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RESUMO

A abordagem reducionista na busca por substincias bioativas em produtos naturais nem
sempre ¢ capaz de compreender em sua totalidade a dindmica envolvida nas respostas
farmacologicas de matrizes complexas como extratos vegetais. Inserido neste paradigma, este
trabalho visou ao desenvolvimento de métodos e abordagens racionais que permitissem o
entendimento das relagdes moleculares em produtos naturais bioativos. Para tanto, espécies
vegetais da familia Chrysobalanaceae com potencial citotoxico, depositadas na extratoteca do
NuBBE, foram os objetos de estudo na aplicagdo de metodologias para a determinagdo de sua
composi¢ao metabolica e para a avaliacdo do potencial citotdxico. Os extratos hidroalcodlicos
de Couepia grandiflora, Hirtella hebeclada, Licania hoehnei, Licania kunthiana, Licania
huminis e Parinari excelsa foram analisados por CG-EM, CLAE-DAD-EM/EM e CLAE-
autoEM/EM para a identificagdo in situ de sua composi¢do metabdlica, através de
compara¢do dos dados espectrais a uma base de dados contendo valores de massas de alta
resolugdo e espectros de UV de todos os metabolitos secunddrios ja relatados para a familia
Chrysobalanaceae. O uso de ferramentas de analise multivariada, como a deconvolucao
empirica proposta pelo software AMDIS e a extragdo espectral desenvolvidas pelos
algoritmos RAMSY e MCR-ALS, assistiram a desreplicacdo ao extrair os espectros dos
compostos, mesmo em baixa resolucdo cromatografica. A desreplicagdo das espécies de
Chrysobalanaceae permitiu a deteccdo in situ de metabolitos primarios (aminoacidos, acidos e
acucares) e secunddrios (flavonoides-O-glicosilados e polimeros de proantocianidinas).
Adicionalmente ao estudo de determinagdo metabolica das matrizes vegetais, realizaram-se
ensaios de atividade citotoxica. Resultados preliminares da bioatividade ante diferentes
linhagens de Saccharomyces cereviceae, obtidos na construgdo da extratoteca, indicaram
potencial citotoxico para as espécies estudadas, com destaque para Hirtella hebeclada e
Parinari excelsa. Ja a analise diante de diferentes linhagens tumorais demonstrou que os
extratos ndo sdo ativos, o que pode estar relacionado a presenca de compostos fendlicos
citoprotetores, como flavonoides glicosilados.

Palavras-chaves: Chrysobalanaceae, desreplicacdo, metaboldmica, analise multivariada,
ensaio citotoxico.



ABSTRACT

The reductionist approach for the search of bioactive compounds in natural products is not
always being able to understand the complete dynamics involved in the pharmacological
responses of complex matrices such as plant extracts. Based on this paradigm, this study
aimed to develop rational methods approaches to runderstand the molecular relationships
present in bioactive natural products. Chrysobalanaceae plant species with cytotoxic potential,
deposited NuBBE's bank of extracts, were the objects of study in the application of
methodologies for defining the metabolic composition and evaluate their cytotoxic potential.
Couepia grandiflora, Hirtella hebeclada, Licania hoehnei, Licania kunthiana, Licania
huminis and Parinari excelsa ethanol extracts were analyzed by GC-MS, HPLC-DAD-
MS/MS and HPLC-autoMS/MS for in situ metabolic identification based on spectral
comparison with a high resolution mass spectra and UV spectral database developed using
previously reported data for Chrysobalanaceae. The use of multivariate analysis tools, the
empirical deconvolution software AMDIS and the spectral extraction algorithms RAMSY and
MCR-ALS assisted the dereplication by extracting spectral data for "pure" compounds even at
low chromatographic resolution. The dereplication of Chrysobalanaceae species allowed the
in situ detection of primary metabolites (amino acids, and sugars) and secondary (O-
glycosylated-flavonoids and proanthocyanidins polymers). In addition to the metabolic
determination of Chrysobalanaceae extracts, were performed cytotoxicity bioassays.
Preliminary results of cytotoxicity against Saccharomyces cereviceae, carried out during the
construction of the bank of extracts, indicated cytotoxic potential, especially for Hirtella
hebeclada and Parinari excelsa. However, the cytotoxic assay against different tumor cell
lines showed that the extracts were not active, which may be related to which may be related to
the extraction of citoprotective phenolic compounds, such as glycosilated flavonoids.

Keywords: Chrysobalanaceae, dereplication, metabolomics, multivariate analysis,
cytotoxicity assay.
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1 INTRODUCAO

1.1 A IMPORTANCIA DOS PRODUTOS NATURAIS

Desde os tempos imemoriais o homem busca na natureza recursos que melhorem suas
condigdes de sobrevivéncia e de qualidade de vida. A exploragdo destes recursos colocou os
produtos naturais na base das atividades humanas e hoje podem ser vistos em todos os
lugares, desde os combustiveis dos automoveis até as fibras e cores de nossas roupas. Na
terapéutica, a busca pelo alivio e cura de doencgas através da ingestdo de ervas e folhas talvez
tenha sido uma das primeiras formas de utilizagdo dos produtos naturais e ainda hoje muitas
espécies vegetais e preparados medicinais sdo estudados para o entendimento de seu
mecanismo de a¢do e no isolamento de seus principios ativos (PINTO et al., 2002; VIEGAS
et al., 2006; BARREIRO; BOLZANI, 2009).

A histéria € rica em exemplos do uso dos recursos naturais na medicina, no controle
de pragas e em mecanismos de defesa. Um dos primeiros documentos que comprovam isto €
o papiro de Ebers, do Egito Antigo, que descreve mais de cem doengas e um grande nimero
de drogas de origem animal e vegetal. Na cultura classica, diversas obras sobre a aplicacao
dos recursos naturais na medicina foram elaboradas por filosofos como Hipdcrates,
Aristoteles e Galeno, e cujos conhecimentos se estenderam por toda a Idade Média. Neste
periodo, os estudos dos produtos naturais ganhou destaque entre os drabes, com nomes como
Rhazés (Al-Razi) e Avicena (Ibn Sina), e permitiu a incorporacao de conhecimentos orientais
(especialmente chineses e indianos). Essas informagdes acerca dos produtos naturais penetrou
a idade moderna e, com as Grandes Navegacoes, receberam novas plantas bioativas como a
quina e a coca (NEWMAN et al., 2000; PINTO et al., 2002).

Do ponto de vista cientifico, a cura era considerada como uma interdependéncia de

fendmenos espirituais e materiais € seus estudos tinham como principal finalidade
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compreender o significado € ndo em exercer seu controle. Deste modo a terapéutica realizada
por ervas medicinais era baseava na observacao dos efeitos do extrato no individuo, através
do método empirico. Isto muitas vezes gerava interpretagcdes equivocadas como, por exemplo,
a teoria da “assinatura dos corpos” proposta por Paracelso no sec. XIII, segundo a qual a
“atividade farmacologica” de uma planta estaria relacionada com o seu aspecto morfologico.
Assim, a serpentaria, erva da familia das araceas cuja haste lembra o corpo de uma serpente,
serviria para a cura de picadas de cobra (NEWMAN et al., 2000; PINTO et al., 2002).

A partir do século XVI, com o iluminismo, a no¢do de universo orginico, vivo e
espiritual foi substituida pela no¢do de mundo mecanicista. O corpo passou a ser tratado como
uma maquina que pode ser analisada em termos de suas pegas, e os extratos medicinais, em
misturas de substancias biologicamente ativas com mecanismos fisiologicos definidos. Assim,
a partir do século XVIII, diversos preparados, geralmente incorporados as farmacopeias da
época, foram estudados sob a dptica reducionista e resultaram no isolamento dos principios
ativos, como a morfina (1803), a estriquinina (1818), a quinina (1820), a salicina (1828), a
digitoxina (1867) entre outras (CAPRA, 1982; PINTO et al., 2002).

No inicio, o isolamento baseava-se em precipitacoes em meio acido e basico, o que
limitava o estudo apenas a moléculas ionizaveis, em geral adcidos organicos e alcaloides. Com
o advento das diferentes modalidades de cromatografia, método de separagao fundamentado
em propriedades fisico-quimicas como polaridade ou tamanho molecular, o processo tornou-
se mais eficiente e novas classes de compostos puderam ser isoladas (CECHINEL FILHO;
YUNES, 1998; BARREIRO; BOLZANI, 2009).

Ainda hoje esta abordagem, conhecida como fitoquimica classica, ¢ o método
preferencial em muitos grupos de pesquisa, especialmente com o uso de técnicas
espectrométricas e espectroscopicas de identificacao, tais como a espectrometria de massas

(EM), a ressonancia magnética nuclear (RMN), espectroscopia na regido do ultravioleta (UV)
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e do infravermelho (IV). Contudo, o isolamento cromatografico ainda ¢ dispendioso tanto em
relagdo ao tempo e custo do estudo como em relagdo a quantidade de extrato vegetal
necessario. (COLEGATE; MOLYNEUX, 2007).

Estas limitagdes do isolamento de compostos naturais, somado a crescente importancia
destas moléculas, estimularam novos métodos para sua obten¢ao, como a sintese organica e a
modificagdo dos compostos isolados. J& no final do século XIX e inicio do século XX,
diversos produtos naturais haviam sido produzidos em laboratorio, como a quinina (1945), o
colesterol (1951), estriquinina (1954) e reserpina (1958) e novos produtos foram elaborados,
como a aspirina (1898) (VIEGAS JUNIOR et al., 2006).

A abordagem sintética levou a descoberta de diversas classes de fArmacos como anti-
histaminicos, anti-psicoticos, ansioliticos, etc., o que estimulou investimentos na area de
sintese organica, como drug design, sintese combinatoria e HTS (ensaios bioldgicos
automatizados - high-throughput screening). Contudo, abordagens inteiramente sintéticas ¢
randomicas, como a sintese combinatdria, ndo tém obtido o sucesso esperado. Por exemplo,
nos ultimos 30 anos, apenas uma nova classe de farmaco obtida por este tipo de sintese foi
colocada no mercado (Sorafenib, aprovado pelo FDA em 2005) NEWMAN; CRAGG, 2012).

Ao mesmo tempo em que a sintese organica se desenvolvia, a fitoquimica permaneceu
como estratégia interessante na busca por novos agentes terapéuticos, apesar das desvantagens
inerentes ao processo de isolamento. De acordo com a literatura, cerca de 50% dos farmacos
de uso clinico colocados no mercado nos ultimos 30 anos sdao de origem natural ou foram
desenvolvidos por sintese quimica planejada a partir de produtos naturais. Para o tratamento
do cancer e de doencas infecciosas, mais de 60% dos farmacos provém de produtos naturais
ou andlogos sintéticos, o que evidencia o sucesso da quimica de produtos naturais e sua
associacao com sintese na descoberta de farmacos (CRAGG; NEWMAN, 2009; NEWMAN;

CRAGG, 2012; NEWMAN; GIDDINGS, 2013).
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Contudo, apesar dos avangos gerados nos ultimos 60 anos, tem-se observado uma
queda na descoberta de moléculas bioativas, especialmente na ultima década. Na quimica de
produtos naturais, isto pode ser justificado pela baixa eficiéncia nos processos tradicionais de
isolamento, i.e., embora uma planta possa conter centenas de metabolitos secundarios, apenas
poucos quimiotipos - em maior concentragdo -, sao geralmente identificados (CECHINEL
FILHO; YUNES, 1998).

Dentro desta perspectiva, alternativas tém sido propostas na pesquisa por agentes
bioativos. Uma delas (talvez a mais importante) envolve o retorno ao paradigma holistico da
satide com o intuito de se observar fendmenos multifatoriais negligenciados na abordagem
reducionista, por exemplo as interacdes sinérgicas e ou antagonicas de uma planta medicinal
(VERPOORTE, et al., 2005; WANG et al., 2005; WAGNER; ULRICH-MERZENICH, 2009;
ULRICH-MERZENICH et al., 2010; YULIANA et al., 2011; FUNARI et al., 2013).

Metodologias integrativas que, de maneira geral, buscam avaliar o organismo e o
agente terapfutico como um todo, também estdo sendo desenvolvidas. Na quimica de
produtos naturais, temos por exemplo a biologia sisttémica, que considera as patologias e os
mecanismos terapéuticos como processos multifatoriais, a metaboldmica, que busca, no
perfil metabdlico total (do doente e do agente terapé€utico), informacdes e correlagdes
relevantes ao desenvolvimento de novos agentes terap€uticos, a quimiometria, que permite a
analise dos complexos processos multifatoriais ¢ sua interpretagdo, ¢ a desreplicagdo, que
simplifica o processo analitico através da detec¢do in silico de moléculas previamente
conhecidas (ULRICH-MERZENICH et al., 2007; LANG et al., 2008; NICHOLSON;

LINDON, 2008; LI; VEDERAS, 2009; HUR et al., 2013; TAWFIKE et al., 2013).



15

1.2 BIOLOGIA SISTEMICA

Fundamentada na Teoria Geral dos Sistemas, a biologia sistémica (BS - systems
biology) estuda a relacao entre gendtipo e fenotipo. Porém, diferentemente da abordagem em
nivel molecular ‘um gene/uma enzima’ para o entendimento do organismo como um todo, a
BS trata o organismo como uma complexa rede de interacao de agentes moleculares (mRNA,
DNA, proteinas e metabdlitos) e o ambiente que o cerca. Desta forma, a partir do estudo
integrado dos componentes ¢ comportamentos dindmicos dos sistemas bioldgicos, através da
combina¢do de modelagem matematica e biologia experimental, ¢ possivel obter informacdes
impossiveis de serem determinadas com o estudo individualizado de cada componente (VON
BERTALANFFY, 1975; LEVESQUE; BENFEY, 2004; NICHOLSON; LINDON, 2008;
FUNARI et al., 2013).

Na area dos produtos naturais, BS visa determinar a bioatividade utilizando sistemas
celulares ou organismos integros (6rgaos animais, cultura de tecidos, etc.) e avaliar o maior
numero de pardmetros possiveis, utilizando bibliotecas de DNA, dados protedmicos e
metabolomicos. A anélise multivariada dos efeitos dos extratos ou compostos puros sobre um
sistema vivo permite a caracterizacdo diferenciada dos efeitos e a comparacdo com efeitos
conhecidos. Desse modo podem ser descobertos novos mecanismos de ag¢do, com a
possibilidade de encontrar um composto com multiplos efeitos. No caso de misturas, o
sinergismo pode ser analisado e demonstrado (FUNARI et al., 2013; WOLFENDER et al.,

2013).

1.3 METABOLOMICA

A metabolomica ¢ definida como a analise qualitativa e quantitativa dos eventos
moleculares primarios e secundarios de um dado organismo para a elaboracdo do perfil

metabolico, i.e metaboloma (NICHOLSON et al., 1999; NICHOLSON; LINDON, 2008). Nos
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ultimos anos, o nimero de publicagdes envolvendo este conceito com a quimica de produtos
naturais tem crescido exponencialmente, o que mostra a importancia desta abordagem
(WOLFENDER et al., 2013).

Pesquisas em metabolomica tém sido utilizadas para diversas finalidades, desde uma
melhor compreensdo do metabolismo secundario, até para a identificagdo de relagdes
taxondmicas e quimiossistematicas, além de controle da qualidade de fitoterapicos ou mesmo
estudos de biossintese e regulacao genética (transcriptoma e proteoma) (VERPOORTE et al.,
2005; FUNARI et al., 2013; WOLFENDER et al., 2013).

O objetivo da metabolomica ¢ compreender importantes processos bioldgicos, muitas
vezes de carater multifatorial, através de variagdes fenotipicas frente a diferentes estimulos,
como por exemplo, doenga, dieta ou intervengdes terapéuticas (NICHOLSON et al., 1999;
NIELSEN; JEWETT, 2007; NICHOLSON; LINDON, 2008; PATTI et al., 2012).

Esta abordagem pode ser associada a filosofia da BS, uma vez que fornece uma visdo
integrada da composi¢ao bioquimica, para avaliar os efeitos bioldgicos de substancias puras e
matrizes complexas a partir da resposta metabodlica. Estes estudos de determinacdo de
bioatividade podem ser realizados de duas maneiras distintas. Uma delas, denominada anélise
metabolomica in silico, correlaciona os perfis metabdlicos do agente terapéutico com o0s
resultados de atividade biologica, através do uso de modelos matematicos. Assim, € possivel
verificar quais compostos presentes na matriz complexa sdo responsaveis pela atividade
biologica e se ha possiveis interacdes sinérgicas e/ou antagonicas (KIM et al., 2010).

Outra maneira de se determinar a atividade biologica corresponde a analise
metabolomica in Situ que consiste no monitoramento das mudangas metabolicas dos sistemas
bioldgicos, por exemplo, linhagens celulares e tumorais, microorganismos, ou fluidos
biologicos, em resposta aos estimulos farmacoldgicos ou toxicoldgicos do agente terapéutico.

Desta forma, pode-se verificar a possivel acdo biologica do agente e também o provavel
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mecanismo de agdo, identificado pelas alteragdes metabodlicas no sistema biologico (KIM et
al., 2010).

Contudo o uso de BS na exploragdo de moléculas biologicamente ativas em matrizes
complexas apresenta um desafio as técnicas analiticas modernas devido ao grande nimero de
compostos distintos e as interagdes moleculares (antagonistas ou sinérgicas) ainda pouco
compreendidas e exploradas (WOLFENDER et al., 2013).

Assim, métodos automatizados sdao necessarios para a identificagdo do perfil
metabolico dos complexos sistemas bioldgicos, bem como modelos computacionais

matematicos e estatisticos para extrair informagdes significativas dos dados obtidos

(WOLFENDER et al., 2013).

1.4 QUIMIOMETRIA

A Quimiometria corresponde ao ramo da quimica que utiliza métodos matematicos e
de estatistica multivariada para definir/selecionar as condi¢des otimas de medigdo de um
determinado experimento ou ainda extrair uma maior quantidade de informacgdes a partir da
resposta analitica (HIBBERT et al., 2009).

Na quimica de produtos naturais a quimiometria permite a otimiza¢do de processos
extrativos, através da selecdo multivariada dos solventes e de suas proporgdes relativas, a
obtengdo de um perfil metabdlico (fingerprints) mais rico, com a adequada selegdo dos
parametros instrumentais como condi¢des cromatograficas e/ou de aquisicdo de dados
espectrais, € até mesmo a interpretacdo de comportamentos e tendéncias a partir da
observagao "completa" dos dados quimicos obtidos (LIANG et al., 2010; RAJALAHTI,

KVALHEIM, 2011; FUNARI et al., 2014).



