores valores de carga e corrente de pico foram obtidos para as FAEII-C,
FB-C e FM-C, as quais foram as amostras com os maiores teores de fendis totais e
proantocianidinas e melhores resultados de CEso.

A Figura 34 mostra os voltamogramas obtidos na analise da VPD das amostras

das cascas.
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Figura 34: Voltamogramas dos extratos e fragdes das cascas de I laurina.
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A andlise da VPD para as amostras das folhas e das cascas foi realizada no
tampdo acetato (pH 4.,5) e tampdo fosfato (pH 7,0). Foi verificado que o potencial de
oxidagdo e a corrente de pico foram menores no tampao fosfato (maior pH) para todas
as amostras analisadas, resultado que corrobora vérios trabalhos na literatura sobre o
potencial de oxidagdo de compostos fenolicos (GIACOMELLI et al., 2002, JANEIRO
et al., 2007, LIANG et al., 2008, FERNANDES et al., 2012) em que foi observado a
diminui¢do do potencial e da corrente de pico com o aumento do pH.

Este resultado pode ser explicado pelo aumento da nucleofilicidade dos
compostos organicos (fendlicos) com o aumento do pH, que justifica o menor valor do
potencial de oxidagdo em pH 7,0 e pelo fato do pH influenciar a concentragdo e o
coeficiente de difusdo das espécies eletroativas que sdo oxidadas. Em meio neutro ou

alcalino, os grupos hidroxila dos compostos fendlicos estdo totalmente ionizados
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(desprotonados) aumentando a hidrofilicidade e diminuindo a adsor¢éio de compostos na
superficie do eletrodo de trabalho, em meio acido os compostos fendlicos nfo esto
totalmente ionizados e consequentemente a adsor¢io destes compostos na superficie do
eletrodo € maior, o que justifica 0 menor valor da corrente de pico para os extratos e
fragdes das folhas e das cascas no tampéo fostato e maior valor de corrente no tampéao
acetato (menor pH) (GIACOMELLI et al., 2002, FERNANDES et al., 2012).

Foi realizada a correlagdo entre a carga e a atividade antioxidante (expressa
como 1/CEsp), o teor de fendis totais, de proantocianidinas e de flavonoides para as
amostras de folhas e de cascas, com exceco para a correlagdo do teor de flavonoides
das cascas. Ndo foi realizada a correlagdo com o teor de flavonoides porque a cascas
apresentou baixo teor de flavonoides, além disso, nfio foi realizada a correlagdo com a
fracdo cloroférmio das cascas porque essa amostra nfo apresentou potencial de
oxidagdo na faixa entre 0,100-0,300 V., que foi a faixa utilizada para realizar a
correlagdo entre as amostras. O coeficiente de correlacdo entre as amostras esta
apresentado nas Tabelas 18 e 19, em que pode ser observada forte correlagio para a
maioria das amostras, inferindo que quanto maior o teor de compostos feno6licos maior €
a carga das amostras. Foi obtida fraca correlagfio entre a carga das cascas no tampéao
fosfato e o teor de fenois totais, fato que pode ser explicado pela baixa carga das fragoes

acetato de etila neste tampao.

Tabela 18: Coeficientes de correlagio da voltametria de pulso diferencial, método

DPPH, fendis totais, proantocianidinas e flavonoides das folhas de 7. laurina.

Folhas
Tampéio acetato Tampao fosfato
Carga Carga
1/CEso 0,965 0,956
Fendis totais 0,938 0,882
Proantocianidinas 0,794 0,846
Flavonoides 0,744 0,698

Nota: a correlacdo pelo método de Pearson foi realizada utilizando o Programa
Sigma Plot 11.0.
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Tabela 19: Coeficientes de correlagio da voltametria de pulso diferencial, método

DPPH, fenois totais e proantocianidinas das cascas de 1. laurina.

Cascas
Tampao acetato Tampao fosfato
Carga Carga
1/CEso 0,508 0,922
Fendis totais 0,747 0,134
Proantocianidinas 0,773 0,577

Nota: a correlagdo pelo método de Pearson foi realizada utilizando o
Programa Sigma Plot 11.0.

5.7 ATIVIDADE INIBITORIA DA ENZIMA a-AMILASE

A metodologia da determinac¢do da atividade inibitéria de a-amilase baseia-se na
reagdo de hidrolise do substrato a-(2-cloro-4-nitrofenil)-$-1,4-galactopiranosilmaltoside
(Gal-G2-0-CNP) formando como produtos o 2-cloro-4-nitrofenol (CNP) e o 1,4-
galactopiranosilmaltoside (Gal-G2) (Figura 35). A velocidade de formacdo do CNP ¢é
medida colorimetricamente a 405 nm. A enzima a-amilase catalisa a reacdo de
hidrélise, sendo observada coloragdo amarela da solucfo da amostra devido a formagéo
do CNP. Na presenca de uma substancia que inibe a enzima, ndo ocorre a formagio do
CNP e nfio é observada a coloracdo amarela da solugdo. O aumento no valor da
absorvancia é proporcional a atividade da enzima na amostra (YAMAGUCHI;

WAKASUGI; SAKAKIMA, 2008, MEDICHEM, 2010, BIOCLIN, 2015).
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Figura 35: Reagdo do Gal-G2-a-CNP com a a-amilase.

OH__ o (o] QO c
|
OH o (OH OH alf a-amilase
o o) NO, —_—>
OH OH OH

(Gal-G2-alf a-CNP)

CH,OH CH,OH CH,0OH
OH__o o) o cl
OH o ( OH OH + |-|04<j>—No2
0] OH
OH OH OH
CNP
Gal-G2

Fonte: adaptado de Morishita et al. (2000).

A Tabela 20 mostra os resultados da porcentagem de inibi¢do da a-amilase para
os extratos e fracGes das folhas e das cascas de I /laurina. As amostras das folhas
apresentaram alta porcentagem de inibi¢do, com excegfo para a FC-F que nfio foi ativa
na concentracio testada. O EE-C, FB-C e FM-C foram as amostras que apresentaram
atividade inibitéria da enzima. As FC-C e FAEI-C e FAEII-C ndo foram ativas na

concentracio testada.
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Tabela 20: Porcentagem de inibi¢do da a-amilase para os extratos e fragdes das folhas e

das cascas de 1. laurina.

Amostras Folhas Amostras Cascas
EE-F 97.8 + 0,3 EE-C 97,9+ 0,1
FH-F 93,0 + 0,5 FH-C -
FC-F 265+59 FC-C 148 +32b

FAE-F 89,1+0.8 FAEI-C 13,8+ 0,5°
FAEI-C 30,0+ 5,1°
FB-F 972+ 0,2° FB-C 97.4 +0,1
FM-F - FM-C 96,5+ 0,1
Acarbose 99.6 £0,2

Nota: Resultados apresentados como média + desvio padrdo para os
ensaios realizados em triplicata. O teste de normalidade falhou para
esta analise. As analises com as mesmas letras ndo mostraram
diferenga significativa entre as médias pelo teste de Student-Newman-
Keuls a 5%.

Apbds a obtenglio dos valores da porcentagem de inibi¢do, as amostras com os
melhores resultados foram analisadas em diferentes concentragdes para o calculo do

CEso, ou seja, a quantidade de amostra capaz de inibir 50% da enzima. Os resultados

estio apresentados na Tabela 21.

Tabela 21: Resultados da atividade inibitoria da a-amilase, expresso em CEso (ug mL™1),

dos extratos e fragdes das folhas e das cascas de 1. laurina.

Amostras Folhas Amostras Cascas
EE-F 7,9+0,3° EE-C 0.4+0,01
FH-F 11,9+ 0,5 FH-C -
FC-F - FC-C -

FAE-F 8,1+0,8° FAEI-C e FAEII-C -
FB-F 6,2+0.2 FB-C 0,5+0,02
FM-F - FM-C 0,6 +£0,01

Acarbose 0,013 + 0,003

Nota: Resultados apresentados como média = desvio padrdo para os
ensaios realizados em triplicata. As analises com as mesmas letras ndo
mostraram diferenga significativa entre as médias pelo teste de Tukey a
5%.
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Todas as amostras apresentaram resultados de CEso muito promissores, visto que
todos os resultados estdo abaixo de 50 pg mL™, especialmente as amostras das cascas,
que apresentaram os menores valores e melhor atividade inibitéria da a-amilase.

Estes resultados podem ser explicados pela presenga de compostos fendlicos nas
amostras, como mostrado em ensaios anteriores, como alto teor de flavonoides e fendis
totais nas folhas, e nas cascas a alta concentracdo de proantocianidinas pode ser
responsavel pela excelente atividade inibitéria. Varias plantas ja foram estudadas em
relacdo a atividade inibitoria de a-amilase, na familia Fabaceae, a qual pertence o I
laurina, as espécies Cajanus cajan L, Galega officinalis L., Olneya tesota A. Gray,
Phaseolus vulgaris L. e Tamarindus indica L. apresentaram porcentagem de inibicdo na
faixa entre 45 a 100% (SALES et al., 2012). Neste mesmo artigo, os autores também
relatam as principais classes de metabdlitos secundarios que inibem a enzima, como
flavonoides, terpenos, acidos cinamicos e derivados e proantocianidinas.

Varios trabalhos na literatura relatam a atividade inibitéria da a-amilase de
compostos fendlicos (ROHN; RAWEL; KROLL, 2002, TADERA et al., 2006, LO
PIPARO et al., 2008, KIM et al., 2010). Especialmente para os flavonoides os trabalhos
apresentam os resultados de diferentes classes de compostos em relagdo a inibigdo da
enzima, em que foi mostrado que a atividade inibitoria é devido as ligagGes de
hidrogénio das hidroxilas com os sitios ativos da enzima, a presenca da carbonila no
carbono C4 na estrutura dos flavonoides, formando um sistema condensado planar, que
favorece a formagdo de um sistema n conjugado aumentando a inibi¢do da enzima (LO
PIPARO et al., 2008, XIAO et al., 2013). Além disso, a hidroxilagfo e presenca de
grupos galoil aumentam a atividade enquanto a metilacdo, metoxilacdo e glicosilagio
diminuem a atividade de inibi¢do (XIAO et al., 2013).

Rohn, Rawel e Kroll (2002) estudaram a atividade de inibicdo da a-amilase de
varios compostos fenolicos e seus resultados demonstraram que a p-benzoquinona
apresentou melhor atividade inibitéria, assim como os compostos fenélicos que formam
quinonas, como acido cafeico, acido clorogénico e acido galico, enquanto que os
compostos que ndo formam quinonas foram menos reativos. Esse resultado corrobora o
mecanismo de reacdo dos compostos fendlicos com as enzimas, uma vez que durante a
reacdo sdo formadas as quinonas que podem se polimerizar e interagir com os sitios

ativos das enzimas.
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A a-amilase atua na degradacdo de carboidratos, desempenhando um papel
importante na dieta humana. Os inibidores desta enzima contribuem para a regulagio
dos niveis de glicose no sangue, pois retardam a digestio de carboidratos, diminuindo a
hiperglicemia poés-prandial (TADERA et al., 2006). Kuriki e Imanaka (1999) e Lo
Piparo e outros (2008) propuseram um mecanismo para a clivagem da ligagdo
glicosidica dos polissacarideos pelo sitio ativo da a-amilase. Na reacfio Sn2 (Figura 36)
o grupo carboxilato do sitio ativo da enzima reage como um nucléofilo e ataca o
carbono anomérico do aglicar formando um estado de transi¢do. Em seguida ocorre a
quebra da ligacdo glicosidica do substrato. Numa segunda etapa da reagdo uma
molécula de agua ataca o carbono anomérico rompendo a ligagfio entre o substrato e a

enzima. A reagfio termina com a inser¢io de uma hidroxila no centro anomérico.

Figura 36: Mecanismo para a clivagem da ligacdo glicosidica pelo sitio ativo da a-
amilase.

on M OHI:T;,:” on TV

0" o
0750 - 0. o
\0 Q ‘/ (o] > ~o0 o]
Fo — HO : —> o

OH)), HO -ROH OH™
l(‘O N\ O« H
o. on R 9 L N

I oj :o' 0~\~g¢0

Fonte: Kuriki e Imanaka (1999).



117

5.8 ATIVIDADE ANTIBACTERIANA

A metodologia da dilui¢io em caldo baseia-se na preparacdo de solugdes
diluidas de diferentes concentracdes da amostra a ser testada, a qual € colocada em um
meio de cultura ocupando um volume minimo de 2.0 mL para o método da
macrodiluicdo ou em volumes menores para o método da microdiluicdo utilizando
placas de microtitulagdo de 96 pogos. Em seguida o indculo € adicionado em cada pogo
e as placas sdo incubadas sob condigdes especificas, de acordo com o microrganismo do
ensaio (Figura 37). Para a determinagdo da CIM (menor concentracdo da amostra
necessaria pra inibir o crescimento bacteriano) sdo empregados reagentes que mudam
de cor de acordo com a presenca ou auséncia de crescimento bacteriano, como a
resazurina, em que a coloracdo vermelha indica a presenga de crescimento bacteriano e

a azul, auséncia de crescimento bacteriano (BALOUIRI; SADIKI; IBNSOUDA, 2016).

Figura 37: Esquema da metodologia da microdilui¢do em caldo para determinagio da

concentracio inibitoria minima.
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A resazurina € um corante de coloracdo azul que € empregado como indicador
para avaliacfio do crescimento celular. Este composto quando entra em contato com as

células de microrganismos, como bactérias e fungos, é reduzido a resorufina (Figura
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38), que possui coloraglo rosa e fluorescente, através de oxirredutases presentes no

interior das células (RISS et al., 2004, SARKER; NAHAR; KUMARASAMY, 2007).

Figura 38: Reacdo de redugio da resazurina.
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Fonte: Riss ¢ outros (2004).

Os resultados da CIM, em pg mL™, dos extratos, fragdes das folhas e fragdes das
cascas de I /aurina estdo apresentados nas Tabelas 22 e 23, respectivamente. De
maneira geral, para todas as amostras testadas, os valores das CIM's sfo iguais ou
maiores que 400 pg mL, sendo que a maioria das amostras ndo foi ativa frente aos
microrganismos bucais avaliados nas concentragdes testadas. De acordo com Rios e
Recio (2005) resultados de concentragdes menores que 100 pg mL™! para extratos sdo
considerados promissores como agentes antibacterianos, e as amostras do inga
apresentaram resultados superiores para todas as amostras estudadas. Portanto, a planta
nfo apresentou bons resultados de atividade antimicrobiana frente as bactérias bucais

avaliadas.
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Tabela 22: Resultados da atividade antibacteriana, expresso como CIM, em pg mL™,

do extrato e fragdes das folhas de 1. laurina.

Microrganismos EE-F FH-F FC-F FAE-F FB-F DC
S. mutans > 400 > 400 > 400 > 400 > 400 0,922
ATCC 25175
" S. mitis > 400 400 400 400 > 400 3,688
:g ATCC 49456
© S. sanguinis > 400 > 400 > 400 > 400 > 400 3,688
< ATCC 10556
A > 400 400 400 400 > 400 1,844
actinomycetemcomitans
ATCC 43717
F. nucleatum 400 400 200 > 400 > 400 3,688
" ATCC 25586
L P. gingivalis 400 > 400 400 > 400 > 400 3,688
$  ATCC 33277
& A. naeslundii > 400 > 400 > 400 > 400 > 400 1,844
& ATCC 19039
B. fragilis > 400 > 400 > 400 > 400 > 400 1,844
ATCC 25285

Concentragdes das amostras testadas: 0,195 pg mL! a 400 pg mL'; Concentragdes do controle positivo:
0,0115 pgmL"' 2 5,9 ug mL'. DC: Dicloridrato de clorexidina (controle positivo).
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Tabela 23: Resultados da atividade antibacteriana, expresso como CIM, em pg mL™,

do extrato e frag¢Ges das cascas de 1. laurina.

Microrganismos EE-C FC-C FAEI-C FAEII-C FB-C FM-C DC
S. mutans > 400 > 400 > 400 > 400 > 400 > 400 0,922
ATCC 25175
" S. mitis > 400 400 > 400 > 400 > 400 > 400 3,688
2 ATCC 49456
~§ S. sanguinis 400 400 > 400 > 400 > 400 > 400 3,688
2 ATCC 10556
A. > 400 > 400 > 400 > 400 > 400 > 400 1,844
actinomycetemcomitans
ATCC 43717
F. nucleatum > 400 > 400 > 400 > 400 > 400 > 400 3,688
" ATCC 25586
S P. gingivalis > 400 > 400 > 400 > 400 > 400 > 400 3,688
£ ATCC 33277
] A. naeslundii > 400 > 400 > 400 > 400 > 400 > 400 1,844
g  ATCC 19039
B. fragilis > 400 > 400 > 400 > 400 > 400 > 400 1,844
ATCC 25285

Concentragdes das amostras testadas: 0,195 pg mL" a 400 pg mL"; Concentragdes do controle positivo: 0,0115 pg
mL' a 59,0 pg mL". DC: Dicloridrato de clorexidina (controle positivo).

Embora os extratos e fragSes de /. laurina ndo tiveram bons resultados para a
atividade antibacteriana, os o6leos essenciais desta espécie apresentaram resultados
promissores para as bactérias bucais avaliadas. Os oleos essenciais das folhas e casca
obtidos na estagdo de seca evidenciaram CIM’s de 100 ug mL™"' para as bactérias P.
gingivalis e S. mitis. O o6leo das folhas apresentou o mesmo valor de CIM para as
bactérias P. nigrescens, S. mutans e S. salivarius. E, na estacdo chuvosa, os 6leos
essenciais das folhas e casca apresentaram melhores valores de concentragdes inibitorias
para as bactérias aerébias (25 ¢ 50 pg mL') (FURTADO et al., 2014a). Dessa forma,
comparando os resultados de atividade antibacteriana dos odleos essenciais com os
extratos e fracOes da espécie 1. laurina, os 6leos indicaram forte atividade uma vez que
os valores de CIM foram iguais ou abaixo 100 pg mL™.

A atividade antibacteriana do extrato etanolico das folhas e do caule de I
laurina, coletada em Porto Rico, foi avaliada frente ao microrganismo Mycobacterium
tuberculosis. A planta nfo apresentou resultado significado, quando comparado com

outras espécies estudadas, apresentando porcentagem de inibigdo de 62 e 30% para a
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folhas e caule, respectivamente (ANTOUN et al., 2001). O extrato etandlico das cascas
de Inga marginata coletadas no municipio de Caqueza, na Colombia, foi avaliado
contra as bactérias S. aureus, Escherichia coli, S. gallinarum, Klebsiella pneumoniae,
Pseudomonas aeruginosa e Salmonella typhimurium, nfo sendo ativo contra essas
bactérias. As saponinas isoladas deste extrato apresentaram baixa inibigdo contra S
aureus e S. gallinarum (ALVAREZ et al., 1998a).

Outra espécie de Inga, coletada em Santo Domingo, na Republica Dominicana
foi estudada contra bactérias gram-positivas (S. aureus) e gram-negativas (£. coli, K.
prneumoniae e P. aeruginosa) pelo método de difusdo em disco. O extrato etandlico das
folhas e das cascas de Inga vera apresentou moderada atividade antibacteriana,
enquanto a casca foi mais ativa do que as folhas apresentando zonas de inibi¢do entre 7
e 20 mm de didmetro para todas as bactérias estudadas. A folhas ndo apresentaram zona
de inibi¢do para Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa (LOZANO et al., 2013).

A planta Inga fendleriana apresentou atividade antibacteriana contra bactérias
gram-positivas. Os extratos acetato de etila e n-butanol tiveram valores de CIM entre
125 e 850 ug mL!. Os flavonoides isolados desta espécie, quercetina-3-metileter,
miricetina-3-O-ramnosideo e tricetina apresentaram atividade antibacteriana com

valores de CIM na faixa entre 31 2 250 pg mL™ (PISTELLI et al., 2009).

5.9 ATIVIDADE ANTIFUNGICA E CITOTOXICA

A metodologia empregada na atividade antifungica (determinacio da CIM) foi a
mesma utilizada para a determinagdo da atividade antibacteriana descrita ano item
anterior. Ambas as analises foram realizadas no mesmo laboratorio.

Os resultados da CIM para a atividade antifungica, em pg mL™, e da atividade
citotoxica, expresso em CCso, em pug mL™, dos extratos e fragdes das folhas e das cascas
de I laurina estlo apresentados nas Tabelas 24 e 25, respectivamente.

O EE-F e as FAE-F e FB-F foram as amostras mais ativas frente aos
microrganismos avaliados, pois apresentaram resultados de CIM menores que 100 ug
mL!, como observado na Tabela 24. A FH-F apresentou melhor atividade para C.
glabrata e a FC-F ndo apresentou atividade antifingica dentro do intervalo das

concentragdes testadas (CIM acima de 3.000 pg mL™).
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O EE-C e as FAEII-C, FB-C ¢ FM-C foram as amostras com os melhores
resultados, pois inibiram os fungos avaliados em concentracdes menores que
100 pg mL! (Tabela 25). A FC-C nio apresentou atividade frente aos microrganismos
avaliados, pois os valores da CIM sfo iguais ou superiores a 1.000 ug mL™! e a FAEI-C

apresentou inibi¢do apenas para C. glabrata, com resultado para CIM de 23,4 pg mL™.

