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RESUMO
Eugenia jambolana é uma planta da famila Myrtaceae, oriunda da india
Oriental. No Brasil é conhecida como jamboldo e suas folhas contém uma
mistura de polifendis, especialmente flavondides glicosilados, taninos elagicos
e acidos fendlicos. Os frutos contém vitamina C, acido galico, taninos e
antocianinas. As antocianinas constituem o maior grupo de flavondides
responsaveis pelas cores rosa, vermelho, violeta e azul encontradas em muitas
flores, frutos e folhas. As antocianinas apresentam forte atividade antioxidante,
e efeitos inibitérios no desenvolvimento de algumas linhagens de células
cancerigenas. As condi¢des de extracdo e de analise cromatografica dos frutos
foram otimizadas e oito antocianinas: delfinidina-diglicosideo, cianidina-
diglicosideo, petunidina-diglicosideo, malvidina-diglicosideo, delfinidina-
glicosideo, cianidina-glicosideo, petunidina-glicosideo e malvidina-glicosideo,
presentes no extrato bruto dos frutos foram identificadas por CLAE-DAD e
CLAE-EM/EM. As fragbes foram submetidas a diferentes técnicas de
fracionamento, incluindo cromatografia em contracorrente de alta velocidade,
cromatografia de permeacdo em gel, cromatografia em coluna usando silica em
fase reversa e cromatografia liquida de alta eficiéncia no modo preparativo.
Estes fracionamentos, resultaram no isolamento e identificacdo de trés
antocianinas: delfinidina-3-O-gentiobiosideo, petunidina-3-O-gentiobiosideo e
malvidina-3-O-gentiobiosideo, através de analises de EM e RMN. Os extratos
brutos dos frutos e das folhas e as fragBes obtidas das partigcbes liquido-liquido
foram testadas quanto as suas bioatividades e mostraram elevada acéao
sequestradora de radicais livres e quimiopreventiva, detectadas pelos ensaios
com DPPH e pela indugdo da enzima quinona-redutase. Adicionalmente, as
fracbes de E. jambolana testadas apresentaram atividade antimalérica,

antifingica frente a patdgenos-humanos e anticolinesterasica.

Palavras-chave: Eugenia jambolana, antocianinas, antioxidante,

guimioprevencao, Myrtaceae.



ABSTRACT

Eugenia jambolana is a plant from Myrtaceae, originally from eastern
India. In Brazil it is known as “jamboldo” and its leaves contain a mixture of
polyphenols, especially flavonoid glycosides, ellagitannins and phenolic acids.
The fruits contain vitamin C, gallic acid, tannins and anthocyanins.
Anthocyanins are the largest group of flavonoids responsible for pink, red, violet
and blue colors found in many flowers, fruits and leaves. The aglicone of
anthocyanins is structurally based on the flavilium ion at pH <3. Anthocyanins
exhibit strong antioxidant activity besides inhibitory effects on the development
of some cancer cell lines. The conditions of extraction and chromatographic
analysis of fruits were optimized and identification of eight anthocyanis:
delfinidin-diglucoside, cyanidin-diglucoside, petunidin-diglucoside, malvidin-
diglucoside, delfinidin-glucoside, cyanidin-glucoside, petunidin-glucoside and
malvidin-glucoside, from the crude extract was carried out using HPLC-DAD
and HPLC-MS/MS. Crude extracts and semipurified samples were subjected to
various fractionation techniques, including HSCCC, GPC and reversed phase
CC and preparative HPLC, which resulted in the isolation of three anthocyanins:
delfinidin-3-O-gentiobioside, petunidin-3-O-gentiobioside and malvidin-3-O-
gentiobioside through MS and NMR spectrometric analysis. Crude extracts of
fruits and leaves, and the fractions resulting from liquid-liquid partition were
evaluated for their bioactivity and displayed potent free radical scavenging and
chemopreventive activities, using the DPPH and quinone-reductase induction
assays. Additionally, the tested samples from E. jambolana presented
antimalarial, antiacetylcholinesterase and antifungal activities towards human

pathogenic fungi.

Keywords: Eugenia jambolana, anthocyanins, antioxidant, chemoprevention,

Myrtaceae.
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1. INTRODUCAO

1.1 Eugenia jambolana (Myrtaceae)

A familia Myrtaceae € nativa de regides tropicais, principalmente
América do Sul e Sudeste da Asia e Australia, compreende cerca de 75
géneros e 3000 espécies. Plantas desta familia sdo ricas em 0leos volateis
muito usados na medicina. A subfamilia Myrtoide, pertencente a esta familia,
possui plantas com grande importancia econémica, pois podem ser usadas
como alimentos, na agricultura e como plantas ornamentais. Dentro desta
subfamilia estdo os géneros Myrtus (murta), Psidium (goiaba), Myrciaria
(jabuticaba), Eugenia (pitanga), Syzygium (cravo-da-india), Plinia (cambucd) e
Luma. (KUSKOSKI et al., 2003; MAHMOUD et al., 2001; REYNERTSON et al..,
2008)

Assim como muitos géneros pertencentes a subfamilia Myrtoide o
género Eugenia possui plantas que apresentam atividade antiinflamatoria,
analgésica, antipirética, antifingica e é usada no tratamento de Ulceras
peptidicas. (KUSKOSKI et al., 2003; MAHMOUD et al., 2001). Além disso,
muitas espécies de Eugenia séo relatadas como plantas ricas em polifendis,
derivados de &cido galico e elagico, taninos e flavondides glicosilados.
(MAHMOUD et al., 2001)

Eugenia jambolana (Lamb.), ou Myrtus cumini L., ou Syzygium
jambolanum (Lamb.) DC, ou Syzygium cumini (L.) ou Eugenia cumini Druce é
uma arvore da familia Myrtaceae, originaria da india oriental, (Figura 1) com até
30m de altura de copa ampla, muito ramificada. (SHARMA et al., 2008;
SHARMA, BALOMAJUNDER & ROY, 2008; LI et al., 2009) Possui flores creme
ou brancas com bastante néctar, pétalas arredondadas caracteristicamente em
forma de capuz (Figura 1). Frutifica de janeiro a maio e seu fruto possui uma
semente Unica e grande. Multiplica-se por sementes, desenvolve-se bem em
gualquer tipo de solo, porém permeaveis e profundos. Prefere climas quentes e
Umidos, principalmente de regides litorAneas. E cultivada como planta

ornamental e na medicina tradicional possui aplicagbes como adstringente,
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estomaquica, diurética e anti-diabética. (LOGUERCIO et al., 2005; LI, ZHANG &
SEERAM, 2009; SHARMA et al., 2008; SHARMA, BALOMAJUNDER & ROY,
2008; PEPATO et al., 2005; GROVER et al., 2000) Na india é conhecida como
“‘Jamum” ou “Jambul’, nos Estados Unidos como “Java plum” e no Brasil como
“‘Jambolao”, “Jamelao”, “Jambol” (BRITO et al., 2007; LI et al., 2009; GROVER et
al., 2000) e, por seu fruto (Figura 1) ser semelhante ao formato, cor e tamanho
da azeitona, também pode ser assim chamado.

As folhas de E. jambolana (Figura 1) contém uma mistura de polifendis,
especialmente flavondides glicosilados e alguns acidos fendlicos, e sdo ricas em
taninos e saponinas. O extrato hidroalcodlico a 10% (m/v) das folhas apresenta
atividade antibacteriana frente a 17 tipos de bactérias, ndo sendo observada
diferenca de sensibilidade entre microorganismos Gram positivos e Gram
negativos. (LOGUERCIO et al., 2005; BANERJEE et al., 2005; MAHMOUD et
al., 2001)

Testes preliminares do extrato etandlico (70%) das cascas de E.
jambolana indicaram a presenca de taninos e a auséncia de terpenos,
flavonoides, alcaldides e glicosideos. Este extrato apresentou uma potente acao
antiinflamatéria contra diferentes fases de inflamacdo, sem qualquer efeito
colateral em mucosa gastrica. (MURUGANANDAN et al., 2001) Na medicina
popular, as propriedades adstringentes, da casca séo utilizadas contra diarréias
cronicas, disenteria e menorragia. A decoccéo da casca € um eficaz enxaguante
bucal no tratamento de aftas, estomatites, afec¢cbes da garganta e outras
doencas das vias orais. (LOGUERCIO et al., 2005)

Figura 1: Frutos e folhas, arvore e flores de Eugenia jambolana.
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Tradicionalmente, as sementes de E. jambolana sdo conhecidas por sua
acao hipoglicémica e antioxidante. Estudos mostram que o0s extratos das
sementes séo ricos em flavondides e que os efeitos anti-hiperglicémicos e anti-
hiperlidémicos estdo associados a estas substancias. (SHARMA,
BALOMAJUNDER & ROY, 2008; GROVER et al., 2000; BANERJEE et al., 2005)
Os extratos metandlico e aquoso da sementes apresentaram atividade
antibacteriana e antifingica contra 15 microorganismos testados, 0s quais
consistem de seis tipos de bactérias e nove tipos de fungos, todos relacionados
a doencgas de pele. (CHANDRASEKARAM & VENKATESALU, 2004)

Porém, estudos mostram que o cha das folhas e das sementes nédo
possuem acéao anti-hiperglicémica. (BANERJEE et al., 2005)

Na medicina popular, o suco do fruto verde é usado para preparar vinagre
gue é considerado um medicamento estomacal, carminativo e diurético e o suco
dos frutos € maduros é utilizado como adstringente, diurético, antidiabético e
estomaquico. Na industria alimenticia o fruto maduro € usado para fazer
conservas, sucos e geléias. Os frutos de E. jambolana sdo comestiveis e seus
extratos apresentam forte atividade antioxidante devido a presenca de vitamina
C, &cido galico, taninos e antocianinas. (BANERJEE et al., 2005; VEIGA et al.,
2007)

Na literatura ha relatos recentes de algumas antocianinas identificadas
nos frutos de E. jambolana: delfinidina-3,5-diglicosideo, cianidina-3,5-
diglicosideo, petunidina-3,5-diglicosideo, peonidina-3,5-diglicosideo e malvidina-
3,5-diglicosideo. (LI et al., 2009; LI, ZHANG & SEERAM, 2009; BRITO et al.,
2007). Em 1975, JAIN & SESHADRI identificaram trés antocianinas: delfinidina-
3-gentiobiosideo, petunidina-3-gentiobiosideo e malvidina-3-laminaribiosideo.
Em 2009, NUENGCHAMNONG & INGKANINAN identificaram uma nova
antocianina nos frutos de E. jambolana, a malvidina-3-O-p-coumaroilglicosideo.
Em trabalhos realizados em nosso laboratério foram identificadas quatro
antocianinas cianidina-3-xilosideo, cianidina-3-glucosideo, cianidina-3-
rutinosideo e cianidina-3-(6"-acetoil)-glicosideo. (PLAZA, 2007)

Estudos realizados utilizando o extrato rico em delfinidina-diglicosideo,
cianidina-diglicosideo,  petunidina-diglicosideo,  peonidina-diglicosideo e
malvidina-diglicosideo mostraram que este extrato apresentou atividade
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citotoxica e efeitos quimiopreventivos contra células cancerigenas (MCF-7 e
MDA-MB 231) responsaveis pelo desenvolvimento do cancer de mama. (LI et
al., 2009)

1.3 Antocianinas

As antocianinas (do grego anthos=flores e kianos=azul) sdo metabdlitos
secundarios e constituem o maior grupo de flavondides responsaveis pelas
cores rosa, vermelho, violeta e azul encontradas em muitas flores, frutos e
folhas. Algumas vezes, estdo presentes em raizes, tubérculos e caules. Nas
plantas servem como atrativos para passaros e insetos responsaveis pela
polinizacdo, protegem contra raios ultravioleta, herbivoros e infeccbes fungo-
patogénicas. (ANDERSEN & MARKHAM, 2006; MESKIN et al., 2004; MARCO
et al., 2008, EINBOND et al., 2004, BRIDLE & TIMBERLAKE, 1996; CHANDRA
et al., 1992; ALCALDE-EON et al., 2004; RENAULT et al., 1997; CHARRON et
al., 2009)

As antocianidinas apresentam como estrutura fundamental o cation
flavilico (Figura 2A). A estrutura das antocianidinas consiste de uma anel
aromatico (anel A) ligado a um anel pirano (anel C) que esta ligado por uma
ligacdo carbono-carbono a um terceiro anel aromético (anel B). Quando as
antocianidinas sdo encontradas em suas formas glicosiladas elas sédo
chamadas de antocianinas (Figura 2B). (PASCUAL-TERESA & SANCHEZ-
BALLESTA, 2008; ANDERSEN & MARKHAM, 2006; CASTANEDA-OVANDO
et al., 2009, MARCO et al., 2008).

Os pigmentos ocorrem geralmente na forma de antocianina. As unidades
glicosidicas mais comuns sao a glicose, xilose, arabinose, ramnose e
galactose. Normalmente, a unidade glicosidica esta ligada na antocianidina na
posicdo 3 do anel C. Quando h& mais de um glicosideo este pode estar ligado
nas posi¢cdes 5 ou 7 do anel A e, pouco frequentemente, nas posigbes 3’ e &’
do anel B, ou entdo pode estar ligado ao glicosideo da posi¢cédo 3, formando um
diglicosideo. Os diglicosideos mais conhecidos sdo soforose, rutinose,
sambubiose, gentiobiose e laminariobiose. O acUcar presente nas moléculas

de antocianinas confere maior hidrossolubilidade e estabilidade a estes
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pigmentos quando comparados com as antocianidinas. (PASCUAL-TERESA &
SANCHEZ-BALLESTA, 2008; ANDERSEN & MARKHAM, 2006; CASTANEDA-
OVANDO et al., 2009, MARCO et al., 2008; COOKE et al., 2005; RENAULT et
al., 1997; TURKER & ERDOGDU, 2006)

Figura 2: Estrutura de uma antocinidina (A) e de uma antocianina (B).

Além disso, mais de 65% da antocinaninas sao aciladas. Os grupos acila
mais frequentes nestas substancias sdo os acidos p-coumaricos, cafeico,
ferdlico, sinapico e &acidos alifaticos como é&cido acético, malico, malbnico,
oxalico e succinico. (PASCUAL-TERESA & SANCHEZ-BALLESTA, 2008;
ANDERSEN & MARKHAM, 2006; TURKER & ERDOGDU, 2006) A acilacdo
das antocianinas faz com que estas sejam mais estaveis que as nao aciladas,
pois o grupo acila protege o cétion flavilico contra os fatores de degradacao.
(ALCALDE-EON et al., 2004; TURKER & ERDOGDU, 2006; MAILEN-AUBERT
et al., 2001)

A biossintese das antocianinas esta relacionada com a Via do Acido
Chiguimico e a Via Acetato (Figura 3). (DEWICK, 1997)
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Figura 3: Biossintese das antocianinas.

Na literatura, até o ano 2006, havia relatos de 539 antocianinas isoladas
de plantas e de 23 antocianidinas diferentes. Porém, cerca de 90% de todas as
antocianinas sdo baseadas em 6 antocianidinas (Figura 4): pelagordina (Pg),
cianidina (Cy), peonidina (Pn), delfinidina (Dp), petunidina (Pt) e malvidina (Mv).
As diferencas entre as varias antocianinas estdo no nuamero de hidroxilas
presentes na molécula, no grau de metilagcdo destes grupos, na natureza e no
namero de glicosideos ligados a molécula e na posicao dessas ligacdes, bem
como na natureza e no numero de acidos alifaticos e/ou aromaticos ligados aos
glicosideos presentes na molécula de antocianina. (ANDERSEN & MARKHAM,
2006; CASTANEDA-OVANDO et al., 2009; MESKIN et al., 2004, MARCO et al.,
2008; COOKE et al.,, 2005; WU & PRIOR, 2005a; WU & PRIOR, 2005b;
GOIFFON et al., 1999; GIUSTI, RODRIGUEZ-SAONA, WROLSTAD, 1999)
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Figura 4: Estruturas das antocianidinas mais comuns.

Nas plantas, as antocianinas estdo presentes em diferentes 6rgaos,
como frutos, flores, caules, folhas e raizes. Estes pigmentos sédo, normalmente,
encontrados dissolvidos no fluido da célula vegetal, que geralmente apresenta
pH levemente acido. Entretanto, em certas espécies de plantas, as
antocianinas estdo localizadas em regides discretas do vacuolo celular
chamadas de antocianoplastos. (ANDERSEN & MARKHAM, 2006; MARCO et
al., 2008; PASCUAL-TERESA & SANCHEZ-BALLESTA, 2008) As antocianinas
presentes em uma espécie podem variar de fruto para fruto devido a influéncias
internas e externas como fatores genéticos e agronémicos, temperatura, luz e
armazenamento. (PASCUAL-TERESA & SANCHEZ-BALLESTA, 2008)

Na literatura, ha relatos de algumas antocianinas incomuns como a
riccionidina (Figura 5A) isoladas de Ricciocarpos natans e rosacianina (Figura
5B) isoladas de Rosa hybrida. (ANDERSEN & MARKHAM, 2006)

Figura 5: Estrutura da riccionidina (A) e rosacianina (B).

-Piranoantocianidinas:
As piranoantocianidinas (Figura 6) sdo formadas pela ciclizagéo entre o
C-4 e o grupo hidroxila do C-5 do céation flavilico com moléculas de baixo peso

molecular. Esta ciclizacdo resulta em um quarto anel (D) que € responsavel
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pela maior estabilidade destas substancias. (CASTANEDA-OVANDO et al.,
2009; ANDERSEN & MARKHAM, 2006)

Figura 6 : Estrutura de uma piranoantocianina.