18
Na busca por compostos bioativos através da biologia sist€émica, a quimiometria ¢
fundamental para "extrair" as informacdes obtidas na analise simultanea dos componentes ¢
interacdes envolvidos nas respostas farmacoldgicas das matrizes bioativas, ndo fornecidas
pela abordagem "reducionista", e torna vidvel o entendimento do pluralismo de causas e

efeitos que emergem das matrizes complexas (por exemplo, plantas medicinais) e/ou, do

organismo tratado pelo agente terapéutico (FUNARI et al., 2013; WOLFENDER et al., 2013).

1.5 DESREPLICACAO

A desreplicacdo (dereplication) pode ser definida como a identifica¢do de compostos
conhecidos sem a necessidade de isolamento, usualmente através da analise por diferentes
métodos espectroscOpicos € a comparacdo com bases de dados. O termo foi inicialmente
utilizado no final dos anos 70 e anos 80 com a busca por antibioticos em diferentes linhagens
de microrganismos e em processos de triagem de extratos vegetais com atividade anti-HIV.
Nestes trabalhos, utilizava-se da desreplicagdo para racionalizar o processo de isolamento de
substancias que apresentavam dados espectroscopicos semelhantes aos compostos bioativos
presentes na base de dados, por exemplo penicilina ou cefalosporina com atividade
antimicrobiana, levando ao isolamento de derivados bioativos. (MILLER; NEUSS, 1978;
CRAGG et al., 1994).

Na desreplicagdo, a matriz complexa ¢ analisada por uma ou mais técnicas de detecgao
(usualmente hifenadas as técnicas de separagdo e aos bioensaios in Vitro ou in vivo) para a
obten¢do de dados fisico-quimicos, e.g., absor¢do em determinado comprimento de onda,
relagdo massa/carga, tempo de retengdo, etc. Aqueles metabdlitos de interesse (bioativos por
exemplo) sdo comparados a bases de dados para a deteccdo dos compostos ja descritos € a
partir da comparagdo ¢ possivel entdo realizar a detecgdo dos metabolitos ja conhecidos, sem

a necessidade de seu isolamento (LANG et al., 2008).
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Diferentes técnicas analiticas podem ser utilizadas para a deteccdo in situ de
moléculas. Os principais métodos envolvem a hifenagdo de técnicas cromatograficas como a
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) e a cromatografia a gads (CG) a um ou mais
detectores como o detector de arranjo de (foto)diodos (DAD), o espectrometro de massas
(EM) ¢ a ressonancia magnética nuclear (RMN), e a um bioensaio, normalmente in vitro. A
separacao cromatografica permite a analise de uma ou poucas substancias de cada vez, o que
simplifica o dado espectroscopico obtido, além de fornecer uma informacao relevante, que € o
tempo de reten¢ao (LANG et al., 2008; TANG et al., 2009; WOLFENDER, 2009).

Ja os detectores sdao os responsaveis pela identificagdo quimica uma vez que fornecem
os dados espectroscopicos/espectrométricos. Como cada detector apresenta caracteristicas
especificas, usualmente estudos de desreplicagdo os utilizam em hifenagdo, de maneira a
fornecer a maior quantidade de dados possiveis por analise. Entre as principais detectores
utilizados estdo o DAD, o EM e¢ a RMN, mas outros detectores podem ser utilizados
dependendo da mistura a ser analisada, como o detector de aerossol carregado (charged
aerosol detector - CAD) e o detector por espalhamento de luz evaporativo (evaporative light

scattering detector - ELSD) (WOLFENDER, 2009).

1.5.1 Cromatografia a gas (CG)

A cromatografia a gas foi introduzida por James e Martin em 1952 (JAMES;
MARTIN, 1952). A separagdo dos analitos ocorre devido a volatilidade relativa, propriedade
fortemente relacionada com o ponto de ebulicdo, e permite a distribui¢do diferencial dos
compostos entre as fases movel e estaciondria a partir da variacdo de temperatura no sistema.
Apesar da ampla aplicacdo desta técnica, devido especialmente as elevadas reprodutibilidade
e resolucdo, a cromatografia a gas restringe-se a analise de substincias volateis e

termoestaveis, o que de fato inibiu seu uso em estudos metabolomicos e na QPN. Para
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contornar esta limitagdo, métodos de derivatizacdo, i.e., reagdes de modificagdo dos grupos
funcionais de moléculas organicas, t€ém sido desenvolvidos para permitir o aumento da
volatilidade, a diminui¢do da polaridade e a melhora da termoestabilidade, caracteristicas
necessarias a analise por CG (LANCAS; MCNAIR, 1983; HALKET et al., 2005).

A partir da derivatizacdo, a cromatografia a gas pode ser uma ferramenta de eleicdo no
que se refere a identificagdo in situ de compostos organicos em matrizes complexas,
principalmente através de seu acoplamento com a espectrometria de massas, uma vez que
fornece dados espectrais passiveis de comparagao com bases de dados, ainda que o processo

de modificacao quimica possa levar a falsas interpretacoes (HALKET et al., 2005).

1.5.2 Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

A CLAE (High-performance liquid chromatography - HPLC) é um método muito
popular na andlise in situ ¢ no isolamento de produtos naturais bioativos devido a boa
resolucdo e flexibilidade para a andlise de diversas moléculas. Diferentemente da
cromatografia a gas, onde o analito e a fase movel estdo na fase gasosa, na cromatografia
liquida a amostra € dissolvida em um solvente, introduzida na coluna a pressoes de 150-200
bar, e a separacdo procede a partir das interagdes fisico-quimicas diferenciais entre as
moléculas na fase movel e a fase estacionaria (LANCAS, 2009).

A separacdo dos metabolitos para estudos de desreplicacdo ¢ realizada em nivel
analitico, utilizando predominantemente a fase reversa C-18 (octadecilsilano), em modo de
eluicdo gradiente a partir de misturas de solventes ACN-H,0 ou MeOH-H,0. Uma vez que os
extratos vegetais sao misturas altamente complexas, a CLAE ¢ uma opg¢ao interessante ao
permitir a separa¢do online de metabolitos de diferentes polaridades a baixa temperatura,
sendo necessario apenas que as moléculas sejam soluveis na fase méovel (WOLFENDER,

2009; WOLFENDER et al., 2013).
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1.5.3 Detector de arranjo de fotodiodos (DAD)

Este detector ¢ amplamente utilizado na quimica de produtos naturais devido ao menor
custo do equipamento e das analises. E utilizado na desreplicagdo normalmente associado a
outros detectores, como o EM, em um sistema online (HANSEN et al., 2005; LARSEN;
HANSEN, 2007).

Hé diversos exemplos da aplicagdo do DAD na desreplicagdo. Inclusive este detector
foi um dos primeiros a ser utilizados nesta abordagem. Por exemplo, em trabalho de 1984,
diferentes linhagens da bactéria Streptomyces tendae foram desreplicadas na busca por
compostos antimicrobianos derivados da nicomicina contendo anel pirimidinico (Amax
260nm) ou anel imidazol6nico (Amax 290nm) (FIEDLER, 1984).

Apesar da popularidade, o uso do DAD ¢ restrito aos compostos que apresentam
grupos cromoforos, i.e., regides da molécula com orbitais @ e n capazes de absorver luz na
regido do UV/Vis, por exemplo, polifendis. Além disto, a informacao estrutural fornecida ¢
limitada aos grupos croméforos e, em sistemas online, a absor¢do da fase mével compromete
a deteccdo de compostos que absorvam em menores comprimentos de onda (LARSEN;

HANSEN, 2007; WOLFENDER, 2009).

1.5.4 Espectrometria de massas (EM)

Outro detector utilizado na desreplicacao € o espectrometro de massas (EM) devido a
sua rapidez nas analises e elevada sensibilidade, o que permite o uso de menores quantidades
de amostra. Neste tipo de detector, as moléculas sdao ionizadas e identificadas por sua relagao
massa/carga que, no geral, corresponde a massa molecular. A detecgdo in situ de produtos
naturais ocorre através da determinagdo da férmula molecular a partir da massa molecular,

acurada no caso de analisadores que permitam a alta resolucdo, e ela ¢ justificada por
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propostas mecanisticas de fragmentagdo a partir do espectro de ions produto, obtidos em
experimentos EM/EM sequenciais (tandem) (CROTTI et al., 2006; WOLFENDER, 2009).

Uma metodologia comum na desreplicacdo por EM envolve a andlise do extrato por
CLAE-EM. Neste método, os compostos sdo separados e entdo detectados pelo
espectrometro. Obtém-se o espectro de massas, em baixa ou alta resolugao e, a partir dos ions
gerados, propdem-se as formulas moleculares. Comparam-se estas formulas moleculares com
bases de dados (criadas no proprio grupo ou publicas como o Dicionario de Produtos Naturais
- DNP) para a deteccdo das substancias. Neste ponto, além da féormula molecular, outros
fatores podem ser considerados, como o tempo de retencdo, o espectro no UV se o DAD
estiver acoplado, etc. A seguir, apés as propostas de deteccdo serem elaboradas, realizam-se
experimentos sequencias em célula de colisdo (tandem) para a fragmentagao do(s) ion(s) de
interesse. A partir dos fragmentos obtidos, a substancia proposta € entdo justificada através de
vias mecanisticas de fragmentacdo (EL-ELIMAT et al., 2013).

Outra metodologia possivel € a injecdo direta ao espectrometro. Ou seja, o extrato é
injetado diretamente no detector para a obtencao dos ions e fragmentos. Neste caso, como nao
ha prévia separacdo dos compostos, a complexidade do espectro gerado pode limitar a
deteccao apenas para compostos majoritarios, mesmo o EM sendo bastante sensivel. Contudo
esta opcdo € interessante, principalmente nos casos em que a separagdo cromatografica ¢
inviavel, por exemplo na analise de taninos, compostos polifenolicos com alta capacidade de
absor¢do de luz UV e extremamente labeis que polimerizam facilmente na presenca de luz e
calor, o que torna a cromatografia um desafio, especialmente quando se trabalha com o
extrato bruto (RODRIGUES et al., 2007).

Os diferente tipos de ionizagdo tornam o EM um detector praticamente universal,
abrangendo uma grande quantidade de moléculas, de diferentes tamanhos e polaridades. Por

exemplo, para compostos apolares saturados, cuja estabilidade ¢ maior, utilizam-se modos de
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ioniza¢do mais energéticos como ionizagdo por elétrons (electron ionization - EI). Ja para
compostos polares conjugados, a ionizagao pode ser feita por técnicas menos energéticas
como o eletrospray (electrospray ionization - ESI).

Na ionizagdo por EI, um feixe de elétrons ¢ acelerado a energias entre 10 e 150 eV por
um anodo e, ao interagir com as moléculas do analito em fase gasosa, remove um ou mais
elétrons. Como a energia do feixe ¢ maior que as energias de ligacdo tipicas de moléculas
organicas (4-5 eV), o processo de remocgao eletronica € seguido por sucessivas clivagens e
rearranjos moleculares, o que gera um perfil de fragmentagdo - Figura 1 (ARDREY, 2003;

GROSS, 2004).

Figura 1 - Esquema de processo de ionizagdo por elétrons a 70 eV: Formagao do cation radical,
seguida de fragmentacdo e rearranjos moleculares (ARDREY, 2003).
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Ja na ESI, um campo elétrico dispersa uma amostra liquida em um gas a pressao
atmosférica, na forma de um spray (nebulizacdo) de gotas carregadas que, por evaporagdo,
resultam em ions na fase gasosa. Contudo, como pouca energia residual ¢ retida nos ions apds
a ionizacdo, a ESI acarreta em uma baixa fragmentagdo, ao contrario do que ¢ observado na
EIL. Assim, para a desreplicagdo, ¢ necessario o uso de equipamentos de espectrometria de
massas sequencial (EM/EM), na qual os ions gerados por ESI podem ser seletivamente

fragmentados (FENN, 2003; GROSS, 2004; CROTTI et al., 2006).
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Em uma andlise por EM/EM sdo necessarios ao menos trés estdgios. O primeiro
envolve a selecdo de um ion precursor (assim chamado porque dele serdo formados outros
ions) e sua transferéncia para uma célula de colisdo. O segundo estadgio consiste na
fragmentacdo do ion precursor através, por exemplo, de dissociagdo induzida por colisdo
(collision-induced dissociation - CID) utilizando um gas inerte (Ar, Xe, He, N; ou CO;) € o
terceiro estagio compreende a deteccdo destes fragmentos (ions produto) - Figura 2

(MORAES; LAGO, 2003; CROTTI et al., 2006).

Figura 2 - Modelo de triplo quadrupolo preparado para tandem-EM. (A) Triplo quadrupolo, (B)
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1.6 TAXON CHRYSOBALANACEAE

A familia Chrysobalanaceae ¢ composta por 17 géneros e aproximadamente 525
espécies de arvores e arbustos distribuidos pelas regides tropicais e subtropicais da América,
Africa e Asia — Figura 3 (YAKANDAWALA et al., 2010; CARNEVALE NETO et al.,

2013).

Figura 3 - Distribui¢do geografica da familia Chrysobalanaceae, acessado de
http://www.mobot.org/mobot/research/apweb/maps/ em 20 abril de 2010.

Entre os géneros descritos, ha Acioa (possuindo quatro espécies na regido tropical da
América do Sul), Chrysobalanus (com trés espécies localizadas na América Central e nas
regides litoraneas da América do Sul), Couepia (com 71 espécies no neotrdpico),
Exellodendron (com cinco espécies na regido central e ocidental da América do Sul), Hirtella
(com 105 espécies na América e Africa), Licania (com 215 espécies distribuidas entre os
continentes americano, africano e asiatico), Maranthes (com apenas uma espécie encontrada
na Costa Rica, Panama e Nicaragua) e Parinari (com 45 espécies localizadas entre a América
Central e do Sul, Africa e Asia) (BUENO; CASTILHO, 2004; CASTILHO; KAPLAN, 2008;
YAKANDAWALA et al., 2010).

Os géneros de Chrysobalanaceae se diferenciam pelas caracteristicas anatomicas de
suas flores, actinomorficas ou zigomorficas, e frutos, apresentando diferentes formas de carpo

e numero de sementes (uma ou raramente duas por fruto) (CARNEVALE NETO et al., 2013).
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Estudos fitoquimicos em espécies de Chrysobalanaceae revelaram a presenga de

flavonoides, cromonas, triterpenos ursanos, oleanos e diterpenos kauranicos com propriedade

citotoxica (BRACA et al., 2003; CASTILHO; KAPLAN, 2008; CARVALHO; COSTA,

2009; CARNEVALE NETO et al., 2013).

Entre os flavonoides detectados, destacam-se os derivados glicosilados de quercetina,

miricetina e campferol, importantes marcadores quimiossistematicos de Chrysobalanaceae —

Figura 4 (BARBOSA et al., 2006).

Figura 4 - Flavonoides isolados da familia Chrysobalanacae. Gli = glicose, xil = xilose, RAM =
ramnose, Gal = galactose, ara = arabinose, rut = rutinose.

R1

O-gli
O-rut
O-ram
O-xil-ram
O-gal
O-rut
O-gli
O-ram-ram
O-ram
O-ram
O-gal
O-ara

OH

OH

Ry
O-xil-ram

R, R3

OH OH
OH OH
OH OH
OH OH
OH OH
OH OH
OH OH
O-gal OH
OH OH
OH OH
OH OH
OH OH
OH OH
OH OH

O-cumaroil-gli

O-ara
O-ram
O-rut
O-gli
O-gli
O-gli
OH

R
OH

OH
OH
OH
OH
OH
OH
OH

OCH;

&

IIIOIIIIII

Rq

OH
OH
OH
OH
OH
OH

i OH

OH
OH

CH;
CHs
OH
OH
OH
OH
OH
OH
OH

Rs

OH
OH
OH
OH
OH

O-ram
O-ram
OCH;
OH
O-ram
O-ram

O-gli
O-gli

OH
OH

O-ram
O-rut
OH

O-xil-ram

O-gli
O-gal
O-ara
O-gli
O-gli

Ra

OH OH
OH OH
OH OH
OH OH
OH OH
OH OH
OH OH
O-gal OH
O-gli O-gli

OH

Re

OH
OH
OH
OH
OH
OH
OH
OH
OH

O-ram
O-ram
O-xil-ara
O-ara

Rz

OH
OH
OH
OH
OH
OH
OH

Rs
OH
OH
OCH;
OH
OH
OH
OH

A composi¢ao flavonoidica caracteristica da familia foi utilizada na comparagdo entre

31 espécies do género Parinari coletadas na América, Africa e Asia, e os individuos africanos
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foram observados como os tnicos capazes de produzir miricetina, metabolito considerado por
este trabalho um flavonol primitivo, e que sugere a migragdo deste género da Africa para as
outras regioes do mundo (CORADIN et al., 1985).

Diversas espécies de Chrysobalanaceae sao utilizadas na medicina tradicional,
principalmente para o tratamento de diarreia, disenteria e malaria. A infusao de folhas e caule
de Chrysobalanus icaco ¢ utilizada para o tratamento de leucorreia, hemorragias e diarreias.
A decoc¢do das folhas de Parinari curatellifolia é usada no combate a febre, infecgdo oral e
no tratamento de feridas, enquanto a infusdo quente das cascas do caule ¢ utilizada para o
tratamento de pneumonia (FERREIRA-MACHADO et al., 2004; HALILU et al., 2008).

Estudos farmacologicos visando validar as propriedades etnofarmacoldgicas foram
realizados. Os extratos hexanico e etanolico das folhas de Couepia grandiflora foram
avaliados quanto as atividades citotdxica, antibacteriana, antifingica e antioxidante. Ambos
foram ativos na agao citotoxica e antioxidante. O extrato etanolico também apresentou acgao
antibacteriana diante das cepas de Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeroginosa
(ZUQUE et al., 2004).

O extrato etandlico das sementes de P. curatellifolia demonstrou agio hipoglicemiante
e hipercolesterémica em ratos com diabetes induzida depois de tratados diariamente com
250,0 mg.kg'l, durante 30 dias. Além disso, ndo houve sinais de toxicidade em ensaio in vivo
em administracio de dose unica via oral a 20,0 g.kg™'. Paralelamente, o extrato aquoso das
raizes de Parinari excelsa apresentou ag¢ao hipoglicemiante em ensaio semelhante, em ratos
tratados com 100 e 300 mg.kg™' via oral, durante 7 dias (NDIAYE et al., 2008; OGBONNIA
et al., 2008).