Tabela 24: Resultados da atividade antifingica, expresso como CIM, em pg mL™, e

citotoxica, expresso como CCsp, em pg mL™! do extrato e fragdes das folhas de /.

laurina.
CIM (ug mL™)
Microrganismos EE-F FH-F FC-F FAE-F FB-F
C. albicans 46,8 1500 >3000 93.8 11,7
ATCC 28366
C. glabrata 11,7 187.5 >3000 11,7 234
ATCC 15126
C. tropicalis 93,8 3000 >3000 93.8 46,8
ATCC 13803
IS
Microrganismos EE-F FH-F FC-F FAE-F FB-F
C. albicans 0,9 -0,6 >-08 >0,7 >1,6
ATCC 28366
C. glabrata 1,5 0,3 >-08 >1,6 >13
ATCC 15126
C. tropicalis 0,6 -0.9 >-08 >0,7 >1,0
ATCC 13803
CCso (ug mL1) 35245 384+9 >512 >512 >512

Célula Vero
Concentragdes das amostras testadas: 1,46 pg mL"' a 3000 pg mL!. IS: indice de
seletividade.
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Tabela 25: Resultados da atividade antifingica, expresso como CIM em ug mL™, e

citotoxica, expresso como CCso, em g mL™! do extrato e fragdes das cascas de 1.

laurina.
CIM (ug mL™1)

Microrganismos EE-C FC-C FAEI-C FAEII-C FB-C FM-C
C. albicans 46,8 1000 500 234 46,8 11,7
ATCC 28366

C. glabrata 48,8 >1000 23,4 234 46,8 11,7
ATCC 15126

C. tropicalis 24 4 1000 1000 46,8 46,8 234
ATCC 13803

IS

Microrganismos EE-C FC-C FAEI-C FAEII-C FB-C FM-C
C. albicans 0,5 -0,5 -0,1 >1,3 0,5 0.9
ATCC 28366

C. glabrata 0,5 >-0,5 1,2 >1,3 0,5 0,9
ATCC 15126

C. tropicalis 0,8 -0,5 -0.4 > 1,0 0,5 0,6
ATCC 13803

CCso (ng mL) 152+7 343+£22  374+12 >512 163+£21 101+£21

Célula Vero
Concentragdes das amostras testadas: 0,48 pg mL" a 1000 pg mL" IS: indice de seletividade.

Em relagfio a atividade citotoxica, quanto menor o valor de CCso maior € a
citotoxicidade em relacfio as células Vero, pois uma pequena concentragiio da amostra é
necessaria para inibir o crescimento de 50% das células. Porém, para relacionar os
resultados da atividade antifungica com a concentragdo citotoxica, foi calculado o indice
de seletividade (IS). O IS indica se a amostra € mais seletiva para a atividade
antifungica ou mais téxica para as células Vero. Quanto mais positivo o valor do IS
maior ¢ a seletividade para inibir o crescimento dos fungos e, um valor negativo indica
que a amostra € mais toxica para as células do que seletiva para inibi¢do do crescimento
antimicrobiano (CASE et al., 2006). O EE-F, FAE-F e FB-F foram as amostras mais
seletivas aos microrganismos e a FAEII-C foi a amostra mais seletiva, com valores de
IS maiores que um.

Outras espécies de /nga foram estudadas em relagfio a atividade antifungica. O
extrato etanolico das folhas de I vera, coletada em Santo Domingo, na Republica

Dominicana apresentou baixa inibicdo contra C. albicans, apresentando zona de



124

inibi¢do entre 7 e 15 mm de didmetro, sendo que para uma boa inibi¢do a zona de
inibig¢do seria maior que 20 mm (LOZANO et al., 2013). O extrato etandlico das cascas
e das sementes de I edulis apresentou resultado de CIM de 500 pg mL™" frente a C.
albicans (BASTOS et al., 2015), valor superior ao encontrado para a cascas de /.
laurina. O extrato etandlico das folhas de I marginata, coletada em Londrina, no
Parana, ndo apresentou atividade antifingica contra C. albicans e C. krusei, apenas para
C. tropicalis com zona de inibi¢do de 0,9 cm pelo método de difusdo em placa
(DANIEL et al., 2014).

A promissora atividade antifungica de /. laurina pode estar relacionada a
presenca de compostos fenolicos nas amostras estudadas. Os extratos e fragdes das
folhas e das cascas da planta apresentaram elevada quantidade de fendis totais,
proantocianidinas e flavonoides (especialmente as folhas) e estes compostos sdo
relatados na literatura como potenciais agentes antifingicos (SANCHES et al., 2005,
DAGLIA, 2012, ANSARI et al., 2013, MARTINS et al., 2015, TEODORO et al.,
2015).

Como relatado na introdugfo (subitem 2.5.2, p. 57), os medicamentos utilizados
no tratamento de doencas causadas por fungos pertencem principalmente as classes dos
azoles, polienos, equinocandinas, fluoropirimidinas e alilalaminas. Esses compostos
possuem como alvo para a inibicdo de fungos a parede celular, a biossintese do
ergosterol, sintese de proteinas, DNA ou RNA e o conjunto de microtubulos presente no
interior das células das plantas (ODDS; BROWN; GOW, 2003).

Os polienos, como a anfotericina B, interagem hidrofobicamente com o
ergosterol, que € o principal componente da membrana celular dos fungos, responsavel
pela fluidez da célula. Esta interacdo altera a permeabilidade e provoca o escape dos
componentes citoplasmaticos, causando a morte celular. Os azoles, como o fluconazol e
itraconazol inibem a enzima 14-a-desmetilase que participa da conversfio do lanosterol
ao ergosterol, a qual € uma das etapas da sintese do ergosterol, levando a deplecio deste
composto. As alilalaninas, como a terbinafina e naftifina, também possuem como alvo a
sintese do ergosterol, elas inibem a epoxidacdo do esqualeno, que € um precursor da
sintese do ergosterol, o acumulo do esqualeno altera a permeabilidade da membrana
celular causando sua morte. A 5-fluorocitosina penetra nas células do fungo através da
enzima permease e uma vez dentro da célula, este composto € convertido em 5-

fluoroacil que se incorpora ao RNA e inibe a sintese do DNA provocando a morte do
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microrganismo. E as equinocandinas atuam na inibigdo da sintese da S-glucana, que ¢
um componente da parede celular dos fungos (GHANNOUM; RICE, 1999, ODDS;
BROWN; GOW, 2003, CARRILLO-MUNOZ et al., 2006, MYERS, 2006).

Dentre os compostos fendlicos que possuem atividade antifiingica, alguns deles
ja foram estudados em relacdo ao seu mecanismo de agdo, como os derivados dos
acidos cafeico, quinico e clorogénico que atuam na inibigfio da sintese da 1,3-f-glucana
(MA et al., 2010), o eugenol e o metileugenol que atuam na interrupgio da sintese do
ergosterol (AHMAD et al., 2010), assim como a epigalocatequina-3-galato
(NAVARRO-MARTINEZ; GARCIA-CANOVAS; RODRIGUEZ-LOPEZ, 2006),
timol e carvacrol (AHMAD et al., 2011). A isoquercetina e a curcumina causam danos
as células das membranas dos fungos, aumentando sua permeabilidade e provocando o
vazamento de componentes celulares (LEE; LEE, 2014, YUN et al., 2015). Logo, estes
mecanismos de agdo podem explicar a atividade antifingica dos extratos e fracdes de /.

laurina, que possui grande quantidade de compostos fendlicos.

5.10 ATIVIDADE LEISHMANICIDA

Os resultados da atividade leishmanicida, expressos em Clso, em pg mL™, dos
extratos e fracdes das folhas e das cascas de /. laurina estdo apresentados na Tabela 26.
Os resultados foram obtidos a partir dos graficos de viabilidade celular. A partir deste
grafico foi calculado a concentraco inibitéria do crescimento de 50% dos protozoarios
(CIs0).

As amostras de /. laurina apresentaram resultados de Clso maiores que 100 pg
mL™, sugerindo que as amostras nfo foram ativas para o protozodrio avaliado, nas
concentragdes testadas. Portanto, a planta possui pequena atividade leishmanicida frente

ao protozoario Leishmania amazonensis.
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Tabela 26: Resultados da atividade leishmanicida, expresso como Clso, em pg mL™ do

extrato e fragGes das folhas e cascas de 1. laurina.

Folhas
Microrganismo EE-F FH-F FC-F FAE-F FB-F

Leishmania 297+ 35 >512 111 £25 >512 > 512
amazonensis

Cascas

EE-C FC-C FAEI-C FAEII-C FB-C FM-C

Leishmania 217434 > 512 >512 > 512 303+30 290+38
amazonensis
Anfotericina B 0,29+ 0,01

Nota: anfotericina B: controle positivo.

Foram encontrados poucos trabalhos na literatura sobre atividade antiprotozoaria
de espécies de /nga. O extrato aquoso das cascas de /. alba apresentou baixa atividade
leishmanicida frente aos protozodrios L. guyanensis, L. major e L. donovani com
resultados de Clso de 435, 298 e 205 pg mL™, respectivamente (MANS et al., 2016).
Na comunidade nativa Ashaninka, localizada no Peru, as cascas da planta Inga sp. sdo
utilizadas pela populagdo local no tratamento de lethmanioses (LUZIATELLI et al.,
2010). Em um recente trabalho publicado sobre plantas medicinais utilizadas no
tratamento de leishmanioses na regido Amazodnica, foi verificado que de 83 familias de
plantas avaliadas no estudo, a familia Fabaceae foi a que apresentou a maior quantidade
de espécies citadas e de 201 géneros citados, o /nga possuiu 0 maior nimero de
citacBes, sendo a espécie /. alba a que apresentou maior citagdo (ODONNE et al.,

2017).

5.11 ISOLAMENTO E IDENTIFICACAO DOS CONSTITUINTES QUIMICOS DAS
FOLHAS

A partir dos resultados obtidos nas analises descritas anteriormente (atividade
antioxidante e antividade antifiingica), as FAE-F e FB-F foram as que apresentaram os
melhores resultados nos ensaios das atividades biologicas, logo, estas duas amostras sdo
as mais promissoras para a identificacfo e isolamento de substancias bioativas. Através

da triagem fitoquimica (Tabela 8, p.88) e analise do perfil dos espectros UV-VIS
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(Figura 26, p.92) destas amostras, foi possivel verificar que elas possuem metabolitos
diferentes, especialmente em relagdo a composicdo de flavonoides. A FAE-F foi a
escolhida para o isolamento de compostos porque foi a amostra com o maior teor de
flavonoides e fenodis totais em relagdo a FB-F. O cromatograma da FAE-F também
indicou a presencga de poucos sinais (Figura 39) contribuindo para a escolha desta fragéo

para o isolamento de compostos.

Figura 39: Cromatograma por CLAE da FAE-F de /. laurina.
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[AD1:254nm
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Condigdes cromatograficas: método isocratico 50 % de MeOH (B)/H20 (A) em 25
min, fluxo de 0,8 mL min™'. Fonte: autora.

A FAE-F foi submetida ao fracionamento cromatografico com Sephadex LH-20
(subitem 4.16, p.80) e as fragdes obtidas foram agrupadas em 08 fra¢Ges de acordo com
o perfil cromatografico analisado por CCD (FAEI1-F a FAE8-F). A porcentagem de
atividade antioxidante dessas fracdes foi avaliada pelo método do radical DPPH
utilizando a equagiio 1 (subitem 4.10.1, p.71), os resultados estdio apresentados na
Tabela 27, as FAE-2-F a FAE-8-F foram as amostras com maior porcentagem de
atividade antioxidante. A fracdo FAE4-F, apos analise por CCD, mostrou a presenca de
uma unica mancha, indicando ser um composto isolado, que posteriormente foi
identificado por espectrometria de massa de alta resolucdo e RMN. No apéndice A esta
apresentado o fluxograma de purificagdo, identificacdo e isolamento de compostos da
FAE-F.
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Tabela 27: Porcentagem da atividade antioxidante das fragdes da coluna da FAE-F de 1.

laurina.

Fracoes FAE1 FAE2 FAE3 FAE4 FAES FAE6 FAE7 FAES

Concentragdo das fragdes testadas: 100 ug mL.

A Sephadex LH-20 (Figura 40) é um gel de dextrana empregada como fase
estacionaria na cromatografia em coluna para o isolamento de compostos de acordo com
seu tamanho molecular, porém, de acordo com o solvente utilizado no fracionamento o
mecanismo de separacio pode ocorrer por adsor¢do ou particdo entre a matriz e o
eluente (HEALTHCARE, 1995, BIOSCIENCES, 2002, CITOGLU; ACIKARA, 2012),
especialmente se os compostos a serem separados tiveram massa molecular inferior a
1.000 g mol™! (MADLAND, 2013). O eluente utilizado no fracionamento pode ser agua,
solventes organicos ou misturas dos eluentes em diferentes propor¢des. O limite de
separacio da Sephadex LH-20 é 4.000 g mol, compostos com massas moleculares
maiores que 4.000 g mol! ndo conseguem passar pelos espagos da matriz e

consequentemente ndo podem ser separados (MADLAND, 2013).

Figura 40: Estrutura da Sephadex LH-20.

Fonte: Biosciences (2002).
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Este gel, obtido a partir da hidroxipropilagio da Sephadex G-25, possui
propriedades hidrofilicas (H) e lipofilicas (L), as quais conferem a esta matriz a
capacidade de inchar em solventes de diferentes polaridades, desde os menos polares até
os de maior polaridade, como a agua. O grau do inchamento assim como o limite de
exclusiio depende da polaridade da fase mével (HEALTHCARE, 1995, MADLAND,
2013).

Varios trabalhos na literatura utilizaram a Sephadex LH-20 no fracionamento em
coluna para separagdo de compostos, especialmente de flavonoides (JOHNSTON;
STERN; WAISS JR, 1968, CITOGLU; ACIKARA, 2012). Em um estudo realizado
com oito espécies de Salvia L., para identificagfo de flavonoides, os autores utilizaram a
Sephadex-LH20 como fase estacionaria para purificacdo dos flavonoides e utilizaram
um sistema de gradiente de solventes, comecando com uma solugéio a 20% de MeOH,
sendo a concentragio de MeOH aumentada gradativamente até 100% (KHARAZIAN,
2014). Singh e outros (2009) isolaram diferentes flavonoides da fragfo acetato de etila
da amora e utilizaram como eluente a agua e metanol, eles iniciaram a coluna
empacotada em Sephadex-LH20 com agua e a concentragdo de metanol foi aumentada

gradativamente até 100% MeOH.

5.12 IDENTIFICACAO DE FLAVONOIDES DAS FRACOES DAS FOLHAS DE I

laurina

A FAE-F de I laurina apresentou bons resultados para a atividade antioxidante e
antifungica, logo, esta fracdo foi submetida a analise por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia acoplada a espectrometro de massas de alta resolugdo (CLAE/EM) com
ionizagdo por eletrospray (IES) no modo negativo e analise por espectrometria de massa
sequencial (EM/EM), o cromatograma esta apresentado na Figura 41. Foi possivel
identificar 13 compostos (Tabela 28) nesta fracdo a partir dos espectros de EM/EM

(Figuras 42-53) e por comparagdo com dados da literatura.
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Figura 41: Cromatograma CLAE/EM da FAE-F.
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(A) e metanol (B), sistema gradiente de solventes: 2% de B (0 min), 98% de B (0-15 min);
100% de B (15-17 min); 2% B (17-18 min) ¢ 2% B (18-22 min). Fonte: autora.



Tabela 28: Compostos identificados na FAE-F por CLAE/EM-EM/EM.
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tR(min) [M-H]- Massa Erro Fragmentos Férmula Composto Referéncias
exata (ppm) m/z molecular
2,9 169,0158 169,0142 9,5 125 C7HsOs 4cido galico (I) (ABDEL-HAMEED; BAZAID; SALMAN,
2013, FRACASSETTI et al., 2013)
54 305,0663 305,0667 1,3 261, 219, 167/165, 125 Ci15H1407 galocatequina (IT) ou (SUN et al., 2007, MENA et al., 2012)
epigalocatequina (IIT)
5,0 311,1199 223,139 n.i
6,9 183,0300 183,0299 -0,5 168, 124 CsH3Os derivado metilico do acido galico (ABDEL-HAMEED; BAZAID; SALMAN,
av) 2013)
6,9 285,0724 203, 152/151, 108 ni
8,1 453,1048 313, 169 ni
9,1 197,0468 197,0455 -6,6 169, 124/123 CsH100s galato de etila (V) (SUN et al., 2007, WYREPKOWSKI et al.,
2014)
10,1 631,0956 631,0941 -2,4 479, 316, 169 CasH24017 miricetina-O-(0-galoil)- (SALDANHA,; VILEGAS; DOKKEDAL,
hexosideo (VI) 2013, TAAMALLI et al., 2014)
10,7 479,0826 479,0831 1,0 316,178 C21Hi19013 miricetina-3-0-galactosideo (VII) (SALDANHA,; VILEGAS; DOKKEDAL,
2013, TAAMALLI et al.,, 2014)
11,1 463,0904 463,0888 -3,5 316,178 C21H19012 miricetina-3-O-ramnosideo (VIII) (SALDANHA; VILEGAS; DOKKEDAL,
2013)
12,2 615,1007 615,0992 2,4 463, 316/317, 178 Ca28H24016 miricetina galoil ramnosideo (IX) (RODRIGUEZ-PEREZ et al., 2013,
TAAMALLI et al., 2014)
12,4 317,0326 317,0303 -7,3 178, 151 Ci5sH1002 miricetina (X) (SUN et al.,, 2007, FRACASSETTI et al.,
2013, ABU-REIDAH et al., 2015)
12,7 4470955 447,0933 -4,9 300/301 C21H20011 quercetina-3-O-ramnosideo (XI) (SALDANHA,; VILEGAS; DOKKEDAL,
2013, TAAMALLI et al., 2014)
13,3 767,1120 615,449,317, 169 n.i
13,5 599,1044 599,1042 -0,3 447, 301, 169, 151 CasH24015 quercetina-3-0-(2""-galoil)- (ESTRADA et al., 2005, KIM et al., 2013)
ramnosideo (XII)
13,8 301,0357 301,0354 -1,0 178/179, 151 Ci15Hi1007 quercetina (XIII) (SUN et al., 2007)
141 461,0717 357,316,179 n.i
14,1 583,1085 316 n.i
14,2 613,1187 461, 316 n.i

Nota: tr = tempo de reten¢io; n.i = ndo identificado. Fonte: autora.



Figura 42: Espectro de massas (EM/EM) do ion m/z 169.
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Figura 43: Espectro de massas (EM/EM) do ion m/z 305.
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Figura 44: Espectro de massas (EM/EM) do ion m/z 183.
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Figura 45: Espectro de massas (EM/EM) do ion m/z 197.
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Figura 46: Espectro de massas (EM/EM) do ion m/z 631.
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Figura 47: Espectro de massas (EM/EM) do ion m/z 479.
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Figura 48: Espectro de massas (EM/EM) do ion m/z 463.

x10 5
3,

2,8
2,6
2,4
2,2

18
1.6
14
1,21

0,8
0.6
04
0.2

179.0003

-ESI Product lon (rt: 9,948 min) Frag=175,0V CID@20,0 (463,0907[z=1] -> **) PAFMSMS20eV.d

316.0241

271.0253
ki,

463.0902 OH O OH
HaC” ™ YOH
OH

miricetina-3-O-ramnosideo (VIII)

150 200

250

300

350

400 450 500 550 600 650 700 750 800
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

Fonte

: autora.

Figura 49: Espectro de massas (EM/EM) do ion m/z 615.
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Figura 50: Espectro de massas (EM/EM) do ion m/z 317.
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Figura 51: Espectro de massas (EM/EM) do ion m/z 447.
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Figura 52: Espectro de massas (EM/EM) do ion m/z 599.
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Figura 53: Espectro de massas (EM/EM) do ion m/z 301.
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Os principais mecanismos de fragmentacdo propostos neste trabalho, estio
apresentados nas Figuras 54-56 e foram baseados nos mecanismos de fragmentagdo para
proantocianidinas e flavonoides, sendo retro-Diels-Alder (RDA), quinona metideo (QM) e

clivagem heterolitica de anel (CHA) (GU et al., 2003, RODRIGUES et al., 2007, SILVA;
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CARVALHO; BRAZ-FILHO, 2009, DEMARQUE et al., 2016, MAGRINI, 2016). Além
disso, as propostas de fragmentagio para os compostos foram baseadas nas referéncias
citadas na Tabela 28.

O ion m/z 169 (composto I) foi identificado como o acido galico, a principal
fragmentacdo deste ion € a perda de 44 Da [M — CO, — H|" que forma o ion m/z 125
(Figura 54). O ion m/z 305 (galocatequina (II) ou epigalocatequina (IIT)) foi atribuido
como (epi)galocatequina, uma vez que para a determinacdo da estrutura correta €
necessario a realizagdio da RMN para confirmar a estereoquimica do composto e sua
separacfio sO € viabilizada via coluna quirais. Através da analise por EM nfo € possivel
atribuir a estrutura precisa desse ion. A formagfo dos ions m/z 137 [M-168-H] e m/z 167
[M-138-H]| ocorre através do mecanismo RDA no anel C, originando os dois fragmentos.
A partir da eliminagfio de um hidrogénio e clivagem dos anéis B e C ocorre a formagfo dos
ions m/z 179, perda de 126 Da, e m/z 125, perda de 180 Da. O ion m/z 261 é formado
através do mecanismo QM, que apds a perda de 44 Da [M — CH>=CH-OH — H]" origina o
respectivo ion (Figura 54).

O ion m/z 183 (composto IV) foi identificado como um derivado metilico do acido
galico, a perda de 15 Da [M — CHs — H]" através de uma clivagem homolitica origina o ion
m/z 168, que em seguida perde 44 Da [M — CHz — CO2 — H]" para formar o ion m/z 124. A
proposta de fragmentagfio para o ion m/z 197 (composto V, galato de etila) € a perda de
eteno, CH>=CH>, [M — 28 — H]" que origina o ion m/z 169, em seguida ocorre a perda de
CO; originando o ion m/z 125 (Figura 54). Os compostos IV e V podem ser considerados
artefatos formados durante o processo de extragdo liquido-liquido do extrato etanolico com
o solvente acetato de etila, em que ocorreu acetilagiio do acido galico (I).

As principais fragmentagdes do ion m/z 631 (composto VI - miricetina-O-(O-
galoil)-hexosideo) sdo a perda de fragmentos de massa 152 Da que origina o ion m/z 479 e
a perda de mais 163 Da para formar o ion m/z 316. A primeira etapa do mecanismo (Figura
55) é a perda do grupamento galoil através do mecanismo quinona metideo que forma o
ion m/z 479 [M-152-H]", em seguida ocorre uma clivagem homolitica da ligagdo entre o
carbono anomérico C1°" da hexose e o oxigénio da aglicona resultando na perda do
glicosideo e formagéo do ion m/z 316 [M-315-H]".

O ion m/z 479 (composto VII - miricetina-3-O-galactopiranosideo) possui como

principal fragmentacdo a perda de fragmento de massa 163 Da que origina o ion m/z 316.
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A formagio do ion m/z 316 [M-163-H] ocorre através da clivagem homolitica da ligagéo
entre o carbono anomérico C1" e o oxigénio da aglicona (Figura 55).