1.4 Estabilidade das Antocianinas

As antocianinas isoladas sdo altamente instaveis e muito suscetiveis a
degradacgdo. A sua estabilidade é afetada por fatores como pH, temperatura de
armazenamento, concentracao, luz, oxigénio, solventes, presenca de enzimas,
flavonoides, proteinas e ions metalicos. (CASTANEDA-OVANDO et al., 2009;
ANDERSEN & MARKHAM, 2006; MARCO et al, 2008; BRIDLE &
TIMBERLAKE, 1996; OLIVEIRA, EPERANCA & ALMOSTER, 2001; MAILEN-
AUBERT et al., 2001)

1.4 Influénciado pH

As antocianinas sdo muito sollveis em agua e solugbes alcodlicas.
Quando em agua elas sdo mais estaveis a pH baixos. Entretanto, em solucéo
aguosa elas coexistem em equilibrio com quatro espécies principais: o cation
flavilico (vermelho), a base quinoidal (azul), pseudobase carbinol (incolor) e
chalcona (amarelo) (Figura 7). Para valores altos de pH, as antocianidinas
poderdo ser completamente degradadas formando como produtos &acido
fendlico e aldeido. (PASCUAL - TERESA & SANCHEZ - BALLESTA, 2008;
CASTANEDA-OVANDO et al.,, 2009, ANDERSEN & MARKHAM, 2006;
MARCO et al., 2008; COOKE et al., 2005; LAPIDOT et al., 1999; CHANDRA et
al., 1992; REVILLA, RYAN & MARTIN-ORTEGA, 1998)
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Figura 7: Estruturas quimicas das antocianinas dependendo do pH do meio.

1.4.2 Efeito da co-pigmentacao

A co-pigmentacdo € um efeito no qual pigmentos como compostos
organicos pouco coloridos ou ions metalicos se associam as antocianinas
causando uma mudanga na cor ou aumentando a sua intensidade. Algumas
investigacdes sugerem que a co-pigmentacdo das antocianinas com outros
compostos é o principal mecanismo de estabilizacdo da cor nas plantas. Os co-
pigmentos (flavonoides, alcaloides, aminoacidos, nucleotideos,
polissacarideos, metais e outras antocianinas) sao sistemas ricos em elétrons
T, 0S quais sdo capazes de se associarem aos cations flavilicos que sé&o
pobres em elétrons. Esta associacdo protege o cation flavilico do ataque
nucleofilico da agua e de outras espécies como 0s peroxidos e dioxido de
enxofre. A interacdo das antocianinas com 0s co-pigmentos produz um efeito
hipercromico e um deslocamento batocromico na regido do UV-Vis.
(CASTANEDA-OVANDO et al., 2009, MAILEN-AUBERT et al., 2001; BRIDLE &
TIMBERLAKE, 1996; ORDAZ-GALINDO et al., 1999; CHANDRA et al., 1993;
GIUSTI, RODRGUEZ-SAONA, WROLSTAD, 1999)
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Quando o co-pigmento é outra molécula de antocianina ocorre uma co-
pigmentacao intramolecular ou auto-associa¢ao; quando a interacdo é com um
metal ocorre uma complexacao; e quando é uma outra substancia, ocorre co-
pigmentacdo intermolecular. (CASTANEDA-OVANDO et al.,, 2009; MAILEN-
AUBERT et al., 2001; RENAULT et al., 1997)

Alguns estudos sobre a estabilidade das cores sugerem que as
interagdes entre metais como Al, Fe, Cu, Sn, Mg ou Mo e antocianinas sao
responsaveis pela coloracdo azul das plantas. (CASTANEDA-OVANDO et al.,
2009; ANDERSEN & MARKHAM, 2006)

1.5 Bioatividade das antocianinas

O consumo regular de antocianinas e de outros flavonodides em frutas,
vegetais, geléias e vinhos € associado com a provavel reducéo dos riscos de
doenca cardiovascular, diabetes, inibicao viral, atividade antimicrobiana,
doencas no figado, devido a sua propriedade hepatoprotetora, problemas
gastricos, problemas relacionados a visdo, doencas neurodegenerativas como
Alzeimer e Parkinson, inflamacdes, doencas cronicas como o cancer, devido ao
seu efeito antimutagénico, e atividade quimiopreventiva, além de possuir forte
atividade antioxidante. (ANDERSEN & MARKHAM, 2006; BRIDLE &
TIMBERLAKE, 1997; REYNERTSON et al., 2008; VAREED et al., 2006, DU &
XU, 2008; COOKE et al, 2005, PASCUAL -TERESA & SANCHEZ -
BALLESTA, 2008; ZHANG et al., 2008b; MESKIN et al., 2004; VEIGAS et al.,
2007; BRITO et al., 2007; CHEN et al., 2006; CHARRON et al., 2009)

As antocianinas em geral ndo sdo toxicas e nem mutagénicas, ao
contrario, possuem propriedades terapéuticas. Por esta razdo, estes
compostos sdo considerados importantes nutracéuticos, pois sdo capazes de
inibir, através da alimentacdo, os processos oxidativos e inflamatorios, e com
isso previnir varias doencas relacionadas ao estresse oxidativo. (ANDERSEN &
MARKHAM, 2006; MULABAGAL et al., 2009; BRIDLE & TIMBERLAKE, 1996;
MAILEN-AUBERT et al., 2001).

Por serem benéficas a salde, as antocianinas tém despertado grande

interesse na industria de alimentos, pois podem ser usadas como corantes,
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substituindo os corantes artificiais que podem ser toxicos a salde, e como
suplementos alimentares com aplicacdes preventivas e terapéuticas.
(ANDERSEN & MARKHAM, 2006; VAREED et al., 2006; SEERAM et al., 2002;
CHANDRA et al., 1992; ORDAZ-GALINDO et al., 1999; OLIVEIRA et al., 2001;
GOIFFON et al.,, 1999; MAILEN-AUBERT et al.,, 2001) Porém, a baixa
estabilidade das antocianinas € um fator limitante para o seu uso como corante.
(MAILEN-AUBERT et al., 2001)

As antocianinas sdo menos absorvidas que outros flavondides, sendo
gue, a absorcdo pode depender do numero de hidroxilas, dos glicosideos e dos
grupos acila presentes na molécula. Sendo assim, as antocianinas possuem
baixa biodisponibilidade e isto se deve a sua estrutura. (CHARRON et al.,
2009; PASCUAL-TERESA & SANCHEZ-BALLESTA, 2008) As antocianinas
nao-aciladas possuem maior biodisponibilidade que as antocianinas aciladas e
a presencga dos grupos hidroxilas na aglicona também estido associadas com a
diminuicdo da biodisponibilidade. (CHARRON et al., 2009). Porém, a baixa
biodisponibilidade ndo impede que elas sejam bioativas.

Alguns estudos indicam que as antocianinas permanecem intactas
guando passam do trato digestivo para a circulacdo sanguinea. Varias
antocianinas, como a cianidina-3-glicosideo, cianidina-3-diglicosideo,
malvidina-3-glicosideo e delfinidina-3-rutinosideo, foram detectadas no plasma
e/ou na urina de ratos, porcos e humanos. (BANERJEE et al., 2005, MESKIN
et al., 2004, EINBOND et al., 2004; MIYAZAWA et al., 1999) Porém, ndo foram
encontradas antocianidinas no plasma sugerindo, entdo, que a forma
glicosilada pode ser responsavel pela biodisponibilidade destas substancias.
(MIYAZAWA et al., 1999)

1.6 Potencial antioxidante das antocianinas

Radicais livres sdo espécies que possuem elétrons desemparelhados.
Os radicais como superoxido (O3) e hidroxila (OH) sao alguns exemplos das
espécies reativas de oxigénio (EROS), produzidas naturalmente nos seres
humanos durante a respiragdo como resultado do metabolismo oxidativo.

Porém, elas sdo regeneradas ou destruidas por enzimas especificas como a
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superéxido dismutase, catalase e glutationa peroxidase. (REYNERTSON et al.,
2008; BANERJEE et al., 2005; LAPIDOT et al., 1999)

A grande producgdo de radicais livres, juntamente com a redugdo dos
niveis das enzimas mencionadas e a falta de vitaminas A, C e E sé&o
considerados a principal causa do estresse oxidativo. A geracdo de radicais
livres de maneira desordenada provoca danos oxidativos em macromoléculas
biolégicas como lipideos, proteinas e DNA, alterando suas propriedades,
estruturas, fungcées das membranas celulares e do material genético causando
mutacfes que podem estar associados ao inico do desenvolvimento de
tumores. Portanto, os danos causados por radicais livres estdo ligados a
doencas neurodegenerativas e ao cancer. A oxidacdo das lipoproteinas de
baixa densidade é o principal causador de doengcas do coracdo e
arteriosclerose. A atividade anti-inflamatéria e quimiopreventiva de muitos
flavondides, inclusive das antocianinas, esta relacionada com as propriedades
antioxidantes. Portanto, substancias antioxidantes sdo necessarias para
proteger o organismo contra 0 estresse oxidativo. (PASCUAL -TERESA &
SANCHEZ - BALLESTA, 2008; BANERJEE et al., 2005; EINBOND et al., 2004;
MULABAGAL et al., 2009; HOGAN et al., 2010; DAI et al., 2009; SHWARZ et
al., 2003) O estresse oxidativo, além disso, é também o maior causador de
isquemia cerebral, pois o cérebro consome grande quantidade de oxigénio.
(SHIN, PARK & KIM, 2005)

As propriedades antioxidantes estéo relacionadas a varios mecanismos
de acédo incluindo a captura de radicais livres e a inibicdo da geracdo de
espécies reativas durante o metabolismo celular. (ZHANG et al., 2008b;
HOGAN et al., 2010)

As antocianinas sdo consideradas substancias antioxidantes, pois séo
capazes de estabilizar os radicais livres por doacdo de hidrogénio radicalar
(Figura 8) (BANERJEE et al., 2005; PASCUAL-TERESA & SANCHEZ-
BALLESTA, 2008). Esta capacidade esta relacionada, principalmente, ao grupo
catecol presente no anel B, que é facilmente oxidado, formando uma espécie
extremamente estavel(Figura 8). Portanto, é de se esperar que as cianidinas,

delfinidinas e petunidinas possuam atividade antioxidante maior que as
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pelagornidinas, peonidinas e malvidinas. (BANERJEE et al., 2005; PASCUAL-
TERESA & SANCHEZ-BALLESTA, 2008; CASTANEDA-OVANDO et al., 2009)
Estudos mostram que as antocianinas isoladas (delfinidina-3-O-
glicosideo e delfinidina-3-O-rutinosideo) sao capazes de inibir a peroxidagao
lipidica (LPO) e as enzimas ciclooxigenase (COX-1 e COX-2). A LPO & iniciada
por reacOes radicalares e, juntamente com o estresse oxidativo, é responsavel
pelo desenvolvimento de doencas cardiovasculares e diabetes, enquanto que
as enzimas COX-1 e COX-2 estdo relacionadas com o processo inflamatorio e,
mais especificamente, a COX-2 também pode estar associada a inducdo de
carcinogénese. (MULABAGAL et al., 2009; VAREED et al., 2006)

&M or
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Figura 8: Mecanismo de estabilizacdo do radical formado durante processos oxidativos.

(CASTANEDA-OVANDO et al., 2009)
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1.7 Cancer

Segundo o Instituto Nacional do Cancer (INCA), cancer € o nome dado a
doencas que tém em comum o crescimento desordenado de células que
invadem tecidos e orgdos podendo se espalhar para outras partes do
organismo. O processo de formagcdo do cancer ou carcinogénese passa por
varios estagios até chegar a formacdo do tumor. Sdo eles: (INSTITUTO
NACIONAL DE CANCER, 2009a; INSTITUTO NACIONAL DE CANCER,
2009c)

= Primeiro estagio ou estagio de iniciacdo: as células sofrem o efeito dos

agentes cancerigenos ou carcindégenos que alteram alguns de seus genes.
Neste estagio, ndo ha formacéo do tumor.

= Sequndo estagio ou estagio de promocdo: as células geneticamente

modificadas sofrem os efeitos dos oncopromotores (agentes cancerigenos que
possuem 0s oncogenes). Dessa forma, a célula modificada se transforma em
uma célula maligna lenta e gradualmente. Se a exposicdo ao agente
cancerigeno promotor for suspensa, o processo de carcinogénese pode ser
interrompido neste estagio.

= Terceiro estagio ou estigio de progressdo: as células multiplicam-se

de maneira descontrolada, mais rapidamente que as células normais e
invadem os tecidos a sua volta. Estas células tém a capacidade de formar
vasos sanguineos que as nutrirdo e manterdo 0 Seu crescimento
descontrolado. O acumulo dessas células forma os tumores malignos.

Essas células adquirem a capacidade de se desprender e migrar,
invadindo inicialmente os tecidos vizinhos podendo chegar ao interior de um
vaso linfatico ou sanguineo, e assim, disseminar-se, chegando a O6rgéaos
distantes do local onde o tumor se iniciou.

O cancer pode ser causado por fatores internos ou externos ao
organismo, estando ambos inter-relacionados. As causas internas sao, na
maioria das vezes, geneticamente pré-determinadas (horménios, condicdes
imunoldgicas e mutagdes genéticas) e as causas externas relacionam-se com

0 meio ambiente e aos hébitos ou costumes préprios de um ambiente social e
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cultural (substancias quimicas, irradiacéo e virus). (INSTITUTO NACIONAL DE
CANCER, 2009b)

1.8 Agentes quimiopreventivos

A maior parte dos canceres humanos pode ser prevenida quando os
fatores exdgenos sdo controlados ou até mesmo removidos. Outra forma de
prevenir o cancer é fazer uso de agentes quimiopreventivos que podem ser
classificados em trés categorias: inibicho da formacdo da carcinogénese;
agentes bloqueadores, ou seja, anti-iniciagdo; agentes supressores, ou seja,
antiproliferagdo/antiprogressao. (PEZZUTO et al., 2005)

Estratégias para proteger as células do processo de iniciacdo tumoral
incluem diminuir a atividade metabolica das enzimas responsaveis pela
geracdo de espécies reativas (Fase 1) ou aumentar o nivel de enzimas
responsaveis por desativarem os radicais e os eletrofilos conhecidos por
interferirem no processo celular normal (Fase 2). A fase 2 consiste em induzir a
formacdo de enzimas, como a quinona-redutase, que possui um papel
importante na desintoxicacdo do organismo, pois converte quinona em
hidroquinonas reduzindo assim o ciclo oxidativo. Ensaios in vitro e in vivo
mostram que substancias capazes de induzir a producdo de quinona redutase
possuem atividade quimiopreventiva contra a iniciagdo do cancer. (PEZZUTO
et al., 2005)

Alimentos ricos em antioxidantes reduzem a incidéncia e a mortalidade
causada por alguns tipos de céancer. As frutas que contém altos niveis de
substancias antioxidantes como polifendis, acidos fendlicos, carotendides,
flavondides e antocianinas podem reduzir os niveis de EROs nos organismos
dos mamiferos e assim, evitar danos ao DNA e impedir as mutacbes que
iniciam a progresséao tumoral. (HOGAN et al., 2010; ZHANG et al., 2008b)

Extratos ricos em antocianinas exibem forte atividade antiproliferativa
contra diferentes linhagens de células cancerigenas. O extrato de morango,
contendo cianidina-3-glicosideo, pelagornidina, pelagornidina-3-glicosideo,
pelagornidina-3-rutinosideo e &cido elégico, apresentou inibicdo contra células
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de cancer de boca (Cal-27 e KB), cancer de prostata (LNCaP e DU-145) e
cancer de célon (HT-29 e HCT-116). (ZHANG et al., 2008b)

Outros extratos enriquecidos apresentaram efeitos citotoxicos contra
células de leucemia (HL-60), cancer de mama (MCF-7) e carcinoma de célon
(HT-29). (DAl et al., 2009) Extratos de acai demonstraram forte atividade contra
a proliferacdo de células de cancer de cabeca (C-6), mas nao contra células
(MDA-468) responsaveis pelo cancer de mama. (HOGAN et al., 2010)

Estudos mostram que antocianinas isoladas também apresentam
atividade inibitéria contra diferentes linhagens de células cancerigenas. Por
exemplo, a delfinidina-3-O-glicosideo e a delfinidina-3-O-rutinosideo inibiram o
crescimento de células de cancer de célon (HCT-116), cancer de mama (MCF-
7), cancer de pulméo (NCI-H460), cancer do sistema nervoso central (SF-268)
e cancer no estomago (AGS). (VAREED et al., 2006). A cianidina-3-glicosideo
possui atividade quimiopreventiva e quimioterapéutica contra células do cancer
de mama (HS578T). (DAl et al., 2009)

A cianidina-3-rutinosideo e a cianidina-3-glicosideo possuem forte
atividade anticancer, pois sdo capazes de inibir a invasdo de células
metastaticas responsaveis pelo cancer de pulméo (A549) apresentando uma
nova estratégia para a quimioprevencao do cancer. (CHEN et al., 2006)

Extratos ricos em antocianinas, antocianinas purificadas e antocianidinas
promovem inducdo de apoptose em células de leucemia (HL-60) e células de
cancer de colon (HCT-116), sendo esta outra forma de quimioprevencao.
(KATSUBE et al., 2003)

COOKE et al.,, 2005 relata a atividade inibitoria, contra diferentes
linhagens celulares, de antocianidinas, antocianinas e de extratos ricos com
estas substancias e os mecanismos pelos quais ocorrem a inibigao.