Lactonas diterpénicas com esqueleto kaurdnico, presentes em diversas espécies de
Chrysobalanaceae, foram isoladas nas raizes de Parinari curatellifolia e apresentaram agéo

citotoxica no ensaio citométrico in Vvitro em linhagens ZR-75 de cancer de mama.
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Adicionalmente, as moléculas ndo causaram agdo mutagénica no teste in vitro de Ames frente
a Salmonella typhimurium cepa TM677. Outros 20 diterpenos kauranicos foram isolados das
folhas de Parinari sprucei ¢ demonstraram acdo antitumoral in vitro em seis diferentes
linhagens tumorais (lingua, c6lon, carcinoma epidermoide, prostata, retina e umbilical), com
destaque para os acidos 10a,13a-diidroxi-9a-metil-15-0x0-20-nor-kauran-19-6ico y-lactona e
100,13 a,17-triidroxi-9a-metil-15-0x0-20-nor-kauran-19-6ico, com ICsy 10 e 20 uM.mL'l,

respectivamente - Figura 5 (BRACA et al., 2004) .

Figura 5 — A) acido 10a,13a-diidroxi-9a-metil-15-0x0-20-nor-kauran-19-6ico y-lactona ¢ B)
100,13 a,17-triidroxi-9a-metil-15-0x0-20-nor-kauran-19-6ico com atividade citotoxica.

Lactonas diterpénicas isoladas da fracdo diclorometinica do caule de Parinari
capensis apresentaram atividade antimalarica in vitro frente a cepa FCR-3 de Plasmodium
falciparum resistente a cloroquina com ICsy de 0.54 a 1.57 uM.mL™' (LEE et al., 1996; UYS
et al., 2002).

Apesar do mecanismo de acgdo citotoxico dos diterpenos kauranos ndo ter sido
proposto, acredita-se que esteja envolvido na alquilagdo de componentes celulares e de DNA
através de reacdo de adi¢ao de Michael, fato este que corrobora com a acao antimalarica uma
vez que aceptores de Michael sdo inespecificos. Adicionalmente, a presenca de grupos y-
lactona internalizado na estrutura destes kauranos também podem estar envolvidos na
atividade contra P. falciparum, uma vez que y-lactona sdo reconhecidamente grupos

farmacoforicos no tratamento do Plasmodium (CARNEVALE NETO et al., 2013).
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2 OBJETIVO

Determinar a composigdo metabolica in situ das espécies vegetais da familia
Chrysobalanaceae: Couepia grandiflora Benth., Hirtella hebeclada Moric. ex DC., Licania
hoehnei Pilg., Licania kunthiana Hook.f., Licania humilis Cham. ¢ Parinari excelsa Sab.,
através do uso de CLAE-DAD-EM/EM, CLAE-autoEM/EM ¢ CG-EM em associacao com
ferramentas quimiométricas de deconvolucao espectral, e avaliar o potencial citotoxico das

espécies sob a Optica da biologia sistémica.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 MATERIAIS

3.1.1 Solventes e reagentes

Para a preparacao das amostras e andlise por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE) foram utilizados: acido acético glacial (HAc), metanol (MeOH), acetonitrila (ACN)
grau HPLC (Mallinckrodt, Paris, Kentucky, USA) e H,O deionizada (18m€; Milli-Q,
Millipore). Os solventes foram degaseificados com auxilio de vacuo e banho de ultrassom.
Para as reagdes de derivatizacdao, empregou-se cloridrato de metoxiamina, MSTFA (N-metil-
N-[trimetilsilil]-trifluoracetamida) com 1% de TMCS (trimetilclorosilano) e piridina (Sigma

Aldrich, St Louis, MO, USA).

3.1.2 Extracao e secagem

A extracdo do material vegetal seco e pulverizado se deu por fluido pressurizado
através do uso de sistema extrator Dionex ASE 300 (Dionex Canada Ltd., Oakville, ON, CA).
A eliminagdo do solvente utilizado no preparo das amostras (EtOH 96%, v/v) foi realizada em

evaporador rotativo a baixa pressao Eppendorf Vacufuge (Eppendorf, Hauppauge, NY, EUA).

3.1.3 Cromatografia a gas acoplado ao espectrometro de massas (CG-EM)

As amostras foram analisadas em cromatografico a gas Agilent 7890A GC-5975C
acoplado a um espectrometro de massas MSD com modo de ionizacdo por elétrons (IE) e
analisador do tipo quadrupolo (Agilent Technologies, Palo Alto, CA, EUA). Utilizou-se
coluna capilar Agilent DB5-MS (30 m x 0,25 mm x 0,25 mm + 10 m pré-coluna Duraguard)

(Agilent Technologies, Palo Alto, CA, EUA) e hélio como gas de arraste.
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3.1.4 Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) acoplada ao detector de arranjo

de fotodiodos (DAD) e espectrometro de massas (EM)

A identificacdo dos compostos também foi realizada em cromatografo analitico
ternario Shimadzu (Kyoto, Japan) modelo LC-20A acoplado a um detector UV-DAD
Shimadzu CBM20A e a um espectrometro de massas UltrOToF (Bruker Daltonics, Billerica,
MA, EUA) com modo de ionizagdo por electrospray (ESI) e¢ analisador do tipo QqToF
(analisadores do tipo quadrupolo e de tempo de vdo, sequenciais). Utilizou-se coluna
monolitica Onyx® C-18, (100 X 4,6 mm, Phenomenex, Torrance, CA) e pré-coluna: Onyx®
C-18, (5 X 4,6 mm, Phenomenex, Torrance, CA).

Também fez-se o uso de um sistema CL Agilent 1200 SL LC acoplado a um
espectrometro de massas Q-ToF Agilent 6520 (Agilent Technologies, Santa Clara, CA) e
coluna Zorbax Eclipse XDB C-18 (100 X 3,0 mm, 1,8 um) acoplada a uma pré-coluna de
material equivalente (4,6 x 5,0 mm). As amostras analisadas por CLAE passaram pelo
processo de remogdo de interferentes apolares através de extragdo em fase solida (SPE, solid
phase extraction) utilizando cartuchos de C-18 Strata de 55 um, 5 g/20 mL, 70 A

(Phenomenex, Torrance, CA).

3.1.5 Softwares

Os dados foram analisados pelos softwares: Bruker DataAnalysis ver. 4.3 (Bruker
Bruker Daltonics, Billerica, MA, EUA), MassHunter Workstation software ver. B.06.00
(Agilent Technologies, Palo Alto, CA, EUA) e Automated Mass Spectral Deconvolution and
Identification System ver. 2.64 (AMDIS, NIST, EUA).

O método cromatografico utilizado em CLAE-autoEM/EM foi adaptado de método
descrito na literatura através do software HPLC Calculator ver. 3.0, disponivel em

http://www.unige.ch/sciences/pharm/fanal/lcap/index.htm (GUILLARME et al., 2008). Os
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métodos quimiométricos foram desenvolvidos e aplicados no Software MATLAB ver. 7.10

(R2010a) (The MathWorks Inc., Natick, EUA). Os algoritmos de rotina MCR-ALS ¢ PURE

foram obtidos através de http://www.mcrals.info/.

3.2 METODOS

3.2.1 Coleta e classificacdo do material vegetal

As amostras vegetais foram coletadas em diferentes localidades no estado de Sao

Paulo, conforme tabela 1, e identificadas pela botanica Giselda Durigan. Exsicatas foram

depositadas no herbario do Instituto de Botéanica da cidade de Sao Paulo.

Tabela 1 - Locais de coleta das espécies de Chrysobalanaceae.

Espécie vegetal Parte Codigo Local da coleta

Licania hoehnei Folhas M847  Estacdo Ecologica da Juréia-Itatins / Nucleo Arpoador
Licania kunthiana  Folhas M846  Estagdo Ecologica da Juréia-Itatins / Ntcleo Arpoador
Licania humilis Ramos AM253 Estacdo Ecologica e Experimental de Assis

Licania humilis Folhas AM254 Estagdo Ecologica e Experimental de Assis

Couepia grandiflora Folhas AM229 Estag¢ao Ecologica e Experimental de Assis

Couepia grandiflora Ramos AM?230 Estacao Ecologica e Experimental de Assis

Hirtella hebeclada Folhas M491  Parque Estadual da Serra do Mar / Ntcleo Cunha
Hirtella hebeclada Folhas M799  Estacdo Ecologica da Juréia-Itatins / Nticleo Arpoador
Hirtella hebeclada Ramos MS851  Estacao Ecologica da Juréia-Itatins / Ntcleo Arpoador
Parinari excelsa Folhas M821  Estacdo Ecologica da Juréia-Itatins / Nucleo Arpoador

3.2.2 Metodologia de extracéo

O material vegetal, separado em ramos e folhas, foi seco a temperatura ambiente,

triturado em moinho de facas e submetido a extracdo por fluido pressurizado. No protocolo,

estabelecido pelo NuBBE (Nucleo de Bioensaios, Biossintese e Ecofisiologia de Produtos

Naturais), utilizou-se EtOH (96%, v/v), a temperatura de 60°C e pressdao de 1500 psi e tempo

de extragdo 15 minutos.
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3.2.3 Construcéo da base de dados

Para a desreplicacao das espécies vegetais foi necessaria a construgdo de uma base de
dados contendo todas as moléculas e respectivos dados espectroscopicos reportados na
familia Chrysobalanaceae. Deste modo, através de analise comparativa entre a base de dados
e os resultados experimentais, ¢ possivel determinar a presenca de substancias previamente
descritas. Para tanto, construiu-se uma base de dados a partir da identificacdo de 167
moléculas obtidas através do levantamento bibliografico de todos os artigos publicados até
julho de 2012 envolvendo Chrysobalanaceae. As moléculas reportadas sdo classificadas em:
70 terpenos, sendo 6 triterpenos ursanos, 12 triterpenos oleananos, 11 triterpenos lupanos, 1
triterpeno cucurbitano, 38 diterpenos do tipo kaurano e 2 diterpenos do tipo clerodano; 7
fitoesterdis; 2 acidos graxos; 11 alquilcromonas e 52 flavonoides, sendo 41 flavonois, 2
flavanois, 4 flavanonas, 3 flavanonois e 2 flavonas. Foram inseridos na base de dados a
formula molecular, a massa de alta resolugdo ¢ os comprimentos de onda maximos de

absor¢dao no UV (Anay) de cada substancia (CARNEVALE NETO et al., 2013).

3.2.4 Preparacao das amostras para as anélises cromatogréficas

O processo de preparacdo das amostras para as analises por CLAE-DAD-EM/EM,

CLAE-EM/EM e CG-EM sao representados na Figura 6.
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Figura 6 - Preparagdo das amostras para analises por CG-EM, CLAE-autoEM/EM e CLAE-DAD-
EM/EM

SPE utilizando cartucho C18

*20,0 mg extrato
*1,0 mL MeOH/H,0
(8:2,v/v)

CLAE-DAD-EM

=

Extrato CLAE-autoEM/EM
-auto
EtOH «400 L +750 L
| Seco em SpeedVac ACN/H,0
\J’ (1:1, v/v)
*20,0 mg extrato €3
*2,0 mL MeOH/CHCl; 90 min., 60C 30min., 37C (%
(1:1,v/v) d ﬁ ﬁ
Y;
*4 plL acido miristico d,; <9 pL MSTFA CG-EM
*5 uL FAME
*40 uL CH3oNH,.HCl em

piridina

Para as analises por CG-EM, realizou-se a derivatizagdo através de reagdes
metoximacdo e sililagdo, a fim de permitir a volatilizacdo e estabilizagdo térmica dos
compostos polares presentes nas matrizes. O processo iniciou com a adi¢do dos padrdes
internos acido miristico-d27 (5 uL) e FAME (fatty acid methyl esters - 4 uL) (Fiehn GC/MS
Metabolomics Standards Kit, KIND et al., 2009) para o célculo do indice de retengdo. Em
seguida, adicionaram-se 40 puL de solugdo de cloridrato de metoxiamina (20 mg.mL™, em
piridina), que foram mantidas a 60° C por 90 minutos para formacdo das oximas a partir de
funcdo carbonila. Posteriormente as amostras foram sililadas a partir da adicao de 90 uL de
MSTFA (N-metil-N-(trimetilsilil)-trifluoroacetamida) em reagdo a 37°C por 30 min (KIND
ET al., 2009).

Para as andlises por CLAE-DAD-EM/EM, os extratos passaram por processo de
remog¢ao de interferentes apolares através de clean-up por extragdo de fase solida (SPE)

utilizando cartuchos de C-18, previamente ativados com 5,0 mL de MeOH e equilibrados com
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5,0 mL de MeOH/H,0 (8:2, v/v). 20,0 mg de cada extrato foram dissolvidos em 1,0 mL da
mistura MeOH/H,O (8:2, v/v). Esta solucao foi aplicada ao cartucho de SPE e eluida com 5,0
mL de MeOH/H,0 (8:2, v/v) e posteriormente secas em ar comprimido. Apds secarem, as
amostras foram dissolvidas em MeOH/H,O (1:1, v/v) e filtradas em microfiltro de

polipropileno de 0,45 um de poro.
3.2.5 Andlises por CG-EM

3.2.5.1 Aquisicao de dados

Foram injetadas 1,0 uL das amostras derivatizadas no cromatdgrafo a gas, utilizando
método adaptado de Kind e colaboradores (KIND et al., 2009). As condi¢des experimentais
foram: modo de inje¢do split 1:10; temperatura no injetor a 250°C; programa de aquecimento
da coluna: 100°C isotérmico por 1 min, seguido por aumento da temperatura a uma taxa de
20°C/min até 200°C, entdo a uma taxa de 3°C/min até 325°C, totalizando um tempo de
corrida de 47,7 min; temperatura no detector a 250°C; gas de arraste: Hélio a uma vazdo de
0,7 mL.min"".

Os parametros instrumentais utilizados no detector de EM foram: impacto de elétrons
a 70 eV; temperatura de transferéncia de linha de 290 °C, temperatura do filamento da fonte
em 230 °C, temperatura do quadrupolo em 150 °C, intervalo de detec¢do de 50-1000 m/z a 2
espectros.s”, tempo de inicio de coleta dos espectros de massas 6,10 min. (para se evitar a
saturacdo do detector com subprodutos de derivatizagdo) e interrupcdo da detec¢do no
intervalo 10,0-13,0 min. (evitar a saturagdo do detector com a elevada concentragdo de
monossacarideos). Para a calibragdo e tuning utilizou-se autotune FC43

(perfluorotributilamina), de acordo com as especificagdes do equipamento.

3.2.5.2 Métodos multivariados
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3.2.5.2.1 Deconvolugao espectral

A deconvolugdo dos picos cromatograficos obtidos no CG-EM foi realizada a partir do
método estatistico desenvolvido por DROMEY e col. (1976) e empregado por STEIN (1999)

no software AMDIS.

3.2.5.2.2 Automated Mass Spectral Deconvolution and Identification System (AMDIS)

Neste processo de deconvolugdo, parametros empiricos sdo utilizados em quatro
etapas sequenciais: analise do ruido (1), percep¢ao dos componentes (2), determinacao do
formato do pico (2) e extra¢ao do espectro de massas "puro" (4).

AMDIS calcula o ruido de fundo a partir da segmentag¢do do cromatograma total de
ions (TIC, total ion current) em porgdes de 13 scans (1). Em seguida, analisa o TIC em busca
de aumentos na abundancia dos ions de tal maneira que, ao encontrar outros ions com um
padrdo de variacao de abundancia semelhante ao ion selecionado (em um intervalo de 12
scans em diregdes opostas), presume a presenca de um composto (2). A partir da percepcao
deste novo pico cromatografico (composto), € calculado o formato do pico a partir de
modelos de maximizagdo, interpolacao e centralizacdo (3), e o espectro de massas "puro" €
extraido, através do método de minimos quadrados (4) (STEIN, 1999).

Adicionalmente ao método estatistico realizado pelo software AMDIS, cujo uso de
regras arbitrarias e parametros puramente empiricos (n° de scans, determinacdo do ruido etc)
podem gerar falsos-positivos, aplicou-se o método matricial RAMSY (Ratio analysis of mass

spectrometry) a deconvolucao dos dados de CG-EM.
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3.2.5.2.3 RAMSY

O principio de funcionamento do RAMSY deriva do algoritmo RANSY (Ratio
Analysis of NMR Spectroscopy), capaz de extrair os sinais de 'H RMN relacionados a uma
mesma molécula através da razdo entre as intensidades dos sinais de diferentes amostras de
'H RMN (WEI et al., 2011).

Em RAMSY, a obteng@o dos sinais relativos a um tnico composto ¢ feita através do
uso dos diferentes scans que compdem um mesmo pico cromatografico, em uma mesma
amostra. Assim, para os sinais de m/z de uma mesma molécula, as taxas de intensidade destes
sinais tendem a ser relativamente constantes dentro do pico cromatografico (baixo desvios

padrdo), sob as mesmas condigdes experimentais - Figura 7 (GU, H. et al., 2013).
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Figura 7 - Esquema ilustrativo do RAMSY. No exemplo ha co-eluigdo dos compostos A (pico
cromatografico vermelho) e B (pico cromatografico azul). Apos sele¢ao do driving peak*
(valor de m/z especifico para o composto A) aplica-se RAMSY nos espectros de massas
colhidos a cada scan (representados por 1, 2 e 3). A razao entre os sinais relativos ao
mesmo composto A sao relativamente constantes e o desvio padrao pequeno. Em contraste,
para os valores de m/z referentes ao composto B, o desvio padréo resultante das razdes é
elevado. Assim o espectro calculado RAMSY destaca os sinais do composto A em
detrimento do composto B, permitindo visualizar os ions caracteristicas apenas para este

composto.
1 2 3
B

Pico Cromatografico

A
*driving peak

EEEEEE B
1 EEEEEER
|
A
* . Razdo Sk
, Razio |
Média (Razdes)
Desvio Padrio (Razbes)
3 *IIIIII
|IIIII4
Espectro de Massas Espectro RAMSY

Portanto, quando sistemas em co-elui¢do formados por moléculas diferentes, capazes
de gerar fragmentos distintos entre si, s3o analisados, a razao entre os sinais de m/z da mesma
molécula serdo constantes, o que ndo ocorrera quando comparado aos sinais de m/z da outra
molécula.