O ion m/z 463 (composto VIII — miricetina-3-O-ramnosideo) foi isolado da FAE-F.
As analises da EM/EM serfo discutidas no proximo subitem (5.13) junto com as analises
de RMN.

Foram encontrados dois possiveis isdmeros para o ion m/z 615 (composto IX -
miricetina-galoil-ramnosideo), a miricetina-3-0O-(2""-O-galoil)-ramnosideo e a miricetina-
3-0-(3"'-O-galoil)-ramnosideo (LEE et al., 2000), porém, apenas com a andlise da
espectrometria de massa nio pode-se afirmar qual dos isdmeros esta presente na FAE-F.
Para mostrar o mecanismo de fragmentagdo o grupo galoil foi ligado no oxigénio do
carbono C2"', porém, a posi¢do desse grupo néo interfere no mecanismo de fragmentagio
(Figura 55). A primeira etapa do mecanismo ¢ a perda do grupamento galoil através do
mecanismo quinona metideo que forma o ion m/z 463 [M-152-H]~, em seguida ocorre uma
clivagem heterolitica da ligagfo entre o carbono C1°" da ramnose e o oxigénio da aglicona
resultando na perda da ramnose e formagéo do ion m/z 317 [M-298-H]|~. O ion m/z 317 esta
em equilibrio ceto-endlico, em que através do mecanismo de formagfo quinona metideo no
anel B ocorre a formacéo do ion m/z 179 [M-436-H]".

O ion m/z 317 (composto X) foi identificado como a miricetina. A formagio dos
ions m/z 151 [M-166-H]|™ e m/z 165 [M-152-H] ocorre através do mecanismo RDA no anel
C, originando os dois fragmentos. A miricetina existe em equilibrio com a forma ceto, no
equilibrio ceto-endlico, logo, a partir do mecanismo QM no anel B da forma ceto, ocorre a
formagdo de dois fragmentos que originam os ions m/z 179 [M-138-H]| e m/z 137 [M-180-
H]™ (Figura 56). Esta proposta de fragmentacdo se assemelha com as fragmentagdes
encontradas para a quercetagenina (m/z 317) (PAREJO et al, 2004) que difere da
miricetina na posi¢do de uma hidroxila, na quercetagenina ha trés hidroxilas no anel A e
duas hidroxilas no anel B.

A principal fragmentagdo do ion m/z 447 (composto XI- quercetina-3-O-
ramnosideo) € a perda da ramnose por clivagem homolitica ou heterolitica da ligacdo entre
o carbono anomérico C1'" e o oxigénio da aglicona, originando o ion em m/z 300 [M-147-
H] e301 [M-146-H]", respectivamente (Figura 56).

O ion m/z 599 foi identificado como sendo a quercetina-3-O-(2° -galoil)-
ramnosideo (composto XII). A proposta de fragmentacio deste ion se assemelha ao

mecanismo proposto para miricetina galoil ramnosideo (composto XIX). A primeira etapa
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do mecanismo é a perda do grupamento galoil através do mecanismo quinona metideo
originando o ion m/z 447 [M-152-H]", em seguida ocorre uma clivagem heterolitica da
ligacdo entre o carbono C1°" da ramnose e o oxigénio da aglicona resultando na perda da
ramnose e formagéo do ion m/z 301 [M-146-H|" (Figura 56).

Por ultimo, o ion m/z 301 (composto XIII) foi identificado como a quercetina, o
mecanismo de fragmentacio prosposto foi semelhante ao da miricetina (composto X), cuja
estrutura se assemelha ao da quercetina, a diferenca € que a miricetina possui uma
hidroxila a mais no carbono C-5"" do anel B do flavonoide. Através do mecanismo RDA
no anel C ocorre a formagfo dos ions m/z 151 [M-150-H]" e m/z 149 [M-152-H]", e a partir
do mecanismo QM no anel B ocorre a formagéo dos ions m/z 179 [M-122-H|" e m/z 121

[M-180-H]| (Figura 56).



Figura 54: Mecanismos de fragmentagdes dos compostos identificados na FAE-F (I-V).
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Figura 55: Mecanismos de fragmentagdes dos compostos identificados na FAE-F (VI-IX).
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Figura 56: Mecanismos de fragmentagdes dos compostos identificados na FAE-F (X-XIII).

ou | . .
OH 1 oH |
o]
HO, A0 O HO OH
@ &I OH —» +
Cs .
S on oy o Ho’c”C OH
OH ©
m/z 151 m/z 165
miricetina (X)
m/z317
on |
o]
{0 B
HaC OH
A m/z179 m/z137
miricetina
m/z 317

S

146 Da

OH
147 Da
oH | i .
oH 1 on |
HO_ 20 O HO o OH
gy
- c‘\O .
OH HO"
OH O
quercetina (XIll) m/z 151 m/z 149
m/z 301

quercetina (XIII)
m/z 301

Fonte: autora.

143



144

As fragdes FAE1-F até FAE-8-F também foram analisadas por espectrometria
massas (CLAE/EM-EM/EM), da FAE4-F foi isolado um flavonoide, logo esta fragio sera
analisada no subitem 5.13.

Na Figura 57 estda apresentado o cromatograma da FAEI-F e na Tabela 29 os
compostos identificados nesta fragdio. Foram identificados dois compostos na FAEI-F a
partir da comparagdo com dados da literatura, que estio presentes na FAE-F (Tabela 28, p.

131) que foram o derivado metilico do acido galico (IV) e galato de etila (V).

Figura 57: Cromatograma CLAE/EM da FAE1-F.
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Condigdes cromatograficas: fase movel: dgua acidificada com acido férmico (0,1%, v v) (A) e
metanol (B), sistema gradiente de solventes: 2% de B (0 min), 98% de B (0-15 min); 100% de B
(15-17 min); 2% B (17-18 min) ¢ 2% B (18-22 min). Fonte: autora.



Tabela 29: Compostos identificados na FAE1-F.
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tRmn) [M-H]- Massa Erro Fragmentos Formula Composto Referéncias
exata (ppm) m/z molecular

4,8 161,0451 143 n.i

4,8 345,0795 275, 203, 161 n.i

5,6 161,0818 117 n.i

6,5 138,0559 123,111 n.i

6,5 183,0297 183,0299 1,1 168, 124 CsHzOs Derivado metilico do (ABDEL-HAMEED; BAZAID;

acido galico (IV) SALMAN, 2013

7,9 175,0975 131,113 n.i

8,3 197,0456  197,0455 -0,5 169, 124/123 CoH100s Galato de etila (V) (SUN et al., 2007,

WYREPKOWSKI et al., 2014)

9,0 151,0399 136, 107 n.i

9,0 241,1444 197, 139 n.i

9,8 186,0771 154, 126 n.i

9,8 237,1132 195, 137, 121 n.i

10,6  299,1497 269, 213, 185, n.i

155

10,9 187,0976 149, 125 n.i

12,8  651,2278 383 n.i

13,9  327,2174 211,171 n.i

14,5  329,2336 211 n.i

17,2 293, 2126 249, 183, 113 n.i

Fonte: autora.
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Na Figura 58 esta apresentado o cromatograma da FAE2-F e na Tabela 30 os

compostos identificados nesta fragéo.

Figura 58: Cromatograma CLAE/EM da FAE2-F
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Condi¢8es cromatograficas: fase movel: agua acidificada com acido formico (0,1%., v v!) (A) e
metanol (B), sistema gradiente de solventes: 2% de B (0 min), 98% de B (0-15 min); 100% de B
(15-17 min); 2% B (17-18 min) ¢ 2% B (18-22 min). Fonte: autora.

Foram identificados sete compostos na FAE2-F a partir da comparagdo com
dados da literatura. Os compostos I, IV, V, VIII, X e XIII foram identificados na FAE-
F e o composto XIV foi identificado apenas na FAE2-F. O composto XIV (m/z 505 —
Figura 59) foi identificado como a miricetina-3-O-acetil-rammnosideo, a formagdo do
ion m/z 463 ocorre através da perda de 42 Da [M —CH>=C=0 — H]", em seguida ocorre
uma clivagem homolitica entre o oxigénio da aglicona e o carbono C1°" que origina o

ion m/z 316 ocorrendo a perda de 147 Da referente a ramnose (Figura 69).
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Figura 59: Espectro de massas (EM/EM) do ion m/z 505.
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Fonte: autora.



Tabela 30: Compostos identificados na FAE2-F.
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tR(min) [M-H]J" Massa Erro Fragmentos Férmula Composto Referéncias
exata (ppm) m/z molecular
2,6 169,0147 169,0142 -29 125 C7HsOs Acido galico (I) (ABDEL-HAMEED; BAZAID; SALMAN,
2013, FRACASSETTI et al., 2013)
5,1 311,1148 223,139 n.i
6,3 183, 0308 183,0299 -49 168, 124 CsHzsOs Derivado metilico do 4cido gdlico = (ABDEL-HAMEED; BAZAID; SALMAN,
Iv) 2013)
6,3 285,0639 152,108 ni
7,2 257,1409 213, 155 ni
7,9 365,0527 316/315, 287, 178, 151 ni
8,3 197,0467 197,0455 -6,1 169, 124 CsH100s Galato de etila (V) (SUN et al., 2007, WYREPKOWSKI et al.,
2014
8,9 387,1309 251,167 n.i
8,9 241,1455 197,139 n.i
9,5 451,1262 311, 167 n.i
10,1 463, 0892 463,0888 -09 316, 178 C21Hi15012 Miricetina-3-O-ramnosideo SALDANHA; VILEGAS; DOKKEDAL,
(VIII) 2013)
10,1 567,2095 523,341,179 n.i
10,6 521,2032 271,211 n.i
10,8 505,0999 505,0988 -22 463,316,271, 163 C23H22013 Miricetina-3-O-acetil- (FARIA; MARQUES; MERCADANTE,
rammnosideo (XIV) 2011, NEGRI; TABACH, 2013)
11,0 317,0316 317,0303 -4,1 178, 151 CisHi100s Miricetina (X) (SUN et al., 2007, FRACASSETTI et al.,
2013, ABU-REIDAH et al., 2015)
11,9 609,2204 565, 383, 179 n.i
12,2 301,0364 301,0354 -33 178, 141 Ci5H1007 Quercetina (XIII) (SUN et al., 2007)

Fonte: autora.
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Na Figura 60 esta apresentado o cromatograma da FAE3-F e na Tabela 31 os

compostos identificados nesta fragéo.

Figura 60: Cromatograma CLAE/EM da FAE3-F.

-ESI BPC Scan Frag=175,0V F3 PAF.d
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Condicdes cromatograficas: fase mével: agua acidificada com acido formico (0,1% v vl
(A) e metanol (B), sistema gradiente de solventes: 2% de B (0 min), 98% de B (0-15 min);
100% de B (15-17 min); 2% B (17-18 min) ¢ 2% B (18-22 min). Fonte: autora.

Foram identificados seis compostos na FAE3-F. Todos os compostos
encontrados nesta fracfo ja foram identificados nas fragdes anteriores, os compostos I,

IV, VIII, X e XI na FAE-F e o XIV na FAE2-F.



Tabela 31: Compostos identificados na FAE3-F.
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tR(min) [M-HJ Massa Erro Fragmentos Férmula Composto Referéncias
exata (ppm) m/z molecular
2,6 169,0149 169,0142 -4,1 125 C7H6Os Acido gilico (I) (ABDEL-HAMEED; BAZAID;
SALMAN, 2013, FRACASSETTI et al.,
2013)
5,1 311,1146 223,139 n.i
5,7 315,0723 211, 169, 125 n.i
6,3 183,0304 183,0299 -2,7 168, 124 CsHgOs Derivado metilico do 4cido (ABDEL-HAMEED; BAZAID;
gélico (IV) SALMAN, 2013)
6,3 285,0620 n.i
7,2 453,1050 313, 169 n.i
7,9 365,0526 347,316,287, 178, n.i
151
9,2 537,1986 331,271 n.i
9,7 421,1150 n.i
9,8 463,0894 463,0888 -1,3 316, 178 C21H19012 Miricetina-3-O-ramnosideo (SALDANHA; VILEGAS;
(VIID) DOKKEDAL, 2013)
10,9 317,0319 317,0303 -50 178, 151 C15H1003 Miricetina (X) (SUN et al., 2007, FRACASSETTI et al.,
2013, ABU-REIDAH et al., 2015)
10,9 505,1008 505,0988 -4,0 463, 316,271, 178 C23H2:013 Miricetina-3-O-acetil- (FARIA; MARQUES; MERCADANTE,
rammnosideo (XIV) 2011, NEGRI; TABACH, 2013)
11,1 447,0952 447,0933 -42 300/301, 151 C21H2001: Quercetina-3-O-ramnosideo (SALDANHA; VILEGAS;

12,4 613,1219

445,316

(XD

n.i

DOKKEDAL, 2013, TAAMALLI et al.,
2014)

Fonte: autora.
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Na Figura 61 esta apresentado o cromatograma da FAES5-F e na Tabela 32 os

compostos identificados nesta fragéo.

Figura 61: Cromatograma CLAE/EM da FAES-F.
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Condicdes cromatograficas: fase movel: agua acidificada com acido formico (0,1%,
v v (A) e metanol (B), sistema gradiente de solventes: 2% de B (0 min), 98% de B
(0-15 min); 100% de B (15-17 min); 2% B (17-18 min) ¢ 2% B (18-22 min). Fonte:
autora.

Na FAES5-F foram identificados 8 compostos, sendo que seis compostos foram
identificados na FAE-F (IV, VI, VII, VIII, IX, e XII). Os compostos XV e XVI foram
identificados apenas na FAES-F. O ion m/z 495 (Figura 62) corresponde ao composto
XV (acido quinico digaloil), a proposta de fragmentacfio deste ion esta apresentada na
Figura 69. A partir do mecanismo QM ocorre a perda de 152 Da (grupo galoil)
originando o ion m/z 343, em seguida ocorre a perda de outro grupo galoil (152 Da) e
ocorre a formagfo do ion m/z 191 que corresponde ao ion do acido quinico. O ion m/z
169 corresponde ao anion galoil, que se forma a partir de varios rearranjos na estrutura

doion m/z 191.



Tabela 32: Compostos identificados na FAES-F.
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tR(min) [M-H]- Massa Erro Fragmentos Férmula Composto Referéncias
exata (ppm) m/z molecular
6,3 285,0622 n.i
6,5 183,0301 183,0299 -1,1 168, 124 CgHzOs Derivado metilico do 4cido (ABDEL-HAMEED; BAZAID;
galico (IV) SALMAN, 2013)
7,0 495,0786 495,0780 -1,2 343, 169 C21H20014 Acido quinico digaloil (XV) (SANNOMIYA et al., 2005, PEREIRA
et al., 2015, SOBEH et al., 2016)
7,6 541,1203 389, 169 n.i
8,5 605,1161 465, 313, 169 n.i
9,0 631,0953 631,0941 -1,9 479, 316, 169 C2sH24017 Miricetina-O-(0-galoil)- (SALDANHA; VILEGAS;
hexosideo (VI) DOKKEDAL, 2013, TAAMALLI et al.,
2014)
9,5 479,0853 479,0831 -4,6 316,178 C21H19013 Miricetina-3-0-galactosideo (SALDANHA; VILEGAS;
(VID) DOKKEDAL, 2013, TAAMALLI et al.,
2014)
10,0 463,0907 463,0888 -4,1 316,178 Ca1H19012 Miricetina-3-0O-ramnosideo (SALDANHA; VILEGAS;
(VIID) DOKKEDAL, 2013)
10,3 609,1482 609,1461 -34 463,316, 178 C27H30016 Miricetina-3-O-ramnose-3"-O- Estrutura proposta pela autora.
ramnosideo (XVI)
10,8 615,1031 615,0992 -6,3 463, 316, 178 C23H24016 Miricetina galoil ramnosideo (RODRIGUEZ-PEREZ et al., 2013,
(IX) TAAMALLI et al., 2014)
11,6 767,1126 615, 449, 317, 169 n.i (LEE et al., 2000, LEE et al., 2006)(LEE
et al., 2000, LEE et al., 2006)(LEE et al.,
2000, LEE et al., 2006)(LEE et al., 2000,
LEE et al., 2006)
11,8 599,1065 599,1042 -3,8 447,301, 169, 151 C25H24015 Quercetina-3-0-(2""-galoil)- (ESTRADA et al., 2005, KIM et al.,
ramnosideo (XII) 2013)
14,2 431,1738 n.i

Fonte: autora.
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Figura 62: Espectro de massas (EM/EM) do ion m/z 495.
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O ion m/z 609 (composto XVI) possui os fragmentos m/z 463, 316 e 178 (Figura

63), os quais correspondem ao composto VIII que foi identificado como miricetina-3-

O-ramnosideo, a perda de 146 Da (grupo ramnosil) do ion m/z 609 forma o ion m/z 463,

0 qual perde mais 146 Da para formar o ion m/z 316, logo, foi sugerido uma proposta

para a estrutura do ion m/z 609, o qual possui dois grupos ramnosil ligados a aglicona

miricetina. Foi encontrado na literatura a estrutura para a miricetina-3’-O-ramnose-3-O-

galactosideo (NASIM et al., 1992), logo, foi proposto um estrutura semelhante com os

dois grupos ramnosil nas posi¢des 3 e 3" da aglicona, a miricetina-3-O-ramnose-3"-O-

ramnosideo. O mecanismo de fragmentacio do ion m/z 609 esta apresentado na Figura

69.
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Figura 63: Espectro de massas (EM/EM) do ion m/z 609.
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Fonte: autora.

Na Figura 64 esta apresentado o cromatograma da FAE6-F e na Tabela 33 os

compostos identificados nesta fragéo.

Figura 64: Cromatograma CLAE/EM da FAE6-F.
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Condigdes cromatograficas: fase mével: dgua acidificada com acido formico (0,1% v v)) (A) e
metanol (B), sistema gradiente de solventes: 2% de B (0 min), 98% de B (0-15 min); 100% de B
(15-17 min); 2% B (17-18 min) ¢ 2% B (18-22 min). Fonte: autora.
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Foram identificados seis compostos na FAE6-F, os compostos 1, IV, VII, VIII,
e IX foram identificados nas fragGes anteriores e o composto XVII foi identificado
nesta fragdo como sendo o acido quinico trigaloil, que corresponde ao ion m/z 647
(Figura 65). O mecanismo de fragmentagfo deste ion se assemelha com o ion m/z 495
(composto XV — acido quinico digaloil), no ion m/z 647 ocorre a perda de trés grupos
galoil [M — 3 x 152 — HJ para formar o ion m/z 191 (4cido quinico), que apds varios

rearranjos origina o ion m/z 169 (Figura 70).



Tabela 33: Compostos identificados na FAE6-F.
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tkmin) [M-H]- Massa Erro Fragmentos Férmula Composto Referéncias
exata (ppm) m/z molecular
2,6 169,0146 169,0142 -24 125 C7He¢Os Acido gélico (I) (ABDEL-HAMEED; BAZAID;
SALMAN, 2013, FRACASSETTI
et al., 2013)
6,5 183,0304 183,0299 -2,7 168, 124 CsHgOs Derivado metilico do (ABDEL-HAMEED; BAZAID;
acido galico (IV) SALMAN, 2013)
6,9 607,1069 439, 301, 177 n.i
7,3 759,1199 589, 571, 453, n.i
301, 177
7,7 647,0885 647,0890 0,8 495, 343, 325, C2H201s  Acido quinico trigaloil (PEREIRA et al., 2015)
169 (XVIID)
9,1 151,0408 136, 107 n.i
9,5 479,0834 479,0831 316, 178 C21H19013 Miricetina-3-O- (SALDANHA,; VILEGAS,;
galactosideo (VII) DOKKEDAL, 2013, TAAMALLI
et al., 2014)
9,5 765,1303 n.i
10,0 463,0899 463,0888  -2,4 316, 178 C21Hi19012 Miricetina-3-O- (SALDANHA,; VILEGAS,;
ramnosideo (VIII) DOKKEDAL, 2013)
10,9 615,1011 615,0992 -3,1  463,316/317,178 C28H24016 Miricetina galoil (RODRIGUEZ-PEREZ ct al.,
ramnosideo (IX) 2013, TAAMALLI et al., 2014)
11,8  521,1323 489, 352, 169 n.i

Fonte: autora.



Figura 65: Espectro de massas (EM/EM) do ion m/z 647.
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Fonte: autora.

Na Figura 66 esta apresentado o cromatograma da FAE7-F e na Tabela 34 os

compostos identificados nesta fragdo.

Figura 66: Cromatograma CLAE/EM da FAE7-F.
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Condigdes cromatograficas: fase mdvel: dgua acidificada com acido formico (0,1% v v)) (A) e
metanol (B), sistema gradiente de solventes: 2% de B (0 min), 98% de B (0-15 min); 100% de B
(15-17 min); 2% B (17-18 min) ¢ 2% B (18-22 min). Fonte: autora.



Tabela 34: Compostos identificados na FAE7-F.
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tkmin) [M-H]- Massa Erro Fragmentos Férmula Composto Referéncias
exata (ppm) m/z molecular
2,6 169,0149 169,0142 -4,1 125 C7HsOs Acido gélico (I) (ABDEL-HAMEED; BAZAID;
SALMAN, 2013, FRACASSETTI
et al., 2013)
6,5 183,0310 183,0299 -6,0 168, 124 CsHzOs Derivado metilico do (ABDEL-HAMEED; BAZAID;
acido galico (IV) SALMAN, 2013)
8,3 167,0361 167,0350 -6,6 108 CsHsO4 Acido vanilico (XVIII) (SANZ et al., 2012)
9,1 151,0412 n.i
10,0 463,0899 463,0888  -2,4 316, 178 C21H19012 Miricetina-3-O- (SALDANHA,; VILEGAS,;
ramnosideo (VIII) DOKKEDAL, 2013)
10,9 615,1004 615,0992 -2,0 463,316/317,178 C28H24016 Miricetina galoil (RODRIGUEZ-PEREZ et al.,
ramnosideo (IX) 2013, TAAMALLI et al., 2014)
10,9 187,0987 125 n.i
11,9 521,1305 489, 343 n.i
13,7 297,1546 183, 119 n.i

Fonte: autora.
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Na FAE7-F foram identificados cinco compostos, dos quais quatro foram
identificados nas fragdes anterires (compostos I, 1V, VIII, e IX). O ion m/z 167
(composto XVIII) foi identificado como o acido vanilico (Figura 67). A perda de 15 Da
origina o ion m/z 152 [M — CHs — HJ", que em seguida perde 44 Da e forma o ion m/z
108 [M — CO2—H] (Figura 70).

