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RESUMO

Este trabalho teve como objetivo o estudo quimico, determinacdo dos teores de
fendis e flavonoides totais e a avaliacdo das atividades antirradicalar e mutagénica
dos extratos hidroalcodlicos (70% de etanol, v/v) de folhas de Pouteria torta e
Pouteria ramiflora (Sapotaceae). O estudo por HPLC-DAD, HPLC-ESI-IT-MS?,
HPLC-ESI-QTRAP-MS? e ESI-IT-MS/MS possibilitou a identificacdo de treze
substancias derivadas da miricetina, quercetina, apigenina além do &cido galico e do
acido quinico. Com a técnica HPLC-DAD foi possivel quantificar as substancias
miricetina-3-O-B-D-galactopiranosideo,  miricetina-3-O-a-L-arabinopiranosideo e
miricetina-3-O-a-L-rhamnopiranosideo nos extratos hidroalcodlicos das duas
espécies. Os teores de miricetina-3-O-3-D-galactopiranosideo encontrados foram de
2,53 e 13,55 mg.g™ de extrato para P. torta e P. ramiflora, respectivamente. Para
miricetina-3-O-a-L-arabinopiranosideo foi encontrado 1,33 mg.g™ de extrato de P.
torta. Os valores encontrados para miricetina-3-O-a-L-rhamnopiranosideo foram de
2,20 e 9,61 mg.g™ de extrato para P. torta e P. ramiflora, respectivamente. O extrato
hidroalcodlico de P. torta apresentou 11,66 mg.g™ de extrato de fendis totais e 16,11
mg.g™* de extrato de flavonoides totais, enquanto a infuséo das folhas apresentou
90,83 mg.g™ de infuso de fendis totais e 5,56 mg.g™* de infuso de flavonoides totais.
Pouteria ramiflora apresentou 125,87 mg.g™* de extrato de fendis totais e 48,82 mg.g’
! de extrato de flavonoides totais. O teor de fendis totais na infusdo folhas de P.
ramiflora foi de 55,85 mg.g™ de infuso, enquanto o teor de flavonoides totais foi de
27,84 mg.g’ de infuso. A atividade antirradicalar utilizando DPPH indicou ICso de
3,83 e 0,18 mg.mL" para os extratos hidroalcodlicos de P. torta e P. ramiflora,
respectivamente, quando comparados aos valores encontrados para os padroes de
quercetina (0,03 mg.mL™) e 4cido galico (0,01 mg.mL™). Para as infusdes os valores
encontrados foram de 0,53 e 2,62 mg.mL* para P. torta e P. ramiflora,
respectivamente. Ambos 0s extratos apresentaram atividade mutagénica in vitro pelo
Teste de Ames. O extrato hidroalcodlico de P. torta apresentou mutagenicidade as
linhagens TA97a e TA98, enquanto o extrato hidroalcodlico de P. ramiflora
apresentou mutagenicidade a linhagem TA97a, em auséncia de metabolizacéo,
sugerindo a necessidade de estudos mais criteriosos dessas espécies, que Sao
utilizadas na medicina popular como vermifugos e no combate a diarreia.

Palavras-chave: Padronizacdo de extratos vegetais, flavonoides, espectrometria de
massas, atividade antirradicalar, teste de Ames.



ABSTRACT

This work aimed the chemical study, and the determination of total phenols and
flavonoids amounts and the evaluation of the antiradical and mutagenic activities of
hydroethanolic extracts (70% ethanol, v / v) of Pouteria torta and Pouteria ramiflora
(Sapotaceae). The study by HPLC-DAD, HPLC-ESI-IT-MS/MS, HPLC-ESI-QTRAP-
MS/MS and ESI-IT-MS/MS allowed the identification of thirteen substances derived
from myricetin, quercetin, apigenin, and, in addition, gallic acid and quinic acid. It was
possible to quantify substances by HPLC-DAD technique: myricetin-3-O-8-D-
galactopyranoside, myricetin-3-O-a-L-arabinopyranoside and myricetin-3-O-q-L-
rhamnopyranoside (M-3-O-RHA) in the hydroethanolic extracts of P. torta and P.
ramiflora leaves. The amounts of M-3-O-GAL found were 2,53 and 13,55 mg.g™ of
extract for P. torta and P. ramiflora respectively. For M-3-O-ARA was found 1,33
mg.g™* of P. torta extract. The values found for M-3-O-RHA were 2,20 and 9,61 mg.g’
! of extract for P. torta and P. ramiflora respectively. The hydroalcoholic extract of P.
torta presented 11,66 mg.g™ of extract for total phenols and 16,11 mg.g™” of extract
for total flavonoids, while the infusion of the leaves showed 90,83 mg.g™ of infusion
for total phenols and 5,56 mg.g™ of infusion for total flavonoids. Pouteria ramiflora
showed 125,87 mg.g™ of extract for total phenols and 48,82 mg.g™ of extract for total
flavonoids. The total phenolic content in leaves infusion of P. ramiflora was 55,85
mg.g*, whereas the content of total flavonoids was 27,84 mg.g™ of infusion. The
antiradical activity using DPPH showed ICs, of 3,83 and 0,18 mg.mL™ for the
hydroethanolics extracts of P. torta and P. ramiflora, respectively, when compared to
the values found for the standards of quercetin (0,03 mg .mL™) and gallic acid (0,01
mg.mL™). For infusions the values were 0,53 and 2,62 mg.mL™ for P. torta and P.
ramiflora respectively. Both extracts showed in vitro mutagenic activity by the Ames
Test. The hydroethanolic extract of P. torta showed mutagenicity against TA97 and
TA98 strains, while the hydroethanolic extract of P. ramiflora showed mutagenicity
against TA97 strain in the absence of metabolism, suggesting that more careful
studies of these species are necessary, once these species are used in folk medicine
as vermifuges and combating diarrhea.

Keywords: Plant extracts padronization, flavonoids, mass spectrometry, antiradicalar

activity, Ames test.
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mm, 5um), 5 a 100% de B em 60 min (Solvente A: H,O acidificada com 0,1%
de TFA; Solvente B: MeOH acidificado com 0,1% de TFA), 40°C, A = 254 nm,
vaz&o 1 mL min™.

Figura 25. Cromatogramas dos extratos hidroalcodlicos de folhas de P. torta
(a) e P. ramiflora (b). Cromatogramas sobrepostos (c). Coluna Phenomenex®
Synergi® Hydro-RP (250 x 4,6 mm, 5um), 20 a 42% de B em 30 min (Solvente
A: H,0O acidificada com 0,1% de TFA; Solvente B: ACN acidificada com 0,1%
de TFA), 40°C, A = 254 nm, vazao 1 mL min™.

Figura 26. Cromatogramas do extrato hidroalcodlico de folhas de P. torta (a) e
de sua coinjecdo com acido galico (b), miricetina-3-O--D-galactopiranosideo
(c), miricetina-3-O-a-L-arabinopiranosideo (d), miricetina-3-O-a-L-
rhamnopiranosideo (e) e quercetina-3-O-B-D-galactopiranosideo  (f).
Cromatogramas sobrepostos (c). Coluna Phenomenex® Synergi® Hydro-RP
(250 x 4,6 mm, 5um), 20 a 42% de B em 30 min (Solvente A: H,O acidificada
com 0,1% de TFA; Solvente B: ACN acidificada com 0,1% de TFA), 40°C,
DAD (254 nm), vazdo 1 mL min™.

Figura 27. Cromatogramas do extrato hidroalcodlico de folhas de P. ramiflora
(@) e de sua coinjecdo com acido galico (b), miricetina-3-O-3-D-
galactopiranosideo (c), miricetina-3-O-a-L-arabinopiranosideo (d), miricetina-
3-0-a-L-rhamnopiranosideo (e) e quercetina-3-O-B-D-galactopiranosideo (f).
Cromatogramas sobrepostos (c). Coluna Phenomenex® Synergi® Hydro-RP
(250 x 4,6 mm, 5um), 20 a 42% de B em 30 min (Solvente A: H,O acidificada
com 0,1% de TFA; Solvente B: ACN acidificada com 0,1% de TFA), 40°C,
DAD (254 nm), vazdo 1 mL min™.

Figura 28. Cromatogramas HPLC-DAD dos extratos hidroalcodlicos de folhas
de P. torta (a) e P. ramiflora (b). Picos identificados: acido galico (1),
miricetina-3-O-6-D-galactopiranosideo (2), miricetina-3-O-a-L-
arabinopiranosideo  (3), miricetina-3-O-a-L-rhamnopiranosideo (4) e
quercetina-3-0-B-D-galactopiranosideo (5). Coluna Phenomenex® Synergi®
Hydro-RP (250 x 4,6 mm, 5um), 20 a 42% de B em 30 min (Solvente A: H,O
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acidificada com 0,1% de TFA, Solvente B: ACN acidificada com 0,1% de TFA),
40°C, DAD (254 nm), vaz&do 1 mL min™,

Figura 29. Representacao dos sistemas benzoil e cinamoil em um nucleo
flavonoidico e bandas | e Il em um espectro no UV de flavonoide.

Figura 30. Estrutura dos compostos fendlicos identificados em extratos
hidroalcodlicos de folhas de P. torta e P. ramiflora. Acido géalico (Substancia
), miricetina-3-O-B-D-galactopiranosideo (Substancia IX), miricetina-3-O-a-L-
arabinopiranosideo (Substancia VI), miricetina-3-O-a-L-rhamnopiranosideo
(Substancia VIII) e quercetina-3-O-8-D-galactopiranosideo (Substancia VII).
Figura 31. Cromatogramas das infusdes de folhas de P. torta (a) e P.
ramiflora (b). Coluna Phenomenex® Synergi® Hydro-RP (250 x 4,6 mm, 5um),
20 a 42% de B em 30 min (Solvente A: H,O acidificada com 0,1% de TFA;
Solvent(:f B: ACN acidificada com 0,1% de TFA), 40°C, DAD (254 nm), vazéo 1
mL min™.

Figura 32. Cromatogramas de extrato hidroalcodlico de folhas de P. torta
avaliado em modo negativo por HPLC-ESI-IT-MS/MS. Detector UV, A = 254
nm (a) e cromatograma de ions totais ou TIC (b). Para condicdes
cromatograficas veja: Materiais e Métodos (Secédo 3.6.1).

Figura 33. Espectros de massas dos picos obtidos pelo detector UV, em 254
nm, na analise de extrato hidroalcoolico de folhas de P. torta em modo
negativo por HPLC-ESI-IT-MS/MS. Pico 1, tr =11,47 min (a); pico 2, tr = 27,33
mim (b). Para condi¢cdes espectrométricas veja: Materiais e Métodos (Secao
3.6.1).

Figura 34. Espectros de massas dos picos obtidos pelo detector UV, em 254
nm, na analise de extrato hidroalcodlico de folhas de P. torta em modo
negativo por HPLC-ESI-IT-MS/MS. Pico 3, tg = 28,56 mim (a); pico 4, tr =
28,91 mim (b). Para condi¢cdes espectrométricas veja: Materiais e Métodos
(Secéo 3.6.1).

Figura 35. Espectros de massas dos picos obtidos pelo detector UV, em 254
nm, na analise de extrato hidroalcodlico de folhas de P. torta em modo
negativo por HPLC-ESI-IT-MS/MS. Pico 5, tg = 29,78 mim (a); pico 6, tr =
30,86 mim (b); pico 7, tr = 31,81 mim (c). Para condi¢cBes espectrométricas
veja: Materiais e Métodos (Secao 3.6.1).

Figura 36. Fragmentacdo de segunda ordem dos ions m/z 479 (a), m/z 449
(b) e m/z 463 (c). Para condi¢cdes espectrométricas veja: Materiais e Métodos
(Secédo 3.6.1).

Figura 37. Cromatograma do ion extraido para m/z 191 de extrato
hidroalcodlico de folhas de P. torta (a) e espectro de massas em 4,53 min (b)
Dados obtidos por HPLC-ESI-IT-MS/MS em modo negativo. Para condi¢cdes
espectrométricas veja: Materiais e Métodos (Secédo 3.6.1).

Figura 38. Cromatogramas de ions totais de extratos hidroalcodlicos de folhas
de P. torta (a) e P. ramiflora (b) obtidos por HPLC-ESI-QTrap-MS em modo
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negativo. Para condi¢cdes espectrométricas veja: Materiais e Métodos (Secéo
3.6.2).

Figura 39. Cromatogramas dos ions extraidos de m/z 479 de extratos de P.
torta (a) e P. ramiflora (c); espectros de massas para 0s tempos de retencéao
5,52 min para P. torta (b) e em 5,53 para P. ramiflora (c). Dados obtidos por
HPLC-ESI-QTRAP-MS em modo negativo. Para condi¢cdes espectrométricas
veja: Materiais e Métodos (Secéo 3.6.2).

Figura 40. Espectro de massas de segunda ordem do ion m/z 479 de extrato
hidroalcodlico de Pouteria ramiflora em tg = 2,74 min (a) e tg = 5,53 min (b).
Dados obtidos por HPLC-ESI-QTrap-MS em modo negativo. Para condi¢des
espectrométricas veja: Materiais e Métodos (Secédo 3.6.2).

Figura 41. Cromatogramas dos ions extraidos de m/z 449 de extratos de P.
torta (a) e P. ramiflora (c); espectros de massas para 0s tempos de retencao
6,74 min para P. torta (b) e em 6,74 para P. ramiflora (c). Dados obtidos por
HPLC-ESI-QTRAP-MS em modo negativo. Para condicdes espectrométricas
veja: Materiais e Métodos (Seg¢éo 3.6.2).

Figura 42. Cromatogramas dos ions extraidos de m/z 463 de extratos de P.
torta (a) e P. ramiflora (c); espectros de massas para 0s tempos de retencao
6,73 min para P. torta (b) e em 6,77 para P. ramiflora (c). Dados obtidos por
HPLC-ESI-QTrap-MS em modo negativo. Para condi¢cdes espectrométricas
veja: Materiais e Métodos (Secéo 3.6.2).

Figura 43. Espectro de massas de segunda ordem dos ions m/z 169 e 191
obtidos por ESI-IT-MS/MS em modo negativo (20 V) do extrato hidroalcodlico
de folhas de P. ramiflora. Para condicbes espectrométricas veja: Materiais e
Métodos (Secao 3.6.3).

Figura 44. Espectro de massas de segunda ordem dos ions m/z 433, 447,
449, 463 e 479 obtidos por ESI-IT-MS/MS em modo negativo (20 V) do extrato
hidroalcodlico de folhas de P. ramiflora. Para condi¢cbes espectrométricas veja:
Materiais e Métodos (Secéo 3.6.3).

Figura 45. lons produto caracteristicos de clivagens de moléculas de
acucares em flavonoides C-glicosilados.

Figura 46. Perda de agua observada em flavonoides 6-C-glicosilados (LI et
al., 1992).

Figura 47. Espectro de massas de segunda ordem dos ions m/z 431, 547,
563, 577 e 593 obtidos por ESI-IT-MS/MS em modo negativo (20 V) do extrato
hidroalcodlico de folhas de P. ramiflora. Para condi¢cBes espectrométricas veja:
Materiais e Métodos (Secéo 3.6.3).

Figura 48. Diferentes tipos de clivagens por retrociclizacdo para os
flavonoides estudados e a nomenclatura adotada por Fabre et al. (2001).

Figura 49. Fragmentacdo proposta para a molécula desprotonada de uma
flavona, a luteolina (FABRE et al., 2001).
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Figura 50. Fragmentacdo proposta para a molécula desprotonada de um
flavonol, a quercetina (FABRE et al., 2001).

Figura 51. Espectro de massas de segunda ordem dos ions m/z 269, 301 e
317 obtidos por ESI-IT-MS/MS em modo negativo do extrato hidroalcodlico de
folnas de P. ramiflora. Para condicdes espectrométricas veja: Materiais e
Métodos (Sec¢éao 3.6.3).

Figura  52. Fragmentacdo  observada para  miricetina-3-O-8-D-
galactopiranosideo.

Figura 53. Fragmentacdo observada para apigenina-6-C-pentosil-8-C-
deoxiexosideo.

Figura 54. Estrutura das moléculas parcialmente elucidadas por ESI-IT-
MS/MS.

Figura 55. Curva analitica da concentracdo de miricetina (ug.mL™) versus
area do pico (UA).

Figura 56. Reacédo do acido galico com molibdénio, componente reagente de
Folin-Ciocalteau (SINGLETON, et al. 1999). No detalhe, placa de 96 pocos
contendo padréo de acido géalico em véarias diluicbes e amostras analisadas
apos a reacao com o reagente Folin-Ciocalteau.

Figura 57. Curva de calibracdo de acido galico obtida pelo método de Folin-
Ciocalteau.

Figura 58. Formacdo do complexo Flavonoide-Al, em solucdo metandlica de
cloreto de aluminio (MARKHAM et al., 1982). No detalhe, placa de 96 pocos
contendo padréo de quercetina em varias diluicbes e amostras analisadas
apos a reacao com AICls.

Figura 59. Curva de calibracdo de quercetina obtida por reacdo de
complexacao com AICls.

Figura 60. Reacdo de reducdo de DPPH. No detalhe, imagem de uma placa
gue ilustra a coloracdo do DPPH antes (violeta) e apos a reducao (amarelo).

Figura 61. Graficos de colunas comparativos dos teores de fendis totais,
flavonoides totais e ICsg de infusdes e extratos hidroalcoodlicos de P. torta e P.
ramilfora.

Figura 62. Principais caracteristicas da quercetina para a captura de radicais
livres.

Figura 63. Via oxidativa da quercetina a o-semiquinona, 0-quinona e quinona
metideo.
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1 INTRODUCAO

1.1 Género Pouteria

A familia Sapotaceae Juss. € subdividida em 5 classes com 53 géneros e
cerca de 1250 espécies, distribuidas por todo o mundo, principalmente nas regides
tropicais e subtropicais da Asia e da América do Sul (SWENSON e ANDERBERG,
2005). Dentre os 53 géneros, o género Pouteria Aubl. possui cerca de 325 espécies
(TRIONO et al., 2007). Muitas delas produzem frutos comestiveis e muitas espécies

sdo utilizadas na medicina popular para diversos propositos.

Algumas das atividades biologicas reportadas para este género sao
antioxidante (MANOSROI et al., 2005), antibacteriana e antifungica (AGRIPINO et
al., 2004; BOLETI et al., 2007).

Muitas espécies de Pouteria tém sido utilizadas na medicina popular para o
tratamento de febre, inflamacdo, erupcdes cutaneas, Ulcera, diabetes (MA et al.,
2004; MONTENEGRO et al., 2006), diarréia (PERFEITO et al., 2005), nausea,
vomito, dor nas costas, além do uso para estimular a lactacdo (MANOSROI et al.,
2005). Em muitos casos, estudos cientificos que comprovem as atividades

farmacoldgicas atribuidas a essas plantas sao inexistentes.

Os principais metabdlitos secundarios encontrados neste género Ssao
triterpenos e flavonoides (MA et al., 2004; MONTENEGRO et al., 2006; CHE et al.,
1980).

Dentre as espécies deste género estdo Pouteria ramiflora (Mart.) Radlk. e
Pouteria torta (Mart.) Radlk., arvores encontradas no Brasil nos dominios
fitogeograficos da Amazobnia, Caatinga, Cerrado e Mata Atlantica (ALVES-ARAUJO,

2014), as quais foram objeto de investigacao deste trabalho.
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1.2 Pouteria torta

As figuras 1 e 2 mostram as folhas e frutos de P. torta. Esta espécie
apresenta porte arbéreo e pode medir entre 8 e 14 m de altura (LORENZI, 1992).

As cascas da arvore P. torta, comumente chamada de “guapeva”, “curiola”,

“aca ferro”, “abiu do cerrado” e “grao de galo”, sdo utilizadas como remédio contra
diarreia (PERFEITO et al., 2005).

Figura 1. Folhas e flores de P. torta.

Fonte: LOPES, 2014.

Figura 2. Frutos de P. torta.