O procedimento para o calculo do RAMSY inicia-se com a selecdo de um ion pico-
piloto (driving peak) a partir dos espectros de massa. Em seguida, as razdes entre o driving

peak e todos os outros sinais M/Z no espectro sdo calculados:
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X,:,'
Di,j = ;}i (1)5

onde o vetor X; € 0 ingsimo €spectro de um conjunto de n espectros de massas, € X; ; €

0 Jjesimo POnto de um total de m pontos neste espectro. X;; corresponde ao driving peak. D
representa a matriz n X m.

Os valores de RAMSY, denotado como um vetor R de m elementos, corresponde aos
quocientes das médias e desvios-padrao das colunas da matriz D. O desvio padrao ¢ zero para
o proprio driving peak e, portanto, seu valor RAMSY ¢ zero. Os outros valores de RAMSY

sdo calculados como elementos do vetor R como se segue:

1

i= 1Dl] (2)
e R

Uma vez que as razdes dos desvios-padrdo sdo utilizadas no denominador, um desvio-
padrdo pequeno ira produzir um grande valor de R, gerando um sinal que € relativo ao mesmo
sinal de m/z responsavel pelo baixo valor de desvio-padrdo. Assim, para os sinais de m/z
relativos ao mesmo composto, serd gerado um sinal intenso de valor RAMSY, enquanto
sinais relacionados a outros compostos irdo gerar grandes desvios-padrao, e
consequentemente um pequeno valor RAMSY, de maneira semelhante ao ruido.

Notadamente, os valores RAMSY sdo adimensionais.
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3.2.5.3 Desreplicacéo

A identificacdo metabdlica por CG-EM foi efetuada através dos pardmetros
independentes: indice de Kovats e perfil de fragmentagdo. Os valores do indice de Kovats
foram calculados a partir da regressdo linear entre os tempos de retencdo obtidos
experimentalmente com valores da literatura. Para tanto, fez-se uso de mistura de padrdes
internos de indice de retengdo, composta por ésteres metilicos de acidos graxos (Cs, Co, Cyo,
Ci2, Ci4, Cis, Cis, Cap, Caa, Caa, Cag, Cag € Csyp), dissolvidos em cloroféormio na concentragdo
de 0,8 mg.mL™" (Cs-Cy6) € 0,4 mg.mL™" (C5-C30) (KIND et al., 2009).

Os perfis de fragmentagdo, obtidos apos deconvolugdo cromatografica realizado pelo
software AMDIS, foram comparados com as bases de dados Golm Metabolome Database
(GMD 20111121 VARS FAME, Max Planck Institute, Potsdam—Golm, Germany) e
FiehnLib (University of California, Davis, CA, EUA) a partir do calculo do fator de

similaridade (match factor MF).

3.2.5.3.1 Fator de similaridade (match factor, MF)

O MF foi determinado segundo método de similaridade dos cossenos, conforme
utilizado no software AMDIS, em que convertem-se os espectros de massas em vetores €
entdo calcula-se o "angulo" entre os dois vetores (F1):

X M(Asx‘lu)l/2
L mmMasymay)Yz

3),

onde M ¢é o valor de m/z, A ¢ A, sdo as abundancias normalizadas dos picos-base do

espectro de referéncia e o espectro desconhecido, respectivamente. Em seguida calcula-se F:

n -n
F, = ( ! ) yNuss (&) (ﬂ) (4)
Nygs—1/ <=2 \4g;_4 Ayi-1 ’
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onde F, ¢é baseado nas intensidades relativas entre os pares de picos adjacentes
presentes em ambos o0s espectros, Nygs ¢ 0 nimero de picos em comum entre os espectros, e
n =1 (-1) se a razdo entre as abundancias do primeiro espectro for maior que do segundo.

Assim o MF é calculado:

MF = 1000

Ny+Nysgs

(NyF; + NygsF) (5).

A deteccdo metabolica levou em consideracdo apenas moléculas que apresentavam
erros no indice Kovats menores que 5,0% e perfil de fragmentacdo com MF igual ou maior a

70.
3.2.6 Anélises por CLAE-DAD-EM/EM

3.2.6.1 Aquisicao de dados

Aliquotas de 20,0 puL. das amostras, na concentragao de 15,0 mg mL™, foram injetadas
no sistema cromatografico utilizando-se como fase moéovel MeOH/HAc (0,1%, v/v) e
H,O/HAc (0,1%, v/v) na vazao de 3,0 mL.min'l, em meétodo de gradiente exploratorio

conforme descrito na tabela 2.

Tabela 2 - Gradiente de elui¢do para as analises por CLAE.

Tempo (min.) Porcentagem de B (MeOH)

0,00 5
30,00 100
35,00 100
40,00 5

O eluente da coluna foi dividido fazendo uso de um splitter na proporgdo de 5:1,
sendo o maior fluxo direcionado ao DAD, e injecdo no espectrometro de massas a vazao de
150 pL.min". A detec¢io no DAD foi realizada no A entre 200 e 800 nm. As condigdes
instrumentais utilizadas no detector de EM foram: sonda eletrospray de 3kV e cone de 25V;

Gas N, para nebulizacdo em fluxo de 345 Lh'e27 L.h'l, respectivamente, e temperatura em
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180 °C. A célula de colisao foi preenchida com N, a pressao de 7 psi e a energia de colisdo foi
variada de 15 a 40 eV para os experimentos de EM/EM obtidos em modo positivo. Para a
obtencao de massas moleculares acuradas em alta resolucao, realizou-se a calibragdo interna

com uma soluco de Na-TFA (10 mg mL™") ao final de cada analise cromatografica.

3.2.6.2 Métodos multivariados

Dada a complexidade quimica dos extratos vegetais e a baixa resolugdo
cromatografica, fez-se o uso de ferramentas quimiométricas de analise multivariada para a
deconvolugdo computacional dos picos cromatograficos a fim de se recuperar os espectros
"puros", auxiliando na estratégia de desreplicagao.

A deconvolugdo dos picos cromatograficos detectados pelo espectrofotometro de
arranjo de fotodiodos foi realizada por decomposi¢do em valores singulares (SVD), seguida
de resolugdo multivariada de curvas (MCR), a partir dos dados de CLAE-DAD, conforme
proposto por PILON et al. (2013).

Para tanto, as informacdes espectrais contidas em cada andlise cromatografica foram
convertidas na matriz Diempo de retengio x espectro € €Stes dados foram decompostos de maneira
bilinear entre matrizes contendo os espectros puros de UV (250 a 450 nm - Scspectro x composto) €
os respectivos valores de intensidade da matriz (Ciempo de retengio x composto) (MAS et al., 2007;

MAGGIO et al., 2011; PILON et al., 2013).

3.2.6.2.1 Multivariate Curve Resolution (MCR-ALS)

O método de MCR-ALS se utiliza do SVD para extrair informagdes qualitativas e
quantitativas de um conjunto de dados compostos pela combinacao de diversas propriedades.

No caso da cromatografia, o MCR-ALS ¢ capaz de analisar sistemas em co-elui¢dao
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permitindo a triagem de todas as informagdes (MAS et al., 2007; MAGGIO et al., 2011;
PARASTAR; TAULER, 2013).

A deconvoluc¢ao de experimentos CLAE-DAD através da aplicagdo do método de

MCR-ALS segue um modelo bilinear de acordo com a equacgao 6,

Dimmy = Camjey X Stemy + Ecmm) (6),

em que Dy € @ matriz original contendo os dados do experimento cromatografico;
as linhas (m) representam a dimensdo do tempo ¢ as colunas (n) o comprimento de onda; k é o
nimero de compostos puros calculados através da rotina PURE. Nesta etapa o algoritmo
busca em D compostos que apresentam a menor combinac¢do linear da matriz. Assim,

S(Tk,n) representa o espectro puro obtido para cada kK e C,xy refere-se a intensidade destes

espectros, enquanto E ¢ a matriz residual (MAGGIO et al., 2011; PARASTAR; TAULER,
2013).

A resolucao da equagdo 6 foi determinada por calculos iterativos utilizando o
algoritmo do minimos quadrados alternados (ALS). O processo de iteracdo do ALS termina
quando a diferenca no desvio padrdao dos residuos, dada pela equacdo 7, entre valor
experimental e o calculado (valores da matriz E) ¢ menor que um valor previamente

estabelecido. Neste trabalho foi de 0,1%.

ijel
o= /—] (),
NiinhasXMNcolunas

A variancia explicada significa o quanto da matriz D ¢ ajustada pelo modelo de
predi¢do. A porcentagem da variancia ¢ dada pela multiplicagdo da equagao 8 pelo fator de

100.

®),
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A falta de ajuste do modelo, ao qual representa a porcentagem da matriz D contida no

matriz residual (E), ¢ calculada de acordo com a equacgao 9,

’ o2
Falta de ajuste (%) = 100 x 22%2121 ).
i,j%ij

3.2.6.3 Estratégia de desreplicacéo

Os picos cromatograficos obtidos nas andlises por CLAE-DAD-EM/EM e
deconvoluidos por MCR-ALS (somente os dados de CLAE-DAD) foram identificados através
de avaliagdo comparativa com as moléculas descritas na literatura para a familia
Chrysobalanaceae, a partir dos seguintes parametros: espectros de UV puro, obtido por MCR-
ALS, massa acurada dos ions (molécula protonada [M+H]") em alta resoluciio e espectros de
ions produto gerados em experimentos EM/EM a partir de dissociacdo induzida por colisdo.
Considerou-se a deteccdo de substancias cujo erro entre a massa observada e calculada

(tedrica) nao ultrapassasse 15 ppm.
3.2.7 Anélises por CLAE-autoEM/EM

3.2.7.1 Aquisicao de dados

10,0 uL. das amostras, na concentragao de 15,0 mg mL'l, foram injetadas em CLAE-
ESI-QToF-EM/EM em condi¢des de separagio adaptadas de GOMEZ-ROMERO e col.,
2010. As condi¢des cromatograficas correspondem: fase movel H,O/HAc (0,5%, v/v,
solvente A) e ACN/HAc (0,5%, v/v, solvente B), vazao de 0,7 mL.min'l, temperatura de

coluna em 50 °C e gradiente de eluicao conforme tabela 3:
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Tabela 3 - Gradiente de elui¢do para as analises por CLAE-autoEM/EM.

Tempo (min.) Porcentagem de B (ACN)
0,00 3
1,00 3
14,00 9
32,00 35
39,00 100
45,00 100

Os espectros de autoEM/EM foram adquiridos em fonte ESI nos modos positivo e
negativo em janela espectral A 100-1000 m/z. Os ions precursores foram selecionados a partir
de analisador quadrupolo em utilizando A 4,0 m/z.

O sistema de fragmentacdo CID EM/EM foi realizado utilizando N, como gas de
colisdo e potencial de voltagem entre 0—40 eV (ESI +) e 15,25 ¢ 35 eV (ESI -).

Os parametros do QToF-EM foram: temperatura do gas 250 °C, gas de arraste 6,0 L
min ', pressdo do nebulizador 35 psi, voltagem do capilar em 3500 V e taxa de aquisicdo de
espectros 8 Hz. A calibragcdo foi realizada com padrdes internos purina 2 pM e HP-921
(BROECKER et al., 2011).

O modo de aquisi¢cao autoEM/EM utilizou ciclos EM-EM/EM de 4,0 s, com 2,0 s para
aquisicdo no modo EM e 1,0 s para cada aquisicdo EM/EM para os 2 ions mais intensos
(> 1000 counts), excluindo os ions interferentes determinados previamente no branco do

método.

3.2.7.2 Estratégia de Desreplicacdo

A estratégia de desreplicagdo por CLAE-autoEM/EM envolveu a determinacdo das
féormulas moleculares calculadas pela massa acurada ( erro < 10 ppm), comparagdo com as
bases de dados e proposta de elucidacdao estrutural por experimentos EM/EM em modos

positivo e negativo.
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3.2.8 Bioensaios para verificacdo de atividade citotoxica

3.2.8.1 Avaliacao de citotoxicidade com Saccharomyces cereviseae

Estes ensaios foram realizados no laboratério do Instituto de Botanica de Sao Paulo
sob a supervisdo da Dra. Maria Claudia Marx Young. A atividade antitumoral potencial foi
determinada em extratos brutos (2,0 — 3,0 mg), através de bioensaio utilizando as seguintes
linhagens de Saccharomyces cereviseae, proeficientes e deficientes no reparo do DNA:

Rad+: linhagem selvagem;

Rad 52Y: linhagem mutante recombinante (associada ao reparo na dupla hélice e

recombinagdo meiotica);

Rad 321N: linhagem mutante associada a topoisomerase II (enzima vital no processo

de divisao celular);

Este teste ¢ fundamentado no fato de que as células tumorais ndo fazem reparo do
DNA como as células normais. Assim, agentes ou drogas com toxicidade seletiva dirigida
para células deficientes em um desses mecanismos de reparo, podem agir como agentes
antitumorais potenciais. A metodologia baseou-se na resposta diferencial entre as leveduras
normais Rad+ (células sadias que fazem reparo de DNA) e leveduras que ndo possuem a
capacidade de fazer reparo ou reconstituir a dupla hélice do DNA, Rad 321N e Rad 52Y,
quando submetidas a a¢do de uma determinada amostra. O resultado do bioensaio ¢ dado pela
medida diferencial dos halos de inibi¢do da cultura de cada linhagem em relacdo a linhagem
normal, podendo indicar um potencial citotoxico. O didmetro do halo de inibi¢do ¢ medido
para o minimo de quatro dilui¢des distintas, sendo os resultados expressos através de uma
curva da concentragio da amostra (ug mL™) em fungdo do didmetro do halo de inibigdo. O
coeficiente da equacdo calculada representa a concentragdo minima inibitoria para se obter

um halo de inibi¢do de 12 mm (IC;,). Os padrdes positivos utilizados foram: camptotecina:
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Rad+ 200 pg mL™" (16,0 mm) e Rad 52Y 5 ug mL™' (21,0 mm) e estreptonigrina: Rad 321N 4

ug mL" (20,0 mm) (GUNATILAKA et al., 1994).

3.2.8.2 Avaliacgao de citotoxicidade em linhagens tumorais

O potencial citotoxico dos extratos foi avaliado através de bioensaios com diferentes
linhagens celulares, realizados em colaboracdo com o Laboratério de Ecotoxicologia
Marinha, sobre a orientacdo da Prof®. Dr". Leticia Veras Costa Lotufo. O teste do MTT
consiste em andlise colorimétrica que quantifica indiretamente as células viaveis, baseada na
conversao do sal 3-(4,5-dimetiltiazol-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H tetrazolina bromida (MTT), de
cor amarela, a formazan, parpura, pela atividade da enzima succinil-desidrogenase presente
nas mitocondrias ativas das células vivas - Figura 8 (MOSMANN, 1983; SKEHAN et al.,

1990; BERRIDGE et al., 1996).

Figura 8 - Reagdo de reducdo do reagente MTT em azul de formazan.

MTT MTT formazan (cor azul)

As células foram plaqueadas na concentragio de 0,1 x 10° cel.mL™ para a linhagem
MDA/MB-435 (células de cancer de mama humano) e SF-295 (células de cancer de célon
humano) e 0,3 x 10° para a linhagem HCT-8 (células de cancer no sistema nervoso humano).
As placas foram incubadas por 72 horas em estufa a 5% de CO, a 37°C. Ao término da
incubacado, as placas foram centrifugadas e o sobrenadante removido. Em seguida, foram
adicionados 150 pL da solucdo de MTT, e as placas foram incubadas por 3h. A absorbancia

foi lida ap6s a dissolug¢do do precipitado com 150 pL. de DMSO puro em espectrofotometro
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de placa a 595 nm. As amostras foram diluidas em DMSO puro e estéril e testadas em
concentracdo na concentracdo de 50 pg.mL". Os experimentos foram analisados segundo a

média + desvio padrao da média (DPM) da porcentagem de inibi¢cdo do crescimento celular.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 METODO DE EXTRACAO

Os extratos foram preparados em projeto colaborativo para a construgdo de extratoteca
do estado de Sao Paulo, envolvendo o NuBBE (Nucleo de Bioensaios Biossintese e
Ecofisiologia de Produtos Naturais) e o Instituto Botanico de Sao Paulo utilizando método de
extracao por fluido pressurizado.

A utilizagdo de fluido pressurizado para a obtengdo de extratos vegetais ¢
recomendada devido a rapidez e eficiéncia, ja que as propriedades fisico-quimicas do solvente
pressurizado podem ser ajustadas por meio da variacdo de pressdo e temperatura, i.e., a
elevada temperatura aumenta a capacidade de solubilizacdo do solvente, enquanto o emprego
de altas pressdes diminui a viscosidade, facilitando a difusdo (HASSAS-ROUDSARI et al.,
2009).

De acordo com a literatura, o uso de etanol ¢ eficiente na extragdo de compostos
polifendlicos, por exemplo, flavondides. Contudo, para o aumento na extragdo de compostos
de menor polaridade, como diterpenos, hé a necessidade de uso de temperaturas elevadas (200
°C) (CARABIAS-MARTINEZ et al., 2005).

Os perfis metabodlicos obtidos na extragdo das espécies de Chrysobalanaceae a partir
do protocolo proposto destaca a eficiéncia na extracdo de compostos polifenolicos, facilmente
detectados nas andlises por CLAE-DAD-EM/EM. Este perfil metabolico polar sugere relagao

direta com os resultados de citotoxicidade, apresentados posteriormente.
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A estratégia de desreplicacao por CG-EM iniciou com a determinagdo da equagdo que

relaciona o tempo de retencdo (tR) obtido experimentalmente com os valores teoricos de

indice de retencdo de Kovats (IR). Para tanto, utilizou-se a média dos tempos de retencao

observados para a mistura de ésteres metilicos de acidos graxos, conforme tabela 4.

Tabela 4 - tR e IK para a mistura de ésteres metilicos de acidos graxos.

Tempo de Retencdo (tR) - em minutos

CS* C9* CIO* C12 C14 Clé* CIS CZO C22 C24 C26 C28 C30
IK, . 1083 1183 1282 1481 1680 1878 2077 2276 2475 2624 2872 3071 3270
(teodrico)
AM253 75 94 15,7 20,0 24,6 29,2 33,7 38,0 42,0
AM?254 7,5 94 15,7 20,0 24,6 29,2 33,7 38,0 42,0
M491 75 94 15,7 199 246 29,2 33,7 38,0 42,0
v M799 75 94 15,7 20,0 24,6 29,2 33,7 38,0 42,0
é M821 75 94 15,7 20,0 24,6 29,2 33,7 38,0 42,0
5 Ms47 75 94 15,7 20,0 24,6 29,2 33,7 38,0 42,0
% M846 75 94 15,7 20,0 24,6 29,2 33,7 38,0 42,0
< AM229 7,5 94 15,7 20,0 24,6 29,2 33,7 38,0 42,0
M851 75 94 15,7 199 246 29,2 33,7 38,0 42,0
AM?230 75 94 15,7 19,9 246 29,2 33,7 38,0 42,0
Branco 75 94 15,7 20,0 24,6 29,2 33,7 38,0 42,0
Valor médio 75 94 15,7 20,0 24,6 29,2 33,7 38,0 42,0
Desvio Padrio 0,0 0,0 0,0 00 00 00 00 00 0,0

* Padroes ndo encontrados nas amostras.