Figura 67: Espectro de massas (EM/EM) do ion m/z 167.
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Fonte: autora.

Na Figura 68 esta apresentado o cromatograma da FAE8-F e na Tabela 35 os

compostos identificados nesta fragéo.
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Figura 68: Cromatograma CLAE/EM da FAES-F.
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Condig¢des cromatograficas: fase mével: dgua acidificada com acido formico (0,1% v v!) (A) e
metanol (B), sistema gradiente de solventes: 2% de B (0 min), 98% de B (0-15 min); 100% de B
(15-17 min); 2% B (17-18 min) ¢ 2% B (18-22 min). Fonte: autora.

Os compostos identificados na FAES-F foram os mesmos da FAE7-F, este fato
pode ser explicado porque estas duas fragdes foram as ultimas coletadas na coluna, e

foram separadas em duas fragdes.



Tabela 35: Compostos identificados na FAES8-F.
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tkRmn) [M-H]- Massa Erro Fragmentos Férmula Composto Referéncias
exata (ppm) m/z molecular
2,6 169,0149 169,0142 -4,1 125 C7He¢Os Acido gélico (I) (ABDEL-HAMEED; BAZAID;
SALMAN, 2013, FRACASSETTI
et al., 2013)
6,5 183,0310 183,0299 -6,0 168, 124 CsHsOs Derivado metilico do (ABDEL-HAMEED; BAZAID;
acido galico (IV) SALMAN, 2013)
8,5 167,0361 167,0350 -6,6 108 CsHgOs Acido vanilico (XVIII) (SANZ et al., 2012)
8,5 213,9644 134 n.i
9,0 151,0412 n.i
10,0 463,0899 463,0888 -24 316, 178 C21H19012 Miricetina-3-O- (SALDANHA; VILEGAS;
ramnosideo (VIII) DOKKEDAL, 2013)
10,9 187,0989 125 n.i
10,9 615,1004 615,0992 -2,0 463,316/317,178 C28H24016 Miricetina galoil (RODRIGUEZ-PEREZ et al.,
ramnosideo (IX) 2013, TAAMALLI et al., 2014)
14,19  431,1726 n.i

Fonte: autora.



162

Figura 69: Mecanismos de fragmentacSes dos compostos identificados (XIV-XVI).
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Fonte: autora.
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Figura 70: Mecanismos de fragmentag¢es dos compostos identificados XVII e XVIII.
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Fonte: autora.

5.13 IDENTIFICACAO DO COMPOSTO ISOLADO FAFE4-F (MIRICETINA-3-O-
RAMNOSIDEO)

Apds o fracionamento da FAE-F de /. laurina, a fracdo FAE4-F apresentou
apenas uma mancha na placa cromatografica analisada por CCD (Figura 71). A placa
foi analisada utilizando como eluente acetato de etila, acido acético, acido férmico e
agua (10:1,1:1,1:2,6) e empregado os reveladores NP/PEG (A) e Liebermann-Buchard

(B) com revelagfio em 365 nm.
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Figura 71: CCD do composto FAE4-F.

A: revelador NP/PEG; B: revelador
Liebermann-Buchard. Fonte: autora.

O composto FAE4-F apresentou fluorescéncia amarela em 365 nm com o
revelador NP/PEG, caracteristico de flavonois glicosilados, e apresentou fluorescéncia
verde com o revelador Liebermann-Buchard. Conforme discutido no subitem 5.2, os
flavonoides formam complexos fluorescentes no UV com o reagente NP

O reagente de Liebermann-Buchard ¢ empregado na identificagfo
principalmente de terpenos e saponinas, em que ocorre a formacdo de um composto
conjugado que apresenta fluorescéncia no UV (XIONG; WILSON; PANG, 2007,
ATINAFU; BEDEMO, 2011). A presenca da fluorescéncia verde com o composto
FAE4-F pode ser explicada pela protonagdo das hidroxilas ou formacio de derivados
sulfonicos que formam compostos insaturados ou cations, que apresentam fluorescéncia
verde no UV, em 365 nm.

O perfil do espectro UV/VIS do composto FAE4-F ¢ caracteristico de
flavonoides, pois apresenta duas bandas de absor¢fio, a banda [ em 360 nm atribuida as
transic¢des eletronicas do anel B (sistema cinamoil) e a banda IT em 260 nm referente as

transi¢es no anel A (sistema benzoil), como pode ser observado na Figura 72.
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Figura 72: Espectro UV-VIS do composto FAE4-F.
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Fonte: autora.

A FAE4-F foi analisada por CLAE analitico para verificar sua pureza. O
cromatograma e o espectro UV-VIS obtidos por CLAE do composto isolado FAE4-F
estdo apresentados na Figura 73. O cromatograma indicou a presenca de apenas um
sinal intenso em 8,1 min e o espectro UV-VIS do composto apresenta duas bandas de
absorcdo caracteristicas de flavonoides (258 e 353 nm), como explicado anteriormente.
Portanto, a partir das informag6es da CCD e CLAE pode-se concluir que o composto
FAE4-F ¢ um flavonoide. O perfil cromatografico da fragdo FAE4-F foi comparado
com o perfil da FAE das folhas de /. laurina (Figura 74), em que se verifica que o

composto FAE4-F (em vermelho) é o componente de maior intensidade na FAE.
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Figura 73: Cromatograma e espectro UV-VIS da FAE4-F.
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Condigdes cromatograficas: método isocratico 50 % de MeOH (B)/H2O (A) em 25 min, fluxo
de 0,8 mL min'. Fonte: autora.

Figura 74: Comparacgiio do cromatograma por CLAE da FAE-F de I. laurina e da
FAE4-F (em vermelho).
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Condigdes cromatograficas: método isocratico 50 % de MeOH (B)/H-O (A) em 25 min,
fluxo de 0,8 mL min™. Fonte: autora.

O espectro de massas de alta resolugio e os espectros de RMN confirmaram a
estrutura do composto. O composto FAE4-F ¢é a miricetina-3-O-ramnosideo, um
flavonoide glicosilado que possui coloragdo amarela e aspecto cristalino, formula

molecular C21H2012, massa molar 464,38 g.mol! e ponto de decomposi¢io em
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aproximadamente 200°C. N&o ha na literatura o valor do ponto de fusdo do composto.
Ao realizar a medida do ponto de fusdo da amostra ela comegou a se decompor em
200°C, em que se verificou a mudanca de cor da amarela para alaranjada e
posteriormente preta com o aumento da temperatura.

Os espectros de massas foram obtidos por ionizagdo por eletrospray (IES) no
modo negativo. A Figura 75 mostra o espectro de massas de alta resolugdo do composto
FAE4-F, em que é possivel verificar a massa molecular do composto [M — H] m/z
463,0889 (massa adquirida). A massa exata do composto (miricetina-3-O-ramnosideo)
foi obtida pelo programa ChemDraw Ultra (versdo 10.0) m/z 463,0882 (C21H19012)",
obtendo um erro de 1,5 ppm. O pico m/z 927,1829 corresponde a formagio de cluster

da miricetina-3-O-ramnosideo.

Figura 75: Espectro de massas de alta resolugcdo do composto FAE4-F.
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Fonte: autora.

A principal fragmentagiio do composto € a perda do agucar na molécula, uma
ramnose, originando o ion m/z 316 [M—147-H]" de maior intensidade, que corresponde a
aglicona. A Figura 76 mostra o espectro de massas (EM/EM) com a principal
fragmentacdo do composto FAE4-F e a Figura 77 apresenta uma proposta para o

mecanismo de fragmentagio da molécula, em que a perda da ramnose pode ocorrer por
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quebra homolitica da ligag¢@o entre o carbono anomérico C1'" e o oxigénio da aglicona,
originando o ion m/z 316 ou por quebra heterolitica com a elimina¢do da molécula de
acucar com uma ligacdo dupla, originando o pico de menor intensidade m/z 317 [M—
146-H]". O espectro da Figura 76 corrobora com o espectro obtido no trabalho de
Saldanha, Vilegas e Dokkedal (2013) em que foram identificados flavonoides em
Mpyrcia bella Cambess utilizando a mesma técnica empregada neste trabalho (EM/IES-
EM/EM), dentre eles a miricetina-3-O-ramnosideo e a fragmentacdo também
corresponde ao composto identificado no extrato metandlico das folhas de Pistacia
lentiscus (RODRIGUEZ-PEREZ et al., 2013).

Figura 76: Espectro de massas (EM/EM) do ion m/z 463.
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Fonte: autora.
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Figura 77: Mecanismo de fragmentagdo para o composto FAE4-F.
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Fonte: autora.

A Figura 78 mostra o espectro de RMN de 'H do composto FAE4-F e a Figura

79 a ampliagdo na regifio de hidrogénios aromaticos.
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Figura 78: Espectro de RMN de 'H (400 MHz, DMSO- ds) do composto FAE4-F.
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Figura 79: Espectro de RMN de 'H (400 MHz, DMSO- ds) na regifio de hidrogénios

aromaticos do composto FAE4-F.
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Fonte: autora.

O espectro de RMN de 'H (Figura 79) apresentou trés sinais referentes aos
hidrogénios aromaticos do composto. Foram observados dois dupletos em & 6,20 e 6,37,
ambos com constante de acoplamento J = 2,0 Hz, caracteristico de acoplamentos mefa
dos hidrogénios dos carbonos C6 e C8, respectivamente, no anel A. Ha também um
singleto intenso em & 6,89 que foi atribuido aos hidrogénios H-2'e H-6"do anel B que
sfo equivalentes. O sinal em 12,69 ppm corresponde ao hidrogénio da hidroxila do
carbono C5 que faz ligacdo de hidrogénio com a carbonila do carbonila C4,
correspondendo a uma hidroxila quelada.

Através do mapa de contorno HSQC (Figura 80) foram feitas as correlagdes dos
carbonos e hidrogénios na regido de aromaticos, assim como dos hidrogénios

glicosidicos com os carbonos da unidade de ramnose (Figura 81).
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Figura 80: Mapa de contorno HSQC (DMSO- ds) do composto FAE4-F na regido de

aromaticos.
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Fonte: autora.

Figura 81: Mapa de contorno HSQC (DMSO- ds) na regido glicosidica do composto

FAEA4-F.
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Fonte: autora.
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Na andlise do mapa de contorno de HSQC (Figura 80) foi possivel observar o
sinal em & 5,20 (1H, dupleto, J = 1,2 Hz) caracteristico de hidrogénio ligado ao carbono
anomérico (C1°", 8 101,94) da ramnose. Este valor da constante de acoplamento ¢
caracteristico de hidrogénio na posicdo equatorial no anel glicosidico. e seu
acoplamento com o hidrogénio H-2"" (axial-equatorial ou equatorial-equatorial). Assim,
pode-se inferir que o composto FAE4-F trata-se da miricetina-3-O-ramnosideo
(SOUZA etal., 2007, HAYDER et al., 2008).

Pela analise do mapa de contorno COSY (Figura 82), o dupleto em 6 0,84 (3H, J
= 6,2 Hz) foi atribuido o H-6"" que apresenta acoplamento com H-5""em & 3,37 (1H,
multipleto). O sinal em & 3,37 referente ao H-5"" foi observado como um multipleto
devido a pequena constante de acoplamento com os hidrogénios H-4"" e H-6"". O
multipleto em 8 3,16 (1H) foi atribuido ao hidrogénio H-4"', o qual estd acoplado com
H-3"" em & 3,55 (duplo dupleto, 1H, J = 9,3 e 2,6 Hz). O sinal 6 3,98 (1H, singleto
alargado) foi atribuido ao H-2"" que esta acoplado com H-3"" e H-1""em 8 3,55 ¢ 8 5,20
respectivamente. As atribui¢cSes dos deslocamentos quimicos dos hidrogénios do
composto FAE4-F foram comparados com a da miricetina-3-O-ramnosideo e estdo

apresentados na Tabela 36.
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Figura 82: Mapa de contorno COSY (DMSO- ds) do composto FAE4-F.
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Os espectros de DEPT-135 e RMN de *C (Figuras 83 e 84, respectivamente)
permitiram confirmar os sinais dos carbonos do composto FAE4-F. Na Tabela 37 séo
apresentadas as atribui¢des dos deslocamentos quimicos de RMN de *C do composto

FAE4-F (miricetina-3-O-ramnosideo).

Figura 83: Espectro DEPT-135 (DMSO-ds) do composto FAE4-F
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Figura 84: Espectro RMN de '*C (100 MHz, DMSO-ds) do composto FAE4-F.
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Tabela 36: Atribuigio dos sinais de hidrogénios do espectro de RMN de 'H do

composto FAE4-F e comparados com a da miricetina-3-O-ramnosideo.

RMN de 'H
RMN de 'H
. COSY (300 MHz, DMSO-dy)
Posicio (400 MHz, DMSO-ds)
83 m?; J3
ol m2; J3
(CERUKS et al., 2007)
6 6,20d (2,0) H-8 6,36 d (1.8)
S 6,35d(2,0) H-6 6,18 d (1.8)
2 6,89 s - 7,04 s
6’ 6,89 s - 7,04 s
17 5,20d(1,2) H-2"" 5,18d(1,0)
27 3,98 s H-1"e H-3"
37 3,55dd (2,6 €9,3) H-2"" e H-4"
3,1-4,0m
4 3,16 m H-3"" e H-5"
5 337m H-4"" e H-6"
6" 0,84 d (6,2) H-5"" 0,79d (5.3)

Nota: 1: deslocamento quimico em ppm utilizando TMS como padrio interno; 2:
multiplicidade (s = singleto, d = dupleto, dd = duplo dupleto, m = multipleto); 3:
constante de acoplamento expresso em Hz.
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Tabela 37: Atribuigéio dos sinais dos atomos de carbono no espectro de RMN de *C do

composto FAE4-F (miricetina-3-O-ramnosideo).

RMN de °C RMN de °C
Posigdo 5! $ (100 MHz, DMSO- HsQC! (75 MHz, metanol-ds)
ds DEPT-135) (CERUKS et al., 2007)

2 1564 1564 C - 1583

3 136,5 1351 C - 1345

4 1778 1782 C - 177.9

5 1613  161,8 C - 162,9

6 98,7 983 CH 6,20 99,9

7 1642 1664 C - 165.4

8 93,5 94,0 CH 6,35 94,3

9 1575 1588 C - 157.5

10 1041 1045 C - 105,0

1 1196  121,8 C - 122,5
2 1079  107,9 CH 6,89 109,5

3 1458 1461 C - 146.4

4’ 1343 1352 C - 137,1

5 1458 1461 C - 146.4

6 1079  107,9 CH 6,89 109,5
17 1019 1093 CH 5,20 102,0
2" 700 751 CH 3,98 70,3
3 704 71,0 CH 3,55 70,4
4" 713 737 CH 3,16 713
5 70,6 743 CH 3,37 69,6
6" 175 17,0 CH: 0,84 17.2

Nota: 1: 8 em ppm utilizando TMS como padrio interno; 2: & tedrico obtido no programa
ChemDrawUltra (verséo 10.0).
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5.14 PERFIL. CROMATOGRAFICO DAS FRACOES ACETATO DE ETILA DAS
CASCAS

As FAEI-C e FAEII-C apresentaram bons resultados nos ensaios biolégicos
(antioxidante e antifiingico), logo, estas amostras foram promissoras para a identificagfo
e isolamento de substancias bioativas. Além disso, a andlise por CCD destas fragdes
(Figura 22, p. 89) indicou a presen¢a de poucas manchas na placa cromatografica e os
cromatogramas obtido por CLAE analitico (Figuras 85 e 86) indicaram a presenca de
poucos sinais, especialmente a FAEI-C, a qual possui um pico majoritario em 24,7 min,

inferindo melhor separag@o dos constituintes na cromatografia em coluna.

Figura 85: Cromatograma da FAEI-C.
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Condigdes cromatograficas: 10 % B (5 min), 20% de B (10 min); 30% de B (25 min); 70% de B
(40 min) e 100% B (55 min). Fonte: autora.
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Figura 86: Cromatograma da F AEII-C.
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Condigdes cromatograficas: 10 % B (5 min), 20% de B (10 min); 30% de B (25 min); 70% de B
(40 min) e 100% B (55 min). Fonte: autora.

As FAEI-C e FAEII-C foram submetidas ao fracionamento cromatografico em
coluna com C18. A fase estacionaria C18 possui um grupo octadecil (Cis)
quimicamente ligado ao atomo de silicio. Este ligante volumoso confere maior
hidrofobicidade a superficie da silica e promove uma melhor eficiéncia cromatografica
e permite que ela fique estavel ao utilizar fases moveis mais acidas (SILVA et al., 2004,
NAZARIO: LANCAS, 2013).

No apéndice B esta apresentado o fluxograma de purificagfo, identificacio e

isolamento de compostos das FAEI-C e FAEII-C.

5.15 IDENTIFICACAO DE FLAVONOIDES DAS FRACOES ACETATO DE ETILA
DAS CASCAS DE I. laurina

As FAEI-C e FAEII-C de I lawrina foram submetidas a analise por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia acoplada a espectrometro de massas de alta
resolugdio (CLAE/EM) com ionizagdo por eletrospray (IES) no modo negativo, e analise
por espectrometria de massa sequencial (EM/EM), o cromatograma da FAEI-C esta
apresentado na Figura 87. Foi possivel identificar 07 compostos (Tabela 38) na FAEI-C
a partir dos espectros de EM/EM (Figuras 88-92) e por comparagio com dados da

literatura.
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Figura 87: Cromatograma CLAE/EM da FAEI-C.
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metanol (B), sistema gradiente de solventes: 2% de B (0 min), 98% de B (0-15 min); 100% de B
(15-17 min); 2% B (17-18 min) ¢ 2% B (18-22 min). Fonte: autora.

Os compostos I, II, III e V foram identificados na fragdo acetato de etila das
folhas (Tabela 28). O composto XIX foi isolado desta fragdo e as analises de EM/EM e

RMN seréio discutidos no proximo subitem (5.16).



Tabela 38: Compostos identificados na FAEI-C por CLAE/EM-EM/EM.
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tR(min) [M-H]- Massaexata Erro Fragmentos Férmula Composto Referéncias
(ppm) m/z molecular
2,7 169,0145 169,0142 -1,8 125 C7Hs0s acido galico (I) (ABDEL-HAMEED; BAZAID; SALMAN,
2013, FRACASSETTI et al., 2013)
52 305,0645 305,0667 7,2 261, 219, 167, 125 CisH1407 galocatequina (IT) ou epigalocatequina (IIT) (SUN et al., 2007, MENA et al., 2012)
6,4 319,0829 319,0823 -1,9 166, 137/138 Ci6H1607 4’-0-metil-(epi)galocatequina (XIX) (GARCIA et al., 1993, MAREGESI et al., 2010,
RODRIGUES, 2011, HENRIQUES et al., 2016)
7,7 457,0772 457,0776 0,9 305, 169 C22Hi15011 (epi)galocatequina-3-0O-galato (XX) (DOU et al., 2007, SAVIC et al., 2014,
HENRIQUES et al., 2016)
8,4 197,0457 197,0455 -1,0 169, 124 CsH1005 galato de etila (V) (SUN et al., 2007, WYREPKOWSKI et al.,
2014)
9,1 441,0827 441,0827 0 289, 245, 169, 125 C22H18010 (epi)catequina-3-O-galato (XXT) (DOU et al., 2007, SAVIC et al., 2014)
9,3 471,0922 471,0933 2,3 319, 183, 169, 125 C23H12011 4’-O-metil-(epi)galocatequina-3-O-galato (HENRIQUES et al., 2016)
(XXII)
9,7 425,0877 305, 287, 161, 125 n.i
9,7 717,1819 608, 397, 319, 215 n.i
10,1 287,0555 161, 125 n.i
10,2 455,0989 305, 287, 161, 125 n.i
10,3 485,1083 485,1089 1,2 305, 287, 197, 161, C24H22011 (epi)galocatequina-3-0-(3"",4""-O-dimetil) (CHIU; LIN, 2005, KIRITA et al., 2015)
125 galato (XXIIT) ou (epi)galocatequina-3-O-
(37,57"-O-dimetil) (XXIV)
104 651,1700 331, 319, 305, 287 n.i
10,9 665,1854 345,319 n.i
10,9 187,0972 125 n.i
13,6 163,0398 163,0401 1,8 119 CgHs03 dcido p-cumdrico (XXV) (SUN et al., 2007)

Fonte: autora.



183

Figura 88: Espectro de massas (EM/EM) do ion m/z 457.
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Figura 89: Espectro de massas (EM/EM) do ion m/z 441.
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Figura 90: Espectro de massas (EM/EM) do ion m/z 471.
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Figura 91: Espectro de massas (EM/EM) do ion m/z 485.
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Figura 92: Espectro de massas (EM/EM) do ion m/z 163.
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Fonte: autora.

Os mecanismos de fragmentagfo dos compostos XX-XXYV estfio apresentados na
Figura 93. A principal fragmentagdo dos ions € a perda de 152 Da (grupo galoil) atraves
do mecanismo QM, ocorrendo a formagfio dos ions m/z 305, 289 e 319 nos compostos
XX, XXI e XXII, respectivamente. Os compostos XXIII ¢ XXIV foram identificados
como sendo derivados da (epi)galocatequina com dois grupos metil ligados ao grupo
galoil, foi apresentada apenas a fragmentacdo para o composto XXIV porque a
fragmentacdo do composto XXIII € semelhante ao composto XXIV. A principal
fragmentacfio do ion m/z 485 (compostos XXIV/XXV) também ¢ a perda do grupo
galoil formando o ion m/z 305. O composto XXV foi identificado como acido p-
cumarico, m/z 163. A formagéo do ion m/z 119 corresponde a perda de CO2 [M — 44 —

H] do ion m/z 163.