Estes estudos realizados in vitro mostram que as antocianinas possuem
atividades preventivas e/ou terapéuticas contra muitas linhagens de células
tumorais. Portanto, uma dieta rica em frutas e vegetais contendo antocianinas

pode ajudar a reduzir o risco de doengas como o cancer.
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1.9 Doencga de Alzheimer (DA)

A doenca de Alzheimer é uma doenca neurodegenerativa e esta
relacionada com deficiéncia do neurotransmissor acetilcolina. Uma das formas
de tratamento desta doenca € inibir a inducdo da enzima acetilcolinesterase
(AChE) que é responsavel pela hidrolise da acetilcolina. (MARSTON et al.,
2002; VIEGAS et al., 2005; SILVA et al., 2006)

Algumas drogas sintéticas como tacrina e donepezil sdo usadas para o
tratamento da DA como inibidores reversiveis da AChE. Porém, a tacrina, o
primeiro inibidor de AChE licenciado pelo FDA (Food and Drug Association),
ndo é seletivo atuando também em outras enzimas. Além disso, possui efeito
hepatotoxico e um tempo de vida curto no plasma sendo necessaria quatro
doses por dia para a terapéutica efetiva. Ja o donepezil € seletivo, atuando
apenas na inibicdo da AChE, possui um tempo de vida maior que a tacrina,
sendo necessaria apenas uma dose diaria, porém causa disfuncdes
gastrointestinais. (SILVA et al., 2006)

Diante deste contexto, a busca por novas drogas menos téxicas e mais
eficientes tornou-se inadiavel. Ha relatos na literatura de compostos extraidos
de fontes naturais usados no tratamento da DA como por exemplo, a
galantamina, isolada de Galanthus nivalis. (MARSTON et al., 2002) A
galantamina tem sido usada como protétipo para o desenvolvimento de drogas
inibidoras de AChE. A possibilidade de explorar distintos modos de acdo tem
estimulado estudos fitoquimicos visando a obtencdo de novos modelos.
Portanto, véarias espécies tem sido investigadas como fontes de inibidores de
AChE baseando-se, principalmente, no conhecimento popular. (VIEGAS et al.,
2005). Alem disso, estudos indicam que alimentos ricos em antioxidantes
possuem um papel importante na prevencao de doencas neurodegenerativas
como Alzheimer e Parkinson. (BANERJEE et al., 2005; EINBOND et al., 2004;
MULABAGAL et al., 2009; MACZ-POP et al.,, 2006; RAMIREZ et al., 2005;
CHARRON et al., 2009)

43



1.10 Maléaria

A malaria é considerada uma doenca infecto-parasitaria grave,
transmitida por protozoérios do género Plasmodium, aflige mais de 500 milhdes
de pessoas causando, pelo menos, um milhdo de 6bitos anuais, tendo como
agravante a resisténcia do parasita a quimioterapia e a falta de uma vacina
eficaz.

Os casos de malaria estdo localizados, principalmente, na Africa,
seguido da india e do Brasil, estando presente também no sudoeste da Asia,
na América Central, América do Sul e na Oceania. No Brasil, a regido
amazonica concentra mais de 99% da transmissédo da malaria, representando
um dos maiores problemas de saude publica.

Uma das mais importantes estratégias na busca de novos farmacos € a
identificacdo de novos alvos e a subsequiente descoberta de substancias que
sejam capazes de agir nestes alvos. Um destes alvos é a polimerizacdo de
heme. (ROSENTHAL, 2003) No vacuolo digestivo acido, o Plasmodium
degrada 75% da hemoglobina do hospedeiro e utiliza os seus aminoacidos
para a sintese de proteinas. Nesse processo, heme téxica € liberada,
armazenando-se na forma de um polimero inerte chamado hemozoina ou
pigmento malarico, onde o grupo propionato do heme liga-se ao Fe*" do outro
heme. Sendo assim, substancias capazes de inibir a sintese de hemozoina
podem servir de modelos para a terapia da malaria. (TRIPATHI et al., 2004)

A hemozoina parece ser estruturalmente idéntica a p-hematina que pode
formar-se espontaneamente em condi¢c6es nédo fisiolégicas sem a adicdo de
nenhuma proteina. O conhecimento bioquimico deste processo experimental
permitiu o desenvolvimento de um método rapido, barato e eficiente na busca
de substancias que inibam a polimerizacdo do heme. A formacdo de B-
hematina in vitro pode ser realizada através de varios procedimentos
experimentais como, por exemplo, a incubacdo de hemina bovina.
(BAELMANS et al., 2000)
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1.11 Fungos patogenos-humanos

As infec¢Bes causadas por fungos patégenos-humanos tém aumentado a
um ritmo alarmante nos ultimos 20 anos, principalmente entre os individuos
imunocomprometidos. Entre estes fungos, os fungos da espécie Candida € um
dos principais agentes causadores de doencas em seres humanos, pois a
candidemia ndo s6 é associada a uma alta mortalidade, mas também se
estende a duracado da internacdo e aumenta 0s custos da assisténcia médica.
Dentre os fungos pertencentes a esta espécie o fungo mais freqiente é o
Candida albicans seguido por de C. tropicalis, C. parapsilosis e C. glabrata,
enquanto C. kefyr e C. guilliermondii sdo encontradas ocasionalmente.
(SCORZONI et al., 2007)

O fungo Cryptococcus neoformans é o segundo maior responsavel por
infec¢cBes fungicas oportunistas em pacientes com AIDS. Porém, pode causar a
doenca em seres humanos saudaveis. (SCORZONI et al., 2007)

De maneira geral, as manifestacdes clinicas da infeccdo podem variar de
uma colonizagdo assintomatica do trato respiratorio, a ampla divulgacao,
dependendo da resposta imune do hospedeiro. Quando a disseminacao ocorre,
0 sistema nervoso central € comumente envolvido. Os fatores de risco séo:
estagio avancado de HIV, uso de corticoides, linfomas, transplantes e doencas
imunossupressoras.

As drogas antifungicas mais comuns sdo essencialmente limitadas a
anfotericina B, os compostos azolicos, como fluconazol e itraconazol, e
flucitosina (5-fluorocitosina). Porém, estas substancias apresentam efeitos
colaterais e podem levar a uma série de complicagcdes como por exemplo, o
limite da dose de nefrotoxicidade associada a anfotericina B, o rapido
desenvolvimento de resisténcia a flucitosina, interacdes medicamentosas,
modo de acdo fungistatica mas nao fungicida e resisténcia aos azéis.
(SCORZONI et al., 2007)

Portanto, ha uma necessidade urgente de novos antifingicos com um
amplo espectro de agédo fungicida e com menos limite da dose de efeitos
colaterais e como as plantas de diferentes biomas brasileiros, como do Cerrado

e da Amazobnia ja sao utilizadas como medicamentos naturais pela populacéo
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local no tratamento de doencgas tropicais este estudo visa a agédo fungida de
Eugenia jambolana.

1.12 Extracdo de antocianinas

Como as antocianinas sao soluveis em solventes polares, devem ser
extraidas utilizando-se solucdes alcodlicas de metanol ou etanol ou em
solucbes aquosas contendo acido. O acido empregado na solucédo previne a
degradacdo das antocianinas. (FIORINI, 1995; ANDERSEN et al., 2004,
ZHANG et al., 2004; KUSKOSKI et al., 2003; VAREED et al., 2006, SEERAM et
al., 2002; MULABAGAL et al., 2009; VEIGAS et al., 2007; REVILLA RYAN &
MARTIN-ORTEGA, 1998)

Entre todos os solventes usados para extrair as antocianinas o metanol
€ 0 mais eficiente, porém devido a toxicidade deste solvente para a industria
alimenticia, o etanol e a agua tém sido usados como opcdo para extrair
antocianinas. (CASTANEDA-OVANDO et al., 2009) Porém, o etanol apresenta
maior capacidade para extrair as antocianinas que a agua. (DAI et al., 2009)

1.13 Identificagdo e caracterizagdo das Antocianinas

A identificacdo e caracterizacdo das antocianinas € de fundamental
importancia, para isto, podem ser empregadas varias técnicas desde as mais
simples como cromatografia de papel (CP) e cromatografia em camada
delgada (CCD), até técnicas mais avangadas como cromotografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE), cromatografia em contra corrente de alta velocidade
(HSCCC), espectrometria de massas (EM), ressonancia magnética nuclear
(RMN), eletroforese capilar por zonas (ECZ), além de equipamentos que
combinam estas e outras técnicas (técnicas hifenadas). (MARCO et al., 2008;
OLIVEIRA et al., 2001; WU & PRIOR, 2005a; CASTANEDA-OVANDO et al.,
2009)

Neste trabalho, para a identificacdo e caracterizacdo das antocianinas,
foram utilizadas técnicas como CCD, CLAE, CLAE-DAD, HSCCC, EM, CLAE-
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EM, RMN. A identificagdo dos compostos presentes no extrato hexanico foi

realizada por CG-DIC.

1.14 Técnicas cromatograficas e Espectrométricas

1.14.1 Cromatografia em camada delgada (CCD)

E utilizada como anélise preliminar para identificar se as antocianinas
estdo presentes na amostras. E mais versétil e sensivel que a CP pois pode
ser usado diferentes fases estacionarias possibilitando diferentes mecanismos
de separacao. (MARCO et al., 2008)

1.14.2 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) e Cromatografia
Liqguida de Alta Eficiéncia com detector com Arranjo de Diodos (CLAE-
DAD)

A CLAE é a técnica mais utilizada, e uma das principais, para a
caracterizacdo, separacdo ou purificacdo de antocianinas. A separacao das
antocianinas ocorre de acordo com a sua hidrofobicidade usando colunas de
fase reversa. (GOIFFON et al., 1999) Esta técnica emprega colunas fechadas,
recheadas de materiais especificos e uma fase movel que é eluida através da
coluna a altas pressbOes. Apresenta a capacidade de realizar separagbes de
uma grande quantidade de compostos presentes em varios tipos de amostras
em um curto periodo de tempo, porém com alta resolucdo, eficiéncia e
sensibilidade. (MARCO et al., 2008; HONG & WROLSTAD, 1990)

A espectrofotometria no UV € uma ferramenta auxiliar muito importante
na andlise de antocianinas, principalmente quando acopladas a técnicas como
CLAE (CLAE-DAD). (MARCO et al., 2008; HARBONE, 1957; HONG &
WROLSTAD, 1990)

As antocianinas possuem duas bandas especificas uma em 270nm e a
outra em 520nm. Vérios trabalhos mostram que a analise do espectro no UV-

VIS de uma antocianina fornece informacdes preliminares importantes sobre
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sua estrutura incluindo a natureza da aglicona, a posi¢cdo do glicosideo e a
presenca de 4cidos aromaticos. (HONG & WROLSTAD, 1990)

Quando as antocianinas sao diglicosiladas € possivel prever se estes
glicosideos estdo na posi¢do 3 apenas, ou estao nas posi¢des 3 e 5 analisando
0 espectro na regido de 440nm que apresentam um ombro caracteristico
guando os glicosideos estao nas duas posi¢cdes. (MARCO et al., 2008)

Através do espectro de UV é possivel prever se a antocianina possui
acido cindmico ou um derivado analisando a regido em 310nm. Se o espectro
apresentar uma banda intensa nesta regidao indica que ha na molécula este
acido ou algum derivado. Porém, a acilagdo com acido acético e acido
malbnico ndo apresenta a banda em 310nm, pois estes acidos ndo absorvem
na regido do ultravioleta. (HARBONE, 1957; HONG & WROLSTAD, 1990;
MACZ-POP et al.,, 2006; ALCALDE-EON et al., 2004; ZHANG, LIAO, CHEN,
WU & HU, 2008)

1.14.3 Cromatografia em Contracorrente de Alta Velocidade (HSCCC)

A cromatografia em contracorrente de alta velocidade (HSCCC) € uma
das técnicas empregadas na separacdo de antocianinas. Esta técnica esta
baseada na particdo de um soluto entre dois liquidos imisciveis, no qual uma
fase liquida é retida na espiral da coluna por for¢a centrifuga, enquanto uma
segunda fase liquida imiscivel passa continuamente por ela. Portanto, ndo ha
suporte sélido como fase estacionaria. (MARCO et al., 2008; SILVA, VILEGAS
& SANTOS, 2008; DU et al., 2005; SALAS et al., 2005; DEGENHARDT et al.,
2000b, DU et al., 2004; SCHWARZ et al., 2003)

A propor¢cdo do soluto que passa para cada uma das fases €
determinada pela constante de distribuicdo (KD) (Equacao 1) de cada uma das
substancias presentes na amostra. A constante de distribuicio é uma
constante fisica, caracteristica de cada substancia. (MARCO et al., 2008;
SILVA, VILEGAS & SANTOS, 2008; SALAS et al., 2005; SCHWARZ et al.,
2003)
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KD = [S]Faseorgénéa
[S] Faseaquosa

Equacdo 1: Formula da constante de distribuicao.

Cada substancia dissolvida reparte-se em equilibrio entre as duas fases
liquidas ndo misciveis de uma forma constante e reprodutivel. Nas condi¢cdes
ideais, esta constante depende, além do sistema de solvente, da temperatura.
Dai a importancia da constante de distribuicdo na cromatografia liquido/liquido.

A principal etapa desta técnica € a escolha do sistema de solventes que
formam a fase movel e a fase estacionaria. A escolha do melhor sistema
baseia-se na propor¢cdo de soluto em cada uma das fases, ou seja, no
coeficiente de distribuicdo que deve ser igual a 1. Porém, esta escolha deve
respeitar alguns pré-requisitos: as misturas tém que formar sistemas imisciveis,
o0 sistema de solvente tem que solubilizar a amostra, as duas fases tém que se
separar rapidamente apés agitacdo (< 30 seg.), preparar 0 mesmo volume
aproximado para as duas fases, ndo formar emulsdo, formar mistura pouco
viscosa, apresentar pequena diferenca de densidade entre a fase aquosa e a
fase organica. (SILVA, VILEGAS & SANTOS, 2008; SCHWARZ et al., 2003)

As vantagens que esta técnica apresenta quando comparada com CLAE
preparativa sdo a ndo adsorcdo das substancias de interesse na fase
estacionaria; menor quantidade de fase movel; recuperacao total da amostra;
apresenta uma versatilidade na escolha dos sistemas de solventes usados nas
separacdes e boa resolucdo em separacdes semi-preparativa; além de ser uma
técnica rapida, fator muito importante para substancias que sofrem
degradacéo. (SILVA, VILEGAS & SANTOS, 2008; DEGENHARDT et al.,
2000a; MARCO et al., 2008; SCHWARZ et al., 2003)

1.14.4 Espectrometria de Massas (EM) e Cromatografia Liquida de Alta

Eficiéncia acoplada a Espectrometria de Massas (CLAE-EM)

Uma técnica que pode disponibilizar excelentes informacfes sobre a

formula molecular de compostos flavonoidicos, como as antocianinas, € a
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espectrometria de massas (EM). A espectrometria de massas, em sua
esséncia, consiste na geracdo de ions pela fragmentacdo das moléculas da
amostra e a deteccao dos fragmentos é feita de acordo com suas massas. Os
jons carregados produzidos sdo acelerados em um campo magnético ou
elétrico que dispersa e permite medidas relativas de ions de diferentes razdes
massa/carga. O resultado da medida da abundancia dos ions versus a massa
constitui o espectro de massas, que consiste de uma série de linhas variando
em intensidade em diferentes unidades de massa. A vantagem da técnica de
espectrometria de massas esta na capacidade de indicar a férmula molecular
exata da substancia sem a necessidade de grandes quantidades de amostra,
pois a técnica pode trabalhar com quantidades a nivel de traco. No entanto,
deve-se tomar cuidado com a presenca de isbmeros, 0 que provavelmente é
seu fator limitante. A melhor forma de prevencao contra este erro deve estar
nas etapas de purificacdo e isolamento. (MARCO et al., 2008; SILVERSTEIN,
WEBSTER & KIEMLE, 2007a)

Diferentes formas de ionizacdo tém sido usadas para a analise de
antocianidinas e antocianinas, incluindo ionizacdo por impacto de elétrons
(Electron Impact — El), ionizagdo quimica a pressédo atmosférica (Atmospheric
Pressure Chemical lonization — APCI), fontes de bombardeamento rapido de
atomos (Fast Atom Bombardment — FAB) e ionizacdo por spray de elétrons
(Electrospray lonization — ESI). (MARCO et al., 2008; OLIVEIRA et al., 2001,
RYAN et al., 1999; WU & PRIOR, 2005a)

Embora todas as técnicas citadas acima possam ser usadas para a
analise de antocianinas, a ESI € uma técnica mais branda de ionizacdo e por
isso pode produzir ions intactos da substancia analisada. E aplicada para
amostras termicamente labeis, ndo volateis e polares. Uma caracteristica
importante da ESI esta no fato de que as amostras devem ser introduzidas na
forma de solucao, tornando possivel o acoplamento com muitas técnicas de
separagao, como a CLAE. (GIUSTI et al., 1999; RYAN et al., 1999; KUSKOSKI
et al., 2003) A CLAE-EM tornou-se uma das técnicas mais utilizadas para
analise de rotina das antocianinas. (WU & PRIOR, 2005a; CASTANEDA-
OVANDO et al., 2009)
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1.14.5 Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

A espectroscopia por RMN é basicamente uma forma de espectroscopia
de absorcdo, em que, sob condi¢cdes apropriadas em campo magnético, uma
amostra pode absorver radiacdo eletromagnatica na regido de radiofrequéncias
em uma frequéncia regida pelas caracteristicas estruturais da molécula, sendo
gque a absorcdo é funcdo de determinados ndcleos da molécula.
(SILVERSTEIN, WEBSTER & KIEMLE, 2007b)

Para a identificagdo de antocianinas por RMN as amostras devem ser
preparadas com solventes polares acidificados para evitar a degradacao
dessas substancias. (DU et al., 2008; DEGENHARDT et al., 2000a;
DEGENHARDT et al., 2000b; SCHWARZ et al., 2003; EINBOND et al., 2004;
MULABAGAL et al., 2009)

A principal limitacdo do uso da RMN para antocianinas esta associada a
baixa resolucdo dos espectros, especialmente de RMN de 'H, decorrente da

carga das substancias.
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2. OBJETIVOS

(A) ldentificacdo das antocianinas presentes em Eugenia jambolana.