Os padrdes de ésteres Cg, Co, Cjp ndo foram detectados devido aos tRs serem

inferiores ao inicio da aquisi¢do de dados pelo EM (6,10 min.). O padrao C;s também nao esta

presente nas amostras devido a interrup¢do da deteccdo pelo EM no intervalo de 10,0-13,0

min.

O grafico da equagdo relacionando o Indice de retencio de Kovats e o tempo de

retencao esta representado na Figura 9.
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Figura 9 - Grafico da equagdo do calculo do indice de Kovats.
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Além da equagdo para o calculo do indice de Kovats, realizou-se a deconvolugao dos
cromatogramas, a fim de se recuperar o espectro "puro" de substincias em co-eluigdo.

O processo computacional foi realizado no software AMDIS e baseou-se na
configuracdo de cinco parametros: "janela de componentes", referente ao numero de scans
capaz de formar um pico cromatografico, "subtracdo de pico adjacente", relacionado ao
nimero de picos subjacentes que devem ser subtraidos caso exista co-elui¢do, "resolucdo",
associado a capacidade do software em "separar" picos proximos, "sensibilidade", que
delimita a intensidade minima de sinais a ser considerada, e "requerimentos de forma", que
determina a distribui¢do das intensidades dos ions na formacao do pico cromatografico (tabela
5). A avaliacdo da melhor configuracdo do sistema, i.e., aquela capaz de fornecer o maior
nimero de propostas moleculares na comparagdo com as bases de dados, deu-se a partir da
analise univariada dos parametros (variando um Unico pardmetro por vez e mantendo os

outros constantes).

Tabela 5 - Variagéo de pardmetros para a deconvolug¢do por AMDIS.

Janela de componentes 4 16 32
Subtragado de pico adjacente 0 1 2
Resolugao low medium high
Sensibilidade very low medium very high

Requerimentos de forma low medium high
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Os resultados (Figura 10) forneceram a configuragdo capaz de gerar o maior numero
de propostas na comparacao com as bases de dados (janela de componentes = 32; subtracao
de pico adjacente = 1; resoluc¢do = high; sensibilidade = very high; e requerimentos de forma

= low).

Figura 10 - Diagrama de caixa contendo o total de alvos detectados nas amostras de
Chrysobalanaceae apos variacdo de parametros de deconvolugdo no software AMDIS.

A identificacdo metabolica a partir dos cromatogramas deconvoluidos se deu através
da comparagdo dos espectros de massas com as bases de dados (determinados pelo AMDIS
match factor - MF). A partir dos metabdlitos propostos, os valores de indice de Kovats foram
calculados através da equacdo e fez-se a comparagdo com os valores descritos na literatura
para a mesma coluna cromatografica. Considerou-se a detecgdo apenas quando os erros no
indice Kovats foram menores que 5,0% e os perfis de fragmentacdo, similaridade MF igual ou

maior a 70.
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A Tabela 6 apresenta as propostas moleculares junto aos indices de retencao

experimentais calculados, os indices de retencao fornecidos pelas bases de dados, os ions

principais provenientes da fragmentacao e o valor de similaridade.

Tabela 6 - Metabolitos identificados por CG-EM utilizando tempo de retencéo (tR), indice de Kovats

(IR) e nivel de similaridade do perfil de fragmentagdo (match factor - MF).

Metabolito R (min) TR IRy E,;)r)o &F)
Hidroquinona 2TMS 6,58 1548 1492 3.6 77
Acido malico 3TMS 7,11 1574 1537 24 77
Treitol 4TMS 7,25 1581 1525 -3,6 98
Eritritol 4TMS 7,25 1581 1533 3,1 80
Acido piroglutimico 2TMS 7,48 1593 1562 -1,9 81!
Acido y-aminobutirico 3TMS 7,52 1595 1567 -1,7 84°
Acido trednico 4TMS 7,66 1602 1585 1,0 71°
Acido trans cindmico 1TMS 8,17 1627 1597 -1,8 88
Acido glutamico 3TMS 8,21 1629 1655 1,6 71
Acido tartarico 4TMS 8,34 1635 1669 2,1 74
Acido 4-hidroxi-benzbico 2TMS 8,38 1637 1633 -0,3 75
Ribose IMEOX 4TMS 8,57 1647 1650 0,2 75
Arabinose IMEOX 4TMS 8,57 1647 1651 0,3 74
Xilose IMEOX 4TMS 8,57 1647 1646 0,0 74
Ribitol 5TMS 9,19 1677 1703 1,5 98
Xilitol 5STMS 9,19 1677 1695 1,1 97
Arabitol 5STMS 9,19 1677 1708 1,8 80
Ramnose IMEOX 4TMS 9,29 1682 1707 1,5 75
Putrescina 4TMS 9,54 1695 1737 2,5 86
Acido vanilico 2TMS 9,80 1707 1766 34 70
Ononitol 5STMS 13,19 1875 1946 38 75
Acido gluconico 6TMS 13,19 1875 1947 39 76
Acido sacéarico 6TMS 13,44 1887 1960 39 72
Xantina 3TMS 13,49 1890 1977 46 72
Acido hexadecandico 1TMS 14,09 1919 2006 4,5 79
Mio-inositol 6TMS 14,85 1957 2040 42 80
Acido trico 4TMS 14,94 1961 2055 48 78
Acido ferulico 2TMS 14,96 1962 2055 47 72
Fitol 1'TMS MP 16,55 2041 2141 49 &9
o,0-trealose 8TMS 29,29 2670 2726 2,1 74
Maltose IMEOX 8TMS 29,98 2705 2720 0,6 87
Guanosina 5STMS 30,02 2707 2762 2,1 95
Melibiose IMEOX 8TMS 32,10 2809 2837 1,0 77
Isomaltose IMEOX 8TMS 32,24 2816 2847 1,1 74
Catequina STMS 32,48 2828 2864 1,3 93
Epicatequina 5TMS 32,48 2828 2864 1,3 78
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Epigalocatequina 6TMS 33,50 2878 2915 1,3 82
Luteolina 4TMS 36,46 3025 3078 1,8 75
Caempferol STMS 36,47 3025 3078 1,7 79
o-tocoferol 1TMS 37,87 3094 3161 2,2 80*
Rafinose 11TMS 37,87 3094 3075 0,6 80°
Quercetina 5TMS 38,81 3141 3169 0,9 84
Estigmasterol 1TMS 40,59 3229 3319 28 73
[-sitosterol 1TMS 41,81 3289 3386 29 71
Lanosterol 1TMS 43,24 3360 3391 09 79
Acido oleandlico 2TMS 46,08 3500 3620 3,4 88
Acido ursolico 2TMS 47,00 3546 3649 2,9 89

MEOX, metoxima. TMS, trimetilsilil, valores de MF ap0s aplicagdo de RAMSY V97, ®g4,
92, @90, 94

A deconvolugdo cromatografica permitiu detectar compostos co-eluidos nas amostras
de Chrysobalanaceae com MF >70. Contudo, para metabdlitos em baixa concentragdo (menor
intensidade do sinal) e/ou menor similaridade (MF entre 70 e 80), a extracdo do espectro de
massas "puro" ndo evitou a incorporacdo de ions interferentes, o que pode gerar falsos-
positivos, como descrito na literatura (LIKIC, 2009).

Deste modo, realizou-se também a deconvolu¢do dos picos cromatograficos por
RAMSY. Este método ¢ baseado no fato de que, em condigdes experimentais semelhantes, as
relagdes de abundancia/intensidade entre os fragmentos de massa do mesmo metabodlito sao
relativamente constantes. Portanto, os quocientes das razdes dos picos e seus desvios-padrao,
obtidos a partir do cromatograma de ions, permite a recuperagdo estatistica dos espectros dos
metabolitos, mesmo em completa co-eluicao (GU, H. et al., 2013).

Para demonstrar o desempenho do método em comparagao aos resultados obtidos pelo
AMDIS, fez-se o uso de regides com diferentes niveis de sobreposicao cromatografica.

No primeiro exemplo da aplicagdo do RAMSY, utilizou-se um pico largo entre 7,45-
7,60 min. (Figura 11). Segundo a detec¢do proposta, este pico corresponde a co-eluicdo de
acido piroglutamico (tR 7,48 min, MF = 81), éster metilico de 4cido dodecanoico (tR 7,49

min, MF = 75) e acido trednico (tR=7,53 min, MF = 71). Apesar dos valores de MF serem
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proximos ou superiores ao limite proposto, 70, nota-se a presenca de sinais nao relacionados
aos compostos propostos, por exemplo os ions m/z 304 e m/z 174. Além, ha significativa
diminui¢ao do MF quando compara-se o mesmo éster metilico na amostra contendo apenas os

padrdes (tR 7,49 min, MF = 95).

Figura 11 - TIC de (A) mistura de padrdes, (B) extrato EOH das folhas de Couepia grandiflora, (C)
regido entre 7.45-7.60 min da mistura de padrdes e (D) regido entre 7,45-7,60 min das
folhas de Couepia grandiflora.
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A aplicacdo do RAMSY foi realizada a partir de 15 scans que compdem o pico
cromatografico 7,45-7,60 min (figura 12a). Para driving peaks foram selecionados ions
caracteristicos para cada molécula proposta, segundo as bases de dados. Assim, selecionou-se
o fragmento m/z 156 para a extragdo do espectro de massas do acido piroglutamico, o
fragmento m/z 87 para o padrdo éster e o fragmento m/z 292 para o acido trednico.

Os espectros calculados pelo RAMSY geraram sinais especificos para cada molécula
proposta, permitindo uma melhora no MF (ap6s filtrar o espectro de massas do pico largo
com os 8 picos mais intensos do espectro RAMSY - incluindo o driving peak, conforme GU,

H. et al., 2013.
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Para o éster metilico de acido dodecandico, RAMSY conseguiu extrair os ions mais

intensos 55, 59, 74 e 87, obtendo um MF = 92 (figura 12c¢). De maneira semelhante, RAMSY

elevou o valor de similaridade MF para acido piroglutamico (MF = 97, figura 12b) e acido

treonico (MF = 92, figura 12d).

Figura 12 - (A) espectro de massas entre 7,45-7,60 min, (B) espectro de massas para acido
piroglutdmico deconvoluido por AMDIS e RAMSY, (C) espectro de massas para éster
metilico de acido dodecandico por AMDIS e RAMSY, (D) espectro de massas para acido

trednico por AMDIS e RAMSY.
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Adicionalmente, de acordo com o espectro de massas do pico cromatografico em co-

elui¢do e alguns espectros obtidos pelo AMDIS, ¢é possivel observar o valor intenso de m/z

304. A aplicacdo do RAMSY forneceu um espectro de massas que, quando comparado com a

base de dados, sugere a presenga do acido 4-aminobutirico (MF = 84 - Figura 13).

Figura 13 - Espectro de massas para acido acido 4-aminobutirico deconvoluido por RAMSY.
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dois compostos em co-eluigdo encontram-se sobrepostos em

um pico cromatografico entre 37,75-38,00 min. (Figura 14). Estes metabodlitos foram

propostos pelo AMDIS como alfa-tocoferol (MF = 80), o padrdo de éster metilico do acido

octacosandico (MF = 70) e o trissacarideo rafinose - MF = 80.
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Figura 14 - TIC de (A) mistura de padrdes, (B) extrato EOH das folhas de Couepia grandiflora, (C)
regido entre 37,75-38,00 min. da mistura de padrdes e (D) regido entre 37,75-38,00 min.
das folhas de Couepia grandiflora.
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RAMSY foi calculado a partir dos 26 scans que constituem o pico cromatografico em
estudo - figura 15a. A extracdo do espectro de massas do alfa-tocoferol foi realizada a partir
do driving peak ion m/z 237, e permitiu um aumento no valor de similaridade (MF = 90,
figura 15b), assim como para o padrao (MF = 87, figura 15c). A extracdo do espectro do
trissacarideo a partir do driving peak m/z 361 forneceu valores de similaridade para rafinose

(MF =94, figura 15d).
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Figura 15 - (A) espectro de massas entre 37,75-38,00 min, (B) espectro de massas para a-tocoferol
deconvoluido por AMDIS e RAMSY, (C) espectro de massas para ¢ster metilico de acido
octacosandico por AMDIS e RAMSY, (D) espectro de massas para rafinose por AMDIS e

RAMSY.
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4.3 ANALISES POR CLAE-DAD-EM/EM E CLAE-AUTOEM/EM

A desreplicacao das espécies de Chrysobalanaceae iniciou-se pela andlise em CLAE-
DAD-EM/EM utilizando método de separacdo em gradiente exploratério com A5-100% de
solvente B (MeOH + 0,1% HAc) em 35 min. Os cromatogramas obtidos apresentaram um
grande nuimero de picos, especialmente na regido de tR 5-15 min., e baixa resolugdo

cromatografica - Figura 16.

Figura 16 - Cromatograma de Pico-Base (CLAE-EM ESI+) de (a) folhas de Couepia grandiflora; (b)
ramos de Couepia grandiflora; (c) ramos de Licania humilis; (d) folhas de Licania humilis;
(e) folhas de Hirtella hebeclada coletadas no P.E. Serra do Mar; (f) folhas de Hirtella
hebeclada coletadas na E.E. da Juréia; (g) ramos de Hirtella hebeclada coletadas na E.E.
da Juréia; (h) folhas de Parinari excelsa; (i) folhas de Licania kunthiana; e (j) folhas de
Licania hoehnei.
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A baixa resolucdo cromatografica se deve a complexidade quimica dos extratos
vegetais, formado por metabodlitos de diferentes polaridades em diversas faixas de
concentragdo, e dificulta a identificagdo in situ uma vez que a baixa resolugdo cromatografica
pode levar a incorreta interpretacao dos dados espectrais e a falso-positivos (TAUTENHAHN
et al., 2008; WOLFENDER, 2009).

Deste modo, a deteccao por CLAE-DAD-EM/EM foi assistida por métodos de
deconvolugdo de ions, como o algoritmo dissect disponivel no software Bruker DataAnalysis,
e de deconvolucao dos espectros UV, a partir do MCR-ALS, ferramenta quimiométrica capaz
de diferenciar substancias em co-eluicao e extrair os respectivos espectros "puros" por analise
multivariada (PARASTAR; TAULER, 2013; PILON et al., 2013).

Neste trabalho, a deconvolucao dos dados espectrais de UV pelo MCR-ALS foi obtida
pela determinagao do nimero de combinagdes nao-lineares a partir da decomposi¢do por
valores singulares (SVD), o que de fato corresponde ao nimero de metabolitos, e na obencao
dos espectros UV pelo algoritmo PURE (PILON et al., 2013).

Adicionalmente ao uso de ferramentas matematicas no auxilio a detec¢ao metabolica
por CLAE-DAD-EM/EM, realizaram-se analises por CLAE-autoEM/EM utilizando método
otimizado de separagdo cromatografica. Para tanto, foram utilizadas condi¢des
cromatograficas adaptadas do trabalho de Gutiérrez et al.,, 2010, em que 135 metabdlitos
polares foram caracterizados no extrato metandlico de Solanum esculentum (GOMEZ-
ROMERO et al., 2010).

A transferéncia do método de separacdao aos equipamentos disponiveis se deu através
do software HPLC Calculator ver. 3.0, levando em considera¢do as dimensdes da coluna
cromatografica (comprimento, diametro, tamanho de particula), e algumas condi¢des

experimentais (vazao e volume de injecdo), e forneceu um modo de eluicdo com resolucao
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cromatografica semelhante ao observado no trabalho com espécie de Solanum - Figura 17

(GUILLARME et al., 2008).

Figura 17 - Cromatograma de Pico-Base (CLAE-autoEM ESI+) de (a) folhas de Couepia grandiflora;
(b) ramos de Couepia grandiflora; (c) ramos de Licania humilis; (d) folhas de Licania
humilis; (e) folhas de Hirtella hebeclada coletadas no P.E. Serra do Mar; (f) folhas de
Hirtella hebeclada coletadas na E.E. da Juréia; (g) ramos de Hirtella hebeclada coletadas
na E.E. da Juréia; (h) folhas de Parinari excelsa; (i) folhas de Licania kunthiana; e (j)
folhas de Licania hoehnei.
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Para a identificagdo dos picos cromatograficos obtidos por CLAE-DAD-EM/EM e
CLAE-autoEM/EM, determinaram-se as formulas moleculares dos ions majoritarios a partir
das massas de alta resolucdo. Em seguida, compararam-se as féormulas moleculares com a

base de dados contendo as moléculas reportadas para a familia Chrysobalanaceae. Foram
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consideradas as formulas moleculares cuja diferenca da massa observada e calculada (tedrica)
nao ultrapassasse 15 ppm (KIND; FIEHN, 2007).

Os metabolitos detectados foram justificados através de propostas de fragmentacao
baseada nos ions-produto obtidos nos experimentos de EM/EM a partir de dissociagdo
induzida por colisdo (CID), além de comparagao entre os espectros UV e os dados descritos
na literatura.

Os espectros de ions produto (EM/EM) foram obtidos, em CLAE-DAD-EM/EM, a
partir da selecido manual dos ions de interesse, neste trabalho limitado aos picos
cromatograficos de maior intensidade. Uma vez que esta abordagem fornece poucos dados de
EM/EM, também foram realizados experimentos tandem no modo autoEM/EM.

Neste modo de aquisi¢ao, os modos EM e EM/EM alternam automaticamente de tal
maneira que, a cada scan, um espectro de EM ¢ obtido, ions precursores sao selecionados para

CID e os espectros de EM/EM sao adquiridos, gerando um cromatograma contendo espectros

de EM e EM/EM em sequéncia - Figura 18 (BROECKER et al., 2011).
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Figura 18 - Analise das folhas de H. hebeclada por CLAE-autoEM/EM (ESI +). (a) Cromatograma
total de ions (TIC), (b) Regido do TIC entre 22-23 min. indicando as aquisi¢des de EM e
EM/EM para os ions mais intensos 1 e 2. (c) espectro de massas mostrando os ions
precursores [M+H]," e [M+H]," de 567.1299 e 303.0501 m/z. (d) ions produto de [M+H],"

e (e) ions produto de [M+H],".
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Nas andlises de extratos de Chrysobalanceae, o modo de aquisicdo autoEM/EM

utilizou para cada ciclo EM-EM/EM 4,0 s, com 2,0 s para aquisi¢ao no modo EM e selecao
dos dois ions precursores mais intensos (> 1000 counts) - excluindo os ions interferentes
removidos por comparagdo com branco -, € 1,0 s para a aquisi¢do de cada espectro de
EM/EM.