Figura 93: Mecanismos de fragmentacio dos compostos XX-XXV.

o
X, O, O o8 J
HO O
OH HO O. OH O HO o}
C

H 1562 Da m/z 289
OH m/z 305 o z
(epi)galocatequina-3-O-galato (XX) (epi)catequina-3-O-galato (XXI)
m/z 457 m/z 441

2]
0 g OH
OCHg o) 0 o
HO. ) O O % o o HO A0 O HO_~ .0 O
O OH  HO A0 OH ® OH 0 OH
— * H, —™
Q QH o : R @ o

OH @ 2 ; O)\‘@\b’H
H 152 Da OCH m/z 305
OH m/z 318 3
4"-metil-(epi)galocatequina-3-O-galato (XXII) (epi)galocatequina-3-0-(3"",5"-O-dimetil) galato (XXIV)
m/z 47 m/z 485

m —~

HO—O—\\_(O __ o @_\\

t,O -COy

H m/z119

acido p-cumarico (XXV)
m/z163

Fonte: autora.

186



187

O cromatograma da FAEII-C esta apresentado na Figura 94. Foi possivel
identificar apenas 02 compostos diferentes das fragdes das folhas e das cascas ja
analisadas (Tabela 39) a partir dos padrdes de fragmentacdo de massa sequencial e por
comparaclo com dados da literatura. O composto XXVI foi isolado desta fragdo e as
andlises de EM/EM serdo discutidas no subitem 5.17.2. O espectro de EM/EM
composto identificado XXVII esta apresentado na Figura 95.

Figura 94: Cromatograma CLAE/EM da FAEII-C.
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Condigdes cromatograficas: fase movel: dgua acidificada com 4cido férmico (0,1% v v
(A) e metanol (B), sistema gradiente de solventes: 2% de B (0 min), 98% de B (0-15 min);
100% de B (15-17 min); 2% B (17-18 min) ¢ 2% B (18-22 min). Fonte: autora.

Figura 95: Espectro de massas (EM/EM) do ion m/z 609.
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Tabela 39: Compostos identificados na FAE-II-C por CLAE/EM-EM/EM.
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tR(min) [M—-H]- Massaexata Erro Fragmentos Férmula Composto Referéncias
(ppm) m/z molecular
0,8 623,1409 623,1406 -0,5 497, 455,437,303, 125  C31H30014 dimero: 4"-O-metil-(epi)galocatequina e (HENRIQUES et al., 2016)
(epi)galocatequina (XXVI)
1,1 305,0662 305,0667 1,6 261,219, 167, 125 CisH1407 galocatequina (II) ou epigalocatequina (IIT) (SUN et al., 2007, MENA et al., 2012)
2,7 169,0142 169,0142 0 125 C7HeOs acido galico (I) (ABDEL-HAMEED; BAZAID; SALMAN,
2013, FRACASSETTI et al., 2013)
3,3 609,1242 609,1250 1,3 483, 441, 423, 305, 177, CaoH26014 prodelfinidina B-4 (XXVII) (DOU et al., 2007, RIEHLE; VOLLMER;
125 dimero: duas unidades de(epi)galocatequina ROHN, 2013, HENRIQUES et al., 2016,
MAGGI et al., 2016)
51 623,1402 623,1406 0,6 497, 455, 437,303,125  C31H30014 dimero: 4-O-metil-(epi)galocatequina e (HENRIQUES et al., 2016)
(epi)galocatequina (XXVI)
55 927,1952 741, 623, 455, 303, 125 n.i
6,0 775,1504 623, 497, 455, 437, 303, ni
177, 169, 125
6,8 319,0830 319,0823 -22 181, 166, 137, 125 Ci6H1607 4’-O-metil-(epi)galocatequina (XIX) (GARCIA et al,, 1993, MAREGESI et al.,
2010, RODRIGUES, 2011, HENRIQUES et
al., 2016)
7,6 457,0789 457,0776 -28 305, 169 C22H15011 (epi)galocatequina-3-0-galato (XX) (DOU et al., 2007, SAVIC et al., 2014,
HENRIQUES et al., 2016)
8,4 197,0463 197,0455 -4,1 169, 124 CyH100s galato de etila (V) (SUN et al., 2007, WYREPKOWSKI et al.,
2014)
8,7 605,1160 465, 453, 313, 169, 125 n.i
8,9 497,1321 313, 169, 125 n.1
9,1 151,0410 n.i
91 441,0848 441,0827 -4,8 289, 245, 169, 125 C22H13010 (epi)catequina-3-O-galato (XXT) (DOU et al., 2007, SAVIC et al., 2014)
9,3 471,0955 471,0933 -4,7 319, 183, 169, 125 C23H12011 4’-0-metil-(epi)galocatequina-3-0-galato (HENRIQUES et al., 2016)
(XX11)
9,6 649,1435 465, 313, 305, 169, 125 n.i
9,8 717,1839 608, 397, 319, 215 n.i
10,7 541,1379 313,227, 169 ni
11,001  693,1476 541, 465, 313, 169, 125 ni

Fonte: autora.
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O mecanismo de fragmentagiio do composto XXVII esta apresentado na Figura
96. O ion m/z 441 [M — 168 — H]" é formado a partir do mecanismo RDA no anel C. Em
seguida ocorre a eliminacfo de agua para formar o ion m/z 423. Através do mecanismo
QM ocorre a clivagem entre as unidades monoméricas de (epi)galocatequina e a
formagdo do ion m/z 305.

A identificagdo por CLAE/EM-EM/EM dos compostos das fragdes acetato de
etila das folhas e das cascas corroborou os resultados obtidos até o momento, pois as
classes de flavonoides presentes nas folhas e nas cascas apresentam diferengas, como
foi verificado na triagem fitoquimica, nos espectros UV-VIS, teor de proantocianidinas
e teor de flavonoides. Nas folhas foram identificados principalmente flavonoides
derivados da miricetina e quercetina que pertecentem a classe dos flavonois, enquanto
na casca foram identificados principalmente flavonoides derivados na
(epi)galocatequina que pertence a classe dos flavan-3-ois. A principal diferenga na
estrutura quimica dos flavonoides esta no anel C, nos flavonois ha uma ligagdo dupla no
anel C que permite a conjugacdo com o anel B e por isso a presenca de duas bandas de
absor¢do no espectro UV-VIS, além da presenga da carbonila no carbono C4 do anel C,
que permite a complexagdo com os reagentes utilizados nos ensaios da triagem
fitoquimica e teor de flavonoides, enquanto nos flavan-3-ois o anel C € saturado e ha a
presen¢a de uma hidroxila no carbono C3 do anel C, além disso essa classe forma a
estrutura das proantocianidinas, por isso foi encontrado um resultado maior no ensaio

do teor de proantocianidinas para as cascas.
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Figura 96: Mecanismo de fragmentacdo do composto XXVII.
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Fonte: autora.

5.16 IDENTIFICACAO DO COMPOSTO ISOLADO DA FAEI-2-C

Apos o fracionamento da FAEI-C de I laurina, foram obtidas 12 fragSes (Figura
21, p. 82). Destas fragdes, a FAEI-2-C apresentou uma mancha na placa cromatografica
analisada por CCD que foi separada obtendo 105 mg, em seguida essa fragdo foi
purificada por CLAE semipreparativo. O cromatograma desta fraco esta apresentado

na Figura 97, em que se observa a presenca de um pico majoritario em 20,5 min, apés a
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coleta e evaporagiio do solvente, foram obtidos 45 mg do composto purificado, o qual
foi identificado por RMN e EM/IES-EM/EM no modo negativo.

Na Figura 97 esta apresentado o espectro de UV-VIS do composto FAEI-2-C,
em que pode ser observado a presengca de uma banda em 271 nm sugerindo a
absorvancia caracteristica do anel A da estrutura de um flavonoide, logo, este composto
pertence a classe dos flavanois, nos quais o anel C néo esta conjugado com o anel B e
por isso a presenca de apenas uma banda de absor¢do (RICE-EVANS; MILLER;
PAGANGA, 1996, ALONSO-SALCES et al., 2004, KUMAR; PANDEY, 2013).

Figura 97: Cromatograma por CLAE semipreparativo da FAEI-2-C.
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Condicoes cromatograficas: fase mdvel — agua (A) ¢ metanol (B), sistema gradiente de
solventes — 10% B (5 min), 20% de B (10 min); 30% de B (25 min); 70% de B (40 min) e
100% B (55 min) com fluxo de 8,0 mL min™. Fonte: autora.

Apos a analise por EM/IES-EM/EM no modo negativo e por RMN, foi possivel
identificar este composto como a 4'-O-metilgalocatequina (XIX), um composto de
coloragdio branca que possui massa molecular de 320,09 g mol™! (C16H1607).

A partir do espectro de massas de alta resolugéo do composto FAEI-2-C (Figura
98) foi possivel determinar a massa molecular do composto [M — H]” m/z 319,0810
(massa adquirida), a massa exata do composto obtida pelo programa ChemDraw Ultra
(versdo 10.0) foi m/z 319,0823, obtendo um erro de -4,1 ppm. Os picos m/z 639,1690 e
m/z 9592526 correspondem a formacgdo de cluster do composto FAEI-2-C. Os
principais fragmentos do ion m/z 319, obtidos por massa sequencial, estdo apresentados

na Figura 99.



Figura 98: Espectro de massas de alta resolugfio do composto FAEI-2-C.
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Figura 99: Espectro de massas (EM/EM) do ion m/z 319.
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Fonte: autora.

A proposta de fragmentacdo para o composto FAEI-2-C esta apresentada na

Figura 100. A formacgfo dos ions m/z 137 [M-182-H] e m/z 181 [M-138-H]| ocorre

através do mecanismo RDA no anel C, originando os dois fragmentos. A perda de uma
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metila através de uma clivagem homolitica da metoxila origina o ion m/z 304
[M-15-H]". A partir desse ion ocorre a formagéo dos ions m/z 166 [M-153-H]" através
do mecanismo clivagem heterociclica de anel (CHA), esta clivagem € favorecida pela
formagfo de uma radical fenéxido no anel A, o qual é estabilizado pela deslocalizagfo
de elétrons, em que ocorre a ruptura do anel C da estrutura do flavonoide. O ion m/z 125
[M-194-H] ¢ formado apds a CHA através da captura do hidrogénio carbindlico (H-3),
resultando na transferéncia de um elétron para o carbono C-3. Em seguida ocorre uma
clivagem homolitica entre os carbonos C-4 e C-10 (MIKETOVA et al., 2000, LI;
DEINZER, 2007, RODRIGUES et al., 2007, HAMED et al., 2014, DEMARQUE et al ,
2016).
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Figura 100: Mecanismo de fragmentagfo da 4'-O-metilgalocatequina.
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A Figura 101 mostra o espectro de RMN de 'H do composto FAEI-2-C e a

Figura 102 a ampliacdo do espectro na regido de hidrogénios aromaticos.
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Figura 101: Espectro RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds) do composto FAEI-2-C.
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Figura 102: Espectro RMN de 'H (400 MHz, DMSO-d) na regifio de aromatico do
composto FAEI-2-C.
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Fonte: autora.

No espectro de RMN de 'H (Figura 101) aparecem trés sinais na regifio entre §
8,0 € 9.2, estes sinais sfo atribuidos as intera¢des intermoleculares do solvente utilizado
nas analises (DMSO) e as hidroxilas de compostos fenolicos. Como os compostos
presentes nas fracOes analisadas pertecem a classe dos flavonoides, os hidrogénios das
hidroxilas fenodlicas fazem ligacdo de hidrogénio com o oxigénio do DMSO e, entéo,
aparecem os sinais na regifo acima de & 8,0 dependendo da estrutura do composto
(ABRAHAM; MOBLI, 2007, CHARISIADIS et al., 2014).

No espectro da Figura 101 foi observada a presenca de um singleto em & 3,65, o
qual foi atribuido aos hidrogénios do grupo metil, pois este sinal esta deslocado devido
a desblindagem do atomo de oxigénio ligado ao grupo metila. O dupleto em & 4,44 (1H,
J =172 Hz) foi atribuido H-2 e o multipleto em & 3,78 (1H) ao H-3, o valor da constante
de acoplamento encontrada para H-2 € caracteristica de hidrogénios frans-diaxial, fato
que justica que o composto FAEI-2-C seja um derivado da galocatequina e nfo da
epigalocatequina. Também foram atribuidos os sinais dois duplos dupletos em & 2,60
(1H, J = 16,1 ¢ 52 Hz) ao H-4a ¢ 6 2,34 (1H, J = 16,0 ¢ 7,8 Hz) ao H-4b. Os
hidrogénios do carbono C4 estio ao lado do carbono C3, o qual € assimétrico, assim 0s
sinais do H-4 sdo desdobrados em duplo dupleto por serem diastereotopicos,
apresentando acoplamento vicinal (H4a-H3; H4b-H3) e geminal (H4a-H4b).

No espectro de RMN de 'H na regifio de aromaticos (Figura 102) aparecem trés

sinais referentes aos hidrogénios do composto nos anéis A e B do flavonoide, um
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singleto em & 6,28 atribuido a H-2"e H-6'que sfo equivalentes e dois dupletos em & 5,89
e 5,70, ambos com .J = 2,2 Hz, caracteristico de acoplamentos mefa dos hidrogénios H-6
e H-8, respectivamente, no anel A.

Através da analise do mapa de contorno COSY (Figura 103) foram confirmados
os acoplamentos entre os hidrogénios do composto. O H-2 em 8 4,44 (dupleto) acopla
com o H-3 em & 3,78 (multipleto), o qual esta acoplado com H-4a em & 2,60 ¢ H4b em 6
2,34 (duplos dupletos). Foi possivel verificar os acoplamentos entre H-6 em & 5,89 e H-
8 em 6 5,70, os quais estdio na posi¢do meta no anel A.

Através mapa de contorno HSQC (Figura 104) foram feitas as correla¢des dos
carbonos e hidrogénios do composto. Os hidrogénios H-2'e H-6" correlacionam com os
carbonos C2" e C6" em 8 106,1, que sdo equivalentes, H-6 correlaciona com o carbono
C6 em 8 95,1 e 0 H-8 com C-8 em 6 93,8. Também foram feitas as correlagdes entre
hidrogénio e carbono no anel C, o H-2 correlaciona com C2 em 8 80,8, H-3 com C3 em

6 66,3 e H4a e H4b com C4 em 8 27.5.
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Figura 103: Mapa de contorno COSY (DMSO-ds) do composto FAEI-2-C.
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Figura 104: Mapa de contorno HSQC (DMSO-ds) do composto FAEI-2-C.
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A posicdo do grupo metil foi confirmada pela analise do mapa de contorno
HMBC (Figura 105), em que foi verificado que os hidrogénios metilicos em & 3,65
(singleto) estdo correlacionados com C4’em 6 135,0 que pertence ao anel B da estrutura

do flavan-3-ol.

Figura 105: Mapa de contorno HMBC (DMSO-ds) do composto FAEI-2-C.
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Fonte: autora.

A partir dos espectros de RMN (aliados aos de RMN de *C (Figura 106) e
DEPT-135 (Figura 107)) e por comparagdo com os dados da literatura, o composto
FAEI-2-C foi identificado como a 4'-O-metilgalocatequina. E a primeira vez que este
composto foi isolado e identificado no género /nga.

As Tabelas 40 e 41 mostram as correlagSes de todos os hidrogénios e carbonos

do composto FAEI-2-C.
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Figura 106: Espectro RMN de 3C (100 MHz, DMSO-ds) do composto FAEI-2-C.
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Figura 107: Espectro DEPT-135 do composto FAEI-2-C.
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Tabela 40: Atribui¢io dos hidrogénios do espectro de RMN de 'H do composto FAEI-
2-C e comparados com a da (+)-(2R, 35)-4'-O-metilgal ocatequina.

RMN de 'H
COSY (500 MHz, DMSO-ds)
81; m2; J3

(RODRIGUES, 2011)

RMN de 'H
Posicio (400 MHz, DMSO-ds)

1o m2. J3
oy m*; J

2 444d(1.2) H-3 445d(1.5)

3 3,78 m H-2 e H-4a,b 3,80 d (6,5)

4a 2,60 dd (5,2 ¢ 16,1) H-3 e H-4b 2,62dd (5,1 e 15,9)

4b 2.34dd (1.8 e 16,1) H-3 e H-4a 2.37dd (7.8 ¢ 16,2)

6 5.89d(2.2) H-8 5,88 d (2.5)

8 570d(2.2) H-6 571d(2.5)

2 6,28 - 6,28

6 6,28 - 6,28
(CH3) 3,65 s - 3,65 s

Nota: 1: deslocamento quimico em ppm utilizando TMS como padrio interno; 2:
multiplicidade (s = singleto, d = dupleto, dd = duplo dupleto, m = multipleto); 3:
constante de acoplamento expresso em Hz.
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Tabela 41: Atribuigdio dos carbonos do espectro de RMN de *C do composto FAEI-2-C

e comparados com a (+)-(2R, 35)-4"-O-metilgalocatequina.

RMN de *C
(100 MHz, DEPT- HSQC!
Posi¢io 8! 8’ (125 MHz, DMSO-dy)

135, DMSO-d
o (RODRIGUES, 2011)

2 80.8 86,0 CH 4,44 82.4
3 663 677 CH 3,78 68.6
4 275 28,1 CH: 2,60; 2,34 27.9
5 1562 1572 C - 157.5
6 951 953 CH 5,89 96,4
7 1565 157.8 C - 1577
8 938 948 CH 5,70 95,6
9 1551 1573 C - 156,6
10 989 994 C - 100,7
1 1348 1306 C - 136,6
2 106,1 1074 CH 6,28 107.4
3’ 1503  150.7 C - 151,5
4 1350 1373 C - 136,4
5 1503  150.7 C - 151,5
6 106,1 1074 CH 6,28 107.4
(CHs) 596 60,8 CH3 3,65 60,8

Nota: 1: & em ppm utilizando TMS como padrio interno; 2: § tedrico obtido no programa
ChemDrawUltra (verséo 10.0).

5.17 IDENTIFICACAO DOS COMPOSTOS ISOLADOS DA FAEII-C DAS CASCAS

A partir do fracionamento em coluna da FAEII-C, foram obtidas 10 fracdes
(Figura 21, p. 82), as fragdes FAEII-4-C e FAEII-5-C foram submetidas a analise por
CLAE semipreparativo para separacdo dos constituintes quimicos. A partir do
cromatograma da FAEII-4-C (Figura 108) foi observado a presenca de quatro picos
majoritarios, em 11,8, 13,0, 14,2 e 24,1 min e pelo perfil da FAEII-5-C (Figura 109) os

picos em 16,9 e 35,5 min foram coletados para identificagdo dos compostos.



Figura 108: Cromatograma por CLAE semipreparativo da FAEII-4-C.
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Figura 109: Cromatograma por CLAE semipreparativo da FAEII-5-C.
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Nos espectros das Figuras 108 e 109 esta apresentado o espectro de UV-VIS dos
compostos das FAEII-4-C e FAEII-5-C, em que pode ser observado a presenca de uma
banda na regifio em aproximadamente 270 nm, a qual € atribuida o anel A da estrutura
de uma flavonoide, logo, estes compostos pertencem a classe dos flavanois, em que o
anel C nfo esta conjugado com o anel B e por isso eles apresentam apenas uma banda
de absor¢do (RICE-EVANS; MILLER; PAGANGA, 1996, ALONSO-SALCES et al.,
2004, KUMAR; PANDEY, 2013).

Apoés a separagdo dos picos da FAEII-4-C por CLAE semipreparativo foi
verificado que o pico em 11,8 min ndo estava puro, pois apresentou duas manchas na
placa cromatografica analisada por CCD, equanto os picos em 13,0, 14,2 e 24,1 min
apresentaram apenas uma mancha na analise por CCD (Figura 110), logo estes
compostos foram submetidos a analise por CLAE/EM-EM/EM no modo negativo e
RMN para identificacdo dos compostos. Na FAEII-5-C o composto em 16,9 min
também néo estava puro apds a analise por CCD e o composto em 35,5 min apresentou
apenas uma mancha (Figura 110) na placa cromatografica e foi submetido a analise por

CLAE/EM-EM/EM e RMN.
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Figura 110: CCD dos compostos isolados da FAEII-C com o revelador vanilina

sulfurica.

Nota: 1= FAEI-2-C, 2 =
FAEII-4-13-C; 3= FAEII-
4-14-C; 4= FAEII-4-24-C;
5= FAEII-5-35-C. Fonte:
autora.

5.17.1 IDENTIFICACAO DO COMPOSTO FAEII-4-13-C

O composto FAEII-4-13-C (13 corresponde ao tempo de coleta na CLAE
semipreparativa) foi coletado e apds a evaporagio do solvente foram obtidos 5,9 mg do
composto, a partir da comparagdo com dados da literatura e pela analise dos espectros
de EM/IES-EM/EM no modo negativo e RMN ele foi identificado como a
galocatequina (composto II), que possui massa molecular de 306,07 g mol™ (C15sH1407),
o qual foi identificado nas fragdes acetato de etila das folhas e das cascas.

O espectro de massas de alta resolugdo do composto FAEII-4-13-C esta
apresentado na Figura 111. A partir deste espectro foi possivel determinar a massa
molecular do composto [M — HJ m/z 305,0643 (massa adquirida), a massa exata do
composto obtida pelo programa ChemDraw Ultra (versdo 10.0) foi m/z 305,0667,
obtendo um erro de 7,9 ppm. O pico m/z 611,1360 corresponde a formagdo de cluster
do composto FAEII-4-13-C. O espectro de massas sequencial do ion m/z 305 esta

apresentado na Figura 112.
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Figura 111: Espectro de massas de alta resolu¢do do composto FAEII-4-13-C.
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Figura 112: Espectro de massas (EM/EM) do ion m/z 305.
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A proposta de fragmentagdo para o composto FAEII-4-13-C esta apresentada na
Figura 113. As fragmentacdes deste ion sdo semelhantes ao do ion m/z 319 (Figura
100). Através do mecanismo RDA no anel C ocorre a formagdo dos ions m/z 137 [M-

168-H|" e m/z 167 [M-138-H|". A partir de eliminagdo de um hidrogénio do anel C,
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ocorre a formagfio dos ions m/z 179 [M-126-H]" e m/z 125 [M-180-H]". Através do
mecanismo quinona metideo e CHA ocorre a formagio do ion m/z 261 [M-44-H]
(MIKETOVA et al., 2000, LI, DEINZER, 2007, RODRIGUES et al., 2007, HAMED et
al., 2014, DEMARQUE et al., 2016).