(B) Isolamento e determinagao estrutural das antocianinas presentes nos

frutos de Eugenia jambolana.

(C) Avaliacao do potencial de bioatividade dos extratos e fracdes das folhas
e dos frutos de Eugenia jambolana (ensaios antioxidante, antimalarico,

antifingico, anticolinesterasico e quimiopreventivo).
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Solventes

- metanol: grau HPLC das marcas JT Baker® e Tedia;

- 4gua: purificada com sistema Milli-Q da marca Millipore;
- hexano: grau HPLC da marca JT Baker®;

- acetato de etila: grau HPLC da marca JT Baker®;

- n-butanol: grau PA da marca Synth;

- acetato de etila, metanol e etanol: grau PA;

- acido trifluoroacético: grau HPLC da marca Tedia;

- &cido cloridrico: grau HPLC da marca JT Baker®.

Os solventes deuterados (metanol - d4, &cido trifluoroacético - d,
dimetilsulféxido - ds e cloroférmio - d) foram da marca Cambridge Isotope
Laboratories (CIL).

3.2 Reagentes

- Solucédo de anisaldeido (0,5mL de anisaldeido, 10,0mL de acido sulfarico
concentrado e 85,0mL de MeOH) foi preparada com a adicdo dos reagentes
em banho de gelo. Tal solugcdo foi acondicionada em vidro ambar e
armazenada a 8 °C.

- Solucdo de B-caroteno: Preparou-se uma solugcéo de 0,02% de B-caroteno
(Aldrich®) em metanol. Apés a nebulizacdo das cromatoplacas, essas foram
expostas ao ar e luz natural, por cerca de 6 horas, a fim de catalisar a oxidagao

do B-caroteno.

3.3 Concentracado dos extratos

Para concentrar os extratos das folhas e dos frutos foram usados dois

rotaevaporadores:
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-Rotavapor R-220, marca: Blchi, com bomba de vacuo Vacuum Contoller V-
805, marca: Bichi e circulador de agua.
-Rotavapor Waterbath B-480, marca: Buchi, com bomba de vacuo MA-057/3,

marca: Marconi e circulador de 4gua.

3.4 Extragéo das antocianinas

As antocianinas foram extraidas com metanol acidificado com 1% de
HCI. Para a separacao da parte solluvel, contendo as antocianinas, do residuo
foi utilizada centrifuga RC 5C Plus da marca Sorvall a 10000g e 4°C. (HONG &
WROLSTAD, 1990; SEERAM et al., 2002; VAREED et al., 2006; CHANDRA et
al.,, 1992; CHANDRA et al., 1993; ZHANG et al., 2004; NETZEL et al., 2006;
FIORINI 1995; MAILEN-AUBERT et al.,, 2001; REVILLA RYAN & MARTIN-
ORTEGA., 1998)

3.5 Métodos Cromatograficos

3.5.1 Cromatografia em camada delgada (CCD)

Como uma andlise preliminar, todas as fracdes e as subfracdes obtidas
foram aplicadas em cromatoplacas de silica fase normal (20 x 20 cm X 0,2 mm)
ou em silica de fase reversa (C18) (20 x 20 cm X 0,2 mm) ambas da marca
Sorbent. A aplicacdo das amostras foi realizada com o aplicador de placas
Automatic TLC Sampler 4 da marca CAMAG utilizando o software winCATS.

A revelacdo das cromatoplacas foi feita utilizando solucéo de anisaldeido
e, como forma de biomonitoramento, solucdo de [B-caroteno para as fracoes

das folhas.
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3.5.2 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com detector com Arranjo
de Diodos (CLAE-DAD)

A cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de arranjos de
diodos foi muito importante na obtencdo do perfil cromatografico dos extratos
das folhas e dos frutos de E. jambolana e também para monitoramento das
subfracbes obtidas através da purificacdo dos extratos provenientes das
particbes. Neste trabalho foram utilizados dois cromatégrafos:

- O cromatégrafo Varian equipado com duas bombas modelo Pro Star 240,
injetor automatico modelo 410, detector de arranjo de diodos UV-VIS modelo
Pro star 330 (Varian). A aquisicéo e o tratamento de dados foram realizados via
computador tipo Pentium IIl 500MHz utilizando software Star Chromatography
Workstation (versao 5.31) e Polyview 2000 (Varian).

- O cromatégrafo Shimadzu equipado com duas bombas Shimadzu LC-10AD,
auto injetor Shimadzu SIL 10A, detector de arranjo de diodos UV-VIS modelo
Shimadzu SPD MX AVP. A aquisi¢cao e o tratamento de dados foram realizados
via computador tipo Pentium I[I 500MHz utilizando software Shimadzu CLASS-
LC10 (versao 1.64A)

As andlises realizadas em ambos os cromatografos foram no modo
analitico na condicdo para gradiente exploratério em coluna cromatogréafica
Phenomenex C18-Hydro (250 x 4,6mm, 4um) a temperatura ambiente, fluxo de

1mL min, volume de injecdo foi de 30pL.

3.5.3 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia acoplada a Espectrometria
de massas (CLAE-EM)

A identificacdo das antocianinas no extrato bruto foi realizada através de
um cromatografo Shimadzu CBM-20 com detector de arranjos de diodo
(Shimadzu SPD-M20A), bombas de alta pressdo (Shimadzu LC-20AD),
desgaseificador (Shimadzu DGU-20A-5) e bomba de infusdo Cole Parmer
acoplado ao Espectrometro de Massas de Alta Resolucédo ultrOToF (Bruker

Daltonics, Billerica, MA, EUA), com ionizacdo por spray de elétrons (ESI),
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analisador do tipo QqToF (analisadores tipo quadrupolo, tempo de voéo em
sequiéncia), fluxo de 300ul h™' e modo de ionizacdo positivo. Como gas
nebulizador foi utilizado nitrogénio a 180°C, 4 bar e fluxo de 8L min™. Uma
solugdo de NA-TFA a 10mg mL™ foi usada para calibracéo interna.

A condicdo analitica foi gradiente MeOH:H,O, coluna cromatogréfica
Phenomenex C18-Hydro (250 x 4,6mm, 4um) a temperatura ambiente, fluxo de

1mL min, volume de injecéo foi de 10pL.

3.5.4 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia no modo preparativo com
detector UV (CLAE-prep-UV)

Para purificar as substancias foi usado um cromatoégrafo Shimadzu
equipado com duas bombas LC-8A, desgaseificador DGU-14A, injetor manual
Rheodyne, com detector UV modelo SPD-10VP, coletor de fragdes FRC-10A e
software Class-VP. Foi utilizado modo preparativo, gradiente exploratorio e
coluna cromatografica Phenomenex C18-Hydro (150 x 21,6mm, 4um) a

temperatura ambiente, fluxo de 15mL min™, volume de injecéo foi de 500pL.

3.5.5 Cromatografia em coluna (CC)

Foram utilizadas colunas de vidro de dimensdes compativeis com a
massa das amostras. A escolha da série de eluente e da fase estacionaria foi
feita de acordo com as caracteristicas da amostra. Como adsorvente foram

utilizadas silica de fase reversa (C18) e Sephadex® LH-20.

3.5.6 Cromatografia em Contracorrente de Alta Velocidade (HSCCC)

A HSCCC é utilizada, por exemplo, na separacao de substancias de alta
polaridade como as antocianinas. Por esta razdo, esta técnica foi escolhida
para a purificacdo da fracdo Bu-Fr dos frutos.

O cromatografo usado foi o High Speed Countercurrent Chromatography

P.C. Ind. equipado com coluna de Teflon de 130m x 1,6 mm de d.i., volume 325
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ml e com injetor de amostra P.C. Ind. com loop de 16 ml e bomba FMI Q2. A
velocidade foi ajustada com um controlador a 860rpm. O fluxo foi controlado
com a bomba de fluxo constante Waters 4000 (Milford, MA-USA) sendo que o
fluxo para o enchimento da coluna foi de 2mL min™ e o fluxo da fase mével foi
de 1,2mL min™.

A coluna foi inicialmente preenchida com a fase estacionaria, e em
seguida, com a fase mével no sentido periferia-centro. Apos as fases entrarem
em equilibrio hidrodindmico na coluna, 16mL de solu¢do contendo a amostra
foi injetado com fluxo de 1,2mL min™. As fraces foram coletadas a cada 5mL
com o coletor automéatico (Pharmacia, Uppsala, Sweden).

Os sistemas testados foram escolhidos de acordo com os dados da
literatura e a polaridade das substancias. (DEGENHARDT et al.,, 2000a;
DEGENHARDT et al., 2000b; SALAS et al., 2005; DU et al., 2004; ITO, 2005) A
escolha do sistema de solventes foi realizada analisando a eficiéncia de
separacao das fases e a propor¢do dos compostos em cada fase através de
cromatografia de camada delgada (CCD). (SILVA, VILEGAS & SANTOS, 2008;
SCHWARZ et al., 2003)

3.5.7 Cromatografia Gasosa com Detector de lonizacdo em Chama (CG-
DIC)

A CG-DIC foi muito importante para identificar as sustancias presentes
nas fragbes apolares. O cromatografo usado foi Varian, modelo CP-3800, com
detector de ionizacdo em chama. As condi¢des usadas foram coluna capilar
SPB-50 (50% fenil-metil-silicone, 30m x 0,25mm x 0,25um), em temperatura de
280°C (isoterma), detector ajustado a temperatura de 290°C e o injetor a 260°
C. Para a coluna SPB-5 (5% fenil-metil-silicone, 30m x 0,25mm x 0,25um), a
temperatura inicial foi 250°C, permanecendo nesta temperatura por 12 minutos
e, na sequencia, incremento de 6°C min™ até 280°C, permanecendo nesta
temperatura por 30 minutos.Aa temperatura do detector e do injetor foram de
310°C e 260°C, respectivamente. O volume de inje¢ao foi de 1pL.
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As retencdes relativas (RR) de triterpenos e esterdis foram comparados
com as RR dos padrbes ja tabelados. Colesterol foi usado como padrdo
interno.

Os triterpenos e esterdis usados como padrdes foram previamente
isolados em nossos laboratérios e identificados por dados espectrais (RMN *H,
RMN *C e DEPT 135°).

3.6 Métodos Espectrométricos

Para a identificacdo e elucidacdo estrutural das substancias isoladas
foram utilizadas duas técnicas espectrométricas: a espectrometria de

ressonancia magnética nuclear e a espectrometria de massas.

3.6.1 Espectrometria de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Os espectros de RMN mono e bidimensionais das antocianinas isoladas

foram obtidos no Espectrometro Varian Inova 500°.

3.6.2 Espectrometria de Massas (EM)

Os fragmentogramas das substancias isoladas foram obtidos através de
um Espectrometro de Massas de Alta Resolucéo ultrOToF (Bruker Daltonics,
Billerica, MA, EUA), com ionizagdo por eletrospray (ESI), analisador do tipo
QqToF (analisadores tipo quadrupolo, tempo de v6o em sequéncia), fluxo de
300ul h* e modo de ionizagdo positivo para as antocianinas. Como gas
nebulizador foi utilizado nitrogénio a 150°C, 2 bar e fluxo de 4L min™. Para a
calibracdo interna foi usada uma solucdo de NA-TFA a 10mg mL™.

O célculo do erro (ppm) foi realizado de acordo com a equacao abaixo

(Equacéao 2):

Erro = tedrica M experimental *106

tedrica

Equacao 2: Calculo do erro para as substancias identificadas por EMAR.
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3.7 Metodologia de preparo das amostras para as analises

- Analises por CCD: As amostras sao solubilizadas em solventes volateis e
aplicadas nas cromatoplacas na forma de solugdes. A eluicdo ocorre em cubas
cromatograficas saturadas com a fase movel escolhida.

- Andlises por CLAE e CLAE-EM dos frutos: as amostras foram submetidas a
extracdo em fase sélida (EFS) usando cartuchos C18. Inicialmente, alguns
miligramas de amostra foram solubilizados em 1,5mL de agua (0,1%TFA) e
colocados em cartucho C18 previamente ativado com MeOH (0,1%TFA) (2-
3Vn) e equilibrado com H,O (0,1%TFA) (2-3Vp). As antocianinas e outros
compostos fendlicos ficaram retidos no cartucho enquanto que os acgucares,
acidos e outros compostos soluveis em agua foram eluidos. Para a remocao
das antocianinas foi adicionado 1,5mL de uma solucdo MeOH:H,0 (95:5, v:v)
ambos acidificados com 0,1% TFA. Todas as amostras foram filtradas com filtro
0,2um. (GIUSTI et al., 1999; ALCALDE-EON et al., 2004; MACZ-POP et al.,
2006; GOIFFON et al., 1999)

- Andlises por CLAE das folhas: as amostras foram solubilizadas em uma
solugdo MeOH:H,0 (95:5, viv) e submetidos a extracdo em fase sélida (EFS)
usando cartuchos C18 previamente ativados com MeOH (2-3V,,) e equilibrado
com a mistura MeOH:H,0 (95:5, v:v) (2-3Vp).

A limpeza do cartucho foi feita com MeOH puro e, quando necesséario,
com DCM. Por se tratar de estudo quimico qualitativo, a concentracdo das
amostras nao foi calculada.

-Analise por CG-DIC: aproximadamente 20mg de amostra foi diluida em DCM e
eluida em uma coluna de silica, celite e carvao ativo, previamente equilibrada
com DCM. Apés a secagem da amostra, esta foi solubilizada em uma mistura
de Hex:AcOEt (7:3).

- Analise por RMN: As amostras foram preparadas com metanol - d; ou
dimetilsulféxido - ds com acido deuterado (19:1). (DU et al.,, 2008;
DEGENHARDT et al., 2000a; DEGENHARDT et al., 2000b; SCHWARZ et al.,
2003; EINBOND et al., 2004; MULABAGAL et al., 2009)

- Analise por HSCCC: Cerca de 800mg de amostra foi diluida em 16mL do

sistema de solventes (8mL da fase mével e 8mL da fase estacionaria).
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4. PARTE EXPERIMENTAL

4.1 Coleta do material vegetal

Os frutos maduros e as folhas de Eugenia jambolana foram coletados no
dia 27 de marco de 2008 em uma praca na cidade de Araraquara, estado de
Sao Paulo e identificadas pela botanica Dra. Maria Inés Cordeiro. As exsicatas

foram depositadas no IBot-SP.

4.2 Preparacao do extrato bruto dos frutos (EB-Fr)

Foram coletados e utilizados cerca de 550g de frutos maduros. Apos a
coleta foi realizada a separacdo das sementes e estas foram armazenadas. A
polpa da fruta e a casca, ricas em antocianinas, renderam cerca de 428g. Em
um liquidificador, as polpas e as cascas foram trituradas com 80mL de metanol
(1% HCI) por aproximadamente trés minutos. Apds a trituracdo, para separar a
parte solavel da parte insoluvel, a mistura foi centrifugada a 10000rpm por 10
minutos a 4° C. Este procedimento foi realizado mais duas vezes, adicionando
ao residuo (2 x 100mL) metanol (1% HCI). O HCI foi escolhido de acordo com
dados da literatura (HONG & WROLSTAD, 1990; SEERAM et al.,, 2002;
VAREED et al., 2006; CHANDRA et al., 1992; CHANDRA et al., 1993; ZHANG
et al., 2004; NETZEL et al.,, 2006; FIORINI 1995; MAILEN-AUBERT et al.,
2001) e é importante para manter o equilibrio deslocado na direcdo de
formacdo do cétion flavilico (Figura 7) (PASCUAL-TERESA & SANCHEZ-
BALLESTA, 2008; CASTANEDA-OVANDO et al., 2009, ANDERSEN &
MARKHAM, 2006; LAPIDOT et al., 1999; CHANDRA et al., 1992)

O extrato bruto (64g) foi obtido ap6s a concentracdo de 280 mL do

sobrenadante a presséao reduzida a aproximadamente 35°C.

4.3 Particdo do extrato bruto dos frutos

O extrato bruto dos frutos foi submetido a particdo liquido-liquido
(Fluxograma 1) com solventes de diferentes polaridades: n-hexano, acetato de

etila e n-butanol.
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1. Solubilizagéo com H,O:MeOH (1:2)

1. n-hexano 3 x 50 ml

1. adicdo de H,0O; H,0:MeOH (6:4)
2. acetato de etila 1 x 100 ml

3. acetato de etila 2 x 50 ml -

1. Concentracao

1. Concentracdo

1. adicao de H,0O; H,0:MeOH (9:1)
2. n-butanol 1 x 100 ml

- 3. n-butanol 2 x 50 ml

1. Concentracao

Fluxograma 1: Metodologia de particdo liquido-liquido para o extrato dos frutos de E.
jambolana.

1. Concentracao

Devido a grande instabilidade das antocianinas mediante ao pH, foram
testadas duas metodologias de partigéo.

- Metodologia 1: Particdo liquido-liquido com apenas a &gua usada para
solubilizar o extrato bruto acidificada.
- Metodologia 2: Particao liquido-liquido com a agua usada em todo processo

acidificada e com metanol acidificado.

