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RESUMO

A fim de atender algumas necessidades da Politica Nacional de Plantas Medicinais e
Fitoterapicos, implantada visando o tratamento de doencas e minimizar impactos no seu
financiamento, a busca de novas espécies de plantas medicinais que possam integrar
esta politica ao Sistema Unico de Saude, devendo estar aliada as necessidades das
comunidades, aos conhecimentos populares e cientificos. O género Byrsonima é
amplamente distribuido nas regibes brasileiras, € empregado na medicina popular,
principalmente no tratamento de problemas gastrointestinais e infeccdes, por possuir
uma rica composicdo quimica, pautada principalmente em substancias fenolicas, como
acidos derivados do acido galico e flavonoides. Este trabalho buscou a identificacdo e o
isolamento destas substancias em extratos hidroalcodlicos das folhas de seis espécies do
género: Byrsonima correifolia, B. coccolobifolia, B. fagifolia, B. intermedia, B.
ligustrifolia e B. verbascifolia, bem como a busca de novas substancias pela técnica
UHPLC-PDA-ESI-TOF-MS e o uso de analises multivariadadas para estabelecer
possiveis similaridades entre as espécies com o estudo dos extratos por UHPLC-ESI-
TOF-MS e das substancias isoladas e identificadas. A partir de uma mistura ddos
extratos das seis espécies de Byrsonima escolhidas para este estudo, obtiveram-se nove
substéncias, duas destas, ainda ndo isoladas e/ou identificadas no género: B-glucogalina
(BM-1) e acido 1,3-O-digaloil-quinico (BM-5) e outras sete ja identificadas: acido-5-O-
galoil-quinico (BM-2), acido-4-O-galoil-quinico (BM-3), acido galico (BM-4), acido
3,4,5-O-trigaloil-quinico  (BM-6), é&cido 1,3,4,5-O-tetragaloil-quinico (BM-7),
guercetina-3-O-galactopiranosideo (BM-8) e quercetina-3-O-ramnopiranosideo, (BM-
9). O estudo por UHPLC-PDA-ESI-TOF-MS possibilitou detectar sessenta e nove
substancias e destas, identificar quartenta e uma, evidenciando pela primeira vez a
presenca de metabdlitos secundarios nitrogenados no género Byrsonima, e outras seis
novas substancias no género: o acido 3-(3, 4- diidroxifenil)-lactil-2-O-quinico (P22), a
apigenina-8-C-hexosideo (P18); a apigenina-6-C-hexosideo (P25), apigenina-7-C-
hexosideo (P28), diidromaentoflavona (P55) e o tricalisiosideo J (P60). A analise por
UHPLC-ESI-TOF-MS possibilitou determinar as abundancias relativas das substancias
isoladas em cada extrato, além disso, por esta mesma técnica, foi possivel realizar a
analise das componentes principais (PCA) e de agrupamento hierarquico (HCA). Esta
andlise evidenciou haver uma forte correlacdo da espécie B. fagifolia com substancias
derivadas dos acidos-O-galoilquinicos, o que a diferencia das demais, enquanto que a
espécie B. coccolobifolia correlacionou-se com quercetina-3-0O-
ramnopiranosideo. Substancias identificadas neste estudo, como o acido quinico (P1), a
catequina (P10) e a amentoflavona (P52) se mostraram como caracteristicas de B.
verbascifolia, enquanto que as demais espécies B. correifolia, B. intermedia e B.
ligustrifolia (as mais semelhantes das seis espécies estudadas) correlacionaram-se pela
presenca de substancias derivadas da quercetina, como a quercetina-3-O-
galactopiranosideo, quercetina-3-O-a-arabinopiranosideo (P33) e quercetina-3-O-(2"-
galoil-a-arabinopiranosideo (P38) e outras substancias como a proantocianidia-B-2'-O-
galato (P17), o acido 3,4,5-trigaoil-O-quinico e o tricalisiosideo J (P60).

Palavras-chave: Byrsonima; UHPLC-PDA-ESI-TOF-MS; UHPLC-ESI-TOF-MS;
Malpighiaceae; Anéalise multivariada.
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ABSTRACT