Figura 113: Mecanismo de fragmentacfio do ion m/z 305.
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Fonte: autora.

A Figura 114 mostra o espectro de RMN de 'H do composto FAEII-4-13-C e a

Figura 115 o espectro na regifio de aromaticos.
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Figura 114: Espectro RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds) do composto FAEII-4-13-C.
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Figura 115: Espectro RMN de 'H (400 MHz, DMSO-d) na regifio de aromatico do
composto FAEII-4-13-C.
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Fonte: autora.

No espectro da Figura 114 o dupleto em & 4,42 (1H, .J = 7,0 Hz) foi atribuido H-
2 e o multipleto em 6 3,78 (1H) ao H-3, o valor da constante de acoplamento encontrada
para H-2 e H-3 ¢ caracteristica de hidrogénios trans-diaxial, fato que justifica que o
composto FAEII-4-13-C seja a galocatequina e nfo a epigalocatequina. Os sinais dos
dois duplos dupletos em & 2,60 (1H,J=16,0e 5,1 Hz) ¢ 6 2,34 (1H, J=16,0 ¢ 7,7 Hz)
foram atribuidos aos H-4a e H-4b do anel C, os quais sdo diastereotopicos.

No espectro da Figura 115 aparecem trés sinais referentes aos hidrogénios
aromaticos do composto, o singleto em 6 6,24 (2H) foi atribuido a H-2'e H-6"que séo
equivalentes e os dois dupletos em 8 5,88 e 5,69 (1H) foram atribuidos ao H-6 e H-8,
respectivamente, ambos possuem constante de acoplamento ./ = 1,6 Hz, caracteristico de
acoplamentos mefa no anel A.

O mapa de contorno COSY (Figura 116) confirmou os acoplamentos entre os
hidrogénios do composto. O H-3 (8 3,78) acopla com H-2 em & 4,42, H4a em & 2,60 ¢
H4b em 6 2,34. Foi possivel verificar os acoplamentos entre H-4a e o H4b (duplos
dupletos) no anel C e entre H-6 em 6 5,88 e H-8 em 6 5,69 (dupletos), os quais estdo na
posigio meta no anel A.

Através do mapa de contorno HSQC (Figura 117) foram feitas as correlagdes

dos carbonos e hidrogénios do composto FAEII-4-13-C.
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Figura 116: Mapa de contorno COSY (DMSO-ds) do composto FAEIT-4-13-C.
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Figura 117: Mapa de contorno HSQC (DMSO-ds) do composto FAEIT-4-13-C.
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Através do mapa de contorno HSQC (Figura 117) foi possivel atribuir os
deslocamentos dos carbonos na molécula. Os hidrogénios H-2"'e H-6"" correlacionam
com os carbonos C2"" e C6"" (CH) em 6 106,0, que sdo equivalentes, H-6 correlaciona
com C6 (CH) em & 95,0 e 0 H-8 com C-8 (CH) em 6 93,8. Os H-4a e 4b correlacionam
com o carbono em 8 27,4 (CH»), H-3 com 0 C3 em & 66,3 e H-2 com C2 em 6 81,0.

A partir dos espectros de RMN (aliados aos de RMN de *C (Figura 118) e
DEPT-135 (Figura 119) obtidos e por comparagdo com os dados da literatura, o
composto FAEII-4-13-C foi identificado como a galocatequina. Este composto foi
identificado pela primeira vez no género /nga.

As Tabelas 42 e 43 mostram as correlagSes de todos os hidrogénios e carbonos

do composto FAEII-4-13-C.
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Figura 118: Espectro RMN de *C (100 MHz, DMSO-ds) do composto FAEII-4-13-C.
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Figura 119: Espectro DEPT-135 (DMSO-ds) do composto FAEII-4-13-C.
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Tabela 42: Atribui¢fio dos hidrogénios do espectro de RMN de 'H do composto FAEII-

4-13-C e comparados com a galocatequina.

RMN de 'H
COSY (500 MHz, CD30D)
61; mz; J3

(MOHAMMED, 2015)

RMN de 'H
Posi¢io (400 MHz, DMSO-ds)

61; mz; J 3

2 4,42 d4(7,0) H-3 5.41d (7.6)

3 3,78 m H-2 e H-4ab 3,96 m

4a 2,60dd (5.1 €16,0) H-3 e H-4b 2,82dd(53el6,1)
4b 2,34dd (1,7 € 16,0) H-3 e H-4a 2,51dd (7,6 e16,1)
6 5,88 d (1,6) H-8 591d(2.3)

8 5,69d(1,6) H-6 5.86d (2.3)

2’ 6,24 5 - 6,41 s

6 6,24 s - 6,41 s

Nota: 1: deslocamento quimico em ppm utilizando TMS como padrio interno; 2:
multiplicidade (s = singleto, d = dupleto, dd = duplo dupleto, m = multipleto); 3:
constante de acoplamento expresso em Hz.
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Tabela 43: Atribuigdio dos carbonos do espectro de RMN de *C do composto FAEII-4-

13-C e comparados com a galocatequina.

o . , (100 MHz, DEPT- HSQC! RMN de *C
Posi¢io o o 135, DMSO-dy) (125 MHz, CDs;0D)
(MOHAMMED, 2015)

2 81,0 86,0 CH 442 82,8

3 66,3 67,7 CH 3,78 68,7

4 27.4 28,1 CH> 2,60; 2,34 28,0

5 156,2 1572 C - 157.5
6 95,0 95,3 CH 5,88 96,3

7 1564 1578 C - 1577
8 93.8 94,8 CH 5,69 95,5

9 155,3 157.3 C - 156,8
10 98,9 99.4 C - 100,7
1’ 1298 1309 C - 131,5
2 106,0 1078 CH 6,24 107,2
3 1456 1463 C - 146,8
4" 1325 1333 C - 1339
5 1456 1463 C - 146,8
6’ 106,0 1078 CH 6,24 107,2

Nota: 1: & em ppm utilizando TMS como padrdo interno; 2: & tedrico obtido no
programa ChemDrawUltra (versdo 10.0).

5.17.2 IDENTIFICACAO DO COMPOSTO FAEII-4-14-C

O composto com tempo de retencdo em 14,2 min foi coletado e o solvente
evaporado, foram obtidos 5,2 mg do composto FAEII-4-14-C. A partir da comparagio
com dados da literatura e pela analise dos espectros de IES-EM-EM no modo negativo e
RMN o composto FAEII-4-14-C foi identificado como uma proantocianidina tipo B, a
galocatequina-(4a-8)-4"-O-metilgalocatequina (composto XXVI), que possui massa
molecular 624,15 g mol™ (C31H2s014).

O espectro de massas de alta resolugdo do composto FAEII-4-14-C esta
apresentado na Figura 120. A partir deste espectro foi possivel determinar a massa

molecular do composto [M — H]" m/z 623,1370 (massa adquirida), a massa exata do
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composto obtida pelo programa ChemDraw Ultra (versdo 10.0) foi m/z 623,1406,
obtendo um erro de 5.8 ppm. O espectro de massas sequencial do ion m/z 623 esta

apresentado na Figura 121.

Figura 120: Espectro de massas de alta resolugdo do composto FAEII-4-14-C.
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Figura 121: Espectro de massas (EM/EM) do ion m/z 623.

x104 -ESI Product lon (rt: 4,557 min) Frag=175,0V CID@20,0 (623,1455[z=1] -> **) F4 15 PAC2MSMS20eV.d

6,5 177.0215

551
5/ 455.1029
45

3,54

125.0262 437.0912
2,5

1,5

14 303.0536 623.1450

497.1119 *

02 ; L L\.J\ —— |

100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 850
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

Fonte: autora.

O mecanismo de fragmentagfio para o composto FAEII-4-14-C esta apresentado
na Figura 122. Através do mecanismo RDA no anel C da unidade I da proantocianidina

ocorre a formacdo dos ions m/z 455 [M-168-H| e m/z 167 [M-456-H|. A partir de
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eliminacfio de uma molécula de agua do ion m/z 455 ocorre a formagéo do ion m/z 437.
A partir do mecanismo QM da unidade I ocorre a formagdo dos ions m/z 303 [M-320-
H] e m/z 319 [M-304-HJ". E através do mecanismo QM e CHA do ion m/z 623 ocorre a
formagfo dos ions m/z 125 [M-498-H| e m/z 497 [M-126-H]" (RODRIGUES et al.,
2007, DEMARQUE et al., 2016).

Figura 122: Mecanismo de fragmentacfio do ion m/z 623.

-
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OH

m/z 303 m/z319

galocatequina-(4alf a-8)-4"-O-metilgalocatequina
0OV) nv/z 623

galocatequina-(4alf a-8)-4"-O-metilgalocatequina
(XXVI) vz 623

Fonte: autora.

A Figura 123 mostra o espectro de RMN de 'H do composto FAEII-4-14-C e a

Figura 124 o espectro na regifio de hidrogénios aromaticos.
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Espectro RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds) do composto FAEII-4-14-C.

Figura 123
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Figura 124: Espectro RMN de 'H (400 MHz, DMSO-d) na regifio de aromatico do
composto FAEI-4-14-C.
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Fonte: autora.

No espectro de RMN da Figura 123 o dupleto em 6 4,06 (1H, J = 9,3 Hz) foi
atribuido H-2 do anel C e o tripleto alargado em 8 4,24 (1H, J = 6,9 e 8,8 Hz) ao H-3 do
anel C. Em 6 4,18 aparece um sinal semelhante a um duplo dupleto (2H, J = 6,8 e 4,2
Hz) o qual foi atribuido ao H-4 do anel C, embora fosse esperado apenas um dupleto
para o H-4, ha um sinal sobreposto nessa regido, que explicaria a presenca do duplo
dupleto e a integral para a presenca de dois hidrogénios, contudo o valor da constante de
acoplamento de (6,8 Hz) indica que ha um hidrogénio que acopla com o H-2 (/= 6,9
Hz). O dupleto em 6 4,28 (1H, J = 8,2 Hz) foi atribuido ao H-2 do anel F, o multipleto
em 6 3,79 (1H) ao H-3 do anel F e os sinais dos dois duplos dupletos em 6 2,77 (1H, .J =
16,1 e 6,0 Hz) € 8 2,37 (2H, J = 16,3 e 8,6 Hz) foram atribuidos aos H-4a e H-4b do
anel F. Os valores das constantes de acoplamento para H-2 e H-3 dos anéis C e F ¢
caracteristica de hidrogénios #rans-diaxial, fato que justifica que o composto FAEII-4-
14-C seja um dimero da galocatequina. A presenga do singleto em 6 3,67 (3H) confirma
a presencga de um grupo metil, o que indica que o composto possui uma unidade da
proantocianidina derivada da metil galocatequina (composto FAEI-2-C, subitem 5.16).

No espectro da Figura 124 aparecem cinco sinais referentes aos hidrogénios
aromaticos da proantocianidina, o singleto em 8 6,41 (2H) foi atribuido a H-2'e H-6"do
anel E, o singleto em 6 6,35 (2H) foi atribuido a H-2’e H-6"do anel B e o singleto em &
5,84 (1H) ao H-6 do anel D. Os dois dupletos em & 5.65 e 5,59 (1H, J = 2,0 Hz) foram

atribuidos ao H-6 e H-8, respectivamente, acoplados na posi¢éo meta no anel A.
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Através da analise do mapa de contorno COSY (Figura 125) foi verificado os
acoplamentos entre os hidrogénios do composto. Os H-4a e H-4b do anel F (dois duplos
dupletos em & 2,77 e 2,37, respectivamente) acoplam entre si e com H-3 do anel F
(multipleto em & 3,79). O H-2 do anel C (dupleto em 8 4,06) acopla com H-3 do anel C
(tripleto alargado em & 4,24).

Através do mapa de contorno HSQC (Figura 126) e DEPT-135 (Figura 127)
foram feitas as correlagdes dos carbonos e hidrogénios do composto FAEII-4-14-C.
Alguns sinais dos carbonos do composto estavam pouco intensos no espectro de RMN
de *C, logo para a confirmacio do deslocamento do carbono foi analisado os sinais do
DEPT-135.

Pela analise do mapa de contorno HSQC (Figura 126), na regido de aromaticos,
os hidrogénios H-2"e H-6" correlacionam com os carbonos C2" e C6" (CH) no anel E
em & 107,0, os quais sdo equivalentes, H-6 correlaciona com o carbono C6 (CH) em 3
95,9 no anel D, H-2'e H-6" correlaciona com os carbonos C2" € C6” (CH) no anel B em
6 106,9, H-6 correlaciona com C-6 (CH) em 6 95,9 no anel A e o H-8 com C-8 em &
94,9 também no anel A. No anel C, os hidrogénios H-2, H-3 e H-4 correlacionam com
os carbonos C2, C3 e C4 (todos CH) em & 82,6, 70,8 e 36,9, respectivamente. No anel
F, H-2, H-3 e H-4a,b correlacionam com C2, C3 (ambos CH) e C4 (CHz) em 6 81,3,

66,6 e 29,6 respectivamente.
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Figura 125: Mapa de contorno COSY (DMSO-ds) do composto FAEII-4-14-C.
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Fonte: autora.



Figura 126: Mapa de contorno HSQC (DMSO-ds) do composto FAEII-4-14-C.
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Figura 127: Espectro DEPT-135 (DMSO-ds) do composto FAEII-4-14-C.
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Fonte: autora.

A posicdo do grupo metil foi confirmada pela analise do mapa de contorno
HMBC (Figura 128), em que o hidrogénio em 6 3,67 (CH3) esta correlacionado com o
carbono em 8 134,9 que corresponde ao C4" do anel E. A confirmagio da ligagéo entre
H-4 do anel C e C8 do anel D também foi feita pela analise do mapa de contorno

HMBC, em que foi verificado a correlagdo do H-4 do anel C com C7 e C8 no anel D.
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Figura 128: Mapa de contorno HMBC (DMSO-ds) do composto FAEII-4-14-C.
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A partir dos espectros e mapas de contorno de RMN apresentados acima e ao de
RMN de C (Figura 129) e por comparagio com os dados da literatura, o composto
FAEII-4-14-C foi identificado como a galocatequina-(4a-8)-4’-O-metilgal ocatequina,
que possui estereoquimica semelhante com a procianidina B3 . N#o foi encontrado na
literatura a identificagdio deste composto em espécies de /nga, logo € a primeira vez que
este composto foi identificado e isolado no género /nga.

As Tabelas 44 e 45 mostram as correla¢Ses de todos os hidrogénios e carbonos
do composto FAEII-4-14-C. Néo foi encontrado na literatura dados sobre a analise de
RMN para este composto, logo nas Tabelas 44 e 45 foram comparados os resultados
com a (-)-galocatequina-(4a-8)-(-)-epigalocatequina, uma proantocianidina que possui

estrutura semelhante ao composto FAEII-4-14-C.
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Tabela 44: Atribuigéio dos hidrogénios do espectro de RMN de 'H do composto FAEII-

4-14-C e comparados com a (-)-galocatequina-(4a-8)-(-)-epigalocatequina.

RMN de 'H
RMN de 'H COSY (400 MHz, CDs0D)
Posigiio (400 MHz, DMSO-ds) oy m J3
oy m?; J 3 (JANECKI,
KOLODZIEJ, 2010)
2C 4.06d(9.3) H-3C 434d(9.7)
3C 424 1a (8.8 6.9) H-2C 4.55dd (1.9 ¢9.7)
4C 418 dd (6.8 ¢ 4.2) - 4,63 d (7.9)
6A 5.65d (2.0) ; 5.84d (2.4)
SA 5.59d(2.0) - 578 d (2.4)
2'B 635 s - 6.56 5
6'B 635 - 6,565
2F 428 d(8,2) H-3F 4.87 sa
3F 3,79 m H-2F e H-4a.b F 421 m
4a F 2.77dd (161 & 6.0) H-3F e H4b
2829 m
4b F 2.37dd (163 ¢ 8.6) H-3F e Hda
6D 584 - 5985
2E 6.41's - 6.59 5
6'E 641 s - 6,59 s
CHs 3,67s - -

Nota: 1: deslocamento quimico em ppm utilizando TMS como padrio interno; 2:
multiplicidade (s = singleto, sa = singleto alargado, d = dupleto, dd = duplo dupleto, fa
= tripleto alargado, m = multipleto); 3: constante de acoplamento expresso em Hz.
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Tabela 45: Atribuigdio dos carbonos do espectro de RMN de *C do composto FAEII-4-

14-C e comparados com a (-)-galocatequina-(4a-8)-(-)-epigalocatequina.

RMN de C
. . , (100 MHz DEPT- HSQC! (100 MHz, CD;0D)
Posic¢io o o 135, i
DMSO-d) (JANECKE
KOLODZIEJ, 2010)

2C 826 834 CH 4,06 84.0
3C 708 726 CH 424 73,7
4C 369 368 CH 418 38,9
5A 1560 1573 C - 152,2-158.7
6A 959 957 CH 5,65 96,2
7A 1574 1580 C - 155.2-158.7
8 A 041 952 CH 5,59 97,5
9A 1555  157.4 C - 155.2-158.7
10 A 1062 100.5 C - 106,7
1'B 1326 1309 C - 131,7
2B 1069 1078 CH 6.35 107,2
3B 1454 1463 C - 146,7
4B 130,1 1333 C - 133.4
5B 1454 1463 C - 146,7
6'B 1069 1078 CH 6.35 107,2
2F 813  83.8 CH 428 79,9
3F 666 617 CH 3,79 67.4
4a F 206 282 CH; 2,77 29.8
4b F 206 282 CH> 237 20.8
5D 1533 154.7 C - 155,2-158.7
6D 959 958 CH 5.84 1085
7D 1535 1573 C - 155.2-158.7
8D 1086 1068 C - 97,7
9D 1546 1533 C - 155.2-158.7
10 D 99.0  103,5 C - 99,4
1'E 1352 1306 C - 131,7
2E 1070 1074 CH 6.41 s 107.7
3E 1501  150.7 C - 146,7
4E 1352 1373 C - 133.4
5'E 1501  150.7 C - 146,7
6F 1070 107.4 CH 6.41 s 107.7
CH; 506 608 CH; 3.67 s ]

Nota: 1: 6 em ppm utilizando TMS como padrio interno; 2: 8 tedrico obtido no programa
ChemDrawUltra (versdo 10.0).
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5.17.3 IDENTIFICACAO DO COMPOSTO FAEII-4-24-C

O composto com tempo de retencdo em 24,1 min na CLAE semipreparativa foi
coletado e o solvente evaporado, foram obtidos 3,8 mg do composto FAEII-4-24-C.
Pela comparagiio com dados da literatura e pela analise dos espectros de IES-EM-EM
no modo negativo e RMN o composto FAEII-4-24-C foi identificado como uma
proantocianidina tipo A, a epigalocatequina-(2—0—7, 4—8)-4'-O-metilgalocatequina,
que possui massa molecular 622,13 g mol™ (C3;H014). Este composto ndo foi
identificado na FAEII-C por CLAE/EM-EM/EM (Tabela 39, p.188), logo ele é o
composto com numeragdo XXVIL

O espectro de massas de alta resolugdo do composto FAEII-4-24-C esta
apresentado na Figura 130. Por este espectro foi possivel determinar a massa molecular
do composto [M — H]" m/z 621,1208 (massa adquirida), a massa exata do composto
obtida pelo programa ChemDraw Ultra (versdo 10.0) foi m/z 621,1250, obtendo um erro
de 6,8 ppm. O espectro de massas sequencial do ion m/z 621 esta apresentado na Figura

131.

Figura 130: Espectro de massas de alta resolucdo do composto FAEII-4-24-C
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Fonte: autora.
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Figura 131: Espectro de massas (EM/EM) do ion m/z 621.
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Fonte: autora.

O mecanismo de fragmentacgfio para o composto FAEII-4-24-C esta apresentado
na Figura 132. Através do mecanismo CHA no anel C da unidade I da proantocianidina
ocorre a formagdo dos ions m/z 495 [M-126-H]™ e m/z 125 [M-496-H], esta clivagem €
favorecida pela formagdo de um ion fendxido, o qual € estabilizado pela deslocalizagfo
de elétrons. Os ions m/z 125 e 495 sfo formados através da captura do hidrogénio
carbinodlico (H-3 do anel C), resultando na transferéncia de um elétron para o carbono
C-3. A partir dos mecanismos RDA no anel C e QM ocorre a formagéo dos ions m/z
165 [M-456-H]" e m/z 455 [M-167-H|, o qual perde uma molécula de agua para a
formar o ion m/z 437. E a partir do mecanismo QM no anel A ocorre a formagdo dos
fons m/z 301 [M-320-H| e m/z 319 [M-302-H]" (RODRIGUES et al., 2007,
DEMARQUE et al., 2016).



Figura 132: Mecanismo de fragmentagéo do ion m/z 621.
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Fonte: autora.
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A Figura 133 mostra o espectro de RMN de 'H do composto FAEII-4-24-C e a
Figura 134 o espectro na regifio de hidrogénios aromaticos.

No espectro de RMN de 'H da Figura 133 o dupleto em & 3,78 (1H, J = 3,4 Hz)
foi atribuido ao H-3 do anel C e o dupleto em 8 4,20 (1H, J = 3,0 Hz) ao H-4 do anel C.
Os valores da constante de acoplamento para H-3 e-H-4 no anel C sfo caracteristicos de
proantocianidinas tipo A (JACQUES et al., 1974, FOO et al., 2000, ESATBEYOGLU;
WRAY; WINTERHALTER, 2013). O dupleto em 6 4,49 (1H, J = 7,8 Hz) foi atribuido
ao H-2 do anel F, o multipleto em & 3,80 (1H) ao H-3 do anel F e os sinais dos dois
duplos dupletos em 6 2,73 (1H,J=16,2e 5,5Hz) e 6 2,42 (1H, J= 16,3 e 8,5 Hz) aos
H-4a e H-4b do anel F. A constante de acoplamento do H-2 do anel F & caracteristica de
hidrogénios frans-diaxial, resultado que corrobora com que a unidade terminal da
proantocianidina (composto FAEII-4-24-C) seja derivada da galocatequina. O sinal de
um singleto em & 3,69 (3H) confirma a presenga de um grupo metil, o que sugere que o
composto possui uma unidade da proantocianidina derivada da metilgalocatequina
(composto FAEI-2-C, subitem 5.16).