Os espectros de massas foram realizados no modo de ionizacdo positivo para CLAE-

DAD-EM/EM e nos modos positivo e negativo em CLAE-autoEM/EM. Os possiveis adutos a
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serem formados foram considerados a partir das condigdes experimentais utilizadas, i.e,
[M+H]", [M+Na]" ou [M+K]" no modo positivo ou [M—H] ou [M "] no modo negativo.

Através das analises por CLAE-DAD-EM/EM e CLAE-autoEM/EM foi possivel

detectar derivados de quercetina, miricetina, caempferol (flavonol), taxifolina

(dihidroflavonol) e proantocianidina (flavan-3-ol), distribuidos entre as espécies estudadas -

Anexo L.

4.3.1 Proantocianidinas

Proantocianidinas s3o polimeros de flavan-3-ol formados por ligacdes C-C,
usualmente em C-4 ¢ C-8 ou, mais raramente, C-4 ¢ C-6, podendo também apresentar uma
ligacdo éter adicional, normalmente entre C-2 e O-7. Proantocianidinas que contém uma Unica
ligagdo interflavonoidica sdo denominados de tipo-B, enquanto aquelas que apresentam duas
ligagdes sdo chamadas tipo-A (FRIEDRICH et al., 2000).

A identifica¢do in situ de proantocianidinas é pouco explorada em comparag¢dao a
outras estruturas polifendlicas devido ao elevado grau de polimerizagdo e a consequente
complexidade estrutural, com a formacao de diversos isomeros (FRIEDRICH et al., 2000).

As analises por CLAE-DAD-EM/EM indicaram a presenca de proantocianidinas em
H. hebeclada, L. huminis, P. excelsa e C. grandiflora. Nas amostras de Couepia grandiflora,
estas substancias eluiram em um pico bastante largo e intenso, com tR entre 3-15 min e com

Amax 280 nm - Figura 19.
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Figura 19 - Perfis cromatograficos dos extratos EtOH de (a) folhas de C. grandiflora, (b) ramos de C.
grandiflora, (c) ramos de L. humilis, (d) folhas de L. humilis, (e) folhas de H. hebeclada
coletadas na E. E. da Juréia e (f) ramos de P. excelsa, obtidos por CLAE-DAD em
gradiente de elui¢ao: 5-100% MeOH + 0,1% HAc por 35 min. A = 280 nm.
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De acordo com a literatura, a baixa resolu¢do cromatografica observada no DAD se
deve a presenga de proantocianidinas > tetrdmeros, incapazes de serem plenamente separadas
em fase reversa, além da grande absorcao de luz na regido do UV (KELM et al., 2005).

Os espectros UV dos metabolitos em co-elui¢ao sob o pico largo entre 3-15 min foram
recuperados a partir do método de deconvolu¢do MCR-ALS e permitiram, mesmo para esta
regido altamente sobreposta, a extragdo dos espectros "puros" de diferentes flavonoides-O-
glicosilados e oligdbmeros (< trimeros) de proantocianidinas, estes com Ay, em 280 nm -

Figura 20.
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Figura 20 - Cromatograma CLAE-DAD A 280nm e A 350nm dos ramos de C. grandiflora e os
espectros de UV recuperados por MCR-ALS para (1) miricetina-hexose, (2) miricetina-
pentose, (3) quercetina-hexose, (4) metoxi-miricetina-deoxihexose, (5) quercetina-pentose
Abs;sonm foi aumentada 10X para evidenciar efeito de comparagdo com CLAE-DADjgoum)
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A detecgdo das proantocianidinas por EM e EM/EM levou em consideracdo a massa

acurada dos ions obtidos em alta resolugdo e os espectros de ions produto gerados a partir de

dissociacdo induzida por colisdo (CID) - tabela 7.
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Tabela 7 - Composigdo de taninos detectada por CLAE-DAD-EM/EM e CLAE-autoEM/EM em espécies de Chrysobalanceae.

[M-H] [M-2H]* erro [M+H]" erro L
Composto observado  observado  (ppm)  observado  (ppm) Principais fragmentos (ESI -)
epi*—catequina 289.0712 - 21 291.0856 24 271,245,221,203, 164, 151, 137, 123, 109
. . 287,261,243, 237,219, 203, 191, 179, 165, 149
*_ - - . b b b 9 b b b 9 b 9
epi*-galocatequina 305.0662 1.6 307.0798 4.6 137, 125, 105
(E)Cat-A-(E)Cat 577.1330 . 36 579493 07 LA 407, 381,339,289, 273, 245,205, 161,
(E)Cat-B-(E)Gal 591.1120 ; 41 503126 s 0207483309, 287, 261,243, 217, 177, Tol,
(E)Cat-A~(E)Gal 593.1276 ; 42 5951455 =03 529,467,407, 350, 289, 245, 177, 125
(E)Gal-A-(E)Gal 609.1229 34 6111398 05 f‘z‘; 483,441,433, 397,355, 305,273, 219, 177,
863, 813, 787, 755,729, 711, 671, 635, 614, 593,
(E)Cat-A~(E)Cat-A-(E)Gal 881.1876 - 6.7 ] . 575,561,532, 467, 441, 423, 413, 397, 379, 369,
327, 316, 305, 287, 281, 261, 245, 177, 167, 125
799,729, 651, 593, 543, 423, 289, 261, 243, 177,
(E)Cat-A~(E)Gal-A-(E)Gal 897.1812 - 8.0 ] 167 130195 109
895, 879, 861, 832, 812, 787, 779, 745, 727, 711,
688,671, 651, 635, 621, 607, 578, 559, 549, 515,
(E)Gal-A-(E)Gal-A-(E)Gal 913.1768 - 7 - T 483,469,439, 423,371, 303, 287, 261, 245, 177,
167, 141, 125, 105
(E)Cat-A-(E)Cat-B-(E)Cat-A-(E)Cat ; 575.1190  -0.9 ; - g ‘1“2‘2’ ‘1“1);’ 363,289, 261,243, 209, 161, 151,
S71, 545, 481, 471, 463, 439, 423, 411, 385, 343,
(E)Gal-A-(E)Gal-B-(E)Gal-A-(E)Gal i 6071078 2.5 - " 305,273, 243,201, 177, 167, 137, 125
(E)Gal-A-(E)Gal-A-(E)Gal-B-(E)Gal-A-(E)Gal . 7591317 9.0 . S 207872 319,481,427, 303, 239, 207 177,
(E)Gal-A-(E)Cat-A-(E)Gal-B-(E)Gal-A-(E)Cat-A-(E)Gal ] 895.1683  -4.9 ] . 846,729,661, 591,547, 467, 427, 411, 383, 353,

305, 287, 254, 210,177, 167, 151, 125

p.b. = pico base
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O modo de ionizagdo negativo foi mais sensivel na detec¢do das proantocianidinas,

especialmente para os metabdlitos com maior grau de polimerizagao. Contudo, mondmeros e

dimeros de epi*-catequina e epi*-galocatequina (representacdo epi* foi utilizada uma vez que

a estereoquimica dos carbonos C-2 e C-3 nao pode ser diferenciada por EM) também foram

detectados no modo positivo.

Em ambos os modos de ionizagdo, as vias mecanisticas propostas para a fragmentagao

da epi*-galocatequina e epi*-galocatequina envolveram reagdes de retro-Diels-Alder (RDA) e

diferentes clivagens heterociclica do anel C (HRF - heterocyclic ring fission), além de

desidratagdes, perdas de etinol ou CO. No modo negativo, outros fragmentos nido foram

elucidados, provavelmente devido a ocorréncia de clivagens hetero e homoliticas - Tabelas 8

e 9, Figura 21 (FRIEDRICH et al., 2000; LI; DEINZER, 2007).

Tabela 8 - Principais ions formados em CID-EM (ESI -) dos mondmeros de flavan-3-ol.

fon observado  epi*-galocatequina epi*-catequina

[M-H] 305
[M-H,O-H] 287
[M-C,H,0-H] 261
[M-CHsO-H] ;

HRF, 179
HRF, 167
HRF, - H,0 165
HFF, - H,0 151
RDA 137
RDA 125
CeHs0y 109

289
271
245
205
179
167
165
151
137
125
109

HRF; = clivagem do anel C com saida de floroglucinol, HRF, = clivagem do anel C

com formagao de benzofurano, RDA = reagao de Retro-Diels-Alder.



Tabela 9 - Principais ions formados em CID-EM (ESI +) dos monémeros de flavan-3-ol.

fon observado  epi*-galocatequina epi*-catequina

[M+H]" 307
[M-H,O+H]" 289
[M-C,H,O0+H]" 265
[M-C4HsO+H]" 209
HRF, 181
HRF, 169
HRF, - H,0 163
HFF, - H,0 151
RDA 139

291
273
207

147

139
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HRF; = clivagem do anel C com saida do anel A, HRF, = clivagem do anel C com

formacao de benzofurano, RDA = reagao de Retro-Diels-Alder.
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Figura 21 - Proposta da via mecanistica de fragmentagdo de epi*-galocatequina (m/z 307) a partir de EM/EM, em modo positivo.
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Experimentos CID-EM/EM  também foram realizados para dimeros de
proantocianidinas e permitiram determinar a sequencia monomérica de flavan-3-ol. De acordo
com a literatura, as proantocianidinas oligoméricas sdo divididas em unidade T (top -
superior) que corresponde a unidade flavan-3-ol que realiza a ligacdo interflavonoidica em
C-4, unidade M (middle - intermediaria) com liga¢des em C-4 ¢ C-6 ou C-8 (s¢ as 3 posi¢oes
estdo ligadas, denomina-se unidade J), e unidade B (base - inferior) que corresponde ao
mondmero com ligagdo C-C em C-6 ou C-8 (FRIEDRICH et al., 2000; LI; DEINZER, 2007).

Em polimeros de flavan-3-ol do tipo A, o ion molecular apresenta 2H a menos que o
correspondente tipo B devido a ligacdo interflavonoidica adicional (GU, L. et al., 2003;
SARNOSKI et al., 2012).

A partir dos resultados obtidos, trés principais vias mecanisticas foram observadas:
retro-Diels-Alder (RDA), formacdo de quinona metideo (QM) e clivagem heterociclica do
anel C (HRF - heterocyclic ring fission), além de desidratagdes e outras perdas — Figura 22
(GU et al., 2003; RODRIGUES et al., 2007; SARNOSKI et al., 2012).

No modo negativo, a reacdo de RDA da unidade T mostrou-se a fragmenta¢ao mais
importante, com a subsequente desidratacdo como o ion mais intenso. Além disso, a clivagem
da ligacdo interflavonoidica através da formagdo de uma quinona metideo indica o tipo de
flavan-3-ol da unidade T, observado como [Mr-3H], e da unidade B, observado como [Mg-
HJ.

Em modo positivo, as unidades T e B apresentaram padrao de formagdo de quinona
metideo semelhante ao modo de ionizagdo negativo, i.e., capaz de informar a posicao dos
mondmeros, porém a reagdo de RDA na unidade B e a consequente desidratacdo gerou ions
mais intensos que a fragmentacdo da unidade T. Este comportamento distinto em diferentes

modos de ionizagdo deve ser levado em consideragdo para a correta detecgdo in situ.



Tabela 10 - Principais ions obtidos em CID-EM (ESI + e -) para dimeros de proantocianidinas.

ion observado

(E)Cat-(E)Cat (E)Cat-(E)Gal (E)Gal-(E)Cat

(E)Gal-(E)Gal

[M-H] 577 593 593 609
RDA unidade T 425 441 425 441
HRF unidade T 451 467 467 483
[M1-3H] 287 287 303 303
[Mp-H] 289 305 289 305
[M+H]" 579 595 595 611
RDA unidade B 427 427 443 443
HRF unidade B 415 415 431 431
[Mr-2H+H]" 289 289 305 305
[M+H]" 291 307 291 307
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HRF = clivagem do anel C, RDA = rea¢do de Retro-Diels-Alder, (E)Cat = epi*-

catequina, (E)Gal = epi*-galocatequina.
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Figura 22 - Proposta da via mecanistica de fragmentagdo de (E)Gal-(E)Cat (m/z 595) a partir de EM/EM, em modo positivo.
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Em trimeros, a fragmentacdo s6 foi determinada no modo de ionizagdo negativo e
apresentou um perfil semelhante aos dimeros, i.e., a clivagem da ligacao interflavonoidica
gera o ion [M1-3H] e o ion [My-H] através de formagao de quinona metideo. Houve também
a formagao de ions menos intensos relacionados a [Mg-H]', HRF da unidade T etc (GU, L. et
al., 2003).

Nao foi possivel observar ions de proantocianidinas > trimeros uma vez que estes
experimentos foram registrados em Am/z 100-1000. Contudo, em EM, macromoléculas
podem gerar ions multi-carregados que podem ser identificados através do padrio isotopico
obtido experimentalmente, i.e., variagao isotopica de Am=1,0 u ¢ caracteristico de ions com
uma carga, enquanto Am=0,5 U ¢ caracteristico de ions diméricos, Am=0,33 U para ions
triméricos etc. (GUYOT et al., 1997).

Nos experimentos em modo negativo, observou-se Am=1,0 U para as
proantocianidinas detectadas em H. hebeclada, L. huminis e P. excelsa, enquanto que para as
amostras de C. grandiflora verificou-se Am=1,0 e 0,5 u. Estes resultados corroboram com o
perfil cromatografico especifico para as amostras de Couepia e ¢ justificado pela presenga de
hexameros de epi*-catequina e/ou epi*-galocatequina - Figura 23 (ZEEB et al., 2000; GU, L.

et al., 2003).
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Figura 23 - (a) espectro de massas (ESI -) entre tR 3,0-20,0 min - 245 scans -, dos ramos de C.
grandiflora, (b) aumento dos sinais 595.2 m/z e 752.1 m/z indicando a distribuigdo
isotopica para fon com uma carga [M-H] e fon dimérico [M-2H]".
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Flavonoides-O-glicosilados

Os flavonoides constituem um dos mais caracteristicos grupos de metabodlitos
presentes em plantas. Em Chrysobalanaceae, desempenham papel importante no potencial
etnofarmacolégico, além de serem importantes quimiomarcadores taxondmicos
(CARNEVALE NETO et al., 2013).

Os flavonoides sao encontrados na forma livre ou na forma de glicoconjugados, os
quais podem estar ligados via substituintes hidroxila, dando origem aos O-glicosideos, ou
ainda ligados diretamente ao carbono, na forma de C-glicosideos.

Neste trabalho, a identifica¢do in situ desta classe de metabdlitos baseou-se na
determinagdo das formulas moleculares a partir das massas acuradas, na comparagao dos
espectros de UV com a literatura e em propostas de fragmentacdo a partir dos experimentos

EM/EM, seguindo a nomenclatura proposta por DOMON e COSTELLO (1988) - Figura 24.

Figura 24 - Nomenclatura de fragmentagao para flavonoides-O-glicosilados segundo DOMON e
COSTELLO (1988).

o2y, 02,

Os resultados obtidos por CLAE-DAD-EM/EM e CLAE-autoEM/EM indicam a

presenga de isomeros de flavonoides mono- e di-O-glicosilados - tabelas 11 e 12.
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Tabela 11 - flavonoides-O-diglicosilados detectados por CLAE-DAD-EM e CLAE-autoEM, nos modos positivo e negativo.

ESI (-) - fragmentacao na ESI (+) - fragmentacao

tR [M-H]- erro [M+H]+ erro

. flavonoide-O-diglicosilado fonte R na fonte

(min.) g observado (ppm) Yol Y, Y, Yy observado  (ppm) Y, v, v
18.96 miricetina-3-O-deo(1—2)hex 625.1428 2.9 316:317 463 - 3.0 627.1568 -1.9 319 465 -
18.15 miricetina-3-O-hex(1—2)deo 625.1410 0.0 316:317 - - 3.0 627.1560 -0.6 319 481 -
19.05 quercetina-di-O-hex 625.1394 2.6 300:301 463 - 3.0 627.1550 1.0 303 465 -
19.35 metoxi-miricetina-di-O-hex 655.1486 4.6 330:331 493 - - 657.1622 5.9 333 495 -
19.83 quercetina-3-O-hex(1—2)pen 595.1292 2.2 300:301 463 - 3.0 597.1453 -0.5 303 465 -
19.85 quercetina-7-O-hex(1—2)deo 609.1462 -0.2 300:301 - - 1.0 611.1560 33 303 465 -
20.64 quercetina-O-hex-deo 609.1455 1.0 300:301 447 - 2.0 611.1598 1.5 303 465 -
20.70  quercetina-O-hex-pen 595.1290 2.5 300:301 463 - 05 567.1412 6.7 303 465 -
20.79 metoxi-miricetina-O-hex-deo 639.1557 1.6 330:331 493 - - 641.1712 0.0 333 495 -
20.86 quercetina-3-O-hex(1—6)deo 609.1432 4.8 300:301 463 - 20 611.1616 -1.5 303 465 -
21.32 quercetina-7-O-deo(1—2)hex 609.1421 6.6 300:301 447 - 1.0 611.1618 -1.8 303 449 -
21.54 quercetina-3-O-pen(1—2)pen 565.1191 1.4 300:301 - - 3.0 567.1339 0.9 303 435 -
21.73 campferol-7-O-hex(1—2)deo 593.1497 2.5 284:285 - - 1.0 595.1636 3.5 287 449 -
23.33 metoxi-quercetina-7-O-hex(1—2)deo 623.1602 2.6 314:315 - - 1.0 6251728 5.6 317 449 -
23.5 metoxi-miricetina-3-O-pen(1—2)pen 595.1295 1.7 330:331 463 - 3.0 597.1440 1.7 333 465 -
23.88 metoxi-miricetina-3-O-deo(1—2)deo 623.1611 1.1 330:331 463 - - 6251782 -3.0 333 479 -
23.75 quercetina-3-O-pen(1—2)deo 579.1343 2.1 300:301 - - 3.0 581.1500 0.2 303 435 -
24.49 campferol-3-O-pen(1—2)pen 549.1244 1.1 284:285 - - 3.0 551.1332 2.4 287 419 -
25.22 metoxi-quercetina-3-O-pen(1—2)pen 579.1335 3.5 314:315 - - 3.0 581.1462 6.7 317 449 -
26.07 metoxi-quercetina-7-O-pen(1—2)deo 593.1499 2.2 314:315 - - 03 595.1445 -1.0 317 463 -
26.26 metoxi-quercetina-7-O-deo(1—2)deo 607.1659 1.5 314:315 - - 1.0  609.1815 -0.2 317 463 -
26.97 dimetoxi-miricetina-7-O-deo(1—2)deo  637.1758 2.5 345:346 - - 1.0 639.1862 9.1 347 493 -