Apo6s a concentracdo das fases, foram obtidas suas respectivas fracoes
(Tabelal).



Tabelal: Massa dos extratos e fragfes obtidos das duas metodologias de particdo.

Massa (g) Frutos A Massa (g) Frutos A
Extrato e Fracdes ) )
Metodologia 1 Metodologia 2
Bruto 36,2189 22,9717
Hex-Fr 0,0096 0,0175
Ac-Fr 0,1484 4,9881
Bu-Fr 0,7108 0,4675
Ha-Fr 35,3501 17,4986

4.4 Otimizacao das condi¢cdes de analise cromatogréfica

Foram testadas duas condi¢des de analise:

- Condicao 1: gradiente exploratério MeOH:H,0O (0,1% TFA) (Tabela 2); coluna
Phenomenex C18-Hydro (250 x 4,60mm, 4um).

- Condicdo 2: gradiente exploratério MeOH (0,1% TFA):H,O (0,1% TFA)
(Tabela 2); coluna Phenomenex C18-Hydro (250 x 4,60mm, 4um).

(ANDERSEN et al., 2004; NETZEL et al., 2006; ALCALDE-EON et al., 2004)

Tabela 2: Gradiente exploratério MeOH:H,0.

Tempo Fluxo
_ _ %H,0 MeOH

(min) (mL/min)

inicial 1,0 95 5
40 1,0 0 100
50 1,0 0 100
51 1,0 95 5
60 1,0 95 5

O perfil cromatografico das fracdes foi obtido apos a otimizacdo das

condi¢des cromatograficas.
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4.5 Identificacéo das antocianinas presentes no EB-Fr

A identificacdo das antocianinas presentes no EB-Fr foi realizada,
primeiramente, por CLAE- DAD, usando a condi¢gdo 2 e o gradiente exploratério
mostrado na tabela 2. Ap6s a confirmacdo da presenca de antocianinas, pelos
espectros no Uv-Vis, o EB-Fr foi submetido as analises em CLAE-EM e CLAE-
EM/EM utilizando o gradiente mostrado na tabela 3.

Tabela 3: Gradiente MeOH:H,0.

Tempo Fluxo
, , %H,0 MeOH

(min) (mL/min)

inicial 1,0 95 5
14 1,0 65 35
25 1,0 65 35
30 1,0 0 100
35 1,0 0 100
40 1,0 95 5
45 1,0 95 5

4.6 Fracionamento das fragdes dos frutos

Para avaliar qual método seria mais eficiente no isolamento e/ou
obtencdo de fracbes enriquecidas com antocianinas, diferentes métodos de

purificagéo foram usados no fracionamento das fragcdes dos frutos.

4.6.1 Fracionamento da Frac&o Acetato (Ac-Fr)

A purificacdo da Ac-Fr dos frutos de E. jambolana foi realizada através
da cromatografia de permeacao em gel (CPG - Sephadex LH-20) utilizando
uma coluna de 175 x 3,5cm. Foi escolhido modo de elui¢do isocratico usando
como fase movel MeOH (0,1%TFA). As 47 subfracbes foram submetidas a
cromatografia em camada delgada (CCD) com placas de C18 e reunidas,
posteriormente em 14 novas subfracdes (Tabela 4) que foram analisadas por
CLAE-DAD.
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Este fracionamento resultou no isolamento da antocianina 1.

Tabela 4: Fracionamento da Ac-Fr dos frutos de E. jambolana por CPG.

Subfracéo Fracao Massa (mg)
Ac-Fr seph 1 1-7 147,9
Ac-Fr seph 2 8-10 257.8
Ac-Fr seph 3 11-13 1681,3
Ac-Fr seph 4 14-16 623,7
Ac-Fr seph 5 17-18 75,7
Ac-Fr seph 6 19-20 36,8
Ac-Fr seph 7 21-22 10,1
Ac-Fr seph 8 23-25 13,0
Ac-Fr seph 9 26-27 9,3
Ac-Fr seph 10 28-30 19,1
Ac-Fr seph 11 31-33 5,2
Ac-Fr seph 12 33-34 3,0
Ac-Fr seph 13 35-39 9,4
Ac-Fr seph 14 40-47 8,0

4.6.2 Fracionamento da fragdo n-butanélica (Bu-Fr)

A Bu-Fr foi submetida, inicialmente, ao fracionamento por Cromatografia
em Contracorrente de Alta Velocidade. Para isto, foram testados seis sistemas
escolhidos de acordo com a literatura (DEGENHARDT et al., 2000a;
DEGENHARDT et al., 2000b; SALAS et al., 2005; DU et al., 2004; ITO, 2005)
e com a polaridade das substancias.

Sistemal: n-butanol:agua (0,1% TFA) (1:1; v,v)

Sistema 2: acetato de etila:agua (0,1% TFA) (1:1; v,v)

Sistema 3: acetato de etila:n-butanol:dgua (0,1% TFA) (1:1:1; v,v,v)

Sistema 4: acetato de etila:n-butanol:agua (0,1% TFA) (2:3:5; v,v,v)

Sistema 5: acetato de etila:n-butanol:agua (0,1% TFA) (1,5:3,5:5; v,v,v)
Sistema 6: acetato de etila:n-butanol:metanol:agua (0,1% TFA) (2:3:1:5; v,v,v,v)
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Os seis sistemas foram colocados em tubos de ensaio, agitados e, em
seguida, observou-se a separacédo das fases. Cerca de 1mg da fracdo n-
butandlica foi adicionada em cada tubo de ensaio e estes foram novamente
agitados e deixados em repouso. Entédo, a fase superior e a fase inferior foram
aplicadas em placa de C-18 utilizando n-butanol:acido acético:agua (4:1:5;
v,v,v) (BAW) como eluente e as placas foram visualizadas através de luz
ultravioleta (UV) e reveladas com anisaldeido.

Os sistemas 4 e 5 apresentaram coeficiente de distribuicdo proximo de
1, entdo se optou por fazer uma eluicdo em gradiente comecando com o
sistema 5 e finalizando com o 4.

Aproximadamente 800mg da fragdo n-butandlica foi solubilizada em
16mL da mistura 1:1 (fase superior : fase inferior) do sistema escolhido para
iniciar o gradiente. Esta solucéo foi filtrada e injetada nas de acordo com as
condicOes de analise descritas.

Foram coletadas 65 subfracfes do sistema 5, 113 subfracdes do sistema
4 e 35 subfracdes correspondentes a fase estacionaria.

As subfracdes (Sistema 5) apresentaram apenas colora¢do rosa escuro,
roxa e rosa claro, indicando a presenca de antocianinas. As fracdes coletadas
do sistema 4 eram incolores. As 35 fracfes coletadas da coluna apresentaram
coloracdo amarela e incolor.

Todas as fragdes foram, inicialmente, analisadas por CCD fase normal,
eluidas em BAW (4:1:5) e reveladas com anisaldeido . Entdo, as subfragfes
com o mesmo Rf, foram reunidas em 10 grupos e analisadas por CLAE-DAD.

Apés a analise dos cromatogramas as subfracdes foram novamente
reunidas em dois grupos (Tabela 5): grupo 1 (amostras 1 a 4) e grupo 2
(amostras 5 a 7). As subfragcdes 8, 9 e 10 ndo apresentaram nenhuma

substancia detectavel.

Tabela 5: Fracionamento da Bu-Fr dos frutos de E. jambolana por HSCCC.

Grupo Subfracdes Massa (mg)
Grupo 1 1-4 330,4
Grupo 2 5-7 110,9
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O grupo 1 foi fracionado novamente através de CPG (Sephadex LH-20)
com eluicdo isocratica e fase mével MeOH:H,0O (30:70; 0,1% TFA). (ZANG et
al., 2008a)

As 39 subfracbes coletadas foram submetidas a CCD fase reversa
(C18), eluidas com BAW (4:1:5) e reveladas com anisaldeido. As subfra¢cdes
com mesmo Rf foram reunidas em 12 novas subfracfes (Tabela 6) que foram
analisadas por CLAE-DAD. Este fracionamento resultou no isolamento das
antocianinas 3 e 4 das subfracdes Bu-Fr CCC seph 6 e 4, respectivamente.

O grupo 2, que apresentou as antocianinas 1, 3 e 4 (Figura 9), foi
submetido & CLAE — preparativo com modo de eluicdo gradiente MeOH:H,O
(condicdo 2) e fluxo de 15mL min® e A=254nm. Este procedimento foi
importante para a obteng&o das antocianinas 1, 3 e 4 purificadas.

Tabela 6: Fracionamento da Bu-Fr dos frutos de E. jambolana por CPG

Subfracao Subfracao Massa (mg)
Bu-Fr CCC seph 1 1-4 31,8
Bu-Fr CCC seph 2 5-6 28,0
Bu-Fr CCC seph 3 7 27,1
Bu-Fr CCC seph 4 8-9 28,7
Bu-Fr CCC seph 5 10 26,4
Bu-Fr CCC seph 6 11-14 28,9
Bu-Fr CCC seph 7 15-17 27,7
Bu-Fr CCC seph 8 18-22 334
Bu-Fr CCC seph 9 23-26 29,4
Bu-Fr CCC seph 10 27-29 32,2
Bu-Fr CCC seph 11 30-36 38,3
Bu-Fr CCC seph 12 37-39 30,7
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ACY 3

ACY 1 \ ACY 4

Figura 9: Cromatograma analitico via CLAE-UV do grupo 2 [fase reversa C18, eluicdo
gradiente MeOH(0,1% TFA):H,0(0,1% TFA) e detecgéo a A= 254nm].

4.6.3 Fracionamento da fase hidroalcodlica (Ha-Fr)

A Ha-Fr foi fracionada através de uma coluna cromatografica aberta com
silica de fase reversa (C18) com dimensfes 17,3 x 3,2cm, eluicdo gradiente
MeOH:H,O com ambas as fases acidificadas com 0,1% TFA comecando com
5% de MeOH e finalizando com 100% de MeOH. Todas as 17 subfraces
obtidas nesse fracionamento foram analisadas por CCD C18 e eluidas em
BAW (4:1:5). Apés esta analise inicial em CCD, apenas as 10 primeiras fracfes
(Tabela 7), por conterem antocianinas, foram analisadas por CLAE-DAD. A
analise dos cromatogramas mostrou que a antocianina 4 foi novamente isolada
nas subfracdes Ha-Fr C18 - 7, 9 e 10.

As subfracdes Ha-Fr C-18 3, 5 e 6 foram submetidas a analise por
CLAE-preparativo com modo de eluicdo gradiente MeOH:H,O (condigdo 2)
com fluxo de 15 mL min™ e A=254nm. Este procedimento também resultou no

isolamento das antocianinas 1, 3 e 4.
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Tabela 7: Fracionamento da Ha-Fr dos frutos de E. jambolana por C18.

Subfracéo Massa (mg)
Ha-FrC18 -1 1071,0
Ha-Fr C18 -2 2845,4
Ha-Fr C18-3 373,7
Ha-Fr C18 -4 34,2
Ha-Fr C18 -5 39,8
Ha-Fr C18 — 6 37,2
Ha-Fr C18 -7 33,3
Ha-Fr C18-8 30,5
Ha-FrC18-9 31,2
Ha-Fr C18 - 10 36,9

4.7 Preparacao do extrato bruto das folhas (EB-Fo)

Separaram-se as folhas dos galhos e estas foram secas ao ar livre, mas
protegidas da luz solar. Posteriormente, elas foram trituradas em moinho
elétrico. Aproximadamente 560g das folhas moidas foram submetidas a
extracdo exaustiva com hexano, e, apos concentracdo do solvente a pressao
reduzida, obteve-se o extrato hexanico (Hex-Fo).

A segunda extragdo exaustiva foi realizada com etanol, e, ap6s a
concentracdo do solvente a pressdo reduzida, obteve-se o extrato bruto
etanolico das folhas (EB-Fo). O EB-Fo foi submetido a particéo liquido-liquido
com solventes de diferentes polaridades e ap0s a concentracdo das fases
foram obtidas as respectivas fracdes das folhas (Fluxograma 2).

Como forma de biomonitoramento, EB-Fo e as fracGes acetato (Ac-Fo),
n-butandlica (Bu-Fo) e hidroalcodlica (Ha-Fo) foram submetidos a analise por
CCD em fase normal, eluidas com AcOEt:MeOH (1:1) e nebulizadas com
solucéo de B-caroteno, pois esta solucdo indica a presencga de substancias com
propriedades antioxidantes. As substancias com esta propriedade s&o
evidenciadas em manchas amarelas apdés o descoramento do fundo da placa.

Todos os extratos apresentaram atividade antioxidante.
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Extrato Bruto Etanolico (EB-Fo)
m=26,2808 g

l 1. Solubilizagdo com H,O:MeOH (60:40)
Extrato Bruto solubilizado
\ 1. n-hexano 3 x 100 ml

! |

Fase Hidroalcoélica Fase hexanica

1. acetato de etila 3 x 100 ml l 1. Concentracao

l l Fracdo hexanica (FHex-Fo)
m=4,6588 g
Fase acetato Fase Hidroalcodlica
l 1. Concentracéo 1. adicao de H»0O; H,O:MeOH (8:2)
2. n-butanol 3 x 100 ml

Frac&o acetato (Ac-Fo)

m=4,1082 g l l

Fase n-butandlica Fase Hidroalcodlica
l 1. Concentragéo l 1. Concentragéo
Fracdo n-butandlica (Bu-Fo) Fracdo hidroalcodlica (Ha-Fo)
m=3,0989 g m=5,4671 g

Fluxograma 2: Metodologia de parti¢éo liquido-liquido para as folhas.

4.8 Desreplicacdo da fracdo hexanica dos frutos (Hex-Fr) e do extrato

hexanico das folhas (Hex-Fo)
A Hex-Fr e o Hex-Fo foram submetidos a Cromatografia Gasosa com

Detector de lonizagdo em Chama para analisar e identificar possiveis

metabdlitos secundarios presentes nessas amostras.
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4.9 Ensaios biolégicos

4.9.1 Atividade sequiestradora de radicais livres®

Os extratos EB-Fr, EB-Fo e Hex-Fo, as fracbes acetato, n-butandlica e
hidroalcoolica dos frutos e das folhas e as subfragdes grupo 1, grupo 2, Ha-Fr
C18 - 4 e Ha-Fr C18 - 5 obtidas dos fracionamentos dos frutos tiveram sua
acdo sequestradora de radicais livres avaliada através de ensaios

espectrofotométricos com DPPH.

- DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidrazila)

O radical DPPH apresenta absorcdo maxima em 517nm. Neste
comprimento de onda, avalia-se a absorbancia na auséncia e na presenca das
amostras-teste, sendo que na presenca de agentes antioxidantes ocorre
aumento da transmitancia. A solugdo de DPPH (200uM) foi preparada em
MeOH. Na placa de 96 pocos, foram adicionados: Amostra: 200uL de DPPH e
100uL de amostra em diversas diluicdes. Controle positivo: 200uL de DPPH e
100uL de antioxidante padréo. Controle negativo: 200uL de DPPH e 100uL de
solvente. A placa foi mantida por 30 minutos no escuro. A avaliacdo da forma
reduzida do DPPH gerado foi determinada através da diminuicdo da
absorbéancia a 517nm. (PAULETTI et al., 2003)

A porcentagem de sequestro do radical livre foi obtida utilizando a

seguinte equacéo 3:

0p = AA517—controle — AA‘Sl?—amostra *100
AA517—contro|e

Equacdo 3: Porcentagem de seqiestro do radical livre.

'Ensaio realizado pelas alunas Caroline Mariana Pereira e Alessandra Cristina Dametto, no Instituto de
Quimica, Araraquara - UNESP.
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4.9.2 Ensaio antimalarico?

Os extratos EB-Fr, EB-Fo, as fracfes acetato, n-butandlica e
hidroalcodlica dos frutos e das folhas foram testados para avaliar o potencial
antimaléarico de E. jambolana.

Este ensaio foi realizado em pH 3,8 em microtubos de 1,5mL de acordo
com o artigo de BAELMANS et al. (2000). A solucdo estoque de hemina bovina
(6,4mM; 4,16mg em 1000uL de NaOH 0,2 N) foi preparada 60 minutos antes
da execucdo do ensaio, incubada a 37°C e protegida da luz. Apés o tempo de
incubacdo as amostras foram centrifugadas por 5 minutos e o precipitado
lavado duas vezes com 200uL de DMSO. O precipitado foi entédo dissolvido em
200uL de NaOH 0,1M e uma aliquota de 20uL foi transferida para uma placa
de 96 pocos onde foram adicionados mais 180uL de NaOH 0,1M. As leituras
foram realizadas em espectrofotdmetro a 405nm. A porcentagem de inibicdo da

formacéao de B-hematina é dada pela equacéao 4.

0% = Acontrole+ — Aamostra *100
Acontrole+

Equacédo 4: Porcentagem de inibi¢do da formacg&o de $-hematina.

4.9.3 Ensaio Quimiopreventivo por inducéo de Quinona-Redutase (QR)?

Os extratos EB-Fr, EB-Fo e Hex-Fo, as fracbes acetato, n-butandlica e
hidroalcoolica dos frutos e das folhas e as subfracées Ha-Fr C18 - 4 e Ha-Fr
C18 - 5 foram submetidos ao ensaio de quimioprevencdo por indugcdo da
enzima quinona-redutase.