Fonte: KUHLMANN, 2014a.
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Os resultados de estudos quimicos e biolégicos encontrados na literatura sao

apresentados abaixo.

Silva et al. (2009) isolaram e identificaram a partir do extrato metandlico folhas
de de P. torta, por high speed counter current chromatography (HSCCC), os
flavonoides miricetina-3-O-a-L-rhamnopiranosideo, miricetina-3-O-a-L-
arabinopiranosideo e miricetina-3-O-3-D-galactopiranosideo. Souza et al. (2012a)
também citam o isolamento de miricetina-3-O-rhamnopiranosideo na espécie sem,

no entanto, esclarecer o tipo de extrato e qual parte vegetal foram utilizados.

Che et al. (1980) isolaram triterpenos a partir de extratos metandlico e etéreo
de galhos de P. torta, sendo eles acetato de B-amirina, acetato de a-amirina, acido
betulinico e &cido ursolico. Perfeito et al. (2005) isolaram acetato de lupeol do

extrato hexanolico da mesma espécie.

Os extratos aquosos e etandlicos de folhas de P. ramiflora e P. torta
apresentam atividade antioxidante superior ao controle positivo (BHT - butil
hidroxitolueno) (Castro et al., 2006).

Quanto a citotoxicidade, Perfeito et al. (2005) encontraram valores de 0,28
mg.L* e 0,27 mg.L? de atividade citotoxica para Artemia salina, respectivamente,
para extrato aquoso bruto e fracdo acetonitrila: cloroformio do extrato etandlico de

folhas de P. torta.

Mesquita et al. (2009) testaram os extratos hexanicos e etandlicos de folhas,
hastes e raizes de P. torta para efeito citotoxico em linhagens de células de cancer
de cdlon, cerebral, leucemia e melanoma, sendo que 0s extratos ndo demonstraram

efeito antiproliferativo em concentracées menores ou iguais a 50 pug.mL™.

Os resultados de Elias et al. (2013) para citotoxicidade de extratos aquoso,
etandlico e hexanico de folhas de P. torta demonstraram que, em linhagens de
células de cancer oral e cancer de mama, todos os extratos apresentaram efeito
citotoxico em concentracdo de 500 mg.mL™, sendo o extrato hexanico o que
apresentou maior citotoxidade as células estudadas. Ainda neste trabalho, foi
observado que para o extrato hexanico, o aumento da concentracdo do extrato

aplicado as células aumentou o efeito citotéxico. Ja& para 0s extratos aquoso e
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etanolico, a mesma correlagdo ndo foi observada. Os autores utilizaram
concentraces de 125, 250, 500, 750 e 1000 mg.mL™ de extrato, sendo que o efeito
citotoxico foi observado até a concentracdo de 500 mg.mL™* e, em concentracdes

maiores, ocorreu um aumento no nimero de células viaveis.

Extratos aquoso, etandlico e hexanico de folhas de P. torta também foram
testados para atividade inibidora de a-Amilase e a-Glucosidase, enzimas digestivas
responsaveis pelo aumento da taxa glicémica no sangue, sendo esta atividade
inibidora uma alternativa para o tratamento de diabetes mellitus (SOUZA et al.,
2012b). Os autores concluiram que 0s extratos apresentaram alta porcentagem de
inibicdo enzimatica, relacionando a atividade inibitéria a presenca de fendis,

flavonoides e terpenos nesta espécie.

Souza et al. (2012a) estudaram o efeito inibitdrio de extratos aquoso,
etanolico e hexanico de folhas de P. torta sobre a enzima tirosinase, que atua na
biossintese de melanina. Sua inibicdo pode ser uma alternativa para o tratamento de
hiperpigmentacdo da pele por acimulo de melanina. O extrato aquoso de folhas de
P. torta demonstrou ter boa atividade inibitdria contra essa enzima, apresentando
ICso de 30,01 pg.mL™. Entretanto, neste mesmo estudo, ndo houve efeito citotdxico
dos extratos na concentracdo do ICso em linhagens de células de fibroblastoma e

gueratindécitos.
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1.3 Pouteria ramiflora

A espécie P. ramiflora (Figura 3) é uma arvore que mede cerca de 10 m de
altura (LORENZI, 1992).

Figura 3. Frutos de P. ramiflora.

Fonte: KUHLMANN, 2014b.

As raizes e as cascas de P. ramiflora, chamada de “grdo de galo”,
“‘massaranduba” ou “pitomba de leite”, também sdo usadas como remédios contra
diarreia, bem como vermifugo (CASTRO et al., 2006).

Fontes Junior et al. (2009) verificaram em ensaios farmacolégicos classicos
gue o extrato etandlico de P. ramiflora apresentou efeito anti-inflamatorio e
analgésico em camundongos em concentracdes de 50 e 100 mg.Kg™, entretanto os

mecanismos de a¢éo dos extratos ndo foram elucidados.

Em estudo sobre o efeito citotoxico de extratos hexanicos e etandlicos de
folhas, hastes e raizes de P. ramiflora em linhagens de células de cancer de célon,
cerebral, leucemia e melanoma, Mesquita et al. (2009) concluiram que 0s extratos
ndo apresentam efeito antiproliferativo em concentragbes menores ou iguais a 50

pg.mL™.

Extratos aquoso, etandlico e hexanico de folhas de P. ramiflora também foram
testados para atividade inibidora de a-Amilase e a-Glucosidase (SOUZA et al.,
2012b), sendo que os extratos aquoso e etandlico apresentaram alta porcentagem
de inibicdo enzimética. Os dados corroboram com os apresentados por Gouveia et

al. (2013), que em estudos com camundongos concluiram que o extrato etandlico
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das folhas de P. ramiflora apresentaram inibicdo de a-Amilase salivar de 61%, sendo
a reducdo mais pronunciada ainda para extratos de caule e raiz, que apresentaram
inibicdo maior que 95%. Os autores concluiram que a administragdo diaria do extrato
de P. ramiflora nas doses de 25, 50 e 100 mg.Kg™, por oito dias, foi capaz de reduzir
0 peso corporal e o nivel glicémico nos animais. Esses dados sugerem que o extrato
polar de P. ramiflora diminui a atividade amilolitica da saliva e reduz os niveis de

glicose sanguinea.

O efeito neuroprotetor de extrato hidroalcodlico (50%, v/v) de folhas de P.
ramiflora foi avaliado por Costa et al. (2013). Os autores observaram que ratos com
diabetes induzida por streptozotocina e tratados com 0 extrato apresentaram
melhora no indice glicémico e concluiram que houve um efeito neuroprotetor contra

danos oxidativos no cérebro dos animais tratados com 500 mg.Kg™ de extrato.

Souza et al. (2012a) também estudaram o efeito inibitorio de extratos aquoso,
etandlico e hexanico de folhas de P. ramiflora sobre a enzima tirosinase. Os extratos
de P. ramiflora ndo apresentaram valores de ICs significativos, assim como para P.

torta.

1.4 Padronizacédo de extratos vegetais

O uso da biodiversidade brasileira para a obtencéo de fitoterapicos € um tema
gue tem ganhado cada vez mais atencdo. Nesse sentido, foi publicado o Decreto
Presidencial n° 5.813, de 22 de junho de 2006 (BRASIL, 2006) que aprova a politica
nacional de plantas medicinais e fitoterapicos. Este decreto tem como um de seus
objetivos ampliar as opc¢bes terapéuticas aos usuarios, com garantia de acesso a
plantas medicinais, fitoterapicos e servicos relacionados a fitoterapia, com
seguranca, eficacia e qualidade, na perspectiva da integralidade da atencdo a

saude, considerando o conhecimento tradicional sobre plantas medicinais.

O estudo das espécies P. torta e P. ramiflora esta inserido no projeto teméatico
Biota Fapesp numero 09/52237-9 intitulado Produtos Naturais — Fitoterapicos

padronizados para o tratamento de doencgas cronicas.

No contexto do panorama nacional e mundial, as doencgas crbnicas

representam um sério problema no sistema publico de saude. Dentre essas
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doencas, estdo aquelas relacionadas ao sistema gastrintestinal (Glceras, colites,
diarréia), diabetes, dor e inflamacgéo, problemas do sistema imunoldgico e canceres.

Este projeto tem como um de seus principais objetivos o estudo quimico e
farmacolégico de plantas nativas da flora brasileira a fim de se obter fitoterapicos
padronizados para o tratamento de doencas cronicas. Para tanto, este projeto
estuda os extratos hidroalcodlicos (EtOH:H,O, 70:30, v/v), obtidos por percolacdo

exaustiva, do material vegetal seco e pulverizado.

No caso de P. torta e P. ramiflora, as partes dos vegetais escolhidas para
obtencédo dos extratos foram as folhas, pois estas espécies se encontram na forma
de arbustos e arvores. Assim, as folhas apresentam maior viabilidade para a coleta,
podendo ser coletadas em qualquer época do ano, 0 que ndo representa um risco

de exterminio para a espécie, como no caso da coleta de cascas ou raizes.

A avaliacdo quimica e farmacologica de espécies vegetais € condicado sine

qua non para sua utilizacéo segura como fitoterapico (AGENCIA..., 2004).

Como definicdo de fitoterapico, citamos a RDC N° 48/04 da ANVISA
(AGENCIA..., 2004) que preconiza: “medicamento obtido empregando-se
exclusivamente matérias-primas ativas vegetais. E caracterizado pelo conhecimento
da eficacia e dos riscos de seu uso, assim como pela reprodutibilidade e constancia
de sua qualidade. Sua eficacia e seguranca sdo validadas através de levantamentos
etnofarmacoldgicos de utilizacdo, documentacfes tecnocientificas em publicacbes
ou ensaios clinicos fase 3”, sendo ensaios clinicos fase 3 aqueles responsaveis por

comprovar a eficacia e seguranca de um medicamento (AGENCIA..., 2008).

Outro importante conceito trazido pela RDC N° 48/04 da ANVISA
(AGENCIA..., 2004) é o de Marcador, que é o “componente ou classe de compostos
guimicos (ex: alcaldides, flavonéides, acidos graxos, etc.) presente na matéria-prima
vegetal, idealmente o préprio principio ativo, e preferencialmente que tenha
correlacdo com o efeito terapéutico, que é utilizado como referéncia no controle de

gualidade da matéria-prima vegetal e dos medicamentos fitoterapicos”.

Dentre a documentacdo necessaria para registro de medicamento fitoterapico,

de acordo com a RDC N° 14/10, esta o laudo de andlise da droga vegetal, que deve
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conter “o perfil cromatogréfico ou prospeccao fitoquimica da espécie” e “analise

quantitativa do(s) marcador(es) ou controle biolégico” (AGENCIA..., 2010).

O perfil de uma planta tragcado pelo uso de HPLC contendo um ou mais
componentes caracteristicos da planta pode ser considerado a impresséo digital
(fingerprint) da espécie, proporcionando a identificacdo da presenca dos marcadores
e também de outros compostos, oferecendo uma caracterizacdo completa da planta
ou do produto analisado além de permitir a distincdo entre espécies proximas
(DRASARA & MORAVCOVA, 2004; LIU et al., 2007).

A técnica de HPLC é frequentemente acoplada com detectores ultravioleta
(UV) ou de arranjo de diodos (DAD), sendo HPLC-DAD amplamente utilizada devido

a sua rapidez, simplicidade e conveniéncia.

Atualmente, a padronizacao de fitoterapicos é realizada com base no teor de
uma substancia marcadora presente no extrato, indicando que se a mesma estiver
presente em quantidade apropriada também os demais componentes estardo

igualmente representados (DAVID et al., 2004).

A quantificacdo de marcadores em extratos vegetais requer um método
validado para sua confiabilidade. De acordo com a ANVISA, a validacdo deve
garantir, por meio de estudos experimentais, que o método atenda as exigéncias das
aplicacdes analiticas, assegurando a confiabilidade dos resultados. Para tanto, deve
apresentar especificidade, linearidade, intervalo, precisdo, sensibilidade, limite de

quantificacéo, exatiddo, adequados a analise (AGENCIA..., 2003).

O uso de HPLC-DAD na quantificacdo de compostos em extratos vegetais
pode ser verificado na literatura como uma alternativa econbmica, simples e
confiavel para a padronizacédo de extratos vegetais (IRAKLI et al., 2012; CARDOSO
etal., 2012, SALDANHA et al., 2013;).

Portanto, diante deste contexto e considerando que as espécies P. torta e P.
ramiflora sdo amplamente utilizadas pela populacdo, este trabalho realizou a
padronizacdo dos extratos hidroalcoolicos das folhas destas espécies utilizando
HPLC-DAD. Paralelamente, a caracterizagdo quimica dos extratos hidroalcdlicos foi
realizada por HPLC-ESI-IT-MS/MS, HPLC-ESI-QTRAP-MS/MS e ESI-IT-MS/MS,

além da avaliacdo da atividade mutagénica pelo teste de Ames. Também foram
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avaliados os teores de flavonoides e fendis totais e a atividade antirradicalar dos
extratos hidroalcodlicos, infusGes, e das substancias derivadas da miricetina,
isoladas dos extratos de P. torta e P. ramiflora.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Realizar o estudo quimico, determinagcédo dos teores de fendis e flavonoides
totais e a avaliacdo das atividades antirradicalar e mutagénica dos extratos
hidroalcodlicos (70% de etanol, v/v) de folhas de Pouteria torta e Pouteria ramiflora

(Sapotaceae).

2.1 Objetivos especificos

A partir dos extratos hidroalcodlicos (70% EtOH, v/v) obtidos das folhas de P.

torta e P. ramiflora:

» Tracar o perfil cromatografico por HPLC-DAD dos extratos hidroalcodlicos e
infusbes das folhas de P. torta e P. ramiflora;

> ldentificar metabdlitos secundarios dos extratos hidroalcoodlicos das folhas de
P. torta e P. ramiflora por HPLC-ESI-IT-MS/MS, HPLC-ESI-QTRAP-MS/MS e
ESI-IT-MS/MS;

» Detectar e identificar os marcadores quimicos dos extratos hidroalcodlicos

das folhas de P. torta e P. ramiflora;

» Padronizar os extratos hidroalcoodlicos das folhas de P. torta e P. ramiflora por

meio da quantificacdo de seus marcadores quimicos por HPLC-DAD;

» Quantificar os fendis e flavonoides totais nos extratos hidroalcodlicos e

infusdes das folhas de P. torta e P. ramiflora;

» Avaliar as atividades antiradicalar com DPPH e mutagénica pelo Teste de

Ames dos extratos hidroalcodlicos das folhas de P. torta e P. ramiflora.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Solventes e reagentes
Solventes grau analitico: etanol e metanol (Synth®).

Solventes grau HPLC: Acido trifluoracético, acetato de etila e metanol (Tedia®)
e adgua purificada em sistema Milli-Q (Merck Millipore).

Solvente deuterado: DMSO-ds (Cambridge Isotope Laboratories).

Padrdes: Miricetina (98%), quercetina (98%), e acido galico (99%) (Sigma-
Aldrich®).

Demais metabodlitos, isolados e caracterizados por RMN de *H, HMBC, HSQC
e TOCSY-1D, fazem parte de um banco de padrdes pertencente ao Laboratério de
Fitoquimica. Miricetina-3-O-f-D-galactopiranosideo (M-3-O-GAL), miricetina-3-O-a-
L-arabinopiranosideo (M-3-O-ARA) e miricetina-3-O-a-L-rhamnopiranosideo (M-3-O-
RHA) foram isolados do extrato metandlico de P. torta por Silva et al., 2009.
Quercetina-3-O-B-D-galactopiranosideo (Q-3-O-GAL) foi isolada por Rodrigues
(2007) de infusédo de Davilla elliptica.

Reagentes para avaliacdo do potencial antirradicalar, fendis totais e
flavonoides totais: 1,1-difenil-1-picril-hidrazila (Merck), reagente de Folin-Ciocalteau

(Dinamica®), carbonato de sédio (Synth®), cloreto de aluminio (Synth®).

3.2 Material vegetal

Folhas de P. torta foram coletadas na cidade de Botucatu, Sdo Paulo, em
maio de 2011, pelo Prof. Dr. Luiz Fernando Rolim do Instituto de Biociéncias da
Unesp de Botucatu. Uma exsicata foi identificada e depositada no IB — UNESP de
Botucatu, sob o numero BOTU 27806.

Folhas de P. Ramiflora foram coletadas na cidade de Caceres, Mato Grosso,

em setembro de 2011, pelo Prof. Dr. Fernando Ferreira de Morais, da Universidade
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Estadual de Mato Grosso. Uma exsicata foi identificada e depositada no Herbario
Rioclarense da UNESP, sob o nimero HRCB 58166.

3.3 Extracdes e infusdes

As folhas de P. torta e P. ramiflora foram secas em estufa a 40°C até peso
constante. Em seguida foram trituradas em moinho de facas.

Os extratos e infusdes foram preparados a partir das folhas secas e
pulverizadas conforme os fluxogramas apresentados nas Figuras 4 e 5.

Figura 4. Fluxograma da preparacdo dos extratos hidroalcodlicos de P. torta e P.

ramilfora.
Folhas
Extrato
Secagem .
Pulverizagao Liofilizagao
Percolagio com Evaporagao sob
EtOH 70% (v/v) pressao reduzida

O material vegetal foi submetido ao procedimento de percolacdo exaustiva
com EtOH:H,O (70:30, v/v) (PRISTA, 1995). Um volume de material moido foi
previamente intumescido com dois volumes de etanol 70% (v/v) durante 2 horas.
Apébs esse periodo, o percolador foi empacotado com a mistura (p6é + etanol 70%),

sendo o empacotamento feito da forma mais homogénea possivel, evitando a
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formacéo de bolhas ou buracos no contetudo alocado dentro do percolador. A altura
do enchimento obedeceu a proporcao 5:1 (cada 5 referente ao percolador 1 do pé
da espécie) em relacdo ao tamanho do percolador. A vazdo do percolador ficou
entre 1,0 e 2,0 mL.min.Kg™ de droga vegetal comum tamanho médio de particula
de1a3mm.

Uma parte do p6 das folhas de P. torta (500 g) foi percolado, originando 152,0
g de extrato EtOH 70% (30,4 % de rendimento).

Foram percolados 601, 87 g de p6é das folhas de P. ramiflora (601,87 g),
fornecendo 90,54 g de extrato EtOH 70% (15,04 % de rendimento).

Figura 5. Fluxograma da preparacéo das infusdes de P. torta e P. ramilfora.

Folhas Infusao

3

Pulverizacao

Liofilizagao

Secagem Evaporacao sob

Adicdo de agua pressao reduzida
fervente
Filtracao :
¢ Filtrado
A
5 Torta
(desprezada)

InfusBes foram utilizadas na preparacdo de extratos aquosos de folhas das
espécies vegetais. Os infusos foram preparados na proporcédo de 10% (m/v), sendo
adicionado ao material vegetal moido agua fervente (AGENCIA..., 2013). O
recipiente foi mantido fechado e deixado em repouso por 10 min. Posteriormente, a

solucao do infuso foi filtrada em papel filtro.

Os extratos e os infusos foram rotaevaporados sob pressdo reduzida, em

temperatura de 40°C, e posteriormente liofilizados para completa remog¢éo da agua.
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Foram armazenados em recipientes fechados e acondicionados em dessecador. O
rendimento para a infuséo de P. torta foi de 1,64%, enquanto para P. ramiflora foi de
17,57%.

Foram utilizados rotaevaporador modelo Laborota 4001 - efficient, marca
Heidolph®, equipado com bomba a vacuo modelo Rotavac valve control Heidolph® e
liofilizador da marca Savant Instruments INC., modelo Micro Modulyo.

3.4 Anélise por HPLC-DAD

A pesagem dos extratos e dos padrdes comerciais ou purificados utilizados na
preparacao das amostras e solugcdes estoque foi feita em balanca analitica TE214S,
de capacidade para 200 g e precisdo de 0,001 g (Sartorius®).