Na regido de hidrogénios aromaticos o singleto em & 6,52 (2H) foi atribuido a H-
2'e H-6'do anel B, o singleto em 6 6,45 (2H) foi atribuido a H-2'e H-6'do anel E e o
singleto em & 5,98 (1H) ao H-6 do anel D. Os dois dupletos em & 5,88 ¢ 5,85 (1H, J =
1,9 Hz) foram atribuidos ao H-6 e H-8 do anel A, os quais estdo acoplados na posi¢éo
meta no anel aromatico (Figura 134).

Pela analise do mapa de contorno COSY (Figura 135) foi verificado os
acoplamentos entre o H-3 (dupleto em & 3,78) e H-4 (dupleto em 6 4,20 ) do anel C ¢,
no anel F, o H-2 (dupleto em & 4,49) acopla com o H-3 (multipleto em 6 3,80), o qual
acopla com H-4a e H-4b (dois duplos dupletos em & 2,73 e 2,42, respectivamente) que

estio acoplados entre si.
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Figura 133: Espectro RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds) do composto FAEII-4-24-C.
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Figura 134: Espectro RMN de 'H (400 MHz, DMSO-d) na regifio de aromatico do
composto FAEII-4-24-C.
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Através do mapa de contorno HSQC (Figura 136) foram feitas as correlagdes
dos carbonos e hidrogénios do composto FAEII-4-24-C. Na regido de aromaticos os
hidrogénios H-2'e H-6" correlacionam com C2" e C6" (CH) no anel E em & 106,8, H-6
no anel D com C6 (CH) em 6 94,6, H-2'e H-6" com C2" e C6" (CH) em & 106,0 no anel
B e, no anel A, H-6 correlaciona com C-6 (CH) em 6 96,2 e H-8 com C-8 em 8 94,4. No
anel C, os H-3 e H-4 correlacionam com C3 e C4 (ambos CH) em & 66,2 e 27,2,
respectivamente. No anel F, H-2, H-3 e H-4a,b correlacionam com C2, C3 (ambos CH)
e C4 (CHz) em 6 82,1, 66,4 e 28,6, respectivamente.

Os hidrogénios do grupo metil correlacionam com o carbono em & 59,7. A
posicdo do grupo metil na estrutura da proantocianidina foi confirmada pela analise do
mapa de contorno HMBC (Figura 137), em que os hidrogénios metilicos (singleto em &
3,69) estdo correlacionados com o carbono em & 135,0 que corresponde ao C4” do anel
E. A confirmagéio da ligagdo entre H-4 do anel C e C8 do anel D também foi feita pela
analise do mapa de contorno HMBC, em que foi verificado a correlagdo do H-4 do anel
C com C7 e C8 no anel D e a correlagio do H-6 com C5 e C7 do anel D. Além disso,
pela analise do mapa de contorno NOESY (Figura 138) foi verificado o acoplamento

entre H-6 do anel A com H-2'do anel E.
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Figura 135: Mapa de contorno COSY (DMSO-ds) do composto FAEII-4-24-C.
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Figura 136: Mapa de contorno HSQC (DMSO-ds) do composto FAEII-4-24-C.
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Figura 137: Mapa de contorno HMBC (DMSO-ds) do composto FAEII-4-24-C.
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Figura 138: Mapa de contorno NOESY (DMSO-ds) do composto FAEII-4-24-C.
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A partir dos espectros e mapas de contorno de RMN apresentados acima e aos
de DEPT-135 ¢ de RMN de *C e (Figuras 139 e 140, respectivamente) e por
comparago com os dados da literatura, o composto FAEII-4-24-C foi identificado
como a epigalocatequina-(2—0—7, 4—8)-4'-O-metilgalocatequina. Para a
confirmagdio da estereoquimica do composto seria necessario realizar a andlise de
Dicroismo Circular que identificaria se a ligacdo entre as duas unidades da
proantocianidina seria alfa ou beta. (epigalocatequina-2a—0O—7, 4a—8)-4'-O-
metilgalocatequina ou epigalocatequina-(28—0—7, 4f—8)-4'-O-metilgalocatequina).
O composto FAEII-4-24-C foi identificado pela primeira vez em plantas do género
Inga.

As Tabelas 46 e 47 mostram as correlagdes de todos os hidrogénios e carbonos
do composto FAEII-4-24-C. Néo foi encontrado na literatura resultados de RMN para
este composto, logo nas Tabelas 46 e 47 os sinais de RMN do composto FAEII-4-24-C
foram comparados os da (-)-epigalocatequina-(2f—0—7,48—8)-(-)-galocatequina,
uma proantocianidina tipo A que possui estrutura semelhante ao composto FAEII-4-24-

C.

Figura 139: Espectro DEPT-135 (DMSO-ds) do composto FAEII-4-24-C.
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Figura 140: Espectro RMN de *C (100 MHz, DMSO-ds) do composto FAEII-4-24-C.
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Tabela 46: Atribuigéio dos hidrogénios do espectro de RMN de 'H do composto FAEII-

4-24-C e comparados com a (-)-epigalocatequina-(2f—0—7,48—8)-(-)-galocatequina.

. RMN de 'H
Posicio (400 11\241\1;1;I f)?V[IS-IO-ds) CoSsy (400 xm’zFf§0D)
8% m?; J 7 (ZANG el? al.. 2013)

3C 3,78 d (3.4) H-4C 407 (3.5)

4C 4.20d (3,0) H-3C 428 (3,5)

6A 5,88 d(1,9) ] 6,02 (2,3)

SA 5,85 d (1,9) ] 6,09 (2,3)

2’B 6,52 s ] 6,76 5

6'B 6,52 s ] 6,76 5

2F 4.49d(7.8) H-3F 4.63 (6,4)

3F 3,80 m H-2F e H-4a,bF 4,05 m

4aF 2,73dd (162 ¢ 5,5) H-3F e H4b 2.88 (16,6 e 5,0)

4b F 2,42dd (163 ¢ 8,5) H-3F e Hda 2,60 (16,6 e 7,0)

6D 5,98 s ] 6,10 s

2E 6,45 5 ] 6,38 5

6'E 6,45 5 ] 6,38 5

CH; 3,69 5 ] ]

Nota: 1: deslocamento quimico em ppm utilizando TMS como padrio interno; 2:
multiplicidade (s = singleto, d = dupleto, dd = duplo dupleto ; m = multipleto); 3:

constante de acoplamento expresso em Hz.
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Tabela 47: Atribuigiio dos carbonos do espectro de RMN de *C do composto FAEII-4-

24-C e comparados com a (-)-epigalocatequina-(2f—0—7,48—8)-(-)-galocatequina.

(100 MHz, DEPT- HSQC! RMN de 1*C

Posicio Y & 135, DMSO-d) (125 MHz, CD;OD)
(ZANG et al., 2013)
2C 985 1169 C - 1005
3C 662 671 CH 3,78 67.6
4C 277 292 CH 4,20 29,5
5A 1559  157.8 C - 1542
6A 962 957 CH 5.88 97,7
7A 1565 1580 C - 1582
SA 944 952 CH 5,85 96,6
9A 1528 1559 C - 1514
10 A 102,4  104,0 C - 104.4
1'B 133,1 1344 C - 1314
2B 1060  107,8 CH 6,52 1077
3'B 1451 1463 C - 1463
4'B 1298 1333 C - 134,7
5'B 1451 1463 C - 1463
6'B 1060  107,8 CH 6,52 1077
2F 82,1 838 CH 4,49 82,5
3F 664 61,7 CH 3,80 68,3
4aF 286 284 CH. 2,73 27.4
4b F 286 284 CH; 2,42 27.4
5D 150,5 1539 C - 156,1
6D 946 96,6 CH 5,98 97.6
7D 1507  152,4 C - 155,0
$D 1054 106,6 C - 108.,6
9D 1543 1525 C - 152,6
10D 101,5 1025 C - 101,6
1'E 1340  130,6 C - 1315
2'E 1068 1074 CH 6,45 106,8
3E 1502 1507 C - 146.,9
4E 1350 1373 C - 134.,0
5'E 1502 1507 C - 146.,9
6E 1068 1074 CH 6,45 106,8
CH; 597 608 CH: 3,69 ;

Nota: 1: & em ppm utilizando TMS como padréo

programa ChemDrawUltra (versdo 10.0).

interno; 2: § tedrico obtido no
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5.17.4 IDENTIFICACAO DO COMPOSTO FAEII-5-35-C

O composto com tempo de retencdo em 35,5 min na CLAE semipreparativa foi
coletado e o solvente evaporado, foram obtidos 1,7 mg do composto FAEII-5-35-C.
Devido a pouca massa obtida nfo foi possivel obter o espectro de RMN de *C para
identificacdo do composto, foram realizadas as andlises de CLAE/EM-EM/EM no modo
negativo e RMN de 'H, COSY, HSQC e DEPT-135 para elucidar uma proposta para a
estrutura do composto. Pela comparagdo com dados da literatura e pela analise dos
espectros de IES-EM-EM e RMN o composto FAEII-5-35-C foi identificado como uma
proantocianidina tipo A, um derivado galoil da epigalocatequina-(2—0—7, 4—8)-4'-
O-metilgalocatequina (FAEII-4-24-C), que possui massa molecular 774,14 g mol™!
(CssH30013). Este composto néio foi identificado na FAEII-C por CLAE/EM-EM/EM
(Tabela 39, p.188), logo ele € o composto com numeragéio XXVIII.

O espectro de massas de alta resolugdo do composto FAEII-5-35-C esta
apresentado na Figura 141. Através deste espectro foi possivel determinar a massa
molecular do composto [M — H|" m/z 773,1285 (massa adquirida), a massa exata do
composto obtida pelo programa ChemDraw Ultra (versdo 10.0) foi m/z 773,1359,
obtendo um erro de 9,6 ppm. O espectro de massas sequencial do ion m/z 773 esta

apresentado na Figura 142.

Figura 141: Espectro de massas de alta resolugdo do composto FAEII-5-35-C.
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Figura 142: Espectro de massas (EM/EM) do ion m/z 773.
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O mecanismo de fragmentacdo do composto FAEII-5-35-C ¢é semelhante ao
mecanismo do composto FAEII-4-24-C (Figura 132, p. 232). A proposta de
fragmentacfio esta apresentada na Figura 143. A perda do grupo galoil (152 Da) atraves
do mecanismo QM origina o ion m/z 621 [M-152-H]", em seguida ocorre a perda de
uma molécula de agua para formacfo do ion m/z 603. A partir do ion m/z 603 sdo
formados os ions m/z 437, 585 e 301. O ion m/z 437 [M-336-H] ¢ formado através do
mecanismo RDA no anel C e QM, o ion m/z 585 [M-188-H] ¢ formado através do
mecanismo RDA no anel C e perda de uma molécula de agua, e o ion m/z 301 [M-472-
H]" é formado a partir do mecanismo QM no anel A com a formagfo de um ion
fenoxido e captura do captura do hidrogénio carbinélico (H-3 do anel C) (RODRIGUES
etal., 2007, DEMARQUE et al., 2016).



Figura 143: Mecanismo de fragmentagéo do ion m/z 773.
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A Figura 144 mostra o espectro de RMN de 'H do composto FAEII-5-35-C ea
Figura 145 o espectro na regifio de hidrogénios aromaticos.

Os espectros de RMN de 'H dos compostos FAEII-4-24-C (Figura 133, p. 234) e
FAEII-5-35-C (Figura 144) foram comparados, e foi verificado que o composto da
FAEII-5 apresentava o sinal de um singleto (6 6,64; 2H) a mais na regifo de aromatico
em relagdo ao composto da fragdo FAEII-4, o qual foi atribuido aos hidrogénios H-2 e
H-6 (equivalentes) do grupo galoil. O dupleto em & 5,15 (1H, J = 3,2 Hz) foi atribuido
ao H-3 do anel C e o dupleto em 6 4,51 (1H, J = 3,3 Hz) ao H-4 do anel C, as constantes
de acoplamento sdo caracteristicas de proantocianidinas tipo A, assim como no
composto FAEII-4-24-C.

Foram feitas as atribui¢des dos outros hidrogénios do composto FAEII-5-35-C, o
singleto em & 6,55 (2H) foi atribuido a H-2'e H-6"no anel B, o singleto em 8 6,40 (2H)
foi atribuido a H-2'e H-6"no anel E e o singleto em 8 6,03 (1H) a H-6 no anel D. Os
dois dupletos em 8 5,98 (1H, /J=1,4Hz) & 5,92 (1H, J = 1,5 Hz) foram atribuidos a
H-6 e H-8, respectivamente, acoplados na posi¢do mefa no anel A. O sinal do dupleto
em 8 4,59 (1H, J = 7,0 Hz) foi atribuido ao H-2 do anel F e o multipleto em & 3,77 (1H)
a H-3 do anel F. A constante de acoplamento do H-2 do anel F € caracteristica de
hidrogénios trans-diaxial, resultado que indica que a unidade terminal da
proantocianidina seja derivada da galocatequina. O sinal de um singleto em 6 3,67 (3H)
indica a presenga de um grupo metil, o que justifica que o composto possui uma
unidade da proantocianidina derivada da metil galocatequina (composto FAEI-2-C,
subitem 5.16).

Na regido proxima ao sinal do solvente DMSO ha dois sinais em 6 2,70 e 2,43
que foram atribuidos a H-4a e H-4b do anel F, no espectro da Figura 144 estes sinais
ficaram pouco intensos e nfo foi possivel identificar os dois duplos dupletos esperados
para estes hidrogénios, porém, no mapa de contorno COSY (Figura 146) foi possivel
verificar o acoplamente entre estes hidrogénios e com o H-3 do anel F.

Através da analise do mapa de contorno COSY (Figura 146) foi verificado os
acoplamentos entre H-3 (dupleto em 8 5,15) ¢ H-4 (o dupleto em & 4,41) no anel C ¢, no
anel F, o acoplamento entre H-2 (dupleto em 6 4,49) e H-3 (multipleto em & 3,77).
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Figura 144: Espectro RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds) do composto FAEII-5-35-C.
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Figura 145: Espectro de RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds) na regifio de aromatico do
composto FAEII-5-35-C.
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Figura 146: Mapa de contorno COSY (DMSO-ds) do composto FAEII-5-35-C.
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Pela analise do mapa de contorno HSQC e do espectro DEPT-135 foram feitas
as correlagdes entre hidrogénio e carbono apenas para os sinais que apareceram no
espectro DEPT-135 (Figura 147), que foram os sinais na regido de aromaticos, o sinal
do grupo metil e o sinal do CH2 do H-4a,b do anel F. Os hidrogénios H-2 e H-6
correlacionam com os carbonos C2 e C6 (CH) no grupo galoil em & 108.5, os
hidrogénios do anel B H-2" e H-6" correlacionam com os carbonos C2" e C6" (CH) em &
105,2, os hidrogénios do anel E H-2" e H-6" correlacionam com os carbonos C2" e C6’
(CH) em & 106,1, os hidrogénios metilicos correlacionam com o carbono em & 59,6 e os

hidrogénios H-4a e H-4b com C4 no anel F em 6 28.8.

Figura 147: Espectro DEPT-135 (DMSO-ds) do composto FAEII-5-35-C.
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A partir dos espectros e mapas de contorno de RMN apresentados acima e por
comparago com os dados da literatura, o composto FAEII-5-35-C foi identificado
como a epigalocatequina-3-0-galoil-(2—0—7, 4—8)-4"-O-metilgalocatequina. Néo foi
encontrado na literatura resultados de RMN para o composto identificado. Porém, foi
encontrado dados de RMN para prodelfinidina A-2 3'-O-galoil (Figura 148)
(HASHIMOTO; NONAKA; NISHIOKA, 1989). Pela comparacdo dos deslocamentos
quimicos dos hidrogénios foi concluido que o grupo galoil do composto FAEII-5-35-C
esta ligado na unidade 1 da proantocianidina, pois o sinal do H-3 do anel C esta mais
deslocado devido a presenca do grupo galoil, na prodelfinidina o H-3 do anel F € que
possui o sinal mais deslocado, pois o grupo galoil esta ligado neste carbono. O

composto FAEII-5-35-C foi identificado pela primeira vez em plantas do género /nga.
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Figura 148: Estrutura da prodelfinidina A-2 3'-O- galoil.

Fonte: Hashimoto, Nonaka e Nishioka (1989).

A Tabela 48 apresenta as correlagSes de todos os hidrogénios do composto
FAEII-5-35-C que foram comparados com a prodelfinidina A-2 3'-O-galoil e a tabela
49 apresenta as correlagbes dos carbonos do composto FAEII-5-35-C obtido pelo

programa ChemDrawUltra e comparados com o DEPT-135.
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Tabela 48: Atribuigéio dos hidrogénios do espectro de RMN de 'H do composto FAEII-

5-35-C e comparados com a prodelfinidina A-2 3'-O-galoil e atribui¢do dos carbonos

do DEPT-135.
RMN de 'H
. (400 MHz,
RMN de 'H CD3COCDs+D:0) (100 MHz,
. (400 MHz, COSY i
Posicio DMSO-ds) o' m= J DEPT-135,
peiipy J‘; (HASHIMOTO; DMSO-de)
. NONAKA;
NISHIOKA, 1989)
3C 515d(3.2) H-4C 4,16 d (4,0) -
4C 4,51d(3,3) H-3C 4,50 d (4,0) -
6A 5,98 d (1,4) - 6,09 d (2,0) -
SA 5,92d(1,5) - 6,29 d (2,0) -
2G 6,64 s - 717 s 108,5 (CH)
6G 6,64 s - 717 s 108,5 (CH)
2B 6,555 - 6,78 s 105,2 (CH)
6'B 6,555 - 6,78 s 105,2 (CH)
2F 4,59 d (7,0) H-3F - ;
3F 3.77m H-2F e H- 515m -
4a,bF
4aF 2,70 m H-3F e H4b 28,8 (CHy)
2.82-3.30 m
4b F 243 m H-3F e H4a 28,8 (CHy)
6D 6,03 s - 6,15 -
2E 6,40 s - 6,88 s 106,1 (CH)
6'E 6,40 s - 6,88 s 106,1 (CH)
CHs 3,675 - - 59,6 (CHa)

Nota: 1: deslocamento quimico em ppm utilizando TMS como padrio interno; 2:
multiplicidade (s = singleto, d = dupleto, m = multipleto); 3: constante de acoplamento
expresso em Hz.
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Tabela 49: Atribui¢éo dos carbonos do composto FAEII-5-35-C obtidos pelo programa

ChemDrawUltra.
(100 MHz, DEPT- .
Posiciio &2 135, DMSO-ds) HSQC
2C 115.6 C -
3C 68.4 CH 5,15
4C 28,0 CH 4,51
5A 157.3 C
6A 95,7 CH 5,98
7A 158.0 C
SA 95,2 CH 592
9A 1559 C
10 A 1040 C
1'B 134.4 C
2'B 107.8 105,2 (CH) 6,55
3'B 146,3 C
4'B 1333 C
5B 146,3 C
6'B 107.8 105.2 (CH) 6,55
1G 165,9
2G 109.6 108.5 (CH) 6,64
3G 146,1
4G 140.3
5G 146,1
6G 109.6 108.5 (CH) 6,64
2F 83,8 CH 4,59
3F 67,7 CH 3,77
4aF 28.4 28.8 (CHo) 2,70
4b F 28.4 28.8 (CHo) 2,43
5D 153.,9 C
6D 96,6 CH 6,03
7D 152.4 C
S$D 106,6 C
9D 152,5 C
10D 102,5 C
1'E 130,6 C
2E 107.4 106.1 (CH) 6,40
3'E 150,7 C
4'E 137.3 C
5’E 150,7 C
6'E 107.4 106.1 (CH) 6,40
CH; 60,8 59,6 (CHs) 3,67

Nota: 1: 8 em ppm utilizando TMS como padrio intemo.
2: & teodrico obtido no programa ChemDrawUltra (versio

10.0).
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5.18 ATIVIDADES BIOLOGICAS DOS COMPOSTOS FAE4-F E FAEI-2-C E DAS
FRACOES DAS FOLHAS DE Inga laurina

A FAE4-F (miricetina-3-O-ramnosideo) foi submetida a analise da atividade
antioxidante (método DPPH e voltametria de pulso diferencial), atividade inibitoria de
a-amilase e atividade antifiingica. Os resultados das atividades bioldgicas da FAE4-F
estio apresentados nas Tabelas 50 e 51. Na Tabela 51 também estio apresentados os

resultados da atividade antifungica das fragdes FAE1-F a FAES-F.

Tabela 50: Resultados da atividade antioxidante (método DPPH e voltametria de pulso

diferencial) e inibi¢do da a-amilase da miricetina-3-O-ramnosideo.

DPPH Voltametria a-amilase
Acetato Fosfato
CEso
. Carga (uC) Potencial (V) Carga Potencial (V) % inibicao
(ngmL™)
(18]
FAE4-F — 7.8+0,3 2225+ 0,316 £ 0,003 1583 + 0,162+ 0,001 33,7+46
miricetina-3-0- 10,5 2,5
ramnosideo
BHT 72403 - - - - -

Acarbose - - - - - 99,6 +£0,2

Nota: BHT — butilidroxitolueno (controle positivo).

O flavonoide miricetina-3-O-ramnosideo apresentou elevada atividade de
sequestro do radical DPPH, pois o valor de CEso é menor que 50 pg mL™!, além disso o
resultado é muito proximo ao BHT.

No trabalho de Sousa (2015) foram avaliadas as atividades antioxidante (DPPH
e voltametria) e inibidora de a-amilase de quatro flavonoides isolados das folhas de
Eugenia calycina, rutina, isoquercitrina, quercitrina e (-)-epicatequina. Os resultados de
CEso pelo método DPPH para estes quatro flavonoides foram 5,52, 6,45, 6,44 € 2,89 ug
mL!, respectivamente. Estes resultados foram melhores que o encontrado para a
miricetina-3-O-ramnosideo, especialmente para a (-)-epicatequina, pois quanto menor o
valor de CEso melhor ¢ a atividade antioxidante. Porém, no trabalho de Hayder e outros
(2008) foi avaliada a atividade antioxidante e antigenotoxica da miricetina-3-O-
ramnosideo, em que este composto apresentou elevada atividade de inibi¢do da enzima

xantina oxidase, alto potencial de sequestro de radicais livres, promissora atividade
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antimutagénica e auséncia de mutagenicidade, caracterizando este composto como um
fitofarmacéutico de interesse. Substancias com propriedades antimutagénicas sio
importantes para proteger o organismo humano de ataque de radicais livres ao DNA,
envelhecimento e cancer (HAYDER et al., 2008).