R: razdo entre as intensidades [Yo-H]":Y(; hex = hexose; deo = deoxihexose; pen = pentose
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Tabela 12 - flavonoides-O-monoglicosilados detectados por CLAE-DAD-EM e CLAE-autoEM, nos modos positivo e negativo

tR . .. M-H] erro M-+H]" erro
(min.) flavonoide-O-monoglicosilado uv o‘t[)serva] do  (ppm) [YoH[Yo R ol[aserva] do (ppm)  Y,"
18.78 taxifolina-O-pentose 288; 340(sh) 435.0934 -0.2 303 - 437.1057 4.8 305
19.03 miricetina-3-O-hexose 254; 355 479.0828 0.6 316:317 3.0 481.0976 -1.0 319
19.46 miricetina-3-O-pentose 260; 350 449.0759 -7.6 316:317 3.0 451.0864 04 319
20.80 miricetina-3-O-deoxihexose 260; 350 463.0883 -0.2 316:317 3.0 465.103 -1.7 319
21.04 quercetina-3-O-hexose 254; 353 463.0903 -4.5 300:301 3.0 465.1036 -3.0 303
21.52 taxifolina-O-deoxihexose 287; 341(sh) 449.1085 0.9 303 - 451.1238 -0.7 305
21.76 taxifolina-O-pentose 289; 340(sh) 435.0944 -2.5 303 - 437.1054 5.5 305
22.15 quercetina-3-O-pentose 254; 353 433.0807 -7.2 300:301 3.0 435.0939 -2.8 303
22.21 metoxi-miricetina-7-O-hexose 264; 344 493.0986 0.4 330:331 2.0 495.1143 -3.0 333
22.66  campferol-3-O-hexose 2362‘(‘);(31%?(;15%; 4470934  -02  284:285 3.0  449.1081 0.7 287
22.71 metoxi-miricetina-O-pentose - 463.0878 0.9 330:331 - 465.103 -1.7 333
23.50 metoxi-miricetina-O-deoxihexose - 477.1042 -0.8 330:331 - 479.1197 -3.8 333
23.50 quercetina-7-O-deoxihexose 254, ;’gg(Sh); 4470947 3.1 300301 1.0 449.1089  -1.1 303
23.85 campferol-7-O-pentose - 417.0851 -5.8 284:285 3.0 419.0993 -4.8 303
25.10 metoxi-miricetina-O-hexose - 507.1139 1.0 344:345 - 509.1295 2.2 347
25.50 campferol-7-O-deoxihexose - 431.1011 -6.3 284:285 0.7 433.1144 -3.5 287
25.97 metoxi-quercetina-7-O-deoxihexose - 461.1074 33 314:315 1.0 463.1241 -0.2 317
27.95 metoxi-quercetina-3-O-hexose - 477.1017 4.4 314:315 3.0 479.1163 56 317

R: razdo entre [Yo-H]": Yy, sh ="ombro" do espectro de UV.
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De acordo com os espectros de UV, deconvoluidos por MCR-ALS, os valores de Amax
observados para estas moléculas foram entre 250-350 nm, similares aos descritos na literatura
para flavonol, e atribuidos as absor¢des do sistema benzoil (Apax 250-290 nm) e cinamoil (Amax
300-350 nm) (MARKHAM; MABRY, 1975).

A partir dos experimentos de EM (ESI+), dois ions principais para os flavonoides-O-
glicosilados foram observados: [M+H]", favorecido pelo uso de solventes acidos na separagdo
cromatografica, e ions produzidos pela perda de fragmentos neutros de 162, 146 e/ou 132 u.
Estes fons (Y;") foram justificados pela eliminagio do substituinte aglicar apos clivagem da
ligagdo éter na fonte de ionizagdo, em um processo denominado dissociacdo na fonte. A
remogcdo destas unidades de monossacarideos a partir de [M+H]" na fonte de ionizagdo pode
levar a uma falsa interpretagdo dos glicosideos uma vez que Y, (tri-O-glicosideo sem um
acucar) pode ser considerado [M+H]" de um di-O-glicosideo (VUKICS; GUTTMAN, 2010).

Ja os experimentos de EM (ESI-) produziram preferencialmente ions [M-H], ndo
sendo observada a dissociacdo da ligacdo O-glicosidica na fonte de ionizagao.

Para as analises por EM/EM, foram selecionados os ions [M+H]"/[M-H] e/ou as
respectivas agliconas [M-agtcar+H]"/[M-agucar-H], em experimentos realizados com
diferentes energias de colisdo (15 a 40eV). Nos experimentos de CLAE-autoEM/EM, a
selecdo dos 2 ions mais intensos também permitiu a fragmentacdo das moléculas protonadas
(ESI+) ou desprotonadas (ESI-) e suas respectivas agliconas para energias de colisdo de 15,
25 e 35eV.

O comportamento dos flavonoides-O-glicosilados nos experimentos de EM/EM variou
ante diferentes condigdes de energia e modo de ionizagcdo, e forneceu informagdes
importantes sobre as estruturas das agliconas e quanto a sequéncia e posicdo da(s)

glicosilagao(des).
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Nos experimentos EM/EM (ESI-), observaram-se ions da aglicona desprotonada Y e
ions radicalares das respectivas agliconas desprotonadas [Yo-H]", gerados a partir da
clivagem hetero- e homolitica do substituinte agucar. De acordo com a literatura, a
abundancia deste ion radical estd diretamente relacionado ao sitio de glicosilagao, sendo mais
intenso para flavonoéis-3-O-glicosideos (CUYCKENS; CLAEYS, 2005).

Assim, de acordo com os resultados obtidos, ¢ possivel sugerir que a principal
glicosilagdo em Chrysobalanaceae ocorre em O-3, onde a propor¢do [Yo-H]": Yy € 3-4 vezes
maior quando comparada as glicosilacdes em O-7 e O-4° (CUYCKENS; CLAEYS, 2005;
YANG etal., 2014).

A diferenciacdo entre di-O-glicosideos (monossacarideos ligados em diferentes
posicdes da aglicona) e O-di-glicosideos (substituinte dissacarideos) basearam-se nas
abundancias relativas dos ions Yy ¢ Y, onde Y, < Y, € caracteristico em espectros de di-O-
glicosideos, e Yy > Y, € observado em O-di-glicosideos. Ja para a determinagdo das ligacdes
interglicosidicas (1 — 2) ou (I — 6) em dissacarideos, considera-se a abundancia dos ions-
produtos Y;" anteo fon pico-base, caracterizado por Y,', obtidos em experimentos EM/EM.
Assim, em ligagdes (1 — 2) a intensidade de Y varia de 13-89%, enquanto que em ligacdes
(1 — 6) aintensidade Y| < 13% (CUYCKENS et al., 2000; FERRERES et al, 2004).

Nos resultados obtidos, ¢ proposta a presenca dos dois tipos de substituicdo e um
predominio de substituintes dissacarideos com padrao de ligacao (1 — 2) - tabela 12.

Ainda na andlise de O-di-glicosideos, a formag¢do do ion Y* foi observada em
experimentos EM/EM (ESI +), que corresponde a perda de uma unidade hexose interna em
mecanismo envolvendo a transferéncia do préton localizado no oxigénio carbonilico em C-4
ao residuo de agucar terminal, presente no substituinte dissacarideo - Figura 25 (MA et al.,

2000).
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Figura 25 - Mecanismo proposto para a formagao do ion Y* formado durante experimetos EM/EM
(ESI +) de quercetina-3-O-hexose(1—2)deoxihexose protonada [M+H]"

Estes ions sdo gerados em condi¢cdes de baixa energia de colisdo e normalmente
encontram-se em baixa intensidade em flavondis, como observado nos resultados obtidos -

Figura 26 (MA et al., 2000; YANG et al., 2014).

Figura 26 - Espectros de CID-MS em modo positivo mostrando o perfil de fragmentagao de
quercetina-3-O-hexose(1—2)deoxihexose protonada [M+H]"
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Adicionalmente aos resultados propostos, foi observado que os flavonoides-O-
glicosilados detectados apresentavam diferengas no espectro UV quando comparados aos
dados referentes as agliconas livres, tanto em relagdao aos deslocamentos no Ana, quanto entre
as intensidades das bandas I e I (A/Ay), o que poderia estar relacionado a posi¢do da ligacao
glicosidica.
Uma anadlise criteriosa dos espectros UV recuperados por MCR em associagdo com o0s

dados de EM e EM/EM mostrou que estas variagdes poderiam ser consequéncia da posi¢ao da

O-glicosilagdo. De acordo com a literatura, apenas o deslocamento no An.x - efeito
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hipsocromico de até¢ 30 nm - foi descrito como consequéncia de sitio de O-glicosilagdo em
flavonoides (SINGH et al., 2010; ANOUAR et al., 2012).

Na tentativa de confirmar estas observagdes, padrdes de quercetina e rutina
(quercetina-3-O-rutinosideo) foram analisadas por CLAE-DAD e comparadas, evidenciando a

variagdo do espectro UV (efeito hipsocromico e AAY/Ay) - Figura 27.

Figura 27 - Espectro UV dos padrdes quercetina (azul) e rutina (quercetina-3-O-rutinosideo, verde).
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Pela metodologia de EM utilizada os agucares epiméricos ndo sdo diferencidveis pois
sdao diastereoisomeros distinguindo apenas na configuracao do centro estereogénico, o que
ndo influi no valor de massas. Logo, a partir dos dados obtidos ndo se pode determinar, por
exemplo, se a eliminacdo de 162 u corresponde a uma molécula de glicose ou galactose.
Assim considerou-se apenas a classe do acucar (hexose, desoxihexose ou pentose).

A 1identifica¢do das agliconas foi baseada nos espectros UV, na massa acurada dos
jons Yo" e Yy, e em experimentos EM/EM, obtidos em ESI (+) e ESI (-), e permitiu a
detecgdo de campferol ([Yo-H] /Yy = 284-285), quercetina ([Yo-H] /Yo = 300-301),
miricetina ([Yo-H]" /Yo = 316-317) e taxifolina (Yo = 303, ndo apresentou [Yo-H]",
provavelmente devido a auséncia da ligacdo m entre C-3 e C-2) - Figura 28 (YANG et al.,

2014).
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Figura 28 - CID-EM (ESI-) evidenciando a formagdo dos ions regular e radical de (a) miricetina, (b)

quercetina, (¢) campferol e (d) taxifolina.
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A andlise dos dados de EM/EM das agliconas indicou um padrdo de fragmentacao

semelhante ao descrito na literatura, com eliminagdo de H,O, CO, e clivagens no anel C

como, por exemplo, Retro-Diels-Alder (RDA). Derivados metoxilados de quercetina e

miricetina, ainda ndo descritos na familia, foram detectadas nas amostras analisadas por

CLAE-DAD-EM/EM e CLAE-autoEM/EM. Observou-se a perda de 15 u, proposta como a

eliminagdo do radical CH;"" por reagdo redox e estabilizado pelo sistema de conjugacio T,

caracteristico de flavonol, e de fragmentos neutros CHy4 (16 u) e/ou CH3OH (32 u) obtidos por

reacOes acido-base - tabela 13, Figuras 29 a 31 (MA et al., 1997; CROTTI et al., 2006;

JUSTINO et al., 2009).
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Tabela 13 - Principais ions-produto formados para as agliconas por EM/EM, ESI +.

lons Taxifolina Campferol Quercetina Miricetina Metoxi-Quercetina Metoxi-Miricetina Dimetoxi-Miricetina
[M+H]" 305 285 303 319 317 333 347
[M+H-CH,]" — — — — 302 318 330
[M+H-CH,4]" — — — — — — 331
[M+H-H,0]" 287 269 285 301 299 — —
[M+H-CHO]" — 258 274 290 288 — —
[M+H-CO]" — 259 275 291 289 — —
[M+H-CH;0H]" — — — — 285 301 —
[M+H-2CH;0H]" — — — — 285 301 —
[M+H-2H,0]" — — 267 283 — — —
[M+H-COCH;]" — — — — 274 290 —
[M+H-H,0-CO]" 259 241 257 273 — 287 —
[M+H-H,0-CHO]" 258 — — — — 286 —
[M+H-CH;0H-CO]" — — — — 257 273 285
[M+H-2CO]" — 231 247 263 — — —
[M+H-2H,0-CO]" 241 — — 255 — — —
[M+H-2CO-H,0]" 231 213 229 245 — — —
[M+H-C,H,0]" — — — — 275 — 303
[M+H-2C,H,0]" 213 — 219 — 233 249 287
[M+H-C,H,0,]" — — 245 — — — —
[M+H-2C,H,0,]" — — 187 — — — —
[M+H—2CO-C,H,0,]" — 147 163 — 177 — —
02A* 167 165 165 165 165 165 165
"2A°_CO 139 137 137 137 — — —
"2A"_H,0 149 — — — — — —
02g* — 121 139 153 167 167 167
L2g* 123 — — — — — —
BAT 153 153 153 153 153 153 153
B 2H — 133 149 165 163 149 149
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Figura 29 - Proposta da via mecanistica de fragmentagdo da quercetina (m/z 303) a partir de EM/EM, em modo positivo.
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Figura 30 - Proposta da via mecanistica de fragmentagéo da taxifolina (m/z 305) a partir de EM/EM, em modo positivo.
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Figura 31 - Proposta da via mecanistica de fragmentagdo da metoxiquercetina (m/z 317) a partir de EM/EM, em modo positivo.
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Na andlise das folhas de Licania hoehnei, detectou-se um cumaroilhexose-flavonol
([M+H]" m/z 595,1429). Como a unidade cumaroilhexose possui a mesma massa molecular
nominal (309 u) de uma unidade (rutinose) hexose+deoxihexose e ambas foram reportadas no
género Licania, ¢ sao substitui¢des de ocorréncia relativamente comum em flavonoides, a
obtengdo dos ions com massas moleculares em alta resolucdo foi utilizada para a
diferenciag@o entre as duas possibilidades (tabela 11). Assim, a relagdo m/z observada para o
jon [M+H]" apresentou um erro de 3,8 ppm em relagio ao derivado cumariolhesoxe
(C30H27013"), e um erro de 39,3 ppm quando comparado o derivado hexose-deoxihexose
(Cy7H3,0 5+). Para confirmar a detecgdo, os experimentos EM/EM também foram obtidos em
alta resolucdo. Para tanto, fez-se a calibragdo das analises com o padrao interno Na-TFA. Para
o ion produto m/z 309,0970, referente a liberagdo da aglicona, o erro relativo da unidade
cumaroilhexose (CisH70;7) foi de 1,3 ppm, ao passo que para a unidade de hexose-
deoxihexose (C12H109") é de 69,9 ppm. Para o ion produto m/z 147,0436, um erro de 6,8
ppm foi relacionado & uma unidade cumaroil (CoH;0,"), enquanto que um erro de 150,3 ppm,

a uma unidade de deoxihexose (Cs¢H;;04).

Tabela 14 - Erros calculados para as formulas moleculares propostas para m/z 595, 309 e 147.

formula m/z erro
m/z observado

molecular calculado (ppm)
caempferol-3-(6"-p-cumaroil)- +
hexose CaoH27013 595,1429 595,1452 3.8
caempferol-3-O-rutinopiranosideo ~ Cy7H3, 05" 595,1663 393
cumaroilhexose CsH;70," 309.0970 309,0974 1,2
rutinose C1oH, 00" ’ 309,1186 69,8

. +

cumaroil CoH;0, 147,0436 147,0446 6.8

deoxihexose Ce¢H 104" 147,0657 150,2
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4.4 BIOENSAIOS PARA VERIFICAGAO DE ATIVIDADE CITOTOXICA
4.4.1 Avaliacdo da citotoxicidade com Saccharomyces cereviseae

A atividade citotoxica das espécies de Chrysobalanaceae foi avaliada durante a
elaboragdo da extratoteca em ensaio de reparo do DNA em linhagens mutantes de
Saccharomyces cerevisiae. Neste bioensaio, a inibi¢ao seletiva do crescimento de linhagens
mutantes de leveduras (proficientes ou deficientes no reparo do DNA) ¢ um indicativo de
atividade citotoxica (GUNATILAKA et al., 1994).

Os resultados obtidos demonstraram que os extratos das folhas de Parinari excelsa,
Licania kunthiana e Hirtella hebeclada (100puL a 4mg.mL™), possuem atividade citotoxica
ante cepas de S. cerevisiae, em especial para H. hebeclada (M491) com seletividade para a
cepa RS 321N deficiente em topoisomerase II ¢ para P. excelsa, ativa diante da linhagem

selvagem Rad+ e linhagem Rad 52Y deficiente em topoisomerase I - tabela 12.

Tabela 15 - Atividade citotoxica dos extratos de Chrysobalanaceae frente as diferentes linhagens de S.

cereviseae.

Saccharomyces cereviseae
Espécie vegetal Parte ~ Codigo _ICp (ng.mL™)

Rad+ Rad52Y RS 32IN
Licania hoehnei Folhas M847 1 1 1
Licania kunthiana Folhas M846 10,0 i i
Licania humilis Ramos AM253 NT NT NT
Licania humilis Folhas AM254 NT NT NT
Couepia grandiflora Folhas AM229 NT NT NT
Couepia grandiflora  Ramos AM230 NT NT NT
Hirtella hebeclada Folhas M491 i i 12,5
Hirtella hebeclada Folhas M799 11,0 i i
Hirtella hebeclada Ramos MS851 i 1 1
Parinari excelsa Folhas MS821 11,5 11,0 1

1 = inativo, NT = ndo testado

A resposta das linhagens selvagem e mutante indica a influéncia da complexidade

metabolica na atividade bioldgica, i.e., as amostras apresentam compostos atuando de maneira
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associada em um processo multifatorial, assim a bioatividade ndo pode ser facilmente

explicada em termos mecanisticos reduzidos (WAGNER; ULRICH-MERZENICH, 2009).

4.4.2 Avaliacdo da citotoxicidade com linhagens tumorais

Devido ao resultados de citotoxicidade obtidos em linhagens de Saccharomyces
cerevisiae, os extratos de Chrysobalanacecae também foram submetidos a avaliagdo da
citotoxicidade diante das linhagens tumorais.