Para realizar a quantificacdo de inducdo enzimatica com o ensaio de
guinona redutase foi necessario preparar os seguintes reagentes. Solucéao de
lise com 0,8% de digitonina e 2mM de EDTA, pH 7,8. “Solucdo de parada’
contendo 0,1 M de HCI. Solucdo de ensaio feita de 25mM de Tris-HCI, pH 7,4,
1mM de glicose-6-fosfato, 50uM de menadiona, 30uM de NADPH, 5uM de

2 Ensaio realizado pela pés-graduanda Tarsia Giabardo no Laboratério de Citologia e Biologia Celular,
sob supervisdo da Profa. Dra. Christiane P Soares, Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas - Unesp.

71



FAD, 0,07% (m/v) de soro-albumina bovina, 0,03% (m/v) de MTT, 0,01% (v/v)

de Tween-20 e 2 unidades mL™ de glicose-6-fosfato desidrogenase.

As células Hepa 1clc7 foram cultivadas em meio de cultivo nas placas
de 96 cavidades por 24h, cerca de 10* células em cada cavidade. Em seguida,
foram expostas a diferentes concentragcdes dos extratos de plantas
solubilizados em meio de cultura por 48h para que ocorra a inducdo
enzimatica. Em cada coluna da placa foi colocada uma concentragao, seguindo
diluicdo seriada 1:3. Depois do tratamento, o meio de cultura foi descartado e
50uL de solucéo de lise foram adicionados. A placa foi entdo incubada por 10
minutos a 37°C. Para facilitar a lise das células, elas foram agitadas em
agitador de placas por 10 minutos em temperatura ambiente. Apés a lise, a
atividade da QR foi avaliada com a adi¢do de 200pL da solugao de ensaio. A
placa foi incubada por 5 minutos a temperatura ambiente e ao abrigo da luz e
50uL de solucéo HCI 0,1M foram adicionados para parar a reacao. Um controle
de reagente branco foi preparado adicionando-se a “solucdo de parada” em
uma coluna de cada placa antes de colocar a solugéo de uso. A absorbancia foi
medida usando um leitor de microplacas a 595nm. (PROCHASKA &
SANTAMARA, 1988; GROSS et al., 2000; KANG et al.,2004)

Os dados foram normalizados subtraindo da média de absorbancia
obtida de cada concentracéo, a média de absorbancia do controle de reagente
branco. O desvio padrdo da média em cada coluna, geralmente, € menor que
10%. Porém, pode ocorrer um desvio maior que 50% em um poc¢o devido a
uma desigualdade na densidade celular. (GROSS et al., 2000) A densidade
celular foi determinada em uma placa feita paralelamente, corada com violeta
cristal e, assim, a concentragéo que inibe em 50% o crescimento celular (1Csp)
foi determinada. (PROCHASKA & SANTAMARA, 1988)

A poténcia de inducdo enzimatica da QR por extratos de plantas foi
expressa em unidades por g (unidades g™). Uma unidade de atividade indutora
de QR foi definida como a quantidade de produto natural necessario para
duplicar a atividade especifica da QR em relacdo a células nao tratadas (CD).
(PROCHASKA & SANTAMARA, 1988; GROSS et al., 2000) Alguns compostos

possuem o indice de indugdo enzimatico muito préximo da concentracdo
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citotéxica. Por isso, o indice de quimioprevencédo (IQ) dessas substancias foi
calculado dividindo a ICsy pelo CD. (FAHEY et al., 2004) Os resultados foram

comparados com controle negativo (DMSO) e controle positivo (B-naftoflavona).

4.9.4 Ensaio antifingico fitopatégeno?

O teste antifungico foi realizado para os extratos brutos, as fractes
acetato, n-butandlica e hidroalcodlica dos frutos e das folhas de E. jambolana.

Os extratos brutos foram preparados na concentracdo de 400ug 10ul™ e
as fragcBes provenientes da particdo na concentracédo de 200ug 10ul™. Todas
as amostras foram aplicadas em cromatoplacas de silica fase normal, porém os
extratos dos frutos foram eluidos em MeOH:H,O (20:80) e os extratos das
folhas foram eluidos em AcOEt:MeOH (70:30) e Hex:AcOEt (80:20). As trés
placas foram nebulizadas com a suspensdo dos fungos Cladosporium
cladosporioides e Cladosporium sphaerospermum e incubadas em camera
Uumida a 25 °C, no escuro, por 48 horas. (HOMANS & FUCHS, 1970)

4.9.5 Ensaio antifingico patégeno-humano?®

Este ensaio foi realizado para os extratos EB-Fr, EB-Fo e Hex-Fo, as
fracOes acetato, n-butandlica e hidroalcodlica dos frutos e das folhas e para a
subfracdo Ha-Fr C18 - 4 dos frutos de E. jambolana.

O teste incluiu os organismos Candida albicans ATCC 90028, Candida
krusei ATCC 6258, Candida parapsilosis ATCC 22019 e Cryptococcus
neoformans ATCC 90012.

A atividade antifungica foi realizada seguindo a metodologia descrita no
documento M27-A2 do CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute) com
algumas modificagdes. O meio utilizado foi RPMI 1640 com L-glutamina e acido
morfolinopropanosulfénico 0,165 M (pH: 7,0) acrescido com 2% glicose.

® Ensaio realizado por Vanessa Fuentes sob a orientagdo da Dra. Maria Clatdia Marx Yong, no
Laborat6rio de Fisiologia e Bioquimica de Plantas do Instituto de Botéanica.

* Ensaio realizado por Fernanda Gullo sob a orientagdo da Dra. Maria Maria Jos¢ M. Giannini, no
Departamento de Analises Clinicas/Laboratorio de Micologia Clinica, Araraquara-UNESP.
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As amostras foram preparadas em DMSO numa concentragao de 250ug
mi™. A suspensdo das células foi preparada em uma solucdo 0,85% salina e
inoculada numa placa de microtubos previamente preparada com as amostras
diluidas numa concentracdo entre 250ug mL™* para 0,48ug mL™. As placas
foram incubadas sob agitacdo a 37°C por 24 h para a espécie Candida e 48 h
para Crytococcus neoformans.

Os controles utilizados foram a anfotericina B e o fluconazol dissolvidos
com DMSO.

4.9.6 Ensaio Anticolinesterasico®

O ensaio foi realizado para os extratos brutos, as fracdes acetato, n-
butandlica e hidroalcodlica dos frutos e das folhas e para a subfracdo Ha-Fr
C18 - 4 dos frutos de E. jambolana.

Apdés o desenvolvimento da cromatografia, a placa foi borrifada com a
solugcdo da enzima acetilcolinesterase (6,66 U) acrescida de albumina bovina
fracdo V (0,1%) e o solvente evaporado novamente. A placa cromatografica foi
incubada em uma camara umida fechada a 37°C por 20 minutos, e em seguida
borrifada com uma mistura das solucfes: etandlica de 1-naftil acetato (5mL;
0,25%) e aquosa do sal Fast Blue B (20mL; 0,25%). (MARSTON et al., 2002)

A coloragdo roxa aparece em aproximadamente 2 minutos. O
aparecimento de mancha branca (indicacéo de inibicdo da reacdo enzimatica),
sobre um fundo de coloracdo roxa indica que houve inibicdo da atividade da
enzima acetilcolinesterase.

Os cromatogramas obtidos foram observados em A 254 nm e 366 nm, e
fotografados em camera fotografica Epson. Os valores de Rf (fator de retencéo)
foram calculados onde houve inibicdo da reacdo enzimatica, ou seja, presenca
de halos de cor branca indicadores de inibicdo da acetilcolinesterase. Como

controle positivo foi utilizado galantamina (0,5ug) dissolvida em MeOH.

> Ensaio realizado por Maura Casari Sartori sob a supervisdo da Dra. Dra. Maria Clatdia Marx Yong, no
Laboratdrio de Fisiologia e Bioquimica de Plantas do Instituto de Botanica.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Preparagéo do Extrato Bruto dos Frutos

O procedimento usado foi eficiente para extracdo e manutengcdo da
integridade das estruturas das antocianinas, pois foram detectadas em A=520
sete antocianinas por CLAE-DAD (Figura 10). Essa eficiéncia esta associada

ao uso de MeOH (1%HCI) durante o processo de extracao dos frutos.
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Figura 10: Antocianinas identificadas do EB-Fr [fase reversa C18-Hydro, elui¢do gradiente

MeOH(0,1% TFA):H,0(0,1% TFA), 1mL min™, e detecgdo a A= 520nm.

5.2 Otimizacéo das condi¢cfes de Analise Cromatografica

A otimizacdo das condicbes cromatograficas também foi muito
importante para evitar a degradacdo das sustancias em estudo na coluna
cromatografica.

Neste trabalho foram testadas duas condi¢cbes analiticas em que a
primeira consistia em acidificar apenas a fase aquosa e a segunda consistia em
acidificar a fase organica e a fase aquosa, pois desta forma a concentracédo de
acido se manteria constante durante toda a analise cromatografica. O TFA foi

escolhido, pois é um acido volatil e soltvel nos solventes utilizados.
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A diferenca entre as duas condi¢bes foi muito pequena (Figura 11).
Porém, quando as duas fases foram acidificadas a intensidade dos picos
aumentou significativamente, além disso, a resolugdo entre os picos 6 e 7

melhorou. Portanto, nas andlises seguintes a condi¢do 2 (pag. 62) foi usada.
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Figura 11: Otimizacdo da condigdo cromatografica usando o EB-Fr (fase reversa C18-Hydro,

eluicdo gradiente, 1mL min™, e detecgdo a A= 520nm).

5.3 Metodologia de particao

Quando a particdo foi realizada usando a metodologia 2 (pag. 61),
observou-se melhor extracdo e conservacao das antocianinas nas fracdes
(Figuras 12 a 14). Sendo que ao utilizar esta metodologia antocianinas foram
extraidas na fragcdo Ac-Fr, pois apresentou coloracdo vermelha indicando a
presenca dessas substancias. Na metodologia 1 (pag. 61), a cor deste extrato
era amarela. A analise dos espectros no UV-vis comprovou a presenca de

antocianinas (Figura 12).
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—— Metodologia 1
— Metodologia 2

Figura 12: Andlise cromatogréfica via CLAE-DAD das fragdes Ac-Fr [fase reversa C18-Hydro;
eluicéo gradiente MeOH(0,1% TFA):H,0(0,1% TFA), 1mL min™, e deteccdo a A= 254nm].

Na fracdo Bu-Fr, usando a metodologia 2 (pag. 61) (Figura 13), foi

possivel detectar quatro antocianinas majoritarias, enquanto que na fragcdo Bu-

Fr obtida a partir da metodologia 1 (pag. 61), apenas trés antocianinas foram

detectadas. A analise dos cromatogramas mostrou uma melhor resolucéo

guando a metodologia 2 (pag. 61) foi aplicada.
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Figura 13: Andlise cromatografica via CLAE-DAD das fragcdes Bu-Fr [fase reversa C18-Hydro;
eluicdo gradiente MeOH(0,1% TFA):H,0(0,1% TFA) e detecgdo a A= 254nm)].

Nao foram observadas diferengas significativas entre as fragbes Ha-Fr

obtidas usando a metodologia 1 (pag. 61) e a 2 (pag. 61) (Figura 14).
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Figura 14: Andlise cromatografica via CLAE-DAD das frac6es Ha-Fr (fase reversa C18-Hydro;
eluicdo gradiente MeOH(0,1% TFA):H,0(0,1% TFA) e detecgédo a A= 254nm).

Apés a otimizacdo da condicdo cromatografica e de estabelecida a
metodologia de particdo liquido-liquido, o perfil cromatogréfico de todas as
fracOes foi tracado (Figura 15).

—— Ac-Fr
—— Bu-Fr
200 - —— Ha-Fr

100+

mAU
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Minutes

Figura 15: Perfil cromatografico das fragbes dos frutos [fase reversa C18-Hydro, eluicao
gradiente MeOH(0,1% TFA):H,0(0,1% TFA) e deteccdo a A= 254nm].

E importante salientar que para detectar o maior nimero de substancias
presentes nas fracdes a deteccdo dos cromatogramas mostrados (Figuras 12 a

15) foi realizada em 254nm.
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5.4 Estudo Quimico dos Frutos

5.4.1 Identificacdo das antocianinas presentes no EB-Fr por CLAE-EM

As antocianinas presentes no EB-Fr foram primeiramente identificadas
pelos espectros no UV-vis 0s quais apresentaram duas bandas, uma em
274nm e outra ao redor de 520nm, caracteristicas de antocianinas (Figura 16).

Como pode ser observado nos espectros, estes ndo apresentam
nenhuma banda intensa na regido de 310nm indicando que estas antocianinas
ndo sao aciladas por um derivado de acido cinamico. (HARBONE, 1957,
HONG & WROLSTAD, 1990; MACZ-POP et al., 2006; ALCALDE-EON et al.,
2004)

| — ACY1
I/ — ACY3

A, ACY 4
7 — ACY5
— ACY6

ACY 7
700 — ACY 8

nm

200 300 400 500 600

Figura 16: Espectros de UV-vis das antocianinas identificadas no EB-Fr.

O EB-Fr foi submetido as analises por CLAE-EM e CLAE-EM/EM para
identificar quais antocianinas estavam presentes neste extrato. As antocianinas
identificadas foram delfinidina-diglicosideo, cianidina-diglicosideo, petunidina-
diglicosideo, malvidina-diglicosideo, delfinidina-glicosideo, cianidina-glicosideo,
petunidina-glicosideo e malvidina-glicosideo (Tabela 8).

Como o cation flavilico € muito estavel e ndo possui sitio de facil ruptura
da ligacdo, o espectro das antocianinas apresentam um pico intenso [M]". As
antocianinas normalmente sédo O-glicosiladas, portanto a fragmentacdo dessas
antocianinas O-glicosiladas envolve a clivagem da ligacdo glicosidica
acompanhada por transferéncia de préton envolvendo a perda do glicosideo e
resultando em ions que contém somente a aglicona. (OLIVEIRA, ESPERANCA
& ALMOSTER FERREIRA, 2001; ANDERSEN & MARKHAN, 2006)
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Tabela 8: Antocianinas identificadas no EB-Fr de E. jambolana.

Tr Erro M-162]" [M-162-162]"
Antocianina _ [M]cal. [M]" (m/z)

(min)  (ppm) (m/z) (m/z)
(1) delfinidina-diglicosideo 15,9 28,9 627,1561 627,1742 465 303
(2) cianidina-diglicosideo 16,7 29,1 611,1612 611,1790 449 287
(3) petunidina-diglicosideo 17,6 32,8 641,1718 641,1928 479 317
(4) malvidina-diglicosideo 19,7 34,3 655,1874  655,2099 493 331
(5) delfinidina-glicosideo 22,1 42.8 465,1033  465,1232 303 -
(6) cianidina-glicosideo 25,9 45,0 449,1084  449,1286 287 -
(7) petunidina-glicosideo 28,4 51,8  479,1189  479,1437 317 -
(8) malvidina-glicosideo 29,3 35,01 493,1346  493,1519 331 -

A ESI-MS primeiramente produziu ions moleculares intactos [M]" e a
fragmentacao ocorreu variando as condicdes de ionizacéo.

As antocianinas diglicosiladas apresentaram como padrdo de
fragmentacdo a perda de duas unidades glicosidicas (Figuras 17, 18, 19 e 20).
Este padrdo indica que as antocianinas sao glicosiladas nas posicoes 3 e 5,
pois quando submetidas a EM/EM, as antocianinas 3,5-diglicosiladas
apresentam duas perdas de unidades glicosidicas, sendo a primeira perda
referente ao glicosideo ligado ao C-3 e a segunda ao glicosideo ligado ao C-5.
As antocianinas diglicosiladas no C-3, com exce¢do do rutinosideo,
apresentam apenas a perda de um fragmento referente as duas unidades de
acucar ligadas entre si. (GIUSTI et al.,, 1999; WU & PRIOR, 2005a; WU &
PRIOR, 2005b; OLIVEIRA et al., 2001)

Uma proposta de estrutura para estas antocianinas diglicosiladas seré
feita ap0Os a identificacdo das substancias isoladas.
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Figura 17: Fragmentograma da antocianina (1): delfinidina-diglicosideo [EM/EM por ions

precursores de 627 por ESI-ToF-positivo (20eV)].
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Figura 18: Fragmentograma da antocianina (2): cianidina-diglicosideo [EM/EM por ions

precursores de 611 por ESI-ToF-positivo (15eV)].
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Figura 19: Fragmentograma da da antocianina (3): petunidina-diglicosideo [EM/EM por ions

precursores de 641 por ESI-ToF-positivo (15eV)].
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Figura 20: Fragmentograma da antocianina (4): malvidina-diglicosideo [EM/EM por ions

precursores de 655 por ESI-ToF-positivo (15eV)].

As antocianinas monoglicosiladas apresentaram apenas uma perda de
massa referente a unidade glicosidica (Figuras 21, 22, 23 e 24). Normalmente,
a unidade glicosidica esta ligada na antocianidina na posicdo 3 do anel C.
(PASCUAL-TERESA & SANCHEZ-BALLESTA, 2008; CASTANEDA-OVANDO
et al., 2009; COOKE et al., 2005)
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Figura 21: Fragmentograma da antocianina (5): delfinidina-glicosideo [EM/EM por ions

precursores de 465 por ESI-ToF-positivo (10eV)].
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Figura 22: Fragmentograma da antocianina (6): cianidina-glicosideo [EM/EM por ions

precursores de 449 por ESI-ToF-positivo (10eV)].
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Figura 23: Fragmentograma da antocianina (7): petunidina-glicosideo [EM/EM por ions

precursores de 479 por ESI-ToF-positivo (10eV)].
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Figura 24: Fragmentograma da antocianina (8): malvidina-glicosideo [EM/EM por ions

precursores de 493 por ESI-ToF-positivo (20eV)].