O baixo valor no resultado de CEso da miricetina-3-O-ramnosideo pode ser
explicado porque este composto possui uma hidroxila no carbono C3'do anel B, ligacdo
dupla entre os carbonos C2 e C3 no anel C e carbonila no carbono C4, estas
caracteristicas estruturais dos flavonois explicam a atividade antioxidante destes
compostos, pois favorece a estabilizacfo do radical formado através da deslocalizagéo
de elétrons e formagio de um sistema 7 conjugado. Quando se compara a atividade
antioxidante da aglicona com a respectiva aglicona glicosilada, a aglicona apresenta
melhor atividade antioxidante porque o grupamento glicosidico possui efeito estérico na
estrutura do flavonoide, reduzindo a atividade antioxidante (COOK; SAMMAN, 1996,
RICE-EVANS; MILLER; PAGANGA, 1997, HEIM; TAGLIAFERRO; BOBILYA,
2002, KUMAR; PANDEY, 2013).

O composto miricetina-3-O-ramnosideo apresentou menor potencial de oxidagéo
(no tampao acetato) que os flavonoides rutina, isoquercitrina e quercitrina, que possuem
potencial de oxidagdo de 0,408, 0402 e 0402 V, respectivamente, e um valor muito
proximo ao da (-)-epicatequina, que possui potencial de 0,318 V, o menor potencial de
oxidacdo para miricetina-3-O-ramnosideo infere que este composto € mais facilmente
oxidado, resultando em uma boa atividade antioxidante, como foi encontrado pelo
método DPPH. Em relagfio a carga, a miricetina-3-O-ramnosideo apresentou maior
valor que rutina, isoquercitrina, quercitrina e (-)-epicatequina, que apresentaram
resultados de 210,2, 203,3, 2009 e 162,6 uC. Esse resultado pode ser explicado pela
maior massa molar da miricetina-3-O-ramnosideo em relagdio aos outros flavonoides,
pois o coeficiente de difusio € proporcional a massa molar, logo, compostos com maior
massa molar chegam mais facilmente a superficie do eletrodo, aumentando a carga
(PACHECO, 2013, SOUSA, 2015).

O flavonoide isolado das folhas de /. laurina apresentou baixa inibi¢do da a-
amilase, e por isso ndo foi realizado o célculo do CEso. A FAE-F da qual o flavonoide
foi isolado apresentou elevada atividade inibitéria desta enzima, (89,1 % de inibigfo e
CEso = 8,1 ng mL™, Tabelas 20 e 21, p.114), logo, pode ser sugerido que a atividade de

inibi¢do da enzima pela fracdo pode ocorrer por sinergismo entre os flavonoides
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presentes na amostra, além da miricetina-3-O-ramnosideo, outros flavonoides foram
identificados na FAE-F (Tabela 28, p.131) e em combinagfio estes flavonoides
aumentam a eficacia da atividade inibitéria ou a amostra pode possuir um metabdlito
que seja responsavel pela inibi¢do da enzima. Varios trabalhos na literatura relatam
efeitos sinérgicos entre produtos naturais para aumentar a atividade bioldgica, como
atividade antioxidante, antimicrobiana, antifingica, entre outras (SILVA;
FERNANDES JUNIOR, 2010, BREWER, 2011, ABREU; MCBAIN; SIMOES, 2012,
RADULOVIC et al., 2013).

Os resultados da atividade antifungica das fragdes das folhas de /. laurina e dos
compostos isolados miricetina-3-O-ramnosideo (FAE4-F) e 4'-O-metilgalocatequina
(FAEI-2-C) estéo apresentados nas Tabelas 51 e 52.

As fragdes da coluna FAE1-F, FAE2-F e FAE5-F nio apresentaram atividade
anti levedura dentro do intervalo das concentragdes testadas (3000 pg mL?! -
1,46 pg mL"). A fracdo FAE4-F, que corresponde ao composto isolado miricetina-3-O-
ramnosideo, inibiu o crescimento de todas as leveduras com concentragdo de 93,8 ug
mL! como pode observado na Tabela 51. Mesmo o composto miricetina-3-O-
ramnosideo ter apresentado atividade frente aos microrganismos testados, seria
interessante que os valores de CIM estivessem abaixo de 10 pg mL™, por tratar-se de
um composto isolado (RIOS; RECIO, 2005). Este resultado corrobora o resultado da
atividade antifungica para este composto no trabalho de Salazar-Aranda e outros (2015)
que obtiveram resultado para a CIM maior que 83 pg mL! para C. albicans e C.
tropicalis (isolado clinico 166), porém, neste trabalho o resultado da CIM para C.
glabrata foi de 3,9 e 7,8 ug mL™! para isolados clinicos da levedura.

As fragdes FAE3-F e FAE4-F apresentaram os mesmos resultados de CIM que
FAE-F, com excecdo da FAE4-F que foi menos ativa para C. glabrata. A partir destes
resultados € possivel inferir que a miricetina-3-O-ramnosideo pode ser a substancia
responsavel pela atividade antifungica da FAE-F para C. albicans e C. tropicalis e pode
ser sugerido que o sinergismo entre os compostos presentes na FAE-F e FAE3-F
contribuiu para a melhor atividade contra C. glabrata ou um dos metabolitos presentes

nessas fra¢des seja responsavel pela atividade contra o microrganismo.
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Tabela 51: Resultados da atividade antifingica, expresso como CIM, em pug mL™, das

FAE1-F a FAES-F da FAE-F de I laurina.

Microrganismos
Amostras C. albicans C. tropicalis C. glabrata
ATCC 28366 ATCC 13803 ATCC 15126
FAE1-F > 3000 > 3000 > 3000
FAE2-F > 3000 > 3000 > 3000
FAE3-F 93,8 93,8 11,7
FAE4-F 93,8 93,8 93.8
miricetina-3-O-ramnosideo
FAES-F > 3000 > 3000 > 3000
FAEG6-F 5.9 5,9 5,9
FAE7-F 5.9 11,7 5,9
FAES-F 11,7 234 5,9
FAE-F 93,8 93,8 11,7

Concentragdes das amostras testadas: 1,46 pgmL™ a 3.000 pg mL™.

Tabela 52: Resultados da atividade antifungica, expresso como CIM, em ug mL, da

FAEI-2-C de I laurina.

Amostras Microrganismos

C. albicans C. tropicalis C. glabrata
ATCC 28366 ATCC13803 ATCC 15126

FAEI-2-C > 3000 > 3000 > 3000
4’-O-metilgalocatequina
FAEI-C 500 1000 23,4

Concentragdes da amostra testada: 1,46 pg mL"' a 3000 pg mL".

As fragSes FAE6-F, FAE7-F e FAES-F exibiram resultados de atividade
antifingica melhores que a FAE-F, especialmente a FAE6-F que inibiu todas as
leveduras com concentragio de 5,9 ug mL™'. O resultado encontrado para a fragio
FAEG6-F pode ser considerado como um forte efeito antifungico, uma vez que este valor
estd abaixo do que € considerado promissor para um composto puro (CIM < 10 pg
mL™") (RIOS; RECIO, 2005). A constitui¢io quimica das fragdes FAE6-F, FAE7-F e
FAES-F sdo semelhantes quando analisadas por CLAE/EM-EM/EM (Tabelas 33, 34 e
35). Esse fato pode explicar a maior atividade dessas fracSes frente as espécies de
Candida avaliadas. Os compostos identificados nestas fragdes, como acido galico, acido

vanilico, acido quinico, além da miricetina-3-O-ramnosideo, sdo descritos na literatura
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como substincias que possuem atividade antifingica (MARTINS et al., 2015,
SALAZAR-ARANDA et al., 2015, TEODORO et al., 2015, SELEEM; PARDI;
MURATA, 2017). Além disso, alguns trabalhos demonstram que a combinagio de
compostos fendlicos, moléculas isoladas ou fragbes, com agentes antifingicos
comerciais melhoram a atividade biologica reduzindo o valor da CIM (DA SILVA et
al., 2014, MEIRELLES et al., 2017). Nestes trabalhos os autores explicam que o
sinergismo entre os compostos € responsavel pelo aumento da atividade antifungica
frente as espécies de Candida.

Alguns trabalhos na literatura discutem sobre o sinergismo entre os compostos
fenodlicos em diferentes atividades bioldgicas (TAFESH et al, 2011, PALAFOX-
CARLOS et al., 2012, LEWANDOWSKA et al., 2014). No trabalho de Da Silva e
outros (2014) a atividade antifingica frente a C. tropicalis foi aumentada quando houve
a combinacdo dos flavonoides catequina, quercetina e epigalocatequina com o
fluconazol (medicamento empregado no tratamento de doengas causadas por fungos),
diminuindo o valor da CIM. Segundo os autores o sinergismo destas substincias
provoca danos as células mitocondriais levando a morte celular por apoptose devido ao
aumento de espécies reativas de oxigénios no meio intracelular. Foi verificado efeito
sinérgico entre os flavonoides quercetina e campferol na reducfo da proliferacio de
linhagens de células cancerigenas do colon e da mama (ACKLAND;
WAARSENBURG; JONES, 2005). No trabalho de Wang e outros (2016) os autores
sintetizaram varios compostos derivados da chalcona e realizaram o ensaio da atividade
antifingica frente a C. albicans destes compostos com o fluconazol. Foi verificado uma
diminui¢do na CIM, resultado que foi explicado pelo sinergismo entre os compostos
sintetizados e o farmaco fluconazol.

Foi realizado o ensaio da atividade antifiingica para o composto isolado FAEI-2-
C, a 4'-O-metilgalocatequina (Tabela 52). Quando analisado sozinho, o composto 4'-O-
metilgalocatequina ndo apresentou atividade, pois o valor da CIM foi superior a 3000
ng mL!. Este resultado foi maior que a fragdo de origem (FAEI-C), sugerindo que a
combinagfio (sinergismo) dos flavonoides presentes na fracdo acetato de etila I das
cascas é importante para a atividade contra as espécies de Candida, especialmente para

C. glabrata, que foi a espécie mais sensivel a FAEI-C.
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6 CONCLUSOES

Os extratos e fracdes das folhas de /. laurina apresentaram resultados positivos
para a presenca de flavonoides através da triagem fitoquimica realizada e analise dos
espectros UV-VIS das amostras. Ja os extratos e fragdes das cascas nfo tiveram os
mesmos resultados que as folhas. As cascas apresentaram resultado positivo para a
presenca de terpenos, saponinas, esteroides e fenilpropanoides na triagem fitoquimica e
possuem perfil quimico diferente nos espectros UV-VIS. Logo, os constituintes
quimicos das folhas e cascas da planta pertecem a classes de metabolitos diferentes.

As amostras das folhas e das cascas apresentaram alto teor de fenois totais,
especialmente a FAE-F as FAEI-C, FAEII-C, FB-C e FM-C.

As amostras das cascas apresentaram maior teor de proantocianidinas em relagfo
as folhas, com destaque para as FAEI-C, FAEII-C, FB-C e FM-C, que também foram as
amostras que tiveram maior teor de fenois totais. Em relagfo ao teor de flavonoides, as
folhas apresentaram resultado superior ao das cascas, especialmente a fragdo acetato de
etila. Estes resultados indicaram que os constituintes das folhas sio flavonoides do tipo
flavondis, que formam complexos com o cloreto de aluminio (reagente utilizado no
ensaio do teor de flavonoides) e os das cascas sdo do tipo flavan-3-ois, 0s quais néo
formam complexos com o cloreto de aluminio, mas sdo os monémeros que formam as
proantocianidinas, por isso as cascas tiveram alto teor de proantocianinas. Este resultado
foi corroborado pela analise por CLAE/EM-EM/EM.

Os extratos e fragdes das folhas e das cascas apresentaram elevada capacidade
de sequestro do radical DPPH, pois os valores de CEso foram menores que 50 pg mL™,
especialmente a FAE-F e as FAEI-C, FAEII-C, FB-C e FM-C. Estas amostras foram as
que apresentaram os maiores teores de compostos fenolicos, resultado que explica a
atividade antioxidante para as amostras.

A planta apresentou resultado promissor para a inibi¢do da enzima a-amilase.
Todas as amostras estudadas apresentaram resultado de CEso menor que 50 ug mL™,
que pode estar relacionado a grande quantidade de compostos fendlicos que as amostras
possuem. As amostras FB-C e FM-C foram mais promissoras que as das folhas, pois o
valor de CEso foi menor que 1,0 pg mL™! para estas fragGes.

As amostras das folhas e cascas ndo foram ativas frente aos microrganismos

bucais avaliados neste trabalho e ao protozoario L. amazonensis. Os resultados da CIM
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para os microrganismos foram iguais ou superiores a 400 pg mL™ para a maioria das
amostras, e os resultados de Clso foram maiores que 100 ug mL™.

A FAE-F e as FAEI-C, FAEII-C, FB-C e FM-C foram as amostras mais ativas
frente os fungos do género Candida, resultado que pode ser explicado pelo alto teor de
compostos fenolicos destas amostras.

A FAE-F ¢ constituida principalmente por flavonoides pertencentes a classe dos
flavonois, foram identificados por EM os seguintes compostos: miricetina-3-O-
ramnosideo  (composto isolado e identificado por RMN), acido galico,
(epi)galocatequina, derivado metilico do acido galico, galato de etila, miricetina-O-(O-
galoil)-hexosideo, miricetina-3-O-galactosideo, miricetina  galoil ramnosideo,
miricetina, quercetina-3-O-ramnosideo, quercetina-3-O-(2""-galoil )-ramnosideo,
quercetina, miricetina-3-O-acetil-rammnosideo, acido quinico digaloil, miricetina-3-O-
ramnose-3"-O-ramnosideo, acido quinico trigaloil e acido vanilico. Estes compostos
justificam os resultados promissores da atividade antioxidante, antifiingica e inibitoria
da enzima a-amilase para esta amostra.

A fragdo da coluna FAE6-F apresentou o melhor resultado (CIM = 5.9 ug mL™)
para a inibicdo do crescimento dos fungos C. albicans, C. tropicalis e C. glabrata,
resultado que pode ser explicado pela combinagfo entre os compostos fendlicos
presentes nesta fracfo, pois a atividade antifungica foi melhor que a fragio de origem
FAE-F e que o composto isolado miricetina-3-O-ramnosideo (CIM = 93,8 ug mL™).

Em relagio as FAEI-C e FAEII-C foram identificados flavonoides do tipo
flavan-3-ois, que possuem estrutura quimica diferente dos flavonois identificados na
FAE-F. Foram identificados por EM os seguintes flavonoides nas FAEI-C e FAEII-C:
(epi)galocatequina-3-O-galato, (epi)catequina-3-O-galato, 4'-O-metil -
(epi)galocatequina-3-O-galato, (epi)galocatequina-3-O-(3"",4""-O-dimetil) galato ou
(epi)galocatequina-3-O-(3"",5""-O-dimetil) galato , acido p-cumarico e prodelfinidina B-
4 e isolados cinco compostos inéditos em plantas do género Inga, 4'-O-
metilgalocatequina,  galocatequina,  galocatequina-(4a-8)-4 '-O-metilgalocatequina,
epigalocatequina-(2—0—7,4—8)-4'-O-metilgalocatequina e epigalocatequina-3-O-
galoil-(2—0—7,4—8)-4"-O-metilgalocatequina, os quais foram identificados pelas
técnicas de RMN e EM. Os compostos fenolicos presentes nas cascas explicam os
resultados promissores da atividade antioxidante, antifiingica e inibitéria da enzima a-

amilase.
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A partir da identificacdo dos metabolitos das fragdes acetato de etila das folhas e
das cascas da planta I laurina foi concluido que as amostras sdo constituidas
majoritariamente de compostos fendlicos, especialmente flavonoides, que s&o

substancias biologicamente ativas de interesse farmacoldgico.
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APENDICE A - Fluxograma de purificaciio, identificacfo e isolamento de compostos das folhas de 1. laurina

Folhas secas e moidas

l Maceracio com EtOH/ Rotaevaporacio e liofilizagio

Extrato etanélico (EE-F)
£20g

Y Extraglio liquido-liquido

Y

! !

Fragfio hexano (FH-F)
13,0¢g

Fragdo cloroférmio (FC-F)

Y

'

41g 32g

écido gélico (T)

galocatequina (IT) ou epigalocatequina (TII)
derivado metilico do 4cido gilico (IV)

galato de etila (V)

miricetina-O-(O-galoil)-hexosideo (VI)

miricetina-3-O-galactosideo (VII)
miricetina-3-O-ramnosideo (VIII)
miricetina galoil ramnosideo (IX)
miricetina (X)
quercetina-3-O-ramnosideo (XI)

quercetina-3-0-(2°"-galoil)-ramnosideo (XII)

quercetina (XII)

Fragiio acetato de etila (FAE-F)

T4g

Fracio n-butanol (FB-F)

Fragiio aquosa (FA-F)
70g

CLAE/EM-EM/EM

A

Sephadex LH 20
acetato de etila/MeOH 9:1 até 100% MeOH
30x3 cm

Y
FAE1-F FAE2-F

CLAE/EM-EM/EM

derivado metilico do  4cido galico (T)

4cido galico (IV) derivado metilico do

galato de etila (V) acido galico (IV)
galato de etila (V)
miricetina-3-O-
ramnosideo (VIII)
miricetina-3-O-acetil-
rammnosideo (XIV)
miricetina (X)
quercetina (XIIT)

CLAE/EM-EM/EM

v v

CLAE/EM-EM/EM
RMN 'He B3¢

dcido gélico (I)
derivado metilico do
dcido gilico V)
miricetina-3-0-
ramnosideo (VIII)
miricetina (X)
miricetina-3-O-acetil- Lc o
rammnosideo (XIV) HO
quercetina-3-O- HO  OH
ramnosideo (XT)

miricetina-3-0-ramnosideo
(VIII) 500 mg

CLAE/EM-EM/EM

CLAE/EM-EM/EM

derivado metilico do dcido gilico

aw)

dcido quinico digaloil (XV)
miricetina-O-(O-galoil)-hexosideo
VD)

miricetina-3-O-galactosideo (VII)
miricetina-3-O-ramnosideo (VIII)
miricetina-3-O-ramnose-3"-O0-
ramnosideo (XVI)

miricetina galoil ramnosideo (IX)
quercetina-3-0-(2""-galoil)-
ramnosideo (XIT)

v

CLAE/EM-EM/EM CLAE/EM-EM/EM

écido gélico (I} 4cido gélico (I)
derivado metilico do dcido derivado metilico do 4cido
gélico (IV) galico (IV)
4cido quinico trigaloil 4cido vanilico (XVIII)

VID) miricetina-3-O-rammosidec
miticetina-3-O-galactosideo  (VIII)
(VID) miricetina galoil ramnosideo
miricetina-3-O-ramnosideo ™
(v
miricetina galoil

ramnosideo (IX)
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APENDICE B — Fluxograma de purificacio, identificaciio e isolamento de compostos das cascas de I laurina

Cascas secas e moidag|

l Maceragio com EtOH/ Rotaevaporagio e liofilizagiio

Extrato etanélico (EE)
580g

Fracionamento em coluna

Y !

! Y Y ! Y

Fragéio hexano Fragio cloroférmio || Fragio acetato de etila I || Fragiio acetato de etila II Fragiio n-butanel Fragio metanol Fragio aquosa
(FH-C13,0¢ FCQO)4,1g (FAEI-C)3,2g (FAEII-C)3,2 g (FB-C)74¢g (FM-C)74¢g (FA-C)7,0g
dcido gélico (I) dimero: 4'-O-metil-(epi)gal quina e (epi)gal quina (XXVI)
gal quina (IT) ou epigal quina (IIT) ci8 cis galocatequina (I) ou epigalocatequina (IIT)
4’-0-metil-(epi)galocatequina (XIX) MeOH/H20 1:9 McOH/H20 1:9 4cido gélico (I)
(epi)galocatequina-3-O-galato (XX) t& MeOH 100% . . prodelfinidina B-4 (XXVII) - dimero: duas unidades de (epi)gal quina
galato de etila (V) CLAE/EM-EM/EM| ;0 x 3ecm ¢ Me?;{ 1;) 0% | |CLAR/EM-EM/EM 4’-O-metil-(epi)galocatequina (XIX)
(epi)catequina-3-O-galato (XXT) - Xrem | L (epi)galocatequina-3-O-galato (XX)
4’-0O-metil-(epi)galocatequina-3-O-galato (XXII) galato de etila (V)
(epi)galocatequina-3-0-(3"",4""-O-dimetil) galato (epi)catequina-3-O-galato (XXI)
(XXIII) ou (epi)galocatequina-3-0-(3”',5""-O-dimetil) 4’-0-metil-(epi)galocatequina-3-O-galato (XXII}
(XXIV)
4cido p-cumdrico (XXV) Y
Y

v ' ' v v ' v

FAEII-5-C| até |FAEII-10-C

Y v ' v
FAEI-1-C | [FAEI-2-C| [FAEI-3-C|[FAEI4-C| at¢ |FAEL-12-C [ FAEIL-1-C| | FAEII-2-C|[FAEI-3-C| [FAEII4-C|
CLAE semipreparativa
CLAE/EM-EM/EM
RMN 'He ’C

OH

OCH,
e
® >
OH

OH

HO,

4’-O-metilgalocatequina (XIX)
45 mg

CLAE semipreparativa

CLAE/EM-EM/EM
RMN 'He B¢

oH
OH &nt

HO, o ou o= o K1
Se COM

OH OH

galato de epigalocatequina-(2-
galocatequina-(4alfa-8)-4-O-  epigalocatequina-(2-O-7, 4-8)-4"- 0-7, 4-8)4"-0-
metilgalocatequina (XXVI) O-metilgalocatequina (XXVII)  metilgalocatequina (XXVIII)
5,2mg 3,8mg 1,7 mg

galocatequina (IT)
59 mg
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