A viabilidade celular foi realizada utilizando o ensaio colorimétrico quantitativo com o
sal tetrazolina amarelo (MTT). Quando este reagente ¢ incubado com células vivas, ¢ clivado
por enzimas mitocondriais, convertendo-se em um composto azul denominado formazan.
Assim, a producgdo de formazan reflete o estado funcional da cadeira respiratoria celular.

Os resultados apresentados na Tabela 13 nao evidenciam atividade citotoxica, i.e.,

inibi¢ao da viabilidade celular > 75 % em pelo menos duas linhagens.

Tabela 16 - Percentual de inibigdo do crescimento celular (IC%) das amostras em 3 linhagens
tumorais testadas na concentragio de 50pug.mL™".

HCT-8 MDAMB-435 SF-295
Média DPM Média DPM Média DPM

Espécie vegetal Parte  Codigo

Licania hoehnei Folhas M&847 24,0 +1,4 -31,9 14,6 14,3 +0,0
Licania kunthiana  Folhas M846 29,3 +1,7 -47,6 +20,6 -14,7 +1,5
Licania humilis Ramos AM253 144 +1,0 38,4 +2.0 42,6 +2.2
Licania humilis Folhas AM254 26,8 +1,7 47,0 +1,5 65,1 +1,8

C. grandiflora Folhas AM229 4373 +6,9 19,2 +5.4 20,2 +19,3
C. grandiflora Ramos AM230 23,7 +0,2 -7,8 +11,8 16,3 +8,9

Hirtella hebeclada Folhas M491 26,2 +2.3 -27,1 +18,5 12,0 +10,7
Hirtella hebeclada Folhas M799 25,5 +2.1 -37,0 +31,7 -5,3 +9.4
Hirtella hebeclada Ramos MS851 16,2 +0,2 -3,9 +114 6,2 +5,6

Parinari excelsa Folhas MS821 28,4 +1.4  -351 11,1 -11,2  £25

A 1natividade observada neste bioensaio contrasta com o potencial citotoxico descrito

na literatura e observado no ensaio com levedura S. cerevisiae, contudo pode ser justificado
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pela rica composicao flavonoidica que, segundo a literatura, estd mais relacionado a
citoprotegao (CARNEVALE NETO et al., 2013).

Com o intuito de se entender a dindmica envolvida na citotoxidade dos extratos de
Chrysobanaceae, sugere-se o uso de métodos que associem a analise metabolica a atividade
citotoxica através do monitoramento das mudangas metabdlicas das linhagens celulares e
tumorais em resposta aos estimulos farmacologicos ou toxicoldgicos dos extratos vegetais.
Assim, a partir da comparacao entre as composi¢des metabolicas dos extratos e das linhagens
celulares, € possivel tracar um perfil de variagdo na bioquimica celular (se esta ocorrer) e os
compostos vegetais que estdo mais relacionados a esta toxicidade (de maneira positiva e

negativa) (KIM et al., 2010; ULRICH-MERZENICH et al., 2010).
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5 CONCLUSOES

Neste trabalho, espécies vegetais da familia Chrysobalanaceae foram estudadas
visando a determinacdo de sua composicdo metabodlica e ao entendimento do potencial
citotoxico sob a Optica da biologia sistémica.

Os extratos de Couepia grandiflora, Hirtella hebeclada, Licania hoehnei, Licania
kunthiana, Licania huminis e Parinari excelsa foram obtidos do banco de extratos construido
pelo NuBBE (Nucleo de Bioensaios Biossintese ¢ Ecofisiologia de Produtos Naturais) em
parceria com o Instituto Botanico de Sao Paulo.

As amostras vegetais foram analisadas por CG-EM, CLAE-DAD-EM/EM e CLAE-
autoEM/EM para a determinacao do perfil quimico e para a obtengao de dados espectrais dos
metabolitos presentes nos extratos.

A metodologia de desreplicagcdo iniciou com a constru¢do de uma base de dados
contendo valores de massas de alta resolucdo e espectros UV de todos os metabolitos
secundarios ja relatados para a familia Chrysobalanaceae.

A andlise dos extratos por CG-EM exigiu etapas de derivatizacdo (metoximacao e
sililacdo) e permitiu, através dos espectros de massas e calculo do indice de retengdo, a
deteccdo de metabolitos primarios (aminodcidos, 4acidos e agucares) e secundarios
(flavonoides e terpenos). O uso de ferramentas matematicas de anélise multivariada, como a
deconvolugdo empirica proposta pelo software AMDIS e a extragdao espectral desenvolvida
pelo algoritmo RAMSY, assistiram a desreplicagdo ao "superar" a baixa resolucdo
cromatografica tipica de extratos vegetais. Contudo, a auséncia dos metabolitos relatados para
a familia nas bases de dados limitaram o alcance da identificagdo metabolica.

A andlise dos extratos por CLAE-DAD-EM/EM possibilitou a detecgao de

metabolitos, na sua maioria, derivados de flavonoides ja descritos em Chrysobalanaceae.
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Polimeros de epi*-catequina e epi*-galocatequina foram identificados nos extratos
vegetais, especialmente nas amostras de Couepia grandiflora. Estas moléculas foram
detectadas através dos espectros de UV deconvoluidos por MCR-ALS, uma vez que a
separacao cromatografica nao foi adequada, e dos experimentos CID-EM, nos modos positivo
e negativo, este fornecendo melhor sensibilidade. O grau de polimerizacdo foi proposto a
partir do variagao isotdpica em razdo da auséncia dos ions protonados e desprotonados devido
a selegdo de janela de detecgdo até 1000 m/z.

Os extratos de Chrysobalanaceae apresentaram uma grande variabilidade de flavonol-
O-glicosilados, compostos principalmente por campferol, quercetina e miricetina. Os
substituintes glicosideos ligado aos flavonoides eram mono- ou dissacarideos formados por
hexose, deoxihexose e/ou pentose. A posi¢do na qual o sacarideo estd ligado a aglicona foi
determinada através de razdes especificas entre os fragmentos formados a partir dos ions
precursores em espectrometria de massas no modo de ioniza¢do negativo.

Adicionalmente, em dissacarideos, a posicdo das ligagdes interglicosidicas foi
proposta de acordo com as intensidades dos ions formados a partir das clivagens das ligacdes
éter entre os agucares e entre o agucar € a aglicona. De acordo com os resultados obtidos tanto
pela razao entre o ion radical e regular quanto pelas intensidades dos ions formados a partir
das clivagens da ligacdo éter, foi proposta a presenga de flavonoides-O-glicosilados na
posicao O-3, e dissacarideos de ligagdo interglicosidica (1—2). Ainda, durante as analises dos
flavonoides-O-glicosilados por CLAE-DAD-EM/EM, observou-se o efeito hipsocromico da
banda II de absorcao UV, além de alteragdes na intensidade entre as bandas I e II, que
sugerem a partir de comparagdes com a literatura, a posi¢ao de glicosilagdo em O-3.

Os resultados de atividade citotoxica obtidos durante a elaboragdao da extratoteca
sugeriu o potencial antitumoral das espécies de Chrysobalanaceae. Contudo a avaliagdo do

potencial citotoxico dos extratos brutos diante das diferentes linhagens tumorais demonstrou
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que os extratos nao sao ativos, o que pode estar relacionado a limitagdes quanto a extragao de
compostos de menor polaridade, como os diterpenos. Esta hipotese esta de acordo com dados
apresentados na literatura, em que o uso de método extrativo por fluido pressurizado,
utilizando etanol, ¢ eficiente na extracdo de compostos polifendlicos, em especial
flavonoides-O-glicosilados, usualmente relacionados a citoprotecao.

Diante dos resultados apresentados, fica evidente a importancia do desenvolvimento
de métodos racionais que auxiliem na identificacdo metabolica em matrizes vegetais,
tornando o estudo de produtos naturais mais eficiente, por exemplo, na busca por moléculas
bioativas. Adicionalmente, novas abordagens que explorem a biodiversidade e suas aplicagdes
nas ciéncias terap€uticas sdo necessarias para fornecer informagdes ainda desconhecidas,
como o pluralismo de efeitos em misturas, sinergismos e antagonismos. Deste modo,
reducionismo e holismo, como enfoques complementares, usados de maneira conjunta,
poderdo nos ajudar a chegar a um conhecimento mais profundo da vida, e de como podemos

manté-la em perfeita harmonia.
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Tabela 17 - Distribui¢do dos metabdlitos nas seis espécies de Chrysobalanaceae analisadas por CLAE-DAD-EM/EM, CLAE-autoEM/EM e CG-EM.

Substancias CgF CgR HhF01L HhF02 HhR LhF LkF LhuF LhuR PeF

epi*-catequina + + - - - - + -
epi*-galocatequina + +

+|+1

J’_
J’_

J’_
1
1
1

(E)Cat-A~(E)Cat - -

1
+

4+ |1
1

1

1

+

1

+

(E)Cat-B-(E)Gal

(E)Cat-A-(E)Gal

(E)Gal-A-(E)Gal

(E)Cat-A-(E)Cat-A-(E)Gal

(E)Cat-A-(E)Gal-A-(E)Gal

|+ ]
=+ |1
1
1
1
1
1
1

(E)Gal-A~(E)Gal-A-(E)Gal

(E)Cat-A-(E)Cat-B-(E)Cat-A-(E)Cat

(E)Gal-A-(E)Gal-B-(E)Gal-A-(E)Gal

(E)Gal-A-(E)Gal-A-(E)Gal-B-(E)Gal-A-(E)Gal

|+
1
1
1
1
1
1
1

(E)Gal-A-(E)Cat-A-(E)Gal-B-(E)Gal-A-(E)Cat-A-(E)Gal

taxifolina-O-pentose

miricetina-3-O-hexose

miricetina-3-O-pentose

miricetina-3-O-deoxihexose

||+
||+

1

1

1

1
|+ 4]

quercetina-3-O-hexose

taxifolina-O-deoxihexose

taxifolina-O-pentose

1
1
1
1
1
1
1
4+ ]+

quercetina-3-O-pentose

++|
1

metoxi-miricetina-7-O-hexose

1
++|+]
1
1
+
1
+ |1

taxifolina-O-pentose - -

+

campferol-3-(6"-p-cumaroil)-hexose - - - - - + - - -

Cg_F: Folhas de Couepia grandiflora; Cg_R: Ramos de Couepia grandiflora; Hh _FO01: Folhas de Hirtella hebeclada coletadas no P.E. Serra do Mar; Hh_F02:
Folhas de Hirtella hebeclada coletadas na E.E. da Juréia; Hh R: Ramos de Hirtella hebeclada coletadas na E.E. da Juréia; Lh_F: Folhas de Licania hoehnei; Lk F:
Folhas de Licania kunthiana; Lhu_F: Folhas de Licania humilis; Lhu_R: Ramos de Licania humilis; Pe_F: Folhas de Parinari excelsa.



106

Tabela 17 - Continuacdo

Substancias Cg F Cg R Hh_F01 Hh_F02 Hh R Lh F Lk F Lhu F Lhu R Pe F

campferol-3-O-hexose + + - + - N + 4 1 T

metoxi-miricetina-O-pentose + - - ; - + + _ i i

metoxi-miricetina-O-deoxihexose - - - - - + + - - .

quercetina-7-O-deoxihexose - + - + - - - + + -

campferol-7-O-pentose + - - - - - - - - -

metoxi-miricetina-O-hexose - - - - - - + - - -

campferol-7-O-deoxihexose + - - - - - _

metoxi-quercetina-7-O-deoxihexose - - - - - T .

metoxi-quercetina-3-O-hexose - - + - - - -

miricetina-3-O-deo(1—2)hex - - - - - - -

miricetina-3-O-hex(1—2)deo + - - - - - - - - -

quercetina-di-O-hex - - - - - - - B - T

metoxi-miricetina-di-O-hex - - - - - + - - - -

quercetina-3-O-hex(1—2)pen - - - - - - -

+ +
quercetina-7-O-hex(1—2)deo - - - + - - - + - +
quercetina-O-hex-deo + - - - - - - +

quercetina-O-hex-pen - - - - - - - - _ T

metoxi-miricetina-O-hex-deo - - - - - + - - - -

quercetina-3-O-hex(1—6)deo - - - - - - - - - +

quercetina-7-O-deo(1—2)hex - - - - - - - + - -

quercetina-3-O-pen(1—2)pen - - +

_l’_
campferol-7-O-hex(1—2)deo + + - + - + + + - +
metoxi-quercetina-7-O-hex(1—2)deo + +

metoxi-miricetina-3-O-pen(1—2)pen - - - - - + - - - -

Cg F: Folhas de Couepia grandiflora; Cg R: Ramos de Couepia grandiflora; Hh FO01: Folhas de Hirtella hebeclada coletadas no P.E. Serra do Mar; Hh_F02:
Folhas de Hirtella hebeclada coletadas na E.E. da Juréia; Hh R: Ramos de Hirtella hebeclada coletadas na E.E. da Juréia; Lh_F: Folhas de Licania hoehnei; Lk F:
Folhas de Licania kunthiana; Lhu_F: Folhas de Licania humilis; Lhu_R: Ramos de Licania humilis; Pe_F: Folhas de Parinari excelsa.
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Tabela 17 - Continuacdo

Substancias Cg F Cg R Hh FO1 Hh FO2 Hh R Lh F Lk F Lhu F Lhu R Pe F
metoxi-miricetina-3-O-deo(1—2)deo - - - - - - + + - i
quercetina-3-O-pen(1—2)deo - - + + - - - + - i
campferol-3-O-pen(1—2)pen - - + + - - - - -
metoxi-quercetina-3-O-pen(1—2)pen - - - + - - - - - -

metoxi-quercetina-7-O-pen(1—2)deo - - - - -

metoxi-quercetina-7-O-deo(1—2)deo - - - - -

+ |+ |+
1
1
1
1

dimetoxi-miricetina-7-O-deo(1—2)deo - - - - -

Cg_F: Folhas de Couepia grandiflora; Cg_R: Ramos de Couepia grandiflora; Hh_FO1: Folhas de Hirtella hebeclada coletadas no P.E. Serra do Mar; Hh_F02:
Folhas de Hirtella hebeclada coletadas na E.E. da Juréia; Hh_R: Ramos de Hirtella hebeclada coletadas na E.E. da Juréia; Lh_F: Folhas de Licania hoehnei; Lk F:
Folhas de Licania kunthiana; Lhu_F: Folhas de Licania humilis; Lhu_R: Ramos de Licania humilis; Pe F: Folhas de Parinari excelsa.
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Tabela 17 - Continuacédo

Substéncias Cg F Cg R Hh FO1 Hh F02 Hh R Lh F Lk F Lhu F Lhu R Pe F
Hidroquinona 2TMS - - - - - - - - - +
Acido maélico 3TMS + + + + + + + + + +
Treitol 4TMS + + + + + + + + + +
Eritritol 4TMS + + + + + + + + + +
Acido piroglutamico 2TMS + + + + + + + + + +
Acido y-aminobutirico 3TMS - + + + + + + - + +
Acido trednico 4TMS + - + - - + + + + .
Acido trans cinAmico 1TMS - - - - - - - - - +
Acido glutimico 3TMS - - - - - - - - - +
Acido tartarico 4TMS - - - - - - - - + .
Acido 4-hidroxi-benzoéico 2TMS + - + - - + } + + +
Ribose IMEOX 4TMS + + + + + + + + + +
Arabinose IMEOX 4TMS + + + + - + + + + +
Xilose IMEOX 4TMS + + + + - + + + + +
Ribitol 5STMS + + + + + + + + +
Xilitol 5TMS + + + + + + + + +
Arabitol 5TMS + + + + + + + + + +
Ramnose IMEOX 4TMS - - - - - - - + _ _
Putrescina 4TMS - - - - - - - - + .
Acido vanilico 2TMS - - + + + + - - - -
Ononitol STMS - + + - + - -

Cg_ F: Folhas de Couepia grandiflora; Cg R: Ramos de Couepia grandiflora; Hh_FO1: Folhas de Hirtella hebeclada coletadas no P.E. Serra do Mar;
Hh_F02: Folhas de Hirtella hebeclada coletadas na E.E. da Juréia; Hh_R: Ramos de Hirtella hebeclada coletadas na E.E. da Juréia; Lh_F: Folhas de Licania
hoehnei; Lk _F: Folhas de Licania kunthiana; Lhu_F: Folhas de Licania humilis; Lhu_R: Ramos de Licania humilis; Pe_F: Folhas de Parinari excelsa.
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Tabela 17 - Continuacdo

Substancias Cg F Cg R Hh FO1 Hh_F02 Hh R Lh F Lk F Lhu F Lhu R Pe F
Xantina 3TMS - - - - - - - + - ;
Acido hexadecanoico 1TMS + + + + + + + - + -
Mio-inositol 6TMS + + + - - + + + T T
Acido trico 4TMS - - - - + - - + - -
Acido fertlico 2TMS + - - - - - - - - -
Fitol 1'TMS MP + + + + - + + - - +
o,o-trealose 8TMS + + + - + + + -
Maltose IMEOX 8TMS + + + + - + + + - +
Guanosina STMS - - - - - - i, + . )
Melibiose IMEOX 8TMS + - + - - + - - - -
Isomaltose IMEOX 8TMS + - + + - + + - - +
Catequina 5TMS + + + + + - + + - +
Epicatequina STMS + + + + + - - + - +
Epigalocatequina 6TMS + + - - - - - - - -
Luteolina 4TMS - - + + - - - - - -
Kaempferol 5STMS - - + - + + + - +
a-tocoferol 1TMS + + - - + + - - - -
Rafinose 11TMS - + - - - + + + - +
Quercetina STMS - - + + - - - - - +
Estigmasterol 1TMS - - + - - - - + - +
B-sitosterol 1TMS + + - - - + + + - +
Lanosterol 1 TMS + + - - + + + + + -
Acido oleanolico 2TMS + + - - - + + T + +
Acido ursolico 2TMS + + + + + - +

Cg F: Folhas de Couepia grandiflora; Cg_R: Ramos de Couepia grandiflora; Hh_FO1: Folhas de Hirtella hebeclada coletadas no P.E. Serra do Mar;
Hh_F02: Folhas de Hirtella hebeclada coletadas na E.E. da Juréia; Hh_R: Ramos de Hirtella hebeclada coletadas na E.E. da Juréia; Lh_F: Folhas de Licania
hoehnei; Lk _F: Folhas de Licania kunthiana; Lhu_F: Folhas de Licania humilis; Lhu_R: Ramos de Licania humilis; Pe_F: Folhas de Parinari excelsa.