A preparacao dos extratos consistiu de uma etapa de clean up por extracdo
em fase sélida, utilizando-se um cartucho Phenomenex® Strata C18 (500 mg.6 mL™),
previamente ativado com 5 mL de metanol e equilibrado com 5 mL de MeOH:H,0
(95:5, v/iv). Uma solucdo de 2 mL de extrato EtOH 70% em MeOH:H,0 (95:5, v/v),
contendo de 60 mg de extrato, foi eluida com a mesma fase movel utilizada para
equilibrio do cartucho e coletada em baldo volumétrico de 5 mL, tendo seu volume
completado ao final da eluicdo, fornecendo uma solucdo de extrato com
concentracdo de 12 mg.mL™. Ao final, a solucéo foi filtrada em um filtro de PTFE
Millex® com tamanho de poro de 0,22 pm. Aliquotas de 20 pL destas solucdes foram
injetadas no HPLC-DAD.

As solucdes de infuso foram preparadas na concentracdo de 5 mg.mL™ em

agua e filtradas em filtro de PTFE Millex® com tamanho de poro de 0,22 um.

Foram realizados ensaios cromatograficos com os extratos EtOH 70% e
infusos das espécies em um equipamento HPLC Jasco constituido de bomba
guaternaria PU-2089S Plus, detector MD-2018 Plus Photodiode Array Detector
(PAD), injetor automatico AS-2055 Plus e forno de coluna CO-2065 Plus. O
software  ChromNAV 1.18.03 (Jasco) foi utilizado para controle, coleta e
processamento dos dados. A coluna utilizada foi Phenomenex® Synergi® Hydro-RP

(25 cm x 4.6 mm x 5 um), sendo que uma pré-coluna de mesmo recheio, C18 AQ,
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(2.5 cm x 3 mm) foi utilizada para protecdo da coluna. A vazéo utilizadada na andlise
foi de 1 mL.min™*. A temperatura utilizada no forno da coluna foi ajustada para 40°C.

3.5 Anédlises de RMN

Os experimentos realizados para confirmacdo da estrutura dos padrées nao
comerciais foram: *H, TOCSY-1D, gHMBC e gHMQC.

A obtencéo dos espectros dos padrbes de miricetinas glicosiladas e de Q-3-
O-GAL foi realizada em espectrometro de ressonancia magnética nuclear de 600
MHz (14,1 T) Bruker Ascend™ 111 600.

3.6 Espectrometria de massas

3.6.1 HPLC-ESI-IT-MS/MS

O extrato EtOH 70% de P. torta foi analisado por HPLC-ESI-IT-MS?. O extrato
foi diluido a uma concentracéo de 1 mg.mL™ em MeOH:H,0 (95:5, v/v) e filtrado em

filtro de PTFE Millex com tamanho de poro de 0,22 pm.

Os experimentos foram realizados em espectrometro de massas modelo LCQ

t™ (Thermo Scientific®), com analisador de massa lon Trap 3D e ionizac&o por

Flee
electrospray acoplado a um sistema de HPLC e UHPLC Accela™ High Speed LC

(Thermo Scientific®).

A coluna utilizada foi Phenomenex® Synergi® Hydro RP18 (25 cm x 4,6 mm X
5 um), sendo que uma pré-coluna de mesmo recheio (2,5 cm x 3 mm) foi utilizada
para protecdo da coluna. Foi feita a analise por gradiente exploratorio utilizando
agua:metanol de 95:5 a 0:100 em 60 minutos, sendo ambos o0s solventes
acidificados com 0,1% de acido acético. A vazéo durante a corrida de HPLC foi de

0,8 mL.min™*. Foram injetados 20 pL de amostra.

O ESI-MS operou nas seguintes condi¢bes: Modo negativo; Voltagem do
capilar -4 V, voltagem do “spray” -4,5 kV, temperatura do capilar 275°C, gas de

arraste N, com uma vazao de 60 (unidades arbitrarias). A faixa de aquisi¢do foi m/z
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50-1000, com dois eventos de varredura realizados simultaneamente no
espectrometro de massas. O primeiro evento foi uma varredura completa (full-scan)
do espectro de massas para adquirir os dados dos ions na faixa estabelecida.
Posteriormente foram realizados experimentos de MS/MS a partir dos dados da
primeira varredura para ions precursores pré-selecionados, com energia de colisdo

entre 25 e 30% da energia total do instrumento.

O software Xcalibur™ versdo 1.3 (Thermo Scientific®) foi utilizado para
tratamento dos dados.

3.6.2 HPLC-ESI-QTRAP-MS/MS

Os extratos EtOH 70% de P. torta e P. ramiflora foram analisados por HPLC-
ESI-QTRAP-MS?.

As amostras foram preparadas em MeOH:H,0 (95:5, v/v) na concentracao de

5 ppm e filtradas em filtro de PTFE Millex com tamanho de poro de 0,22 pm.

Foi utilizado equipamento HPLC da Agilent® 1200 Series (autosampler 1200
Series, detector DAD 1260, bomba quaternaria 1200 e forno para coluna 1200
Series) acoplado a espectrdmetro de massas 3200 QTRAP (quadrupolo — ion trap
linear) AB SCIEX®, com ionizacdo por electrospray, que foi operada no modo

negativo.

A coluna utilizada foi Phenomenex® Synergi® Hydro RP18 (25 cm x 4,6 mm x
5 um), sendo que uma pré-coluna de mesmo recheio (2,5 cm x 3 mm) foi utilizada

para protecdo da coluna. A vazao utilizadada na anélise foi de 1 mL.min™.

A analise foi realizada utilizando gradiente, onde, inicialmente, a fase movel
consistiu de agua:ampecetonitrila (80:20, v/v), levando 30 minutos para atingir
agua:acetonitrila (58:42, v/v). A fase mével utilizada foi acidificada com 0,1% de

acido acético. A temperatura do forno da coluna foi ajustada pra 40°C.

O equipamento de ESI-IT-MS operou nas seguintes condi¢bes: Modo
negativo; Voltagem “spray” -4,5 kV, temperatura do capilar 600°C, gas de arraste N,
com uma pressao de 12 psi. Gas 1: 50 psi, Gas 2: 50 psi, Interface heater. ON, DP
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(Declustering Potential) -45.0 V, EP (Entrance Potential) -10.0 V e CEP (Cell
entrance potential) -20.0 V. A faixa de aquisi¢éo foi m/z 120-700. Energia de colis&o:
25,0 V.

Inicialmente, as analises foram realizadas no modo varredura de ions
utilizando o analisador Quadrupolo. No entanto, devido a baixa concentracdo das
amostras, optou-se por utilizar o modo de varredura de ions aprisionados no ion trap
linear. Ja para os experimentos de fragmentacdo utilizou-se o triplo quadrupolo,
onde diferentes ions (m/z) foram selecionados no primeiro quadrupolo (Q1),
fragmentados na camara de inducéo (CID, camara de colisdo, Q2) e os respectivos
fragmentos foram monitorados no terceiro quadrupolo (Q3).

O software Analyst 1.5 (AB SCIEX®) foi utilizado para tratamento dos dados.

3.6.3 ESI-IT-MS/MS

Os extratos de P. torta e P. ramiflora foram analisados em um espectrometro
LTQ-XL (Thermo Scientific®) no modo de ionizacdo por electrospray (ESI) e as
fragmentacdes em multiplos estagios (MS/MS) realizadas em uma interface do tipo
ion-trap (IT). O modo negativo foi escolhido. Para a geracdo e analise dos espectros
de massas foram ajustadas as seguintes condi¢cfes: voltagem do capilar —4 V,
voltagem do spray -5 kV, temperatura do capilar 280 °C, gas de arraste (N>) fluxo 60
(unidades arbitrarias). A faixa de aquisicao foi de m/z 150-1000, com dois ou mais
eventos de varredura realizados simultaneamente no espectrémetro de massas
LTQ-XL. O primeiro evento foi uma varredura completa (full-scan) do espectro de
massas para adquirir os dados dos ions na faixa m/z estabelecida. Posteriormente
foram realizados experimentos de MS/MS a partir dos dados da primeira varredura
para ions precursores pré-selecionados, com energia de colisdo entre 25 e 30% da
energia total do instrumento. O software Xcalibur 1.3 (Thermo Scientific®) foi utilizado

durante a aquisicdo e para processamento dos dados espectrométricos.
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3.7 Ensaios quimicos e biolégicos

Ensaios quimicos para avaliacdo do teor de fendis totais, flavonoides totais e
a capacidade de captura do radical livre por DPPH foram realizados em triplicata
utilizando-se equipamento Thermo Plate TP-READER Basic para leitura das
absorbancias nos comprimentos de onda selecionados para cada ensaio.

3.7.1 Avaliacao do Potencial Antirradicalar

O potencial antirradicalar foi avaliado por meio de um ensaio
espectrofotométrico, de acordo com metodologia descrita por Pauletti et al. (2003) e
Brand-Williams et al. (1995) utilizando-se uma solucdo de DPPH 0,004 % em
metanol, o que foi misturado a solugédo da amostra em analise. Solu¢gdes estoque de
padrdes foram preparadas a partir de 1 mg da amostra teste em 1 mL de metanol.
Em seguida foram realizadas diluicbes até as concentragbes de 500,00; 250,00;
125,00; 62,50; 31,25; 15,63 e 7,81 ug.mL™ para os padrdes. Solucées estoque de
extratos e infusbes foram preparadas a partir de 10 mg da amostra teste em 1 mL de
metanol. Em seguida foram realizadas diluicbes até as concentracfes de 5.000,00;
2.500,00; 1.250,00; 625,00; 312,50; 156,25 e 78,13 pg.mL™ para os extratos e
infusdes. A cada 20uL da amostra foram adicionados 200 pL da solu¢cdo de DPPH.
Apo6s 30 minutos de reacdo, as absorbancias das solucdes foram medidas a 517 nm.
A solucéo referéncia foi constituida de 20uL de metanol acrescido de 200uL da
solucdo de DPPH. Foram utilizados padrdes de quercetina, Q-3-O-GAL, miricetina,
M-3-O-GAL e éacido galico, os quais foram submetidos ao mesmo procedimento

experimental.

3.7.2 Determinacao do Teor de Fendis Totais

A concentracao de fendis totais foi determinada colorimetricamente conforme
o procedimento padrdo de Folin-Ciocauteau (KAHKONEN, M.P. et al. 1999;
GHASEMZADEH, A. et al. 2010). Para o mesmo, utilizou-se:

e Extratos e infusdes a 1 mg.mL™ de metanol;
e Solucao de Folin-Ciocauteau 6,67% em agua;

e Solucgéo de Na,COs saturada (200 mg.mL™);
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Acido Galico, utilizado como padrdo a 1 mg.mL™ de metanol.

Procedimento:

3.7.3

Primeiramente procedeu-se as diluicbes para a curva de calibracdo do &cido
galico nas concentragbes de 1,95; 3,91; 7,81; 15,63; 31,25; 62,50; 125,00 e
250,00 pg.mL™.

Adicionou-se em placa de 96 pocos, 150 uL da solugao de Folin-Ciocauteau e
50 pL de amostra e diluicbes padrdes;

Aguardou-se 3 minutos;

Adicionou-se 50 uL de solucido de Na,COj; saturada,

Aguardou-se 2 horas;

ApOs isto, realizou-se leitura em espectrofotdmetro UV/Visivel (ELISA) a A 750
nm.

Todo o procedimento foi realizado em triplicata.

Determinacao do Teor de Flavonoides Totais

Foi realizada a partir do método colorimétrico no qual ocorre a complexacao

dos flavonoides com cloreto de aluminio de acordo com metodologia padrdo de
Peixoto Sobrinho et al. (2008) e Jurd & Geissman, (1956) modificado, onde a

guercetina foi utilizada como padréo. Para este experimento preparou-se:

Extratos e infusdes a 1 mg.mL™* de metanol;
Quercetina a 1 mg.mL™ de metanol;

AICI; solubilizado em MeOH:H,0 (8:2) a uma concentracao de 2% (m/v).

Procedimento:

Primeiramente procedeu-se as diluicbes para a curva de calibracdo da
guercetina nas concentracdes de 1,95; 3,91; 7,81; 15,63; 31,25; 62,50; 125,00
e 250,00 ug.mL™;

Adicionou-se em placa de 96 poc¢os 100 uL de solugao de AlICI; 2%;

Em seguida, adicionou-se 100 yL da amostra ou diluigdes da solugdo padrao

de quercetina;
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e Aguardou-se 1 hora;
e ApoOs isto, realizou-se leitura em espectrofotometro UV/Visivel (ELISA) a A =
415 nm.

3.7.4 Ensaio Salmonella/Microssoma (Teste de Ames)

Os ensaios de atividade mutagénica foram realizados pela aluna de iniciacéo
cientifica Juliana Ferreira de Souza, orientada pela Profa. Dra. Eliana Aparecida
Varanda, do programa de pos-graduacao em Biociéncias e Biotecnologias Aplicadas
a Farmécia do Centro de Ciéncias Farmacéuticas da UNESP, campus Araraquara.

Foram utilizadas as linhagens TA98, TA97a, TA100 e TA102 de Salmonella
typhimurium, gentilmente cedidas pelo Dr. Bruce Ames, da Universidade Berkeley,
Califérnia, USA, com e sem ativacdo metabdlica pelo método de pré-incubacao
(Maron & Ames, 1983).

As cepas de culturas congeladas foram cultivadas em caldo nutriente Onoid
n°2 por 12-14h. A fracdo microssomal S9, preparada de figados de ratos Sprague-
Dawley tratados com Aroclor 1254 (Molecular Toxicology Inc., Boone, NC, USA). O
sistema de ativacdo metabdlica consistiu de 4% de fracdo S9, 1% de MgCl, 0,4 M,
1% de KCI 1,65 M, 0,5% de D-glucose-6-fosfato dissddica, 4% de NADP 0,1 M, 50%
de tampéo fosfato 0,2 M e 39,5% de agua destilada estéril. A mistura de ativacéo

metabolica (S9) foi preparada antes de cada teste.

Cinco doses diferentes do extrato hidroalcodlico de P. torta e P. ramiflora
foram diluidas em DMSO. As concentracfes foram selecionadas com base em um
teste preliminar de toxicidade. Em todos os ensaios subsequentes, o limite maximo
de dosagem foi a maior concentra¢ao néo tdéxica ou a menor concentracao toxica do

teste preliminar.

As vérias concentracbes (0,62; 1,25; 2,5; 5,0 e 7,5 mg/placa para P. torta e
1,25; 2,5; 5,0; 7,5 e 10,0 mg/placa para P. ramiflora) dos extratos foram misturadas a
0,1mL de cultura de bactérias e 0,5 mL de tampéao fosfato pH 7,4 (ou 0,5 mL da
mistura S9 em ensaios com ativacdo metabdlica) e incubadas por 20-30 minutos a
37° C.
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Apls esse tempo, adicionou-se 2 mL de agar superficie (“top agar’) e
plagueiou-se em meio minimo glicosado. Apds solidificagdo do “top agar”, as placas
foram incubadas por 48 horas, a 37°C e as colbnias revertentes His+ foram contadas

manualmente. Todos os experimentos foram realizados em triplicata.

Os resultados foram analisados com o programa estatistico Salanal (U.S.
Environmental Protection Agency, Monitoring Systems Laboratory, Las Vegas, NV,
version 1.0, do Research Triangle Institute, RTP, North Carolina, USA), adotando o
modelo de Bernstein et al. (1982). O efeito dose-resposta foi avaliado por analise de
variancia (ANOVA) entre as médias do controle negativo e os testes, seguindo uma
regressao linear. Foram também calculadas as raz6es de mutagenicidade (RM), que
sdo a média do numero de revertentes do teste dividida pela média de revertentes
do controle negativo. O teste foi considerado positivo quando a RM foi maior ou igual
a dois em pelo menos uma concentracdo (SANTOS et al., 2006). O controle
negativo foi feito com o solvente dos extratos vegetais (DMSO, 75 plL/placa). Os
controles positivos, para confirmacdo da reversdo, foram 4-nitrofenilenodiamina
(NPD) para TA98 e TA97a, azida sbdica para TA100 e mitomicina C para TA102.
Nos ensaios com ativacao metabdlica, foram usados 2-antramine para TA98, TA97a
e TA100 e 2-aminofluoreno para TA102.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 Confirmagéo Estrutural dos padrdes ndo comerciais

Os padrdées nédo comerciais (M-3-O-GAL, M-3-O-ARA, M-3-O-RHA e Q-3-O-
GAL) utilizados para a identificacdo dos picos obtidos nos cromatogramas por
HPLC-DAD dos extratos hidroalcodlicos de P. torta e P. ramiflora foram submetidos
a analises por HPLC-DAD e RMN.

Os cromatogramas a 254 nm e 0s espectros no UV obtidos da analise por
HPLC-DAD dos padrdes ndao comerciais sdo mostrados na Figura 6. Dados da
literatura (MARKHAM, 1982) confirmam que estas substancias séao flavonoides,
sendo que os maximos de absorcao apresentados na Tabela 1 estdo dentro da faixa
esperada para flavondis 3-O-substituidos (A= 250-280 nm para a banda | e A= 330-
360 nm para a banda Il).

Tabela 1. Tempos de retencdo e maximos de absor¢céo dos padrées obtidos por HPLC-UV-
DAD. Para condicBes cromatograficas veja Secéo 2.4.

Substancia Anax (NmM) tr (Min)
Miricetina-3-O-B-D-galactopiranosideo 258, 357 5,11
Miricetina-3-O-a-L-arabinopiranosideo 257, 357 6,39
Miricetina-3-O-a-L-rhamnopiranosideo 259, 349 6,74
Quercetina-3-0O-B-D-galactopiranosideo 256, 354 7,03

Para a confirmacdo estrutural completa dos padrdes, registramos 0s
espectros de RMN mono e bidimensionais, que serdo discutidos a seguir. Os dados
foram comparados e encontraram-se em concordancia com o0s encontrados na
literatura (AGRAWAL, 1989; ANDERSEN e MARKHAM, 2006; MARKHAM, 1982).
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Figura 6. Cromatogramas a 254 nm e espectros no UV, obtidos por HPLC-DAD, dos
padrées ndo comerciais utilizados: M-3-O-GAL (a), M-3-O-ARA (b), M-3-O-RHA (c) e Q-3-O-

GAL (d).
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Miricetina-3-O-B-D-galactopiranosideo (M-3-O-GAL)

Esta substancia apresentou-se como um solido de cor amarela. O espectro de
RMN 'H desta substancia (Figura 8) mostrou sinais de hidrogénios na regi&o
aromatica sendo: um simpleto largo em & 7,21 (1H) indicando que o anel B do
flavonoide é tetrassubstituido. Outros dois dupletos, de hidrogénios acoplados em
meta (1H cada, J = 2,4 Hz) foram observados em & 6,20 e 6,38, que foram
atribuidos aos hidrogénios H-8 e H-6 respectivamente. A falta do simpleto em & 6,70
(ANDERSEN & MARKAM, 2006) confirmou que a posicdo 3 do flavonoide esta
substituido, sugerindo a presenca de derivado de flavonol.

Foi observado ainda um dupleto em & 5,34 (1H, J = 7,8 Hz) indicando que
este flavonoide possui um agucar com configuracdo em B. Os demais hidrogénios do

acucar foram observados entre © 3,29 e 3,64 (Tabela 2).

A identidade do acucar foi confirmada com o experimento TOCSY/1D (Figura
9). Neste experimento observou-se que quando o hidrogénio em & 5,34 (H-1") sofreu
irradiagao, este apresentou correlagbes com os hidrogénios em & 3,61 (H-2” ); 3,36

(H-3”) e 3,64 (H-4"), confirmando portanto que tratava-se de uma galactose.

O mapa de contornos gHSQC (Figura 10) possibilitou atribuir todos os
hidrogénios e seus respectivos carbonos 'J. Com o mapa de contornos gHMBC
(Figura 11) foi possivel verificar a 3] as correlacdes entre os hidrogénios e os

carbonos, indicados na Tabela 2.

Portanto os dados espectroscépicos confirmam que esta substancia é a

miricetina-3-O-(-D-galactopiranosideo.