As propostas de fragmentacdo para estas antocianinas estéao

apresentadas nas figuras 25, 26, 27 e 28.

HO HO

Figura 25: Proposta de fragmentag&o para a antocianina (5): delfinidina-3-O-glicosideo.
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Figura 26: Proposta de fragmentacao para a antocianina (6): cianidina-3-O-glicosideo.

OCHjs

HO HO

Figura 27: Proposta de fragmentacao para a antocianina (7): petunidina-3-O-glicosideo.

OCHg

HO HO

Figura 28: Proposta de fragmentag&o para a antocianina (8): malvidina-3-O-glicosideo.
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5.4.2 Elucidagao Estrutural das Antocianinas

As antocianinas 1, 3 e 4 também foram analisadas, primeiramente, pelos
espectros no UV-vis que apresentaram duas bandas, uma em 274nm e outra

ao redor de 520nm, caracteristicas de antocianinas (Figura 29).

— ACY1
— ACY 3
ACY 4

Figura 29: Espectros no UV-vis das antocianinas isoladas de E. jambolana.

A subfracdo Ha-Fr C18 - 10 foi submetida a analise por RMN permitindo
a caracterizacdo da antocianina 4. O espectro de RMN de *H mostrou perfil
caracteristico de antocianinas (Figuras 30 e 31 — Anexo A), pois apresentou um
singleto em &y 9,17 associado ao H-4, dois dubletos em &4 7,14 e 7,09 (d, J=
2,0 Hz) atribuidos aos hidrogénios H-8 e H-6, respectivamente, singleto em &y
8,04 correspondente aos hidrogénios H-2' e H-6’ e por fim um singleto em &y
4,02 associado aos hidrogénios metoxilicos. Além disso, apresentou sinais
entre & 3 e 5 indicativos da presenca de acucar. Esses dados sugerem que a
antocianina 4 apresenta um anel A 5,7,9,10-tetrassubstituido e um anel B
1',3’,4’,5'-tetrassubstituido caracteristicos de malvidinas glicosiladas.

Os sinais dos hidrogénios anoméricos foram obtidos por TOCSY-1d
(Figuras 32 e 33 - Anexo A) quando a amostra foi preparada em CDs3
SOCD3:.CF;COOD (19:1). Aos hidrogénios anoméricos H-1” e H-1" foram
atribuidos os dubletos em & 5,38 (dois multipletos em 3,55-3,49 e 3,42-3,23) e
4,27 (dois multipletos em 3,14-3,04 e 2,92-2,88), respectivamente. A constante
de acoplamento de 7,5 Hz calculada para estes dois sinais sugerem uma
configuracdo B para estas unidades de glicose. Os deslocamentos quimicos
para os dubletos anoméricos das duas unidades glicosidicas estdo de acordo
com a literatura. (SHOYAMA et al., 1990)
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Os dados do espectro gHMQC (CD3;OD : CF;COOD (19:1)) foi
importante para se obter informacdes sobre as ligagfes diretas entre carbono e
hidrogénio e com isso fornecer os deslocamento quimicos dos carbonos
(Figura 34 - Anexo A), ja que o espectro de RMN de **C nao foi obtido devido
a pouca massa de amostra. Os dados obtidos foram comparados com dados
encontrados na literatura. (GIUSTI et al., 1998; SAKAGUCHI et al., 2008)

O espectro gHMBC (Figura 35 - Anexo A) obtido para a amostra
preparada em CD3;OD : CF3;COOD (19:1) mostra correlagdes a longa distancia
entre carbonos e hidrogénios. Foram observadas correlagcdes entre o
hidrogénio H-4 e os carbonos C-2, C-3, C-5 e C-9 com sinais em &¢ 165,0;
147,0; 156,9 e 156,9; respectivamente. Os hidrogénios H-6 e H-8 apresentaram
as mesmas correlagcdes com os carbonos C-7 e C-10 com sinais em ¢ 179,1 e
113,7; respectivamente. As correlacbes observadas para os hidrogénios
simétricos H-2’ e H-6’ com os carbonos C-1’ e C-4’ foram em &¢ 111,2 e 148,0;
respectivamente.

O espectro apresentou dois sinais em 0c 147,0 um referente a
correlacdo entre o0 H-4 e o C-3 e o outro referente a correlagdo entre o
hidrogénio anomérico H-1" e o carbono agliconico C-3. N&o apresentou
nenhum sinal de correlacdo entre o carbono agliconico C-5 e o hidrogénio

anomeérico H-1”. Porém, apresentou um sinal em &¢ 103,6 referente a
correlacéo entre H,-6” — C-1"" (Figura 36).
Os dados obtidos e apresentados na tabela 9 estdo de acordo com o0s

dados da literatura. (GIUSTI et al., 1998)
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Figura 36: Algumas correlacdes observadas no espectro de gHMBC da substancia 4.

Estes dados indicam que o diglicosideo ligado a aglicona malvidina é o
gentiobiosideo. Portanto, a substéncia 4 € uma malvidina 3-O-gentiobiosideo
(Figura 37).

OCHs

OH

HO
OCHjg
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OH
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OH HO HO

HO
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Figura 37: Estrutura da antocianina (4): malvidina-3-O-gentiobiosideo.
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Tabela 9: Dados RMN de *H [6 CD;0D/CF,COOD e CD; SOCD,/ CF,COOD (19:1)].

_ o4 (ppm); TOCSY-1d;
Posicéo gHMQC gHMBC
mult.; J (Hz) mult.; J (Hz)
2 - - - 165,0
3 - - - 147,0
4 9,17;s - 126,4 -
5 - - - 156,9
6 7,09; d; (2,0) - 96,1 -
7 - - - 170,1
8 7,14;d (2,0) - 87,7 -
9 - - - 156,9
10 - - - 113,7
1 - - - 111,2
2 8,04; s - 100,7 -
3 - - - 148,2
4 - - - 148,0
5 - - - 148,2
6’ 8,04; s - 100,7 -
O-CHgs; 4,02;s - 47,2 -
O-CH; 4,02; s - 47,2 -
H-1” - 5,38;d (7,5) 94,3 -
H-2" a H-6"(a e b) i 355:3,49,m - i
3,42-3,23; m
H-1" - 4,27;d; (7,5) 103,6 -
H-2" a H-6"(a e b) . 514904 m . .
2,92-2,88; m

A subfragdo Ha-Fr C18 - 6 que apresenta uma mistura de duas
antocianinas também foi submetida a analise por RMN permitindo a
determinacdo da aglicona da antocianina 3. A outra substancia presente nesta
mistura é a antocianina 4.

O espectro de RMN de 'H para a antocianina 3 (Figuras 38 e 39 - Anexo
A) apresentou um singleto em &y 9,14 referente ao H-4. Os dois dubletos em &y
8,02 e 7,86 (d, J= 2,0 Hz), atribuidos aos hidrogénios H-2' e H-6,
respectivamente e os dois dubletos em &4 7,11 e 7,08 (d, J= 2,0 Hz)

88



correspondem aos hidrogénios H-8 e H-6, respectivamente, e o singleto em &y
4,02 aos hidrogénios metoxilicos. O espectro apresentou sinais em & em 3-5,
indicativos da presenca de acucar. Os dados sugerem que a antocianina 3
apresenta um anel A 5,7,9,10-tetrassubstituido e um anel B 1',3,4’,5-

tetrassubstituido, associado portanto, a aglicona petunidina (Figura 40). Os

dados estdo apresentados na tabela 10.

OH Glicosideo
Figura 40: Estrutura da antocianina petunidina glicosilada.

Tabela 10: Dados RMN de *H [8 CD;OD/CF,COOD (19:1)].

Posicéo Oy (ppm); mult.; J (Hz)
H-4 9,14; s
H-6 7,08; d; (2,0)
H-8 7,11; d; (2,0)
H-2' 8,02; d; (2,0)
H-6’ 7,86; d; (2,0)
O-CH3; 3,94;s

As antocianinas podem ser distribuidas em dois grupos homeados como
acucar-determinante e antocianidina-determinante. No grupo acucar-
determinante, as mesmas unidades glicosidicas estdo ligadas a diferentes
antocianidinas. No grupo antocianidina-determinante, a mesma aglicona esta
ligada a diferentes agucares. (WU & PRIOR, 2005a; WU & PRIOR, 2005b) Por
isso, € muito provavel que as outras duas antocianinas isoladas sejam
delfinidina-3-O-gentiobiosideo (Figura 41) e petunidina-3-O-gentiobiosideo
(Figura 42) e a outra antocianina diglicosilada que nao foi isolada seja
cianidina-3-O-gentiobiosideo (Figura 43). As antocianinas presentes em E.

jambolana s&o, portanto, aglcar-determinante.
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Figura 41: Estrutura da antocianina (1): delfinidina-3-O-gentiobiosideo.
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Figura 42: Estrutura da antocianina (3): petunidina-3-O-gentiobiosideo.
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Figura 43: Estrutura da antocianina (2): cianidina-3-O-gentiobiosideo.
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Estas

antocianinas

isoladas

foram

submetidas a EM/EM. A

espectrometria de massas por ESI-ToF-positivo foi muito importante para

indicar as estruturas das antocianinas 1, 3 e 4.

As principais informagfes obtidas por esta técnica foi a massa molar das

antocianinas através da identificagdo do pico ion molecular [M]" e as

fragmentacdes indicando as perdas de unidades de acucar (Tabela 11).

Tabela 11: Identificacdo das antocianinas isoladas por Espectrometria de massas por ESI-ToF-

positivo.
Erro . [M-162]7 [M-162-162]" o
ACY [M]cal. [M]" (m/z) Antocianina
(ppm) (m/z) (m/z)
1 1,43 627,1561 627,1552 465 Delfinidina -3-O-
gentiobiosideo
3 6,39 641,1718 641,1661 479 317 Petunidina3-O-
gentiobiosideo
4 2,13 655,1874  655,1860 493 331 Malvidina-3-O-

gentiobiosideo

A antocianina 1 possui [M]'= 627,1552 e [M-162]"= 465, indicando a
presenca de delfinidina-diglicosideo (Figura 44). A antocianina 3 possui [M]'=
641,1718; [M-162]"= 479 e [M-162-162]'= 317 caracteristicos de petunidina-
diglicosideo (Figura 45). A antocianina 4 possui [M]* = 655,1860, [M-162]"= 493

e [M-162-162]"= 331, estes picos sdo caracteristicos de malvidina-diglicosideo

(Figura 46).0 erro calculado para as massas das antocianinas isoladas esta

dentro do valor permitido (30 ppm) para substéancias ja descritas na literatura.
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Figura 44: Fragmentograma da antocianina (1): delfinidina-diglicosideo [EM/EM por ions

precursores de 627 por ESI-ToF-positivo (15eV)].
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Figura 45: Fragmentograma da antocianina (3):

e
200

t
400

precursores de 641 por ESI-ToF-positivo (10eV)].

T
600

’
800

T
1000 m/z

petunidina-diglicosideo [EM/EM por ions

Intens.
4000

3000 -
2000 -

1000

331

493

L

+MS2(655), 15eV, 6.5min #123

655

T
100

T
200

T
300

T
400

T
500

T
600

T
700 m/z

Figura 46: Fragmentograma da antocianina (4): malvidina-diglicosideo [EM/EM por ions

precursores de 655 por ESI-ToF-positivo (15eV)].

Os dados de RMN obtidos para a malvidina diglicosilada indicam que ela

possui um gentiobiosideo ligado ao C-3 e que este diglicosideo apresenta dois

fragmentos referentes as unidades de glicose que estdo ligadas entre si. Na

literatura,

nao foram encontrados dados sobre a fragmentacdo deste

diglicosideo. Entdo, as propostas de fragmentacdo das quatro substancias

diglicosiladas sugerem que o gentiobiosideo, assim como o rutinosideo, possui

dois fragmentos referentes as duas unidades de glicose (Figuras 47, 48, 49 e

50).
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Figura 47: Proposta de fragmentacao para a antocianina (1): delfinidina-3-O-gentiobiosideo.
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Figura 48: Proposta de fragmentacao para a antocianina (2): cianidina-3-O-gentiobiosideo.
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Figura 49: Proposta de fragmentagdo para a antocianina (3): petunidina-3-O-gentiobiosideo.
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Figura 50: Proposta de fragmentacao para a antocianina (4): malvidina-3-O-gentiobiosideo.

5.5 Metodologia de particdo das folhas

Apoés a particao liquido-liquido do extrato bruto das folhas (EB-Fo) de E.
jambolana, o perfil cromatografico do extrato fruto e das fracdes acetato (Ac-
Fo), n-butandlica (Bu-Fo) e hidroalcoodlica (Ha-Fo) foi obtido através da analise
por CLAE-DAD (Figura 51).
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— EB-Fo
— Ac-Fo
— Bu-Fo
— Ha-Fo

Figura 51: Perfil cromatografico dos extratos das folhas [fase reversa C18; eluicdo gradiente
MeOH(0,1% TFA):H,0(0,1% TFA) e deteccdo a A= 254nm].

5.6 ldentificacdo dos metabdlitos secundarios das folhas e dos frutos de

E. jambolana

Extratos vegetais de baixa polaridade podem apresentar atividade
biologica e farmacologica, devido a presenca de uma série de triterpenos e
esterdides. No entanto, essas substancias sdo encontradas em misturas de
dificil separacéo e elucidacdo estrutural. Diante desse contexto, a identificacédo
destas substancias pode ser realizada usando métodos de desreplicacao por
CG-DIC e/ou CG-EM, pois estes métodos permitem a identificacdo de grande
guantidade de constituintes em um curto periodo de tempo sem a necessidade
de isolar estas substancias em escala preparativa.

O extrato hexanico das folhas e a fracdo hexanica dos frutos de Eugenia
jambolana foram submetidos a analise por CG-DIC, para identificar as
substancias presentes nestes extratos. Os tempos de retencdes relativos (RR)
dos triterpenos e esteréides foram comparados com os RR dos padrbes ja
tabelados nas colunas SPB-5 e SPB-50 (Tabela 12 e 13).
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Tabela 12. Valores da retencéo relativa das amostras com o colesterol na coluna SBP-5.

Compostos RR folhas RR frutos  RR padroes
a-amirina - 1,39 1,38
Taraxerol - 1,28 1,28

acetato de B-amirina 1,48 - 1,49
Lupenona - 1,35 1,34

a-amirinona 1,34 1,35 1,34

B-amirinona - 1,28 1,28

germanicona 1,26 - 1,26

campesterol 1,13 1,14 1,13

estigmasterol - 1,17 1,17

Tabela 13. Valores da retencao relativa das amostras com o colesterol na coluna SBP-50.

Compostos RR folhas RR frutos RR padrdes
a-amirina - 2,01 2,02
Taraxerol - 1,74 1,75

acetato de B-amirina 1,93 - 1,93
Lupenona - 2,01 2,01

a-amirinona 1,93 1,93 1,94

B-amirinona - 1,74 1,73

Germanicona 1,65 - 1,66

Campesterol 1,24 1,24 1,23

Estigmasterol - 1,31 1,30

As substéncias presentes no extrato hexanico das folhas sdo acetato
de B-amirina (11), a-amirinona (13), germanicona (15) e campesterol (16). Na
fracdo hexanica dos frutos foram identificados os compostos a-amirina (9),
taraxerol (10), lupenona (12), a-amirinona (13), B-amirinona (14), campesterol
(16) e estigmasterol (17). (Tabela 14).
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Tabela 14. Substancias detectadas no extrato hexanico das folhas e na fracdo hexanica dos

frutos E. jambolana.

Composto Folhas Frutos Substancia
a-Amirina - + 9
F-Amirina - - -

Lupeol - - -
Taraxerol - + 10
Acetato de a-amirina - - -
Acetato de S-amirina + - 11
Acetato de lupeol - - -
Acetato de bauerenila - - -
Acetato de taraxerol - - -
Acetato de
friedelanoila ) ) )
Friedelina - - -

Lupenona - + 12

a-amirinona + + 13

p-amirinona - + 14

Germanicona + - 15
Campesterol + + 16

Estigmasterol - + 17
S-Sitosterol - - -

As estruturas destas substancias detectadas

estdo mostradas na

figura 52. (ALBUQUERQUE et al., 2007; CONEGERO et al., 2003; VIEIRA-
JUNIOR, SOUZA & CHAVES, 2005)
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Substancia 12 Substancia 13 Substancia 14

Substancia 15 Substancia 16

HO
Substancia 17
Figura 52: Estruturas dos triterpenos e esteréis detectados nas folhas e nos frutos de E.

jambolana.
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5.7 Ensaios Biolbdgicos

Os extratos brutos, as fracfes dos frutos e das folhas de E. jambolana
foram enviados para os bioensaios de acao sequestradora de radicais livres
usando DPPH, de quimioprevencéao por inducdo de quinona-redutase, inibicao
da hemozoina (antimalarica), antifingico para fitopatégenos, antifungico para
patégenos-humanos e anticolinesterasica.

As subfracdes enriquecidas com antocianinas Grupo 1 (delfinidina-3-O-
gentiobiosideo, petunidina-3-O-gentiobiosideo, malvidina-3-O-gentiobiosideo e
outros compostos fendlicos) , Grupo 2 (delfinidina-3-O-gentiobiosideo,
petunidina-3-O-gentiobiosideo, malvidina-3-O-gentiobiosideo), Ha-Fr C18 - 4
(delfinidina-3-O-gentiobiosideo, petunidina-3-O-gentiobiosideo e compostos
fendlicos) e Ha-Fr C18 - 5 (petunidina-3-O-gentiobiosideo e malvidina-3-O-
gentiobiosideo) foram analisadas quanto a sua atividade sequestradora de
radicais livres usando DPPH. As subfracdes Ha-Fr C18 - 4 e Ha-Fr C18 - 5
foram submetidas ao ensaio de quimioprevencéao e somente a subfracdo Ha-Fr
C18 - 4 foi submetida aos ensaios antifungico para fungos patégenos-humanos

e anticolinesterasico.