For serves some needs of the National Policy of Medicinal plants and Phytoterapcis,
implanted it for treatment of chronic diseases and minimize the financial impact, the
search for new species of the medicinal plants that can integrate the Sistema Unico de
Saude (SUS), is a constant, and this search should be allied the communities needs,
popular and scientific knowledge. Byrsonima genus is largely distributed in the
Brazilian regions and used in popular medicine, particularly in gastrointestinal
problems and infections, for having chemical composition rich in phenolic compounds
as acids derived from gallic acid and flavonoids. This study describes the identification
and isolation of these compounds in hydroalcoholic extracts of six species of the genus:
B. correifolia, B. coccolobifolia, B. fagifolia, B. intermedia, B. ligustrifolia and B.
verbascifolia (Malpighiaceae) and search for news compounds by UHPLC-PDA-ESI-
TOF-MS technique combined with the use of multivariate analysis to determine the
similarities between six species by study of extracts by UHPLC-ESI-TOF-MS and using
also isolated and identified compounds data. From a mixture of six extracts studied,
were isolated nine compounds, two not yet isolated in the genus Byrsonima: B-
glucogallin (BM-1) and 1,3-O-digalloyl-quinic acid (BM-5) and others seven
compounds already identified: acid-5-O-galloyl-quinic (BM-2), acid-4-O-galloyl-quinic
(BM-3), gallic acid (BM-4), 3,4,5-O-trigalloil-quinic acid (BM-6), acid, 1,3,4,5-O-
tetragalloyl-quinic  (BM-7), quercetin-3-O-galactopyranoside (BM-8) and and
quercetin-3-O-rhamnopyranoside (BM-9). The study by UHPLC-PDA-TOF-MS
detected sixty nine compounds and identified forty-one compounds, showing for the
first time the presence of nitrogenous secondary metabolites in Byrsonima genus, and
six new compounds in the genus: 3-(3,4-diidroxifenil)-O-lactyl-2-quinic (P22),
apigenin-8-C-hexoside (P18), apigenin-6-C-hexoside (P25), apigenin-7-C-hexoside e
(P28) dihydroamentoflavone (P55) and tricalisioside J (P60). Analysis by UHPLC-
TOF-MS determined the relative abundances of the isolated compounds in each extract,
furthermore, by this same technique, was possible to perform the principal component
analysis (PCA) and hierarchical clustering (HCA). This analysis showed there is a
strong correlation of the specie B. fagifolia with compounds derived from the acid-O-
galoyll-quinic, distinguishes it from the other, while the specie B. coccolobifolia
correlated with quercetin-3-O-rhamnopyranoside. The compounds identified in this
study, as quinic acid (P1l), catechin (P10) and amentoflavone (P52) were as
characteristic of B. verbascifolia, while the other species, B. correifolia, B. intermedia
and B. ligustrifolia are most similar of all six species, and these species correlated with
compounds derived from quercetin such as quercetin-3-O-galactopyranoside, quercetin-
3-O-a-arabinopyranosyl (P33) and quercetin-3-O-(2"-galloyl)-a-arabinopyranosyl (P38)
and other compounds with proanthocyanidin-B-2'-O-gallate (P17), acid 3,4,5-O-
trigalloyl-quinic and tricalisioside J.

Keywords:  Byrsonima;  UHPLC-PDA-ESI-TOF-MS;  UHPLC-ESI-TOF-MS;
Malpighiaceae; Multivariate analysis.
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1. INTRODUCAO

A populacdo brasileira passa por alteracdes epidemioldgicas na prevaléncia
de diversas doencas, as quais acometem grande parte do seu numerario. O recente
crescimento e estabilidade econémica contribuiram diretamente para o aumento da
expectativa de vida, para mudancas de habitos alimentares, aumentando o sedentarismo
e estresse interferindo na incidéncia de doengas parasitarias e infecciosas, permitindo
grande aumento das doencas chamadas cronicas (IBGE, 2009).

As doengas crbnicas — maltiplas, transmissiveis ou ndo — sdo consideradas
de longa duragdo, e exigem acompanhamento multidisciplinar permanente com
intervengdes continuas, o que gera grandes encargos financeiros ao sistema publico
social, correspondendo a cerca de 70% dos gastos em saude no pais (COELHO,
BURINI, 2009). Para o tratamento destas doencas no Brasil, 0 Ministério da Saude,
através do Sistema Unico de Salde, possui uma gama de programas com ampla
diversificacdo de servicos e de profissionais para a prevencdo e o tratamento das
enfermidades. Dentre os beneficios concedidos aos usuérios do SUS, inclui-se 0
fornecimento de medicamentos gratuitos, iniciativa que provoca a sobrecarga aos cofres
publicos, e que tem se tornado um problema real, em virtude do aumento de 222% nos
custos para 0 governo, no periodo de 2002 a 2007, ultrapassando o valor de R$10,7
bilhGes de reais (VIEIRA, 2009). Vale destacar que, o indice geral de precos ao
consumidor, a Fundacdo Getulio Vargas (no tocante aos medicamentos) observou um
aumento nos precos de 62% para o consumidor, entre 2003 e 2006 (PANIZ et al., 2008).
Isso se torna mais dramético quando volta-se a atencdo para as doencas cronicas, pois,
sendo enfermidades de longa duracéo, o tratamento se torna cada vez mais inacessivel
financeiramente para a maior parte da populacéo brasileira.

O Ministério da Salde tem buscado solucbes para financiar os custos dos
medicamentos para 0 pais, como por exemplo, a implantacdo dos medicamentos
genéricos e a aquisicdo e/ou modernizacdo dos laboratorios farmacéuticos oficiais
(publicos) para a fabricacdo de medicamentos essenciais e de alto custo. Outra
importante medida governamental, que surgiu a partir da demanda crescente pelo uso de
plantas medicinais na Fitoterapia, foi a criacdo da Politica Nacional de Praticas
Integrativas e Complementares (PNPIC) e da Politica Nacional de Plantas Medicinais e

Fitoterdpicos (PNPMF), que visam a melhoria da atencdo a salde através do uso de
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plantas medicinais, favorecendo, assim, a diminui¢do nos custos com o tratamento de
inimeras doencas (BRASIL, 2009; BRASIL, 2006).

A utilizagdo de plantas para o tratamento de doencas no Brasil é anterior ao
periodo da colonizagéo, sendo uma pratica comum na medicina popular brasileira. Com
boa aceitacdo e difusdo em todas as camadas da sociedade, esta pratica baseia-se no
acumulo de conhecimentos empiricos sobre a acdo dos vegetais por diversos grupos
étnicos (BOCHNER et al., 2012), apoiada pela comunidade cientifica (VIEGAS
JUNIOR, BOLZANI, 2006; GRAGG, NEWMAN, 2013).

A Fitoterapia € uma opc¢édo para o tratamento medicamentoso, compativel
com as necessidades de varios municipios brasileiros no tocante ao atendimento
primario a saude e, segundo a Organizacdo Mundial de Salde, cerca de 80% da
populacdo mundial conhece e utiliza a fitoterapia (