Figura 7. Estrutura representativa de um flavonol glicosilado.
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Figura 8. Espectro RMN *H de miricetina-3-O-B-D-galactopiranosideo (600 MHz, DMSOygg).
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Figura 9. Espectro TOCSY/1D de miricetina-3-O-B-D-galactopiranosideo (600 MHz, DMSOs).
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Figural0. Mapa de contornos por gHSQC de miricetina-3-O-f-D-galactopiranosideo (600 MHz, DMSOg).
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Figura 11. Mapa de contornos por gHMBC de miricetina-3-O-8-D-galactopiranosideo (600 MHz, DMSOge).
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Miricetina-3-O-a-arabinopiranosideo (M-3-O-ARA)

Esta substancia também se apresentou como um sélido amarelo. O espectro
de RMN *H (Figura 12) apresentou-se semelhante ao de M-3-O-GAL. As diferencas
significativas observadas foram na regido do acucar. Observou-se um dupleto em &
5,20 (1 H, J = 5,4 Hz).

O espectro TOCSY/1D (Figura 13) foi obtido irradiando seletivamente o sinal
do hidrogénio em 5 5,20, o que levou a um sistema de spin tipico da arabinose, pela
correlacdo com somente trés sinais (8 3,78, 3,51 e 6 3,65), compativel com uma
unidade de arabinose (PAWAN et al., 1992).

A configuragdo a-L-arabinopiranosidica foi deduzida mediante aos valores de
constantes de acoplamento entre Jui-12 (5,4 Hz) (ISHII et al., 1991 e LEMIEUX et al.,
1966) e segundo Servettaz et al. (1984) arabinopiranose com constante de
acoplamento de 7,0 Hz é tipica de B-piranosideo.

Segundo Agrawal (1989), a diferenciacao entre furanose e piranose pode ser
prontamente realizada observando-se os deslocamentos quimicos dos carbonos 17,
2” e 47, Para a furanose estes valores apresentam deslocamentos quimicos em
campo mais baixo (4-14 ppm). Por exemplo, observa-se para o C1” (3 109,1 e
8104,7); parao C2” (6 81,5e 6 71,6) e para o C4” (5 84,7 e 6 69,1) para a-furanose e

a-piranose respectivamente.

Através da andlise do mapa de contornos por gHSQC (Figura 14) foi possivel
deduzir a forma piranosidica do acucar. Os sinais em 6 102,3, 6 71,0, 8 72,2, 5 69,6
e 0 66,5 sdo correspondentes a uma unidade de a-L-arabinopiranosideo. A Figura

15 apresenta o mapa de contornos por gHMBC para a substancia.

Portanto os dados espectroscopicos confirmam que esta substancia € a

miricetina-3-O-a-L-arabinopiranosideo.
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Figura 12. Espectro RMN *H de miricetina-3-O-a-L-arabinopiranosideo (600 MHz, DMSOygg).
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Figura 13. Espectro TOCSY/1D de miricetina-3-O-a-L-arabinopiranosideo (600 MHz, DMSOg).
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Figura 14. Mapa de contornos por gHSQC de miricetina-3-O-a-L-arabinopiranosideo (600 MHz, DMSOgg).
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Figura 15. Mapa de contornos por gHMBC de miricetina-3-O-a-L-arabinopiranosideo (600 MHz, DMSOyg).
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Miricetina-3-O-a-L-rhamnopiranosideo (M-3-O-RHA)

O espectro de RMN desta substancia (Figura 16), também um sdlido de cor
amarela, apresentou diferencas daqueles das substancias anteriormente discutidas

unicamente pelos sinais relativos a unidade de aculcar.

O espectro de RMN de *H (Figura 16) exibiu o sinal do hidrogénio anomérico
em & 5,20 (d, J = 1,2 Hz). No espectro de RMN 'H desta substancia é evidente
também um dubleto & 0,85 (3H, J = 6 Hz), tipico de um 6-deoxi-aclcar.

A completa sequéncia dos deslocamentos quimicos da unidade de agucar foi
obtida atraveés de experimentos 1D-TOCSY (Figura 17), iniciando pelo hidrogénio
anomérico. A irradiagdo do sinal em & 5,20 forneceu o sistema de spins do a-L-
rhamnopiranosideo, com correlagdo somente com o hidrogénio em & 3,36 (H-2, sL).
Dessa forma, a unidade sacaridica pode ser identificada como sendo 0 a-L-

rhamnopiranosideo.

O mapa de contornos por gHSQC (Figura 18) forneceu os deslocamentos

guimicos necessarios para a identificacéo da aglicona.

Os valores de *H e *C que foram atribuidos mediante experimentos gHSQC,
gHMBC (Figura 29) e TOCSY/1D.

Portanto os dados espectroscépicos confirmam que esta substancia é a

miricetina-3-O-a-L-rhamnopiranosideo.
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Figura 17. Espectro TOCSY/1D de miricetina-3-O-a-L-rhamnopiranosideo (600 MHz, DMSOg).

Daryne M 3 O RHA
Daryne M-3-O-RHA tocsyld 05/02/2014

5.197

3.360

—— T T~ T T T T~ T T~ T T T T~ T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T I
5.3 5.2 5.1 5.0 4.9 4.8 4.7 4.6 4.5 4.4 4.3 4.% 4.1 4.0 3.9 3.8 3.7 3.6 3.5 3.4 3.3 3.2 3.1 3.0
1 (ppm)

60



l o

o

Figura 18. Mapa de contornos por gHSQC de miricetina-3-O-a-L-rhamnopiranosideo (600 MHz, DMSOs).
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Figura 19. Mapa de contornos por gHMBC de miricetina-3-O-a-L-rhamnopiranosideo (600 MHz, DMSOg).
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Quercetina-3-0O-B-D-galactopiranosideo

O espectro de RMN 'H (Figura 20, Tabela 2) possibilitou identificar um
dupleto em & 7,67 (J = 8,4 Hz), um dupleto a 6 7,53 (J = 1,8 Hz) e um dupleto a &
6,82 (J = 8,4 Hz) foram atribuidos aos hidrogénios do anel B da aglicona. Dois outros
hidrogénios acoplados em meta em 6 6,38 (d, J = 1,2 Hz) e 6 6,18, foram atribuidos
aos H-8 e H-6 respectivamente (ANDERSEN e MARKHAM, 2006).

O sinal 8 5,36 (J = 7,2 Hz) foi atribuido a uma unidade de D-hexose com
configuracdo-f. Os demais deslocamentos quimicos do acucar foram identificados
entre 6 3,29 — 3,65.

O experimento TOCSY/1D (Figura 21) possibilitou identificar a unidade de
acucar. A irradiacdo do hidrogénio anomérico (6 5,36) apresentou correlagdo com
os hidrogénios em 6 3,65 (H-2"); 3,37 (H-3") e 3,57 (H-4"), confirmando portanto que

tratava-se de uma galactose.

Os experimentos gHSQC (Figura 22) e gHMBC (Figura 23) possibilitaram

atribuir a correlacdo de cada hidrogénio com seu respectivo carbono a *J e a %J.

Com base nessas evidéncias, esta substancia, foi determinada como sendo a

guercetina-3-O-p-D-galactopiranosideo.



Figura 20. Espectro RMN *'H de quercetina-3-O-8-D-galactopiranosideo (600 MHz, DMSOye).
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Figura 21. Espectro TOCSY/1D de quercetina-3-O-B-D-galactopiranosideo (600 MHz, DMSOgs).
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Figura 22. Mapa de contornos por gHSQC de quercetina-3-O-B-D-galactopiranosideo (600 MHz, DMSOQOg).
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Figura 23. Mapa de contornos por gHMBC de quercetina-3-O-3-D-galactopiranosideo (600 MHz, DMSOyg).
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Tabela 2. Deslocamentos quimicos (ppm) de RMN *H (600 MHz) e de *C (150 MHz) de M-

3-O-GAL, M-3-O-ARA, M-3-O-RHA e Q-3-O-GAL - 600 MHz (DMSOgg).

H/C M-3-O-GAL M-3-O-ARA M-3-O-RHA Q-3-0O-GAL
2 |155,9 - 156,7 - 157,9 - 155,9 -
3 |nd - n.d - - n.d. -
4 |nd - n.d - - n.d. -
5 |nd - n.d - - n.d. -
6,20d 6,20 d 6,20 d 6,20 d
6 (99,0 99,0 99,0 99,0
(2,4) (2,4) (1,8) (2,4)
7 |nd - n.d - - n.d. -
6,38 d 6,39d 6,38d 6,38 d
8 (93,7 93,8 93,9 93,7
(2,4) (1,8) (2,4) (2,4)
9 [nd - n.d - - n.d. -
10 | 104,3 - - 104,6 - 104,3 -
1' |nd - n.d - n.d. - 121,5 -
7,53d
2' 1108,9 7,20 sl 108,8 7,16 sl 108,3 6,89 sl 116,2 1.8)
3" 1457 - 145,9 - 145,4 - 145,4 -
4' 1137,0 - 136,8 - 136,8 - 148.,5 -
6,82 d
5 1457 - 145,9 - 145,4 - 115,6
(8,4)
7,67 d
6' |108,9 7,20 sL 108,8 7,16 sL 108,3 6,89 sL 122,2 .4
Galactose Arabinose Rhamnose Galactose
5,34 d 520d 5,20d 5,37 d
1" [102,4 102,0 102,3 102,1
(7,8) (5.4) (1,2 (7,2
3,61t
2" | 71,5 7.8) 72,2 3,50 70,3 3,98 71,6 3,57
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3" [73.7 336 71.0 378 708 355 736 337
3.64 dd
4" | 68,6 665 365 71.6 316 68.3 3.65
(1,2)
=
365
763 332m  |647 707 335 76.2 333
323
346 0.85 d 3.45
6" |60,4 ; - 143 60.4
3.29 (6.0) 3,29

Obs. *Valores obtidos através dos experimentos de HSQC e HMBC.
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4.2 Fingerprint dos extratos hidroalcodlicos e infusdes e coinjecdo com
padrdes por HPLC-DAD

O perfil cromatogréafico tracado por HPLC-DAD é de grande utlidade no
estudo de extratos polares, pois com o espectro no UV é possivel inferir a classe de
substancias, bem como identificar substancias conhecidas através da comparagéo
com o tempo de retencédo (Tr) e espectro no UV de padrbes auténticos (comerciais
ou ja isolados em laboratério) (RINALDO et al., 2010; RODRIGUES et al., 2008).

Desta maneira, optou-se pelo desenvolvimento de uma metodologia baseada
em analises por HPLC-DAD na tentativa de realizar a identificacdo dos metabdlitos
secundarios presentes nas matrizes estudadas empregando experimentos de
coinjecdo de padrdes auténticos e/ou substancias previamente isoladas e

caracterizadas.

A etapa de clean-up utilizando cartuchos de RP18, anterior a analise por
HPLC-DAD, é responsavel pela eliminacdo de parte das substancias apolares
presente nos extratos, o que colabora para a concentracdo dos analitos de interesse
da amostra (SNYDER et al., 1997). O sistema de elui¢édo utilizado para esta etapa,
MeOH:H,O (95:5, v/v), foi escolhido pois concentracbes maiores de metanol
originam eluatos que representam melhor as condicfes dos extratos originais em
cromatografia de fase reversa (RODRIGUES, 2007), uma condi¢cdo muito importante

para ensaios de quantificacdo por HPLC-DAD.

Inicialmente, foram obtidos cromatogramas dos extratos hidroalcodlicos de
folnas de P. torta e P. ramiflora utilizando-se um gradiente exploratério onde a
concentracdo de MeOH (solvente B) em H,0 (solvente A) variou de 5 a 100% (v/v)

em 60 minutos (Figura 24).
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Figura 24. Cromatogramas dos extratos hidroalcodlicos de folhas de P. torta (a) e P.
ramiflora (b). Coluna Phenomenex® Synergi® Hydro-RP (250 x 4,6 mm, 5um), 5 a 100% de
B em 60 min (Solvente A: H,O acidificada com 0,1% de TFA; Solvente B: MeOH acidificado
com 0,1% de TFA), 40°C, A = 254 nm, vaz&do 1 mL min™.
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Os resultados obtidos nortearam as acfes subsequentes para a melhoria da

separacao dos picos.

Varias condi¢cdes foram testadas para que se obtivesse a melhor separacao
dos picos majoritarios, sendo escolhida a seguinte condicdo: inicialmente a fase
mével consistiu de H,O:ACN (80:20, v/v), levando 30 minutos para atingir H,O:ACN
(58:42, viv). A fase mdvel utilizada foi acidificada com 0,1% de acido trifluoracético
(TFA).

A otimizacdo do método cromatogréafico foi realizada segundo abordagem
sugerida por Snyder et al. (1997) para o delineamento de uma separacao por
gradiente de eluicdo, que envolve a estimativa da inclinacdo da curva do gradiente

para melhora da resolugéo e variacao do solvente B para melhora da seletividade.
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Figura 25. Cromatogramas dos extratos hidroalcodlicos de folhas de P. torta (a) e P.
ramiflora (b). Cromatogramas sobrepostos (c). Coluna Phenomenex® Synergi® Hydro-RP
(250 x 4,6 mm, 5um), 20 a 42% de B em 30 min (Solvente A: H,O acidificada com 0,1% de
TFA; Solvente B: ACN acidificada com 0,1% de TFA), 40°C, A = 254 nm, vaz&o 1 mL min™.
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Sistemas compostos de MeOH/H,O sdo mais viscosos, especialmente na
regido da proporcdo de MeOH/H,0O 1:1 v/v (SNYDER et al., 1997), o que justifica a

escolha de ACN como solvente B no método cromatografico otimizado (Figura 25).

Com base nas analises por HPLC-ESI-IT-MS? e ESI-IT-MS/MS realizadas nos

extratos hidroalcoodlicos de folhas e P. torta e P. ramiflora (Se¢édo 4.3), bem como

nas substancias isoladas de extrato metandlico de folhas de P. torta por Silva et al.
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(2009), foram realizados ensaios de coinjecdo dos extratos com 10% de padrdes
(padrao:extrato, m/m) de acido géalico, M-3-O-GAL, M-3-O-ARA, M-3-O-RHA e Q-3-
O-GAL (Figuras 26 e 27).

Com os resultados obtidos, juntamente aos espectros no UV dos picos
majoritarios dos cromatogramas dos extratos de P. torta e P. ramiflora, pudemos
atribuir a presenca dos compostos fendlicos atribuidos aos picos identificados na
Figura 28 e apresentados na Tabela 3.
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Figura 26. Cromatogramas do extrato hidroalcoolico de folhas de P. torta (a) e de sua
coinjecdo com acido gélico (b), miricetina-3-O-B-D-galactopiranosideo (c), miricetina-3-O-a-
L-arabinopiranosideo (d), miricetina-3-O-a-L-rhamnopiranosideo (e) e quercetina-3-O-6-D-
galactopiranosideo (f). Cromatogramas sobrepostos (c). Coluna Phenomenex® Synergi®
Hydro-RP (250 x 4,6 mm, 5um), 20 a 42% de B em 30 min (Solvente A: H,O acidificada com
0,1% de 'I;FA; Solvente B: ACN acidificada com 0,1% de TFA), 40°C, DAD (254 nm), vazao
1 mL min™.
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Figura 27. Cromatogramas do extrato hidroalcodlico de folhas de P. ramiflora (a) e de sua
coinje¢do com acido gélico (b), miricetina-3-O-B-D-galactopiranosideo (c), miricetina-3-O-a-
L-arabinopiranosideo (d), miricetina-3-O-a-L-rhamnopiranosideo (e) e quercetina-3-O-6-D-
galactopiranosideo (f). Cromatogramas sobrepostos (c). Coluna Phenomenex® Synergi®
Hydro-RP (250 x 4,6 mm, 5um), 20 a 42% de B em 30 min (Solvente A: H,O acidificada com
0,1% de 'I;FA; Solvente B: ACN acidificada com 0,1% de TFA), 40°C, DAD (254 nm), vazao
1 mL min™.
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Figura 28. Cromatogramas HPLC-DAD dos extratos hidroalcodlicos de folhas de P. torta (a)
e P. ramiflora (b). Picos identificados: acido galico (1), miricetina-3-O-B-D-galactopiranosideo
(2), miricetina-3-O-a-L-arabinopiranosideo (3), miricetina-3-O-a-L-rhamnopiranosideo (4) e
quercetina-3-O-B-D-galactopiranosideo (5). Coluna Phenomenex® Synergi® Hydro-RP (250 x
4,6 mm, 5um), 20 a 42% de B em 30 min (Solvente A: H,O acidificada com 0,1% de TFA,
Solvente B: ACN acidificada com 0,1% de TFA), 40°C, DAD (254 nm), vaz&o 1 mL min™.
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Tabela 3. Maximos de absorcdo no UV e tempos de retencdo (tg) dos picos identificados
nos extratos hidroalcodlicos de folhas de P. torta e P. ramiflora.

P. torta P. ramiflora
Substancia Pico Anax (nm) tgr (Min) Apnax (M)  tg (Min)
Acido galico 1 272 3,37 272 3,57
Miricetina-3-O-3-D-galactopiranosideo 2 260, 357 5,05 259, 355 511
Miricetina-3-O-a-L-arabinopiranosideo 3 263, 355 6,22 264, 354 6,22
Miricetina-3-O-a-L-rhamnopiranosideo 4 260, 350 6,57 261, 350 6,62
Quercetina-3-0-B-D-galactopiranosideo 5 254, 352 6,95 254, 352 6,95




s

Os dados obtidos dos espectros no UV dos picos 1-5, para ambos os
extratos, corroboram com os resultados obtidos nos ensaios de coinjecéo.

Alguns valores encontrados na literatura para os maximos de absorcdo do
acido galico foram de 272 nm (RINALDO et al., 2010) e 271 nm (RODRIGUES,
2007), ja em flavonoides sdo encontradas duas bandas de absorcdo. A Banda | é
associada a absorcdo do Anel B (sistema cinamoil) e a Banda Il é atribuida ao Anel
A, que envolve a absorgéo do sistema benzoil (Figura 29).

Segundo Markham. (1982) os maximos de absorcdo esperados para flavonéis
3-O-substituidos estédo dentro da faixa de 250-280 nm para a banda Il e 330-360 nm
para a banda I, o que faz com que os maximos de absorcdo apresentados pelos

picos 2, 3 e 4 apontem para a presenca desta classe de flavonoides nos extratos
estudados.

Figura 29. Representacdo dos sistemas benzoil e cinamoil em um nucleo flavonoidico e
bandas | e Il em um espectro no UV de flavonoide.
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As estruturas das substancias propostas para o0s picos 1-5 dos extratos
hidroalcodlicos de folhas de P. torta e P. ramiflora sdo mostradas na Figura 30.
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Figura 30. Estrutura dos compostos fendlicos identificados em extratos hidroalcodlicos de
folhas de P. torta e P. ramiflora. Acido géalico (Substancia [), miricetina-3-O-8-D-
galactopiranosideo (Substéancia IX), miricetina-3-O-a-L-arabinopiranosideo (Substancia VI),
miricetina-3-O-a-L-rhamnopiranosideo (Substancia  VIII) e guercetina-3-O--D-
galactopiranosideo (Substéancia VII).
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HO OH

OH
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Os perfis cromatogréficos das infusdes das folhas de P. torta e P. ramiflora
também foram obtidos por HPLC-DAD (Figura 31).

Observou-se nesses cromatogramas a diminuicdo da intensidade dos picos
atribuidos aos derivados glicosilados de miricetina e 0 aumento da intensidade do
pico atribuido ao acido gélico e daqueles com tg préximos. No caso de P. torta, os
picos de derivados glicosilados de miricetina foram imperceptiveis, enquanto o pico
atribuido ao acido galico tem intensidade em torno de 33% maior que a observada

para o pico correspondente no cromatograma da infusdo de P. ramiflora. A
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intensificacdo dos picos iniciais dos cromatogramas, atribuidos a substancias mais
polares € esperada, uma vez que as infusfes sao extratos aquosos, ou seja, mais

polares que os extratos EtOH:H,O (70:30, v/v).