5.7.1 Atividade antioxidante usando DPPH

A avaliacdo da atividade antioxidante foi realizada pelo ensaio que

determina a porcentagem de sequestro de radicais livres da molécula de DPPH

SWe SWe

N- o NH
O,N NO, Antioxidante O,N NO,
NO, NO,
DPPH (lilas) DPPH-H (amarelo)

Figura 53: Mecanismo da reacéo do radical DPPH com um antioxidante.
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Os extratos EB-Fr e Hex-Fo, e as fracbes Ac-Fr, Bu-Fr, Ha-Fr e a
subfracdo Ha-Fr C18 - 4 dos frutos ndo apresentaram atividade quanto a sua
acao sequestradora de radicais livres. Porém, as subfracdes enriquecidas em
antocianinas Grupo 1, Grupo 2 e Ha-Fr C18 - 5 e o0 extrato EB-Fo e todas as
fracbes das folhas apresentaram forte atividade quando comparadas com o
padrdo quercetina (Figura 54).

100 H
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g‘ 20 "‘ + N - BuFo
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0+ ¢ e o
Grupo 2
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0,00 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05 0,06 0,07

Concentracéo (mg mL™)
Figura 54: Inibicdo de DPPH no ensaio de a¢do sequestradora de radicais livres.

O valor de ICs, € a concentracdo na qual 50% dos radicais DPPH séo
seqiiestrados e esses valores foram variaram de 0,0048 a 0,045 mg mL™. O
valor para a quercetina foi de 1,72 mg mL™ evidenciando um potencial de acdo
sequestradora de radicais livres maior para as fracées Grupo 1, Grupo 2, Ha-Fr
C-18 5, EB-Fo, Ac-Fo, Bu-Fo e Ha-Fo (Tabela 15).
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Tabela 15: Valores de IC5y das amostras com atividade antioxidante.

Amostra Valores de ICs (Mg mL™)
EB-Fr N&o ativa
Ac-Fr N&o ativa
Bu-Fr N&ao ativa
Ha-Fr N&o ativa

Ha-Fr C-18 4 N&o ativa
Hex-Fo Nao ativa
Grupo 1 0,013
Grupo 2 0,045

Ha-Fr C-18 5 0,038

EB-Fo 0,0065
Ac-Fo 0,0076
Bu-Fo 0,0048
Ha-Fo 0,0076
Padréao 1,72

5.7.2 Atividade antimalarica

A atividade antimalarica € evidenciada pela n&o polimerizagdo da B-
hematina. Quando a substancia é capaz de inibir esta polimerizacéo, ela pode
ser capaz de inibir a sintese de hemozoina e, assim, servir de modelo para o
desenvolvimento de agentes para terapia da maléaria. (TRIPATHI et al., 2004)

Ensaios empregando o extrato EB-Fo das folhas de E. jambolana
evidenciaram uma interacdo com o grupo heme, em valores de inibicéo de 32 £
2% a 2,5 mg mL™. Apés a particdo, a fracdo Bu-Fo mostrou a maior atividade
com inibicdo de 71 + 1 % a 2,5 mg mL™, sugerindo a presenca de substancias

com potencial atividade antimalarica nesta fracéo (Tabela 16).
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Tabela 16. Atividade inibitoria in vitro no ensaio de formacéo de S-Hematina

Amostras % Inibic&o (2,5 mg mL™)
EB-Fr nao ativa
Ac-Fr nao ativa
Bu-Fr nao ativa
Ha-Fr nao ativa
EB-Fo 322
Ac-Fo 51+6
Bu-Fo 71+1
Ha-Fo 9+3

Quinina 901

Cloroquina 98+0

5.7.3 Ensaio de Quimioprevencdo por inducdo da enzima Quinona-
Redutase (QR)

Este ensaio foi realizado para as fracbes Ac-Fr e Ac-Fo e para as
subfracées Ha-Fr C18 - 4 e Ha-Fr C18 - 5.

O ensaio da quinona-redutase (QR) constitui um método simples, para
uma rapida detecc¢éo e avaliagdo da inducdo da enzima quinona-redutase, que
destoxifica carcindbgenos (enzima de fase 2), por produtos naturais, e €
baseado na medida direta da atividade da QR em células de hepatocarcinoma
celular (Hepa 1clc7). (PROCHASKA & SANTAMARA, 1988) A quinona-
redutase catalisa a reducdo da menadiona (2-metil-1,4-naftoquinona), a
menadiol mediada por NADPH como doador de elétrons. O MTT (3-(4,5-
dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium bromide) é entdo reduzido
nao-enzimaticamente pelo menadiol, resultando na formagdo de em sal
precipitado com cor azul (azul de formazan) que pode ser quantificado em leitor
de absorbancia de microplacas (Figura 55). (PROCHASKA & SANTAMARA,
1988; FAHEY et al., 2004)
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Figura 55: Principio do ensaio da quinona redutase.

A linhagem derivada de hepatocarcinoma celular murino-Hepa 1clc7
contém quantidades de QR indutiveis facilmente mensuraveis que fornecem
um confiavel sistema de deteccdo de indutores de enzimas de fase 2.
(PROCHASKA & SANTAMARA, 1988; FAHEY et al., 2004; CUENDET et al.,
2006)

A amostra € considerada um agente quimiopreventivo se a média de
inducdo € maior ou igual a 2. Os valores obtidos foram comparados com o
padréao B-naftoflavona (0,1uM) que € um agente indutor. Para as amostras que
nao foram solGveis em agua foi feito o controle com DMSO.

As subfracdes Ha-Fr C18 - 4 contendo delfinidina-3-O-gentiobiosideo,
petunidina-3-O-gentiobiosideo e compostos fendlicos ndo induziram a
formacdo da enzima QR. A subfracdo Ha-Fr C18 - 5 contendo apenas
petunidina-3-O-gentiobiosideo e malvidina-3-O-gentiobiosideo, embora tenha
apresentado atividade antioxidante ndo apresentou atividade quimiopreventiva
por inducdo de QR. A fragdo Ac-Fr que contém as antocianinas identificadas
como delfinidina-3-O-gentiobiosideo, cianidina-3-O-gentiobiosideo, petunidina-
3-O-gentiobiosideo, malvidina-3-O-gentiobiosideo, delfinidina-3-O-glicosideo,
cianidina-3-O-glicosideo, petunidina-3-O-glicosideo, malvidina-3-O-glicosideo e
outros compostos fendlicos apresentou inducdo da enzima QR em diferentes

concentracdes, mas ndo apresentou atividade antioxidante (Tabela 17).
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Tabela 17: Resultados de inducéo para as subfracdes e fracdo dos frutos de E. jambolana.

Concentracdo Ha-Fr C18-4 Ha-Fr C18-5 AC-Fr
média DP média DP Média
20,000 pg/mL 1,83 0,061 1,39 0,141 1,76
10,000 pg/mL 1,64 0,115 1,49 0,117 2,21
5,000 pg/mL 1,64 0,116 1,49 0,161 3,88
2,500 pg/mL 1,49 0,101 1,23 0,146 2,81
1,250 pg/mL 1,62 0,091 1,31 0,122 2,03
0,625 pg/mL 1,31 0,114 1,31 0,123 2,84
0,312 pg/mL 1,66 0,063 1,45 0,220 3,34
0,156 pg/mL 1,74 0,094 1,61 0,169 3,68
BNF 1,53 0,030 1,79 0,075 3,26

O EB-Fo e as fragcbes Ac-Fo e Bu-Fo que contém uma mistura de

compostos fendlicos, apresentaram inducdo da enzima QR (Tabela 18).

As amostras que apresentaram inducdo da enzima QR poderdo ser

usadas como agentes quimiopreventivos.
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5.7.4 Ensaio antifungico para fitopatdgenos

Os extratos EB-Fr (1), EB-Fo (5) e Hex-Fo (9), as fracbes Ac-Fr (2), Bu-
Fr (3), Ha-Fr (4), Ac-Fo (6), Bu-Fo (7) e Ha-Fo (8) dos frutos e das folhas de E.
jambolana ndo apresentaram atividade para os fungos fitopatogénicos C.
cladosporioides e C. sphaerospermum no ensaio realizado por bioautografia
(Figura 56). A atividade antifungica foi verificada pela presenca de halos

brancos na placa indicando que ndo houve crescimento do fungo..

(A) (B)
Figura 56: Resultado da atividade antifingica para os fungos C. cladosporioides (A) e C.

sphaerospermum (B).

5.7.5 Ensaio antifungico patégeno-humano

As amostras que apresentaram concentracdo inibitoria minima (CIM)
menor que 75ug mL™” possuem forte atividade, entre 75 e 150ug mL™ atividade
moderada, entre 150 e 250ug mL™ a atividade é fraca e maior que 250ug mL™
€ inativa. (SCORZONI et al., 2007)

Portanto, as amostras testadas possuem atividade inibitoria de fraca a
alta contra os fungos testados, sendo que somente o extrato Hex-Fo e a

subfracdo Ha-Fr C18 - 4 foram inativas para Candida parapsilosis (Tabela 19).
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Tabela 19: Concentragdo inibitoria minima (ug mL'l) dos extratos, fragBes e subfracbes de E.

jambolana.
Candida Candida Candida Cryptococcus
Amostras albicans krusei parapsilosis neoformans
CIM CIM CIM CIM
EB-Fr 250 250 250 250
Ac-Fr 250 250 250 125
Bu-Fr 250 250 250 250
Ha-Fr 125 250 250 250
EB-Fo 125 3,9 31,25 125
Ac-Fo 31,25 3,9 125 125
Bu-Fo 62,5 0,97 1,95 62,5
Ha-Fo 31,25 3,9 1,95 31,25
Hex-Fo 250 31,25 >250 62,5
Ha-Fr C-18 4 125 250 >250 250

5.7.6 Ensaio anticolinesterasico

O principio deste método é a reacao entre o0 acetato de naftil e a enzima
acetilcolinesterase. A enzima converte o acetato de naftil a a-naftol o qual
reage com o sal de Fast Blue B e forma um azo composto de cor roxa. Quando
ocorre inibicdo da enzima acetilcolinesterase uma mancha branca é observada
indicando que ndo houve a formacdo do composto de coloracdo roxa.
(MARSTON et al., 2002)

Apenas as amostras EB-Fo (5), Ac-Fo (6) e Bu-Fo (7) apresentaram
atividade inibitéria da enzima aceticolinesterasica (Figura 57). Os valores de Rf

estdo apresentados na tabela 20.

Figura 57: Atividade inibitéria da enzima acetilcolinesterasica.
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Tabela 20: Valores de Rf das amostras com atividade anticolinesterasica.

Amostras

Rf

Identificacéo

EB-Fr
Ac-Fr
Bu-Fr
Ha-Fr
EB-Fo
Ac-Fo
Bu-Fo
Ha-Fo
Hex-Fo
Ha-Fr C-18 4

Fisostigmina

0,53
0,5
0,46

0,13

1

T r © 00 N O 00 b WO N
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6. CONCLUSOES

Neste trabalho, as antocianinas de Eugenia jambolana foram
estabilizadas em meio acido desde a extracdo, otimizada pelo emprego de
metanol acidificado, até a caracterizagdo das substancias isoladas. Devido a
estes cuidados foi possivel identificar oito antocianinas no extrato bruto dos
frutos (EB-Fr): delfinidina-diglicosideo, cianidina-diglicosideo, petunidina-
diglicosideo, malvidina-diglicosideo, delfinidina-glicosideo, cianidina-glicosideo,
petunidina-diglicosideo, malvidina-diglicosideo. As antocianinas diglicosiladas,
por apresentarem um padrdo de fragmentacdo com duas perdas de unidades
glicosidicas foram identificadas por outros pesquisadores como sendo
antocianinas-3,5-diglicosiladas. (BRITO et al, 2007; LI, ZHANG & SEERAM,
2009)

As fragbes Ac-Fr, Bu-Fr e Ha-Fr, foram submetidas aos diferentes
métodos de fracionamento CPG, HSCCC e CC em fase reversa,
respectivamente. A CPG comparada aos outros métodos foi mais demorada e
consumiu mais solvente, mas proporcionou a purificacdo da antocianina 1. A
HSCCC foi uma técnica rapida e eficiente na obtencdo de fracdes ricas em
antocianinas e, associada a CPG e CLAE-prep, proporcionaram a obtencéo
das antocianinas 1, 3 e 4 purificadas. A CC em fase reversa foi uma técnica
muito rapida e resultou na obtencédo de fracdes ricas em antocianinas e na
purificacdo da antocianina 4. As fracbes ricas em antocianinas foram
submetidas a CLAE-prep e as antocianinas 1, 3 e 4 foram re-isoladas.
Portanto, todas as técnicas utilizadas foram importantes para a obtencao de
fracbes ricas em antocianinas, um dos principais objetivos deste trabalho,
assim como na obtencado de antocianinas purificadas. As técnicas mais rapidas
podem ser consideradas melhores, pois diminuem o risco de degradacao das
dessas substéancias.

A antocianina 4 foi identificada por RMN de 'H, TOCSY 1d, gHMQC,
gHMBC e EM como malvidina-3-O-gentiobiosideo. As antocianinas presentes
nesta espécie devem pertencer ao grupo acucar-determinante (WU & PRIOR,
2005a; WU & PRIOR, 2005b) e, portanto, foi proposta para as outras
antocianinas diglicosiladas, a identificacdo como delfinidina-3-O-gentiobiosideo,
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cianidina-3-O-gentiobiosideo e petunidina-3-O-gentiobiosideo. Anteriormente,
apenas a delfinidina-3-O-gentiobiosideo e petunidina-3-O-gentiobiosideo
haviam sido identificadas em E. jambolana.

Os fragmentogramas obtidos para as antocianinas diglicosiladas
mostraram a perda de dois fragmentos de glicose. Entdo, uma proposta de
fragmentacdo foi feita para o gentiobiosideo, pois esse diglicosideo, assim
como o rutinosideo, apresenta dois fragmentos, sendo, portanto, exce¢cao aos
outros dissacarideos.

O extrato hexanico das folhas (Hex-Fo) e a fracdo hexanica dos frutos
(Hex-Fr) foram submetidos a anélise por CG-DIC, o que permitiu a identificacdo
de triterpenos pentaciclicos e esterdides. No Hex-Fo foram identificadas as
substancias acetato de (B-amirina, a-amirinona, germanicona e campesterol, e
na Hex-Fr foram identificados os compostos a-amirina, taraxerol, lupenona, a-
amirinona, B-amirinona, campesterol e estigmasterol. Nao foram encontrados
na literatura dados sobre a presenca destas substancias na espécie em estudo.

Portanto, foram identificadas 17 substancias, sendo 8 antocianinas e 9
esterdides e triterpenos, das folhas e frutos de E. jambolana.

As subfragbes enriquecidas com antocianina, Grupo 1, Grupo 2, Ha-Fr
C18 - 5, apresentaram forte atividade antioxidante quando comparadas com o
padrdo quercetina. A Ac-Fr, contendo uma mistura de sete antocianinas,
apresentou forte inducdo da enzima quinona-redutase, indicando ser um
potencial agente quimiopreventivo. O EB-Fr e as fracbes Ac-Fr, Bu-Fr, Ha-Fr e
Ha-Fr C18 - 4, apresentaram atividade antifungica de fraca a moderada contra
os fungos testados, enquanto a subfracdo Ha-Fr C18 - 4 foi inativa contra o
fungo Candida parapsilosis.

O EB-Fo, e as fragbes Ac-Fo, Bu-Fo e Ha-Fo apresentaram forte acao
sequestradora de radicais livres quando comparados com o padrao utilizado
(quercertina). Apresentaram também inibicdo de fraca a moderada da
polimerizagdo de B-hematina, indicativa de potencial antimalérico, com valores
de até 71 + 1% a 2,5 mg mL™ para a fracdo Bu-Fo. Além disso, o EB-Fo e as
fracbes Ac-Fo e Bu-Fo mostraram atividade indutora da enzima quinona-
redutase, sendo este um dos mecanismos de quimioprevencdo. O EB-Fo, Hex-
Fo e as fragcbes Ac-Fo, Bu-Fo e Ha-Fo apresentaram concentracdo inibitoria
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minima de forte a moderada contra os fungos patégenos- humanos testados,
com exceg¢ao do Hex-Fo, inativo contra o fungo Candida parapsilosis.
Adicionalmente, o EB-Fo e as fracbes Ac-Fo e Bu-Fo apresentaram atividade
inibitdria contra a enzima acetilcolinesterase.

A espécie em estudo, E. jambolana, submetida ao presente estudo de
bioprospeccao, forneceu diversas respostas atrativas, por possuir atividade
antioxidante, quimiopreventiva, antimalérica, antifingica e anticolinesterasica
em extratos e/ou fragBes especificas, que podem ser incluidos em estudos
mais aprofundados para o desenvolvimento de agentes nutracéuticos e/ou
terapéuticos.

Portanto, o estudo de bioprospeccdo foi muito importante para se
conhecer o potencial biolégico da espécie em estudo, e dessa forma, direcionar
novas pesquisas em busca das substancias bioativas para o desenvolvimento

de agentes terapéuticos.
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ANEXO A

Espectros de RMN das antocianinas 3 e 4.
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