As bandas apresentadas pelos espectros no UV dos picos entre 0 e 4 min,
observadas entre 271-274 nm para as duas espécies, podem ser um indicativo de
gue estes picos possuem derivados do acido galico em sua composicao.

Figura 31. Cromatogramas das infusdes de folhas de P. torta (a) e P. ramiflora (b). Coluna
Phenomenex® Synergi® Hydro-RP (250 x 4,6 mm, 5um), 20 a 42% de B em 30 min

(Solvente A: H,O acidificada com 0,1% de TFA; Solvente B: ACN acidificada com 0,1% de
TFA), 40°C, DAD (254 nm), vaz&o 1 mL min™,
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4.3 Anélise dos extratos por HPLC-ESI-IT-MS/MS, HPLC-ESI-QTrap-MS/MS e
ESI-IT-MS/MS

Além dos experimentos envolvendo as andlises por HPLC-DAD, também foi
realizada a investigacdo da composicao quimica das espécies vegetais empregando
a técnica de HPLC-ESI-IT-MS/MS, HPLC-ESI-QTRAP-MS/MS e ESI-IT-MS/MS.

A fragmentacdo de moléculas obtida pela técnica de espectrometria de
massas € bastante (til na elucidacdo estrutural de moléculas em matrizes
complexas, como 0s extratos vegetais. Entretanto, devido a complexidade da matriz,
uma etapa de purificacdo anterior a analise por espectrometria de massas pode ser
requerida. Dessa forma, o acoplamento de um sistema de HPLC ao espectrometro
de massas auxilia ainda mais a determinacdo estrutural das moléculas nessas
matrizes aumentando a seletividade da analise. Muitos trabalhos encontrados na
literatura se beneficiam do acoplamento das técnicas HPLC-MS na determinacao de
compostos fendlicos em extrato vegetais, dentre os quais podemos citar Cuyckens e
Claeys (2002), Chun et al. (2013) e Venuprasad et al. (2014).

O modo negativo de analise por espectrometria de massas foi escolhido tendo
em vista o conhecimento prévio da composicdo flavonoidica destas espécies,
verificada na Secéo 4.1. Esta classe de metabdlitos secundarios ioniza facilmente
pela desprotonacao das hidroxilas fendlicas, sendo as moléculas desprotonadas dos
flavonoides transferidas eficientemente para a fase gasosa como ions negativos
(RODRIGUES, 2007).
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4.3.1. HPLC-ESI-IT-MS/MS

Em um primeiro momento, o extrato hidroalcodlico de P. torta foi analisado
por HPLC-ESI-IT-MS/MS (Figura 32).

Figura 32. Cromatogramas de extrato hidroalcodlico de folhas de P. torta avaliado em modo
negativo por HPLC-ESI-IT-MS/MS. Detector UV, A = 254 nm (a) e cromatograma de ions
totais ou TIC (b). Para condi¢Bes cromatograficas veja: Materiais e Métodos (Secao 3.6.1).
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Os espectros de massa nos tempos de retencdo correspondente aos picos
indicados na Figura 32 podem ser observados na Figura 33 a 35.

Os ions de m/z 113, m/z 159 e m/z 227 sao encontrados ao longo de toda a
analise, sendo considerados ions de background. O ion de m/z 113 é atribuido a

contaminacao por acido trifluoracético (TFA), sendo o de m/z 227 atribuido a esta
substancia dimerizada.

No pico 1, observamos a presenca do ion de m/z 169, que pode ser atribuido
ao acido galico. ions correspondentes a moléculas desprotonadas de miricetina-3-O-
B-D-galactopiranosideo (m/z 479), miricetina-3-O-a-L-arabinopiranosideo (m/z 449) e
miricetina-3-O-a-L-rhamnopiranosideo (m/z 463) foram encontrados nos picos 2, 3 e
4, respectivamente, da Figura 32.
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O pico 2 apresentou ainda as moléculas desprotonadas com m/z 479, m/z
543, m/z 593 e m/z 959, podendo esta Ultima ser resultado de dimerizacéo na fonte
de ionizacdo do ion de m/z 479.

Figura 33. Espectros de massas dos picos obtidos pelo detector UV, em 254 nm, na analise
de extrato hidroalcodlico de folhas de P. torta em modo negativo por HPLC-ESI-IT-MS/MS.
Pico 1, tg =11,47 min (a); pico 2, tr = 27,33 mim (b). Para condi¢cdes espectrométricas veja:
Materiais e Métodos (Sec¢ao 3.6.1).
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O pico 3 apresentou 0s ions negativos com m/z 449, m/z 512, m/z 563 e m/z

899, podendo esta ultima ser resultado de dimerizacdo na fonte de ionizac&o do ion
m/z 449.
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Os ions negativos com m/z 249, m/z 463, m/z 499, m/z 526, m/z 577 e m/z
926 foram encontrados no pico 4, sendo o ion de m/z 926 possivelmente formado
por dimerizacdo na fonte do ion de m/z 463.

Figura 34. Espectros de massas dos picos obtidos pelo detector UV, em 254 nm, na analise
de extrato hidroalcodlico de folhas de P. torta em modo negativo por HPLC-ESI-IT-MS/MS.
Pico 3, tr = 28,56 mim (a); pico 4, tg = 28,91 mim (b). Para condi¢cdes espectrométricas
veja: Materiais e Métodos (Secéo 3.6.1).
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Foram encontrados no pico 5 os ions negativos com m/z 249, m/z 463, m/z
526 e m/z 577. No pico 6 os ions encontrados foram de m/z 249, m/z 433, m/z 496 e
m/z 547. No pico 7 foram encontrados o ion de m/z 317, que pode ser atribuido a

miricetina, além dos ions com m/z 176, m/z 380, m/z 447, m/z 483 e m/z 510.
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Figura 35. Espectros de massas dos picos obtidos pelo detector UV, em 254 nm, na analise
de extrato hidroalcodlico de folhas de P. torta em modo negativo por HPLC-ESI-IT-MS/MS.
Pico 5, tr = 29,78 mim (a); pico 6, tr = 30,86 mim (b); pico 7, tr = 31,81 mim (c). Para
condi¢cdes espectrométricas veja: Materiais e Métodos (Secao 3.6.1).
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Foram realizadas, ainda neste experimento, as fragmentacdes de segunda
ordem dos ions atribuidos as miricetinas glicosiladas de P. torta, apresentadas nas
Figuras 33 e 34.

Figura 36. Fragmentacdo de segunda ordem dos ions m/z 479 (a), m/z 449 (b) e m/z 463
(c). Para condi¢cbes espectrométricas veja: Materiais e Métodos (Sec¢éo 3.6.1).

479,08 a

=
A O ® O
SO © o &
|

316,06

N
o

16,07
100 316,0

80
60
40
20

449,07

Abundancia relativa (%)

4 7
100 63,0

80
60
40
20

316,07

Os dados espectrométricos obtidos para a fragmentacdo de segunda ordem
(Figura 36) corroboram com os resultados obtidos nos ensaios de coinjecdo de
padrdes (Secdo 4.1) para os flavonois miricetina-3-O-a-L-arabinopiranosideo (m/z =
449), miricetina-3-O-a-L-rhamnopiranosideo (m/z = 463) e miricetina-3-O-8-D-

galactopiranosideo (m/z = 479) nos extratos de P. torta.

Os flavonoides comumente ocorrem na forma glicosilada, quando um ou mais
aclcares estdo ligados ao seu nucleo flavonoidico. Essa ligacdo entre o aclcar e
uma hidroxila (O-glicosideos) ou diretamente ao ndcleo benzénico por uma ligacao

carbono-carbono (C-glicosideos). De acordo com Markham (1982), as ligagbes aos
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acucares podem ocorrer nas posi¢cdes 3 e 7 em flavonois O-glicosilados, enquanto
gue as ligacbes em flavonoides C-glicosilados sempre ocorrem nas posicoes 6 e 8.

Na analise por espectrometria de massas de flavonoides glicosilados, a
ligacdo do agucar a um oxigénio de hidroxila ligada ao anel A ou C pode ser
facilmente observada pela perda do residuo do agucar, como pode ser visto no
espectro de massas de segunda ordem das miricetinas-O-glicosiladas apresentados
na Figura 36. Para miricetina-3-O-a-L-arabinopiranosideo (m/z 449), foi verificada
uma perda de 132 Da, equivalente a uma pentose, originando o ion da aglicona
desprotonada [M - H - 132] com m/z 317. Para miricetina-3-O-a-L-
rhamnopiranosideo (m/z 463), foi verificada uma perda de 146 Da, equivalente a
uma deoxiexose, originando o ion da aglicona desprotonada [M — H — 146]° com m/z
317. E para miricetina-3-O-B-D-galactopiranosideo (m/z 479), foi verificada uma
perda de 162 Da, equivalente a uma hexose, originando o ion da aglicona
desprotonada [M — H — 162] com m/z 317.

Os espectros obtidos para as miricetinas-O-glicosiladas revelam a presenca
de um ion radicalar [M — H] ~, com m/z 316, além dos ions [M — H],, com m/z 317,
correspondentes as agliconas desprotonadas. A presenca desses ions radicalares é
explicada pela cisdo homolitica da ligacdo glicosidica (CUYCKENS e CLAEYS,
2004). De acordo com os autores, a relacdo ion radicalar/ion alta sugere que a

glicosilacéo se da na hidroxila do carbono 3 em flavonais.

Outro dado importante p6de ser observado nessa analise, que é a presenca
do ion de m/z 191 no extrato de P. torta, que pode ser atribuido ao acido quinico.
Esta informacdo pode ser confirmada pelo cromatograma do ion extraido para m/z

191 e o espectro de massas em 4,53 min, apresentados na Figura 37.

Cromatogramas de ions extraidos sao criados pelo registro da intensidade do
sinal observado para um determinado valor de m/z nos espectros de massas

gravados em funcéo do tempo de retencao.
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Figura 37. Cromatograma do ion extraido para m/z 191 de extrato hidroalcodlico de folhas
de P. torta (a) e espectro de massas em 4,53 min (b) Dados obtidos por HPLC-ESI-IT-

MS/MS em modo negativo. Para condi¢cdes espectrométricas veja: Materiais e Métodos
(Secéo 3.6.1).
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Além do ion de m/z 191, atribuido ao &cido quinico, podemos observar

também na Figura 37b a presenca do ion de m/z 382, resultado da dimerizac&o na
fonte de ionizacéo do ion m/z 191.

O estudo mais detalhado de alguns dos ions que se encontravam coeluindo
com as miricetinas glicosiladas (Figuras 33 a 35) no experimento de HPLC-ESI-IT-
MS/MS sera apresentado na secao 4.3.3. A andlise da fragmentacdo sequencial
desses ions por ESI-IT-MS/MS permite sugerir algumas propostas estruturais

(Tabela 4) para os ions encontrados em ambos os extratos estudados.
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4.3.2 HPLC-ESI-QTRAP-MS/MS

Os extratos hidroalcodlicos de folhas de P. torta e P. ramiflora foram entéo
submetidos a andlise por HPLC-ESI-QTRAP-MS/MS, onde o método cromatogréafico
utilizou um gradiente de 20-42% de ACN:H,O em 30 minutos, mesmo método
utilizado para a padronizacdo dos extratos. Devido a baixa concentracdo das
amostras (5 ppm), néo foi obtido cromatograma no detector UV para estes ensaios.

A Figura 38 apresenta os cromatogramas de ions totais para os dois extratos
das espécies estudadas.
Figura 38. Cromatogramas de ions totais de extratos hidroalcodlicos de folhas de P. torta

(a) e P. ramiflora (b) obtidos por HPLC-ESI-QTrap-MS em modo negativo. Para condi¢des
espectrométricas veja: Materiais e Métodos (Sec¢ao 3.6.2).
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A presenca das miricetinas-O-glicosiladas para os extratos de ambas
espécies estudadas foi confirmada pelos cromatogramas de ions extraidos. Para
cada banda atribuida as miricetinas-O-glicosiladas, cujos tempos de retencéo foram
préximos aos obtidos para estas substancias por HPLC-DAD, utilizando mesmo
gradiente de eluicdo (Secao 4.1), foram registrados 0s espectros de massas
(Figuras 39, 40, 41 e 42).
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Figura 39. Cromatogramas dos ions extraidos de m/z 479 de extratos de P. torta (a) e P.
ramiflora (c); espectros de massas para os tempos de retencdo 5,52 min para P. torta (b) e
em 5,53 para P. ramiflora (c). Dados obtidos por HPLC-ESI-QTRAP-MS em modo negativo.
Para condi¢cbes espectrométricas veja: Materiais e Métodos (Secao 3.6.2).
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A Figura 39a, apresenta duas bandas com tr diferentes (2.74 min e 5.53 min),
Andlise dos espectros de massas (full scan) das substancias pertencentes a cada tgr
evidenciou que a miricetina-3-O-B-D-galactopiranosideo com m/z 479 encontra-se
majoritariamente no tg 5.53 min. Analise do espectro de massas da banda em tg
2.74 min evidenciou o0 ion com m/z 479 com intensidade menor que 1% (espectro
ndo apresentado). Os espectros de massa de segunda ordem para o ion m/z 479
nos dois tempos de retencao e para as duas espécies apresentou 0 mesmo padrao
de fragmentacgé&o (Figura 40).

Como pode ser observado nas Figuras 39, 41 e 42, para ambos 0s extratos,
em tg préximo a 2,8 min ocorre a eluicdo de uma pequena fracdo das miricetinas
glicosiladas. As fragmentacOes de segunda ordem (aqui exemplificadas para o ion
m/z 479 de P. ramiflora, Figura 40) demonstraram que as substancias apresentam o

mesmo padréo de fragmentacdo em ambos tg.

Quanto a miricetina-3-O-a-L-arabinopiranosideo, observa-se que a em P. torta
a coeluicdo com o ion m/z 209, enquanto em P. ramiflora, observamos a ocorréncia
dos ions de m/z 463 e m/z 610 coeluindo no tempo de retencdo onde a

concentracéo de ions de m/z 449 é maxima nesse extrato.

Os espectros de segunda ordem para os ions m/z 209 e m/z 610 nao

puderam ser obtidos para que suas estruturas fossem propostas.

Com relacdo a miricetina-3-O-a-L-rhamnopiranosideo, observa-se também
boa separacdo nos tempos de retencdo em ambos 0s extratos para o gradiente de

eluicdo adotado (Figura 42) .

Vale ressaltar que a ordem de eluicdo das substancias neste experimento
obedece aquela observada nos ensaios por HPLC-DAD, para os extratos da duas

espécies estudadas.
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Figura 40. Espectro de massas de segunda ordem do ion m/z 479 de extrato hidroalcodlico
de Pouteria ramiflora em tg = 2,74 min (a) e tg = 5,53 min (b). Dados obtidos por HPLC-ESI-

QTrap-MS em modo negativo. Para condi¢cdes espectrométricas veja: Materiais e Métodos
(Secéo 3.6.2).
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Figura 41. Cromatogramas dos ions extraidos de m/z 449 de extratos de P. torta (a) e P.
ramiflora (c); espectros de massas para os tempos de retencdo 6,74 min para P. torta (b) e
em 6,74 para P. ramiflora (c). Dados obtidos por HPLC-ESI-QTRAP-MS em modo negativo.
Para condigOes espectrométricas veja: Materiais e Métodos (Secao 3.6.2).
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Figura 42. Cromatogramas dos ions extraidos de m/z 463 de extratos de P. torta (a) e P.
ramiflora (c); espectros de massas para os tempos de retencdo 6,73 min para P. torta (b) e
em 6,77 para P. ramiflora (c). Dados obtidos por HPLC-ESI-QTrap-MS em modo negativo.
Para condigbes espectrométricas veja: Materiais e Métodos (Secao 3.6.2).
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4.3.3 ESI-IT-MS/MS
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A fragmentacdo de segunda ordem por ESI-IT-MS/MS de alguns ions

encontrados nas analises anteriores possibilitou a

metabdlitos secundarios em ambas as espécies estudas.

identificacdo de alguns

A Tabela 4 sumariza as substancias encontradas nas analises por

espectrometria de massas nos extratos hidroalcodlicos de folhas de P. torta e P.

ramiflora.

Tabela 4. Substancias encontradas em extratos hidroalcodlicos de folhas de P. torta e P.
ramiflora em analises por HPLC-ESI-IT-MS/MS, HPLC-ESI-QTrap-MS e fragmentadas
sequencialmente por ESI-IT-MS/MS.

Substéancia Identificacéo parcial [M-H] Principais fragmentos
| Acido galico 169 125 [M — H — 44]
I Acido quinico 191 173 [M—H - 18], )
127 [M - H — 44 — 36]
I Apigenina-C-hexosil 431 AL3[M - H - 18]_’
341 [M - H-90]
v Quercetina-O-pentosideo 433 301[M-H -132] .
300 [M -H-132]
V Quercetina-O-deoxiexosideo 447 301[M—H - 146] ’
300 [M — H — 146]
VI Miricetina-O-pentosideo 449 317[M - H - 132] _',
316 [M - H -132]
Vi Quercetina-O-hexosideo 463 301[M—H -162] .
300 [M - H -162]
VIII Miricetina-O-deoxiexosideo 463 317[M - H - 146] .
316 [M — H — 146]
IX Miricetina-O-hexosideo 479 317[M - H - 162] ’,
316 [M - H -162]
529 [M - H - 18],
Apigenina-C-pentosil-C- 487 [M - H - 607,
X . . 547 .
deoxiexosideo 473 [M —H - 74],
457 [M - H-90]
N : 545 [M - H - 18],
A -C-h I-C-
X pigenina---nexos! 563 503 [M—H - 60],
pentosideo i
443 [M - H -90]
559 [M — H - 18],
Apigenina-C-hexosil-C- 487 [M —H - 90T,
Xl . . 577 )
deoxiexosideo 473 [M —H - 104],
457 [M — H - 120]
575 [M — H — 18],
X1I Apigenina-di-C-hexosil 593 503 [M - H - 90],

473 [M - H - 120




95

As Figuras 43, 44 e 47 mostram o0s espectros de massas de segunda ordem
obtidos somente do extrato de P. ramiflora, uma vez que as fragmentag¢des foram
muito semelhantes para os dois extratos.

Figura 43. Espectro de massas de segunda ordem dos ions m/z 169 e 191 obtidos por ESI-

IT-MS/MS em modo negativo (20 V) do extrato hidroalcodlico de folhas de P. ramiflora. Para
condi¢des espectrométricas veja: Materiais e Métodos (Secao 3.6.3).
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Para a substancia |, a estrutura proposta € a do &cido galico, em
concordancia com a coinjecdo de padrdo realizada na etapa anterior do trabalho
(Secéo 4.1). Neste caso, o fragmento [M — H — CO,], com m/z 125, € amplamente
observado na literatura para o acido galico em analises envolvendo ESI em modo
negativo (CHANDRASEKARA e SHAHIDI, 2011; SWATSITANG et al., 2000; FANG
et al., 2002; SANCHEZ-RABANEDA et al., 2003).

A substancia Il apresenta m/z 191, indicando a presenca de acido
guinico nos extratos. A presenca do fragmento [M — H — CO, — 2H,0], com m/z 127,
e do fragmento [M — H — H,QO], com m/z 173 € caracteristica desse acido (HAN et
al., 2007; NUENGCHAMNONG et al., 2009; RODRIGUEZ-MEDINA, 2009).

Os ensaios de coinjegdo, em conjunto com os dados obtidos por

espectrometria de massas, confirmam a presenca de miricetina-3-O-3-D-



96

galactopiranosideo,  miricetina-3-O-a-L-arabinopiranosideo,  miricetina-3-O-a-L-
rhamnopiranosideo e quercetina-3-O-8-D-galactopiranosideo nos extratos. Além
dessas substancias, pudemos observar pelas andlises por espectrometria de
massas a presenca de algumas quercetinas-O-glicosiladas e de apigeninas-C-
glicosiladas.

A Figura 44 traz os espectros de massa de segunda ordem dos flavonéis-O-
glicosilados encontrados nos extratos das espécies estudadas.

Além das miricetinas-O-glicosiladas ja discutidas anteriormente, foram
encontradas quercetinas-O-glicosiladas.

A substancia IV, com m/z 433, foi parcialmente identificada como uma
guercetina-O-pentosideo, uma vez que se observa em seu espectro de massas de
segunda ordem o ion [M — H — 132], com m/z 301 (SCHIEBER, BERARDINI E
CARLI, 2003).

A substancia V foi parcialmente identificada como uma quercetina-O-
deoxiexosideo, com m/z 447. Observa-se em seu espectro de massas de segunda
ordem o ion [M — H — 146], com m/z 301 (RODRIGUES et al., 2008; SCHIEBER,
BERARDINI E CARLI, 2003).

A substancia VIl foi identificada como quercetina-3-O-8-D-galactopiranosideo
devido aos ensaios de coinjecdo com esta substancia padrdo. Nestes ensaios,
observa-se a eluicdo do pico referente a esta substancia logo apds a eluicdo da
miricetina-3-O-a-L-rhamnopiranosideo, que possui a mesma m/z, de 463. Devido ao
fato de ambas as substancias estarem presentes nos extratos, observam-se no
espectro de massas de segunda ordem do ion m/z 463 o ion com m/z 317, referente
a perda de uma rhamnose (146 Da) da molécula da miricetina-3-O-a-L-
rhamnopiranosideo (RODRIGUES et al.,, 2008), bem como o ion com m/z 301,
resultado da perda de uma galactose da molécula de quercetina-3-O-B-D-
galactopiranosideo (SCHIEBER, BERARDINI E CARLI, 2003).
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Figura 44. Espectro de massas de segunda ordem dos ions m/z 433, 447, 449, 463 e 479
obtidos por ESI-IT-MS/MS em modo negativo (20 V) do extrato hidroalcodlico de folhas de
P. ramiflora. Para condi¢Bes espectrométricas veja: Materiais e Métodos (Secao 3.6.3).

1001 301,01
1 m/z433

80
60 |
40

207 267,08 343,11 417'23
1 150,94178,91 216.9524905" '5g7.11|313,08° |7 389,18
301,02

0
1007
8 m/z 447

1 162,86178,95 206,99 241,00 2851031511 343,09 373.17 403,18 42922447 32
_ 315,99

1007

1 m/z449

80

60
40

20
] 303,07 35920 431,31

1 150,89 178,96199,15 249,10269,02 | [~ ||329,12 39U 38920405,30] 449,36
316,00

Abundéancia relativa (%)

0
1007
b m/z 463
80

60 7

40
] 301,02
207
1 1508917892196 0323206 271,01 | |337,05359.04 389,16 419,16 445.18463.15
316,06

0
1007
7 m/z 479
80
60
40
20

] 178,92 359,05 461,18

:\1'5(\?’8\9 T E?\’ T 296’\06\24\2’?7\279'8\62\89\'1‘\]. T ?29\"0\3 B ‘\’ \3\80'\88\ T \43\5']\'5\ T 4\79\’25

150 200 250 300 350 400 450
m/z

0

Outro dado em concordancia com a literatura € que, nas quercetinas-O-
glicosiladas a relacdo ion radicalar/ion da quercetina é inferior a observada para a

miricetina. Segundo Hvattum e Ekeberg (2003), o aumento de hidroxilas no anel B
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faz com que essa relacdo seja maior, 0 que pode ser comprovado quando se
compara a abundancia relativa dos ions radicalares [M — H] ~ das miricetinas e das

guercetinas glicosiladas apresentadas na Figura 44.

Em flavonoides C-glicosilados, o acucar esta ligado diretamente a um carbono
do nucleo flavonoidico na posicdo 6 ou 8. Nesse caso, a ligacdo entre 0 agucar e 0
flavondide é mais forte do que em O-glicosilados, sendo necessarias maiores
energias de colisdo para rompé-las. Ainda, a fragmentacdo ocorre no anel do
acucar, onde as ligacdes sdo mais fracas, como pode ser observado no Figura 45,
adaptado de Cuyckens e Claeys (2004).

Figura 45. fons produto caracteristicos de clivagens de moléculas de aglcares em
flavonoides C-glicosilados.

Hexose Deoxihexose Pentose

HO
o 0,3X o 0,3x
HO Aglicona HO HO Aglicone
l'SX 1,5X
HO OH HO OH
/92 L22X
02X: [M-H-120] 02X: [M-H-104] 02y [M-H-90]
03 [M-H-90] %3X: [M-H-74] 03y [M-H-60]
L8X: [M-H-134] LoX: [M-H-118] L5X: [M-H-104]

Fonte: Adaptado de Cuyckens e Claeys.

Outra informacédo importante é que a via de fragmentacdo de C-glicosilados
prevé também a perda de moléculas de agua. Essa perda da molécula de agua é
mais pronunciada em flavonoides 6-C-glicosilados, pois como pode ser visto na
Figura 46, estes podem eliminar agua por ligacdes de hidrogénio da hidroxila 2" do
acucar com a hidroxila da posicédo 5 ou 7 do anel A, enquanto em 8-C-glicosilados
essa eliminacdo se da somente com a hidroxila da posicdo 7 do anel A (LI et al.,
1992).
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Figura 46. Perda de agua observada em flavonoides 6-C-glicosilados (LI et al., 1992).

HO

HO

HO

A Figura 47 mostra os espectros de massas de segunda ordem das

apigeninas-C-glicosiladas detectadas nos extratos pelas analises anteriores.

A substancia lll, apresenta o ion da molécula desprotonada com perda de
agua [M — H - 18] evidenciado em m/z 413. Outro fragmento caracteristicos de
flavonoides C-glicosilados foi identificado como a perda do fragmento ®*X em m/z
341 [M — H - 90]. A abundancia relativa alta para o ion [M —-H — H,O]" (m/z 413)
pode ser um indicativo de que a hexose esteja ligada na posicédo 6. Os fragmentos
apresentados foram encontrados na literatura para isovitexina (apigenina-6-C-
glucosil) (FERRERES et al., 2003; SANCHEZ-RABANEDA et al., 2003).

A perdas de 60 Da (m/z 487) e 90 Da (m/z 457) observados para a substancia
X (m/z 547), indicam a presenca de uma pentose, enquanto a perda de 74 Da (m/z
473) indica a presenca de uma deoxiexose ligadas a uma apigenina por ligacées C-
glicosiladas. A substancia também apresenta o ion da molécula desprotonada com

perda de agua [M — H - 18] evidenciado em m/z 529.



100

Figura 47. Espectro de massas de segunda ordem dos ions m/z 431, 547, 563, 577 e 593
obtidos por ESI-IT-MS/MS em modo negativo (20 V) do extrato hidroalcodlico de folhas de
P. ramiflora. Para condi¢Bes espectrométricas veja: Materiais e Métodos (Secao 3.6.3).
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Segundo a literatura, pode-se reconhecer o acucar substituinte ligado na
posicdo 6 da aglicona, porque este origina fons com perda dos fragmentos %X, %3X
e '®X mais intensos (BECCHI e FRAISSE, 1989; LI et al., 1991). Uma vez que o
fragmento em m/z 457, gerado pela perda de 90 Da e correspondente ao fragmento
%2x da pentose, foi 0 mais intenso, podemos inferir que essa substancia seja uma
apigenina-6-C-pentosil-8-C-deoxiexosideo (RIGHI, NEGRI e SALATINO, 2013).

Para a substancia XI sdo observados os ions da molécula desprotonada em
m/z 563 [M — H] e a perda de agua em m/z 545 [M — H — 18]". O espectro de MS/MS
evidenciou também que esta substancia possui uma pentose devido a perda de 60
Da (°®X), gerando o fon fragmento em m/z 503, atribuida & perda em uma pentose.
O fon fragmento em m/z 443 pode ser atribuido & perda do fragmento ®*X de uma
hexose (Figura 45). Os dados indicam a presenca de apigenina-6-C-pentosil-8-C-
hexosideo ou apigenina-6-C-hexosil-8-C-pentosideo (FERRERES et al., 2003).

Para o ion da molécula desprotonada em m/z 577 foram observadas
fragmentacdes caracteristicas da presenca de rhamnose e de hexose. A presenca
da rhamnose foi atribuida devido ao fragmento em m/z 473 [M — H — 104] e a
presenca da hexose foi observada devido aos fragmentos em m/z 487[M — H — 90] e
em m/z 457 [M — 120]. A maior intensidade dos picos referentes a perdas em uma
hexose indica que a molécula atribuida a substancia Xl possui a estrutura de uma
apigenina-6-C-hexosil-8-C-deoxiexosideo (GOUVEIA E CASTILHO, 2013).

Finalmente, o espectro de MS/MS (Figura 47) forneceu o fragmento em m/z
575, atribuido a molécula desprotonada com perda de agua [M — H — 18]. Também
foram observadas perdas de 90 e 120 Da, levando aos ions de m/z 503 e m/z 473,
confirmando, portanto, que a substancia Xlll possui duas hexoses. Portanto esta
substancia foi identificada como sendo a apigenina-6,8-di-C-hexosil (FERRERES et
al., 2003).

Estudamos também as fragmentacdes de segunda ordem dos ions atribuidos

as agliconas dos flavonoides apresentados anteriormente.

As Figuras 48 a 50 apresentam as possiveis vias de clivagem que podem ser
observados nas agliconas de flavonois e flavonas por mecanismos de retrociclizacédo

de acordo com Fabre et al. (2001) por ESI-IT-MS/MS em modo negativo.
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Figura 48. Diferentes tipos de clivagens por retrociclizagao para os flavonoides estudados e
a nomenclatura adotada por Fabre et al. (2001).
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Figura 49. Fragmentacao proposta para a molécula desprotonada de uma flavona, a
luteolina (FABRE et al., 2001).
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Figura 50. Fragmentacdo proposta para a molécula desprotonada de um flavonol, a
guercetina (FABRE et al., 2001).
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Levando-se em consideracdo o0s possiveis fragmentos para flavonas e
flavondis por ionizacdo do tipo eletrospray em modo negativo apresentados nas
Figuras 48 a 50, a Tabela 5 retne os fragmentos que podem ser encontrados por

espectrometria de massas sequencial das agliconas encontradas nos extratos.
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Tabela 5. Fragmentos comumente encontrados em apigenina, quercetina e miricetina em
ensaios de fragmentacdo de segunda ordem por ionizagdo do tipo electrospray em modo
negativo.

Fragmento Apigenina Quercetina Miricetina
[M-H-COJ 241 273 289
[M—H - CO,] 225 257 273
[M—-H-CO - CO,J 197 229 245
[M-H—-CO;- CO,] 181 - -
[M — H — C2H,0] 227 - -
[M —H - C2H,0 — COyJ 183 - -
[M — H — C30,] 201 - -
[M — H — C30, — CoH,0J 159 - -
[M —H —anel B] - 193 193
Lap- - 179 179
l2p- - 121 137
L2p-_ cO - 151 151
2A— CcO - CO, - 107 107
L3p0 151 151 151
13g- 117 133 149

Fonte: Adaptado de FABRE et al., 2001.

Os resultados obtidos confirmam a presenca de apigenina, quercetina e
miricetina nos extratos conforme os fragmentos caracteristicos discutidos por Fabre
et al. (2001).

A Figura 51 traz os espectros de massas de segunda ordem dos ions
negativos m/z 269, 301 e 317.

O ion m/z 269 apresentou o fragmento [M — H — H,O]’, com m/z 251, além dos
seguintes fragmentos apresentados na Tabela 4.2 e Figura 4.2: [M — H — COJ, com
m/z 241; [M — H — CO], com m/z 225 e [M — H — C,H,0], com m/z 227. Os
fragmentos apresentados também foram encontrados por Fabre et al. (2001) para

apigenina.

A molécula desprotonada com m/z 301, atribuida a quercetina apresentou 0s
seguintes fragmentos: [M — H — COJ, com m/z 273; [M — H — CO,],, com m/z 257; [M
—H - CO - CO,J, com m/z 229; *?A", com m/z 179; **A - CO, com m/z 151; A" —
CO - CO,, com m/z 107. Esses mesmos fragmentos também foram encontrados por

Fabre et al. (2001) para quercetina, conforme Figura 48.
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O ion negativo m/z 317, correspondente a miricetina apresentou 0s
fragmentos: [M — H — COJ, com m/z 289; [M — H — CO — CO3], com m/z 245; [M — H
— anel B], com m/z 193; **A", com m/z 179; “?A" - CO, com m/z 151; *?*A"— CO -
CO,, com m/z 107. Os fragmentos m/z 151 e 179 foram obtidos da fragmentagé&o
sequencial de miricetina por Chandrasekara e Sahidi (2011). Rak et al. (2010)
também encontraram o fragmentos m/z 151.

Figura 51. Espectro de massas de segunda ordem dos ions m/z 269, 301 e 317 obtidos por

ESI-IT-MS/MS em modo negativo do extrato hidroalcodlico de folhas de P. ramiflora. Para
condi¢des espectrométricas veja: Materiais e Métodos (Secao 3.6.3).
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As Figuras 52 e 53 exemplificam os padrdes de fragmentacdo encontrados
para os flavonoides anteriormente discutidos, tomando como exemplo um flavonol
O-glicosilado (miricetina-3-O-f-D-galactopiranosideo) e uma flavona C-glicosilada

(apigenina-6-C-pentosil-8-C-deoxiexosideo).
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Figura 52. Fragmentacéo observada para miricetina-3-O--D-galactopiranosideo.

OH H

HO
- Galactose

m/z 317

m/z 245

m/z 193
H

m/z 151 (*?A" - CO)
"

HO o ' o T H g T
retrociclizagao o]
—_— > —O0 |
-CO N\

f —co . o -co,
OoH © OH - OH

m/z 179 (*2A") m/z 107 (**A" = CO - CO,)



108

Figura 53. Fragmentacao observada para apigenina-6-C-pentosil-8-C-deoxiexosideo.
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A Figura 54 apresenta as estruturas das moléculas parcialmente elucidadas

por espectrometria de massas.
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Figura 54. Estrutura das moléculas parcialmente elucidadas por ESI-IT-MS/MS.
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4.4 Padronizacdo dos extratos por HPLC-DAD e validagdo do método

A padronizacao dos extratos hidroalcodlicos de P. torta e P. ramiflora se deu
pela quantificagéo dos derivados de miricetina glicosilados isoladas de P. torta por
Silva et al. (2009), cuja presenga foi confirmada em ambos 0s extratos em ensaios
de coinjecdo de padrdo por HPLC-DAD, ensaios de HPLC-ESI-IT-MS? e ESI-IT-
MS/MS. Simultaneamente a quantificacao, foi realizada a validacdo do método para
determinacdo simultanea dos teores dos marcadores M-3-O-GAL, M-3-O-ARA e M-
3-O-RHA em extratos hidroalcodlicos (70% de EtOH, v/v) de P. torta e M-3-O-GAL e
M-3-O-RHA em extratos hidroalcodlicos (70% de EtOH, v/v) P. ramilfora.

Neste trabalho, a quantificagcdo por HPLC-DAD foi feita pela constru¢do de
uma curva analitica baseada na variagcdo de concentracdo de um padréo externo, a
miricetina. Foram preparadas solu¢cdes de miricetina em diversas concentragoes;
obtiveram-se o0s cromatogramas correspondentes a cada uma delas e, em um
grafico, foram relacionadas as éareas dos picos de miricetina obtidas com as
concentragfes. Utilizando a equacdo da curva resultante, péde-se calcular a
concentracdo dos derivados de miricetina glicosilados nos extratos a partir das suas

areas, obtidas nos cromatogramas resultantes de injecdes dos extratos.

A miricetina pode ser utilizada como padrdo de quantificacdo para as trés
substancias estudadas pelo fato desta aglicona conter 0os mesmos grupos
cromoforos das substancias, fazendo com que a resposta no detector para 0s
derivados de miricetina glicosilados, ou area das substancias no cromatograma, seja

equivalente a do padrdo a uma mesma concentracao.

Para a quantificacdo, foi preparada uma solucdo estoque de miricetina com
concentracdo de 1 mg.mL™?, a partir da qual foi realizada diluicdo seriada para
obtencao das solucfes estoque (RIBANI et al., 2004). As injecdes para construcao

da curva foram feitas em triplicata.

As injecdes dos extratos foram feitas em 3 triplicatas, com intervalo de 24
horas entre cada uma das triplicatas, fornecendo 9 cromatogramas para cada

extrato analisado, semelhantes ao da Figura 26.

A validacdo do método atendeu aos requisitos da RE N°899/03 da ANVISA

(AGENCIA..., 2003), que define que a validagdo de um método tem como objetivo
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demonstrar, por meio de ensaios experimentais, que este atenda as exigéncias das
aplicacOes analiticas e assegure a confiabilidade dos resultados. Ainda, de acordo
com a referida resolugdo, os testes quantitativos para a determinagédo de principio
ativo em produtos farmacéuticos ou matérias-primas devem abranger ensaios de
especificidade, linearidade, intervalo, precisdo (repetibilidade), limite de
quantificacdo, exatiddo e robustez, que serdo apresentados a seguir para o método

de quantificacdo desenvolvido.
Os resultados para o ensaio de quantificagdo encontram-se na Tabela 6.

Tabela 6. Teores de derivados de miricetina em extratos hidroalcodlicos (70% EtOH, v/v) de
P. torta e P. ramiflora.

P. torta P. ramiflora
-1 -1 -1 -1
. mg.g mg.g ; mg.g mg.g
pg.l[nL de de DPR ug.l[nL de de DPR

0, 0,
extrato folhas (%) extrato folhas (%)

M-3-O-GAL 30,34 2,53 0,77 3,51 162,59 13,55 2,04 2,23
M-3-O-ARA 16,01 1,33 0,40 4,41 NC NC NC NC
M-3-O-RHA 26,40 2,20 0,67 4,32 115,37 9,61 1,44 2,33

* De extrato na concentracdo de 12 mg.mL™. NC: N&o calculado.

Matsubara e Rodriguez-Amaya (2006) encontraram teores de miricetina de
0,7 mg.g™’ de folhas secas em cha verde (Camellia sinensis ) e de 0,5 mg.g™ de
folhas secas de cha preto (Camellia sinensis ), que sédo considerados chas com alto
teor de flavonoides. Miricetina ndo foi detectada por este estudo em erva doce
(Foeniculum vulgare), camomila (Matricaria chamomilla), erva cideira (Cymbopogon
citratus), hortela (Mentha piperita), boldo (Peumus boldus), morango (Fragaria
vesca), maca (Pyrus malus) e mate (llex paraguariensis), sendo o limite de deteccéo
de 0,1 mg.g™*, o que nos leva a concluir que as folhas de P. torta e P. ramiflora
possuem um importante teor de derivados de miricetina glicosilados, uma vez que a
soma dos teores de derivados de miricetina quantificados neste trabalho foram de

1,84 mg.g™* de folhas de P. torta e 3,48 mg.g™ de folhas de P. ramiflora.

4.4.1 Especificidade

A especificidade, ou seletividade, de um método de separagdo €, segundo
Ribani et al. (2004) a capacidade de avaliar, de forma inequivoca, as substancias em

exame na presenca de componentes que podem interferir com a sua determinagao
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em uma amostra complexa. Segundo estes autores, a especificidade pode ser
comprovada pelo indice de similaridade entre o espectro de UV do padréo e o
espectro de UV do pico atribuido a substancia.

Em métodos cromatograficos, pode-se também avaliar a especificidade do
método pela utilizacdo de testes de pureza de pico e adicdo de padrdo a amostra
(AGENCIA..., 2003; BRESSOLE et al., 1996).

As Figuras 27 e 28 da secao 4.2 apresentam os cromatogramas obtidos pela
coinjecdo de padrbes de M-3-O-GAL, M-3-O-ARA e M-3-O-RHA em extratos de P.
torta e P. ramilfora, enquanto a Tabela 7 apresenta os valores do coeficiente de
correlacdo entre os espectros de UV dos padrdes e dos picos atribuidos a estes
padrdes, assim como a pureza dos picos atribuidos aos padrdes nos extratos de P.
torta e P. ramiflora. Os resultados foram obtidos pelo tratamento dos dados
cromatograficos pelo programa JASCO ChromNAV 1.18.03. Para condi¢bes
cromatograficas veja: item 2.4.

Tabela 7. Pureza dos picos, tempos de retencdo (tg) e coeficiente de correlacdo entre os
espectros de UV dos derivados de miricetina e seus respectivos padroes.

Padréao P. torta P. ramiflora
tr Coeficiente de tr Coeficiente de tr
) Pureza ~ : Pureza ~ .
(min) correlagédo (min) correlagédo (min)
M-3-O-GAL 5,11 95% 0,997 5,14 93% 0,989 5,48
M-3-O-ARA 6,42 98% 0,995 6,36 ND 6,46
M-3-O-RHA 6,74 98% 0,998 6,65 96% 0,984 6,89

ND: N&o foi detectado na biblioteca de padrdes espectro com similaridade ao do pico com tg = 6,46
min para P. ramiflora.

Os dados apresentados na Tabela 7, em conjunto com os resultados dos
ensaios de coinjecdo de padrdoes (Secdo 4.2), demonstram que o0 método
cromatografico desenvolvido para analise dos extratos hidroalcodlicos de P. torta e
P. ramiflora possuem a especificidade requerida para a validacdo do método de
guantificacdo simultanea de M-3-O-GAL, M-3-O-ARA e M-3-O-RHA no extrato
hidroalcodlico (70% EtOH, v/v) de P. torta e M-3-O-GAL e M-3-O-RHA no extrato
hidroalcodlico (70% EtOH, v/v) de P. ramiflora.

Apesar do ensaio de coinjecdo e as analises por HPLC-ESI-IT-MS? e ESI-IT-
MS/MS indicarem a presenca de M-3-O-ARA no extrato de P. ramiflora e,

possivelmente, no pico com tg= 6,46 min, ndo houve similaridade espectral suficiente
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entre 0 espectro neste tempo de retencdo e o espectro do padrao de M-3-O-ARA
para que possamos atribuir este pico a esta substancia.

4.4.2 Linearidade e Intervalo

A ANVISA define linearidade como a capacidade de uma metodologia
analitica de demonstrar que os resultados obtidos séo diretamente proporcionais a
concentragdo do analito na amostra, dentro de um intervalo especificado. Para a
validacdo do método, a construcdo da curva analitica deve ser feita com, no minimo,
5 pontos e o coeficiente de correlagdo (r) deve ser maior que 0,99 (AGENCIA...,
2003).

A Tabela 8 traz os dados obtidos para a constru¢do da curva analitica, cuja
faixa linear foi de 3,9 a 500 pg.mL™, e a Figura 55 apresenta a curva analitica média

da concentracéo de miricetina (ug.mL™) versus area do pico (UA).

Tabela 8. Dados para a construcéo da curva analitica da concentracdo de miricetina
(ug.mL™) versus area do pico (UA).

Concentracéo de Média das areas dos picos DPR (%)
miricetina (ug.mL™) (UA)

3,91 55.122,48 0,80

7,81 162.605,89 0,96
15,63 431.825,78 0,27
31,25 1.087.833,14 1,05
62,50 2.517.874,95 0,50
125,00 5.480.962,88 0,45
250,00 11.234.029,73 1,05

500,00 21.906.138,63 0,10
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Figura 55. Curva analitica da concentracdo de miricetina (ug.mL™) versus &area do pico (UA).
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A equacdao linear da curva analitica € dada pela Equacao 1:
y=ax+b (1)

onde a é o coeficiente angular e b € a interseccdo com o eixo Y. Pelo método dos
minimos quadrados, obtiveram-se os valores de a e b apresentados na Tabela 9,

gue também traz o coeficiente de correlacdo obtido da analise da regresséo linear,
cujo valor indica a linearidade do método.

Tabela 9. Parametros estatisticos da curva analitica da concentracéo de miricetina (ug.mL™)
versus area do pico (UA).

r 0,9996
b -177474,17
a 44469,90

A faixa linear para a determinacdo quantitativa de analitos em matérias-
primas ou em formas farmacéuticas deve estar compreendido entre 80 e 120% da
concentracdo teérica de teste, segundo a ANVISA (AGENCIA..., 2003). Este pré-

requisito foi atendido para a constru¢do da curva, como pode ser verificado pelos
resultados pelas Tabelas 8 e 9.
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4.4.3 Precisao

A preciséo é a avaliacdo da proximidade dos resultados obtidos de uma série
de repeticGes da andlise, e pode ser avaliada pelo desvio padrao relativo (DPR) dos
resultados em um ensaio de repetibilidade, onde as repeticbes sao realizadas em
um mesmo laboratério, por um mesmo analista em um curto periodo de tempo
(AGENCIA..., 2003).

A precisdo pode também ser avaliada nos niveis de precisdo intermediaria
(comparagéo dos resultados obtidos em um mesmo laboratério, em dias diferentes,
por um analista e/ou equipamento diferente) e reprodutibilidade (comparacdo dos
resultados obtidos em laboratorios diferentes). Entretanto, a RE N° 899/03 requer
somente o ensaio de repetibilidade para avaliacdo da precisdo quando da validacéo
de métodos de quantificagcdo de principio ativo em produtos farmacéuticos ou
matérias-primas (AGENCIA..., 2003).

Para a quantificacdo das substancias estudadas, foram realizadas 9 corridas
cromatograficas, sendo 3 corridas a cada 24 horas. Os DPR intradias e interdias das
areas dos picos das substancias estudadas séo apresentados na Tabela 10.

Tabela 10. Desvio padréao relativo (%) das areas calculadas para os picos dos derivados de
miricetina glicosilados.

P. torta P. ramiflora
Dial Dia2 Dia3 Interdias Dial Dia2 Dia3 Interdias
M-3-O-GAL 0,63 1,47 0,28 3,51 1,08 0,99 1,90 2,23
M-3-O-ARA 2,72 1,58 2,60 4,41 NC NC NC NC
M-3-O-RHA 2,40 1,65 3,09 4,32 0,91 1,33 2,18 2,33

NC: Nao calculado.

Os resultados obtidos se encontram dentro do limite estabelecido pela RE
899/03 para o DPR das medidas, que deve ser de, no méaximo, 5% (AGENCIA...,
2003).
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4.4.5 Limites de detecc¢ao e quantificacéo

A quantidade minima de analito que pode ser detectada pelo método (limite
de deteccdo, ou LD) e a quantidade minima de analito que pode ser quantificada
pelo método (limite de quantificacdo, ou LQ), foram calculados segundo as
Equacbes 2 e 3 (AGENCIA..., 2003):

LD =3 x =2 ()

LQ =10 x =2 3)

onde DPy, é o desvio padrao da intersec¢do com o eixo Y e a o coeficiente angular

da curva analitica.

O valor de LD encontrado para o método foi de 1,43 ug.mL™ e o valor de LQ
foi de 4,76 pg.mL™. Os teores calculados para os derivados de miricetina

glicosilados nos extratos foram todos acima do LQ do método (Tabela 6).

4.4.6. Exatidao

O INMETRO define exatiddo como sendo a concordancia entre o resultado de
um ensaio e o valor de referéncia aceito como convencionalmente verdadeiro
(INSTITUTO..., 2003).

Para a verificacdo da exatiddo do método foram realizados ensaios de
recuperacédo, nos quais quantidades conhecidas de miricetina foram adicionadas aos
extratos hidroalcodlicos de P. torta e P. ramiflora e as areas dos picos atribuidos as
miricetinas foram calculados pela equacdo da curva analitica. A exatidado
(porcentagem de recuperacao) foi calculada de acordo com a Equacéo 4:

Exatiddo = E=2x 100  (4)
T

onde Cg € a concentracdo calculada pelo método para miricetina no extrato dopado,
Cs é a concentracdo calculada pelo método para miricetina no extrato ndo dopado

(branco) e Ct a concentracéo teorica.
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Segundo Ribani et al. (2004) a eficiéncia do método varia em fungcdo da
concentragdo da substancia. Na maioria dos casos, a disperséo dos resultados
aumenta com a diminuicdo da concentracdo e a recuperagao pode diferir
substancialmente a altas e baixas concentracdes. Por esse motivo, a recuperacao
deve ser avaliada na faixa de concentracdo esperada para o composto de interesse.
Nesse sentido, a ANVISA (AGENCIA..., 2003) recomenda que o ensaio de exatid&o
seja feito para 3 concentracoes diferentes.

Os ensaios de recuperacdo do método foram feitos para 5 concentracdes
diferentes, levando-se em consideracao a faixa de valores mais adequada, ou que
abrangesse valores menores, préximos e maiores aos encontrados para os teores
de derivados de miricetina glicosilados para cada espécie. Os valores sao
apresentados na Tabela 11, sendo que o valor médio de exatidao para P. torta foi de
103,28 % e para P. ramiflora foi de 106,71 %.

Tabela 11. Resultados para a exatiddo do método para os extratos de P. torta e P. ramiflora
dopados com diferentes concentracdes de miricetina.

Concentracéo de Exatidao para P. torta Exatidao para P. ramiflora

miricetina (ug.mL™) (%) (%)
7,81 98,85 + 0,82 NC
15,63 102,34 + 1,09 NC

31,25 103,78 + 0,24 119,40 + 4,44

62,50 102,89 + 0,63 106,28 + 4,09

125,00 108,56 + 0,39 107,96 + 0,66

250,00 NC 98,45+ 0,13

500,00 NC 101,47 £ 0,71

NC: néo calculado. Exatiddo expressa como média * desvio padrao (n=3).

De acordo com o guia para validacdo de métodos quimicos em materiais
botanicos da AOAC (2002), valores de recuperacdo devem estar dentro da faixa de
85 a 110% quando a concentracdo do analito for da ordem de 0,01% e na faixa entre
80 a 115% quando a concentracdo do analito for da ordem de ppm. De acordo com
este guia, valores de recuperacdo maiores que 100% sdo estatisticamente
esperados, pois em uma distribuicéo de resultados analiticos onde se espera valores
de 100% como média geral, serdo obtidos resultados acima e abaixo da média.
Além disso, deve ser considerado o efeito da matriz, que pode ocasionar diferecas

na absortividade dos compostos no UV.
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4.4.7. Robustez

A ANVISA define robustez de um método analitico como a medida de sua
capacidade em resistir a pequenas e deliberadas variagcbes dos parametros
analiticos, indicando sua confianca durante o uso normal (AGENCIA..., 2003).

Este parametro deve ser avaliado durante o desenvolvimento da metodologia,
pois se for constatada a susceptibilidade do método a variacdes nas condi¢cbes
analiticas, estas deverdo ser controladas rigorosamente e precaucdes devem ser

incluidas no procedimento.

Para avaliacdo da robustez do método, foram realizadas 8 corridas
cromatograficas para avaliar o efeito da variacdo de 7 parametros, de maneira
aleatoria, conforme sugerido pelo INMETRO (INSTITUTO..., 2003).

A Tabela 12 apresenta os parametros que sofreram variagao.

Tabela 12. Parametros do método de quantificacdo alterados para avaliacdo da robustez.

Parametro Nominal Variacao

Coluna A) Phenomenex® Synergi® a) Thermo® Hipersyl Gold
Hydro-RP (25cmx4.6 mmx C-18(25cmx4.6 mmx5
5 um) um)

Temperatura B) 40°C b) 35°C

Balanca C) Sartorius TE214S ¢) Shimadzu AY220

Agitacdo da amostra D) 5 min d) 3 min

Acidificacao E) H,O e ACN com 0,1% de e) Somente H,O com 0,1%
TFA de TFA

Gradiente F) 20-42% ACN em 30 min f) 22-44% ACN em 30 min

Analista G) Daryne g) Carlos

Para a determinacdo da combinacdo dos parametros a serem utilizados em
cada corrida, os fatores nominais foram denotados por letras mailsculas, e as
variacGes por letras minusculas. A condicdo utilizada para as 8 corridas seguiram a
Tabela 13.
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Tabela 13. Ordem das variagdes no método adotadas para cada corrida para avaliacdo da
robustez.

Parametro Corrida

Aoua
Boub
Couc
Doud
Eoue
Fouf
Goug

G mm OO W > -
-~ ® U o W > N
- mMm o O o > w
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Foi avaliado o tempo de retencao correspondente ao pico de M-3-O-GAL nos
extratos de P. torta e P. ramiflora para verificar a robustez do método, por meio do
desvio padrédo relativo (DPR). A Tabela 14 apresenta os dados para avaliacdo da
robustez do método.

Tabela 14. Tempos de retencdo (min) dos picos atribuidos a miricetina 3-O-8-D-

galactopiranosideo obtidos por HPLC-DAD em extratos hidroalcodlicos de folhas de P. torta
e P. ramiflora nas 8 corridas para avaliacdo da robustez.

Combinagéo P. torta P. ramiflora
1 5,67 5,72
2 6,12 6,14
3 4,93 4,98
4 7,66 7,85
5 4,77 4,81
6 5,82 5,16
7 4,36 4,41
8 6,08 5,34
DPR 18,15 % 19,30 %

Podemos observar dos resultados apresentados na Tabela 14 que as
variacGes afetaram significativamente os resultados, levando a valores altos de DPR

para ambas as espécies.

Portanto, o método desenvolvido deve obedecer rigorosamente as condi¢cdes

nominais para que os resultados sejam confiaveis.
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4.5 Quantificacdo de fendis totais

A quantificacdo de fendis totais presentes nos extratos foi realizada através
do método colorimétrico de Folin-Ciocalteau. O método baseia-se na producdo de
complexos de coloracao azul, que podem ser medidos em espectofotdometro a 750
nm (LENORE et al., 2005).

Na primeira etapa de reacdo (Figura 56), ocorre desprotonacdo dos
compostos fendlicos (no exemplo, o padréo acido galico) em meio bésico, gerando
0s anions fenolatos.

Figura 56. Reacdo do acido galico com molibdénio, componente reagente de Folin-
Ciocalteau (SINGLETON, et al. 1999). No detalhe, placa de 96 pocos contendo padrédo de

acido galico em varias diluicbes e amostras analisadas ap6s a reacédo com o reagente Folin-
Ciocalteau.

o] o
O\ OH %
Na,CO,
R
HO OH HO OH
OH OH
o o
Oxn° N
+ 2Mo(6+) —> P + 2Mo(5+) + 2H+
HO OH o OH
OH o

A partir dai, ocorre uma reacdo de oxirreducdo entre o anion fenolato e o
reagente de Folin, na qual o molibdénio, componente do reagente de Folin-
Ciocalteau, sofre reducdo e o meio reacional muda a coloracdo de amarela para azul
(SINGLETON et al., 1999).
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A curva de calibragéo (Figura 57) foi obtida utilizando 8 diluicbes das solucdes
de &cido galico, substancia utilizada como padrdo de fenol. As leituras foram
determinadas em triplicata através de absorbancia registrada a 760 nm em funcao
da concentracéo do padréo fendlico.

Figura 57. Curva de calibracdo de acido galico obtida pelo método de Folin-Ciocalteau.
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Os valores de concentracdo de fenois totais dos extratos hidroalcodlicos e
infusdes de P. torta e P. ramiflora foram obtidos por interpolacéo, e sdo mostrados
na Tabela 15.

Tabela 15. Teores de fenodis totais em extratos hidroalcodlicos e infusdes de folhas de P.
torta e P. ramiflora, acompanhados do desvio padréo relativo.

Espécie mg.g~ de extrato hidroalcodlico + mg.g~ de infusdo
DPR (%) + DPR (%)
P. torta 11,66 + 5,44 90,83 + 1,25
P. ramiflora 125,87 +2,78 55,85+ 0,75

Os teores de fenois totais encontrados nas amostras demonstram uma clara
correlacdo com a intensidade dos picos iniciais (0-4 min) dos cromatogramas
apresentados na sec¢do 4.2 para essas amostras (Figuras 26 e 32), lembrando que o
acido gdlico foi detectado entre 3,37 e 3,57 min nos extratos hidroalcodlicos por

coinjecao de padréo.
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4.6 Quantificacéo de flavonoides totais

O teor de flavonoides foi verificado a partir do método colorimétrico no qual
ocorre a complexacéo dos flavonoides com cloreto de aluminio (Figura 58).

Figura 58. Formacdo do complexo Flavonoide-Al, em solugdo metandlica de cloreto de
aluminio (MARKHAM et al., 1982). No detalhe, placa de 96 pocos contendo padrdo de
guercetina em varias diluicbes e amostras analisadas apés a reacdo com AICls.

Al

O cation aluminio forma complexos estaveis com os flavonoides em metanol,
ocorrendo na analise espectrofotométrica um desvio para maiores comprimentos de
onda e uma intensificacdo da absorcdo. Deste modo, € possivel determinar a
guantidade de flavonoides, evitando-se a interferéncia de outras substancias

fendlicas.

A curva de calibracéo (Figura 59) foi obtida utilizando 8 diluicdes das solucdes
de quercetina, substancia utilizada como padrdo de flavonoide. As leituras foram
determinadas em triplicata através de absorbancia registrada a 415 nm em funcao

da concentracéo do padrao de flavonoide.
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Figura 59. Curva de calibracédo de quercetina obtida por reacéo de complexacdo com AlCls.
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A curva apresentou tendéncia linear, com coeficiente de correlacéo R? igual a
0,999. Os teores de flavonoides totais nas amostras foram calculados pela equacao
da reta (y = 0,0135x + 0,0762).

Os teores de flavonoides encontrados nas amostras sao mostrados na Tabela
16.

Tabela 16. Teores de flavonoides totais em extratos hidroalcodlicos e infusdes de folhas de
P. torta e P. ramiflora, acompanhados do desvio padrao relativo.

Espécie mg.g™ de extrato hidroalcodlico mg.g™~ de infus&o
+ DPR (%) + DPR (%)
P. torta 16,11 + 3,60 5,56 + 3,39
P. ramiflora 48,82 £ 3,11 27,84 £ 4,57

As infusdes, devido ao seu carater bastante polar, apresentaram menores
teores de flavonoides do que os extratos correspondentes a mesma espécie. Ao
compararmos as espécies, verifica-se pelos dados apresentados na Tabela 16 que o
extrato hidroalcodlico e infusdo de P. ramiflora apresentaram maiores teores de

flavonoides do que os de P. torta.

Mais uma vez os resultados apresentados tem correlagdo com os fingerprints
por HPLC-DAD (Secao 4.2), mais especificamente, com a intensidade dos picos

atribuidos as miricetinas glicosiladas dos extratos.
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Percebe-se ainda pela quantificacdo das miricetinas glicosiladas dos extratos
(Secao 4.4, Tabela 6), que a somatdria das quantidades das miricetinas glicosiladas
nos extratos hidroalcodlicos (6,06 mg.g™ de extrato de P. torta e 23,16 mg.g™ de
extrato de P. ramiflora) correspondem a 37,62% e 47,44% dos flavonoides totais

encontrados em P. torta e P. ramiflora, respectivamente.
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4.7. Determinagé&o do potencial antirradicalar com DPPH

Este teste avalia a capacidade que uma substancia tem de sequestrar o
radical livre estavel DPPH (2,2-difenil-1picrilhidrazil) e est4 baseado na reducédo da
solucdo de DPPH (cor violeta) quando ocorre a adicdo de substancias que podem
ceder uma espécie radicalar (hidrogénio radicalar), formando um complexo de
coloracédo amarela (Figura 60) (BRAND-WILLIANS et al., 1995).

Figura 60. Reacdo de reducdo de DPPH. No detalhe, imagem de uma placa que ilustra a
coloracdo do DPPH antes (violeta) e apés a reducao (amarelo).

O.N NO -
’ 2+ RH O,N NO, o
Antioxidante +
NO,
NO,
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(violeta) (amarelo)

Com base nas curvas dos padrdes, extratos e infusdes, foram calculados os
valores de ICsp, concentracdo de substancia teste necessaria para sequestrar 50%
dos radicais livres presentes na solucdo de DPPH. Este valor € inversamente
proporcional a atividade antirradicalar, pois quanto menor a concentracdo de
substancia teste necessaria para atingir o ICsp, maior o potencial antirradicalar dessa

substancia.

Os valores de ICs, foram calculados por interpolagéo, e séo mostrados na
Tabela 17.



Tabela 17. Valores de ICs, para 0s
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padrdes, extratos hidroalcodlicos e infusdes de folhas de

P. torta e P. ramiflora, acompanhados do desvio padréo relativo.

Substancia teste

ICso (Mmg.mL™) + DPR (%)

Quercetina

Acido gélico

P. torta — infuséo

P. torta — extrato hidroalcodlico
P. ramiflora — infuséo

P. ramilfora — extrato hidroalcodlico

0,028 + 3,09
0,014 +0,42
0,530+1,11
3,827 +0,51
2,616 + 0,37
0,180 + 9,01

Figura 61. Graficos de colunas comparativos dos teores de fendis totais, flavonoides totais e
ICs de infusdes e extratos hidroalcodlicos de P. torta e P. ramilfora.
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m P torta - infusdo
= P_torta - extrato hidroalcodlico
P ramiflora - infusdo

mP_ramiflora - extrato hidroalcodlico

A Figura 61 apresenta os resultados dos ensaios de fendis totais, flavonoides

totais e potencial antirradicalar

visualizacdo de que a atividade

na forma de graficos de colunas, o que permite a

antirradicalar do extrato ou infusdo esta diretamente

relacionado ao seu teor de fendis totais. Proestos et al. (2006) observaram em seus

estudo que a atividade antioxidante de extratos de plantas é dependente do teor de

fendis totais da espécie.
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Segundo Ou et al. (2001), as reacbes de oxidagdo envolvem vérias etapas
que incluem iniciacdo, propagacdo e terminagcdo. O processo como um todo é
denominado reacdo em cadeia. Os antioxidantes podem ser de dois tipos: aqueles
gue inibem ou retardam a formagao de radicais livres a partir de seus precursores
(iniciacdo), chamados de antioxidantes preventivos, ou aqueles que interrompem a
reacdo em cadeia (propagacdo), chamados de terminadores de cadeia. Os
compostos fendlicos sdo do tipo terminadores de cadeia (KANCHEVA, 2009;
THIKONOV et al., 2008).

Os antioxidantes terminadores de cadeia tem a capacidade de doar um atomo
de hidrogénio a um radical livre muito mais rapidamente do que um radical livre

reage com seu substrato, estabilizando o radical livre (OU et al., 2001).

Rice-Evans et al. (1997) atribuem a atividade antioxidante de compostos
fendlicos a quarto fatores: sua capacidade para doar hidrogénio; o destino do
radical formado pelo composto fendlico, que é capaz de se estabilizar pela
delocalizacdo dos elétrons desemparelhados; sua reatividade com outros
antioxidantes; seu potencial de quelar metais de transicdo. Dessa forma, 0s
compostos fendlicos possuem a estrutura quimica ideal para exercer atividade
antioxidante, demonstrando ser antioxidantes mais efetivos do que as Vitaminas E e
C em ensaios in vitro (RICE-EVANS et al., 1996).

A atividade antioxidante de compostos fendlicos € dependente de sua

estrutura.

A eficiéncia dos compostos fendlicos como antioxidantes depende de alguns
fatores como numero de hidroxilas ligadas ao anel aroméatico, o sitio de ligacdo a
posicao dessas hidroxilas uma com relagcédo as outras (SROKA e CISOWSKI, 2003).
Por exemplo, Rice-Evans et al. (1996) descrevem que a presenca de hidroxilas na
posicdo orto no anel aromatico de compostos fendlicos aumenta sua capacidade

com antioxidante.

Em estudos sobre a atividade antioxidante com DPPH dos &cidos galico,
cafeico, protocatecuico, gentisico e clorogénico, entre outros, o acido galico
apresentou o maior potencial antioxidante (SROKA e CISOWSKI, 2003). Estes

pesquisadores afirmam que as altas atividades antioxidantes encontradas para
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1,2,3-tri-hidroxibenzeno e acido galico estdo relacionadas com os trés grupos
hidroxila ligados ao anel em posicdo orto um em relagdo aos demais, e concluem
que o numero e posicado de hidroxilas no anel benzénico é o principal fator que

justifica a atividade antioxidante em &cidos fendlicos.

Dessa forma, poderiamos esperar que a miricetina, flavonol contendo 3
hidroxilas ligadas ao anel B, possui atividade antioxidante mais pronunciada que a
guercetina, flavonol contendo 2 hidroxilas ligadas ao anel B. Entretanto, dados da
literatura demonstram que a presenca de uma hidroxila adicional ao anel B de
flavondis ndo incrementa sua atividade antioxidante (HIDALGO et al., 2010; RICE-
EVANS et al., 1996; ROSCH et al., 2003).

Para flavonoides, o incremento da atividade antioxidante esta relacionado
com a presenca de hidroxilas na posi¢cao orto em 3’ e 4’ no anel B, a presenga das
hidroxilas em meta nas posi¢cées 5 e 7 do anel A e a dupla ligacdo entr os carbonos
2 e 3 do anel C, em combinacdo com a carbonila da posicdo 4 e a hidroxila na
posicdo 3, favorecendo a delocalizacdo dos elétrons, uma vez que haja o0 grupo
catecolico no anel B (RICE-EVANS et al., 1997), o que faz da quercetina (Figura 62)

um excelente antioxidante.

Figura 62. Principais caracteristicas da quercetina para a captura de radicais livres.

HO o
(2 Le] :

OH 4
OH <|3

Grupo catecol. Dupla entre C2 e C3 OH em C3 e C5 com 4-0x0.
conjugada.

Os flavonoides geralmente ocorrem na forma glicosilada, o que lhes confere
menor atividade antioxidante e maior solubilidade em agua (RICE-EVANS et al.,
1997).

A glicosilagéo dos grupos hidroxila de uma aglicona, apesar de aumentar o
namero de hidroxilas da estrutura, diminui a atividade antioxidante, pois estas

hidroxilas s&o cruciais para a estabilizacdo da estrutura ap0s a doagdo de um
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elétron do hidrogénio ao radical livre (RICE-EVANS et al., 1997; FUKUMOTO E
MAZZA, 2000; HAVSTEEN, 2002).

Rosch et al. (2003) estudaram a atividade antioxidante de 22 compostos
fendlicos, tais como &cidos fendlicos, flavandis, flavonois e flavondis glicosilados. Os
maiores valores para a atividade antioxidante foram encontrados para acido galico,
guercetina e miricetina. Os autores afirmam que a glicosilagdo de hidroxila na
posicdo 3 de uma quercetina causou diminuicdo de 11 a 26% na atividade
antioxidante da molécula, sem, no entanto, fazer com que a atividade antioxidante
do flavonol glicosilado fosse considerada baixa dentre os flavonoides estudados.
Para se ter uma ideia, a atividade antioxidante, em mols de sal de Fremy reduzido
por mol de substancia teste, foi de 8,0 para quercetina, para quercetina-3-O-
galactosideo 7,8 e para kaempferol 2,5.

Com base no discutido, podemos afirmar que a maior atividade antioxidante
apresentada pelo extrato hidroalcodlico de P. ramiflora se deve ao teor de acido

galico e de derivados glicosilados de miricetina.
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4.8 Atividade mutagénica

A Tabela 18 apresenta os resultados de atividade mutagénica avaliada pelo
teste de Ames para o extrato hidroalcodlico de P. torta, que foi mutagénico as
linhagens TA97a e TA98 sem ativacdo metabdlica, induzindo um aumento
significativo na frequéncia de revertentes por placa. Apés a ativacdo metabdlica com
S9, nédo foi observada atividade mutagénica. Dessa forma, os resultados
demonstram que o0 extrato apresenta compostos que ocasionam mutac¢des do tipo
frameshift e que atuam diretamente no DNA. Os dados da Tabela 3 indicam que,
apos a ativacdo metabdlica, compostos que causam mutacao nas linhagens TA98 e
TA97a perderam sua atividade. N&o foi observada atividade mutagénica nas
linhagens TA100 e TA 102.

Para a linhagem TA 98, sem ativacdo metabdlica, observa-se atividade
mutagénica para a concentracdo de 5,0 mg de extrato por placa, mas nao para a
concentracdo de 7,5 mg de extrato por placa. Esse fato pode ser explicado, pois a
concentracdo de 7,5 mg de extrato por placa foi a menor concentracdo que
apresentou citotoxidade em testes preliminares. Dessa forma, o numero de

revertentes menor pode ser atribuido a morte de colbénias da linhagem.

Para o extrato hidroalcodlico de P. ramiflora (Tabela 19), os resultados
obtidos com as linhagens TA100, TA102 e TA98 em auséncia de metabolizacéo (-
S9) foram considerados negativos porque o extrato ndo induziu aumento significativo
do numero de mutantes revertentes por placa e suas razbes de mutagenicidade
(RM) foram todos menores que 2. Com a linhagem TA97a o extrato apresentou
mutagenicidade pois aumentou significativamente o niumero de revertentes por placa
e a RM para a concentracdo de 10 pg por placa foi igual a 2. Em presenca de
metabolizacdo os resultados foram todos negativos independentemente da linhagem

utilizada.
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Tabela 18. Atividade mutagénica expressa como a média e desvio padrdo do numero de
revertentes por placa nas linhagens bacterianas TA98, TA100, TA97a e TA102 expostas ao

extrato hidroalcodlico de P. torta, em varias concentrages, com (+S9) e sem (-S9) ativagéo
metabdlica.

Numero de revertentes his+/placa em Salmonella typhimurium

TA98 TA100 TA97a TA102
-S9 +S9 -S9 +S9 -S9 +S9 -S9 +S9
DMSO 1827 305 142£6 201:14 15026 170+12 121+13 241%14
0.6 19+2 24+3 147+7 197+20 159+25 155+11 136+18 266+ 15
: (1.0) 0.8) (1.0) (0.9) (1.0) (0.9) (1.1) (1.1)
o6 28+4 28+5 180+26 103426 181+12 181+12 12848 261+ 17
: (1.5) (0.9) (1.3) (0.9) (1.2) (1.0) (1.0) (1.0)
. 32+5 22+2 228+37 20148 208+14 153+19 118+15 258+ 10
: (1.7) 0.7) (1.6) (1.0) (1.4) (0.9) (1.0) (1.0)
- 49+ 1% 22+3 218+14 198+4 334$f 193+23 12946 247+16
: 2.7) 0.7) (1.5) (0.9) 29 (1.1) (1.1) (1.0)
e 25+4 22+5 155426 176+ 15 336;3 109+26 131+7 232422
: (1.3) 0.7) (1.0) (0.8) on (1.1) (1.1) (0.9)
492+ 540+ 1629+ 2119+ 1255+ 1330+ 835+ 969 +
Controle+ g 51° 332° 213" 2912 70° 224 57¢

DMSO - 75 ul/placa; Controle +: Controle positivo: ® 4-nitro-o-fenilenodiamina (10.0
ug/placa); ® 2-Antramina (1.25 pg/placa); ¢ Azida sédica (2.5 pg/placa); ¢ Mitomicina (0.5
ug/placa); °2-aminofluoreno (10.0 pg/placa). ~ Mutagenicidade P < 0.01 ANOVA.

Tabela 19. Atividade mutagénica expressa como a média e desvio padrdo do numero de
revertentes por placa nas linhagens bacterianas TA98, TA100, TA97a e TA102 expostas ao

extrato hidroalcodlico de P. ramiflora, em varias concentracbes, com (+S9) e sem (-S9)
ativacdo metabdlica.

Numero de revertentes his+/placa em Salmonella typhimurium

TA98 TA100 TA97a TA102
-S9 +S9 -S9 +S9 -S9 +S9 -S9 +S9
DMSO 24+0 36+12 171+3 153+15 154+4 214+26 289+8 330%3
195 25+1 33+6 167+£6 120+11 154+12 217+11 341+22 33627
’ (1,0) (0,9) (1,0) (0,8) (1,0) (1,0) (1,2) (1,0)
25 28+ 4 28+10 160+23 137+15 163+16 194+14 323+10 296*16
’ (1,2) (0,8) (0,9) (0,9) (1,1) (0,9) (1,1) (0,9)
5 36+5 26+4 171+6 142+3 238+32 234+6 390+23 265%3
(1,5) (0,7) (1,0) (1,0) (1,5) (1,1) (1,3) (0,8)
75 40+1 21+7 202+14 131+19 269+10 2374 418+11 28020
’ (,7) (0,6) (1,2) (0,9) (1,8) (1,1) (1,5) (0,9)
10 35+3 27+8 230+49 116+13 314+9 228+11 386+33 255+14
(1,5) (0,8) (1,4) (0,8) (2,0 (1,1) (1,3 (0,8)
Controle + 3520 + 2186 * 1099 + 1989 + 2056 * 2599 + 2406 * 1593 +
579 444 102 39 186 194 229 12

DMSO - 75 ul/placa; Controle +: Controle positivo: # 4-nitro-o-fenilenodiamina (10.0
ug/placa); ® 2-Antramina (1.25 pg/placa); ¢ Azida sédica (2.5 pg/placa); ¢ Mitomicina (0.5
ug/placa); °2-aminofluoreno (10.0 pg/placa). ~ Mutagenicidade P < 0.01 ANOVA.

E sabido que o &cido gélico, presente nos extratos estudados, ndo apresenta
mutagenicidade pelo teste de Ames (CHEN e CHUNG, 2000) e, ainda, pode
apresentar atividade antimutagénica (ABDELWAHED et al., 2007; STICH et al.,
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1982). Entretanto, alguns compostos fendlicos, apesar de apresentar atividade

antioxidante, apresentam atividade mutagénica em testes in vitro.

Bhattacharya (2011) cita a ocorréncia de algumas substancias que possuem
efeito anti ou pro mutagénico de acordo com a dose testada. O autor denomina
esses compostos Janus carcindgenos, uma alusdo ao deus romano Janus, que

possuia duas faces: uma voltada para frente e outra para tras.

A literatura comprova que flavonois com atividade antioxidante como a
quercetina, kaempferol, fisetina e miricetina também apresentam atividade
mutagénica pelo teste de Ames (CZECZOT et al., 2000; ONG e KHOO, 1997,
RESENDE, 2012).

Embora o maior teor de flavonoides totais tenha sido encontrado no extrato
hidroalcodlico de P. ramiflora, o extrato de P. torta apresentou atividade mutagénica
in vitro em menores concentracdes. Se fizermos uma relacdo entre o teor de
flavonoides totais e o teor de fendis totais, encontraremos valores de 1,38 para P.
torta e 0,39 para P. ramiflora, o que indica que em P. torta os flavonoides, alguns
dos quais pode ser atribuida atividade mutagénica, se encontram em maior
guantidade com relacdo aos compostos fenodlicos, como o &cido galico, com
atividade antimutagéncia (ABDELWAHED et al., 2007). Assim sendo, a atividade
mutagénica apresentada pelos extratos depende de uma matriz complexa, onde as
substancias podem ter efeitos sinergéticos ou antagdnicos sobre as atividades

guimicas e biologicas umas das outras.

Segundo Yoshino et al. (1999), a miricetina apresenta atividade mutagénica
mais pronunciada do que a observada para quercetina. Ela possui as mesmas
caracteristicas moleculares da quercetina, diferindo na presenca de uma sexta
hidroxila no carbono 5' do anel B, o que resulta em maior reatividade. A miricetina é
um flavonol amplamente distribuido em plantas comestiveis e, embora seja
comprovadamente genotoxico em bactérias e induza uma significativa degradacao
de DNA dependente da concentracao, concorrente com a peroxidacao lipidica, muito
pouco é conhecido sobre os mecanismos de genotoxidade apresentados (SILVA et
al., 1996).
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Rietjens et al. (2005) relatam que a atividade mutagénica dos flavondis se
relaciona com sua estrutura quinona/quinona metideo. Baseado nisso, uma via de
ativacao por flavonéis de espécies DNA-reativas foi proposta (Figura 63), que inclui
oxidacao quimica ou enzimética a orto-quinona, seguida pela isomerizacdo de orto-
quinona a quinona metideos, sendo estes 0s potenciais intermediarios ativos da
alquilacdo de DNA-reativos. Dessa forma, pode-se inferir que os flavonois presentes

nas folhas de P. torta e P. ramiflora contribuem para as muta¢des induzidas.

Eventos mutacionais podem representar sérios riscos a salude humana.
Mutacbes estdo envolvidas nas etapas iniciais de doencas degenerativas, como
cancer. Assim, os resultados apresentados reforcam os riscos do uso indiscriminado
da fitoterapia e a importancia da pesquisa sobre a mutagenicidade de compostos
extraidos de plantas, especialmente daquelas utilizadas na medicina popular ou

como alimento.



Figura 63. Via oxidativa da quercetina a 0-semiquinona, o-quinona e quinona metideo.
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CONCLUSOES

O estudo dos extratos hidroalcodlicos de P. torta e P. ramiflora neste trabalho
possibilitou a identificacdo de metabdlitos secundérios e a padronizacao dos extratos
pela quantificacdo de seus marcadores quimicos: miricetina-3-O-B-D-
galactopiranosideo, miricetina-3-O-a-L-arabinopiranosideo e miricetina-3-O-a-L-

rhamnopiranosideo.

A utilizacdo das técnicas de HPLC-ESI-IT-MS/MS, HPLC-ESI-QTRAP-MS e
ESI-IT-MS/MS possibilitou avaliar de maneira rapida a composicdo quimica dos
extratos, com a identificacdo de treze substancias presentes nos extratos.

As duas espécies, quando avaliadas por HPLC-DAD, exibiram o mesmo perfil
flavonoidico, porém apresentaram diferencas significativas na concentracao de seus

marcadores quimicos, flavonoides e fendis totais.

Os teores de miricetina-3-O-B-D-galactopiranosideo encontrados foram de
2,53 e 13,55 mg.g™ de extrato para P. torta e P. ramiflora, respectivamente. Para
miricetina-3-O-a-L-arabinopiranosideo foi encontrado 1,33 mg.g™ de extrato de P.
torta. Os valores encontrados para miricetina-3-O-a-L-rhamnopiranosideo foram de

2,20 e 9,61 mg.g™* de extrato para P. torta e P. ramiflora, respectivamente.

O extrato hidroalcodlico Pouteria torta apresentou 11,66 mg.g” de fendis
totais, 16,11 mg.g™ de flavonoides totais e ICs igual a 3,83 mg.mL*, enquanto a
infusdo das folhas apresentou 90,83 mg.g™ de infuso de fendis totais e 5,56 mg.g™

de infuso de flavonoides totais, com ICsgigual a 0,53 mg.mL™.

Pouteria ramiflora apresentou 125,87 mg.g™ de fendis totais, 48,82 mg.g™* de
flavonoides totais e ICs igual a 0,18 mg.mL™ para o extrato hidroalcodlico. O teor de
fendis totais na infuséo folhas de P. ramiflora foi de 55,85 mg.g™ de infuso, enquanto
o teor de flavonoides totais foi de 27,84 mg.g™ de infuso, que apresentou ICsgigual a
2,62 mg.mL™.

Ambos 0s extratos apresentaram atividade mutagénica in vitro pelo Teste de
Ames. O extrato hidroalcodlico de P. torta apresentou mutagenicidade as linhagens
TA97a e TA98, enquanto o extrato hidroalcodlico de P. ramiflora apresentou

mutagenicidade a linhagem TA97a, em auséncia de metabolizacéo.
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Os resultados apresentados para a atividade mutagénica in vitro apontam
para a necessidade de investigacdes criteriosas da mutagenicidade in vivo destas

espécies, que tém utilizacdo comprovada na medicina popular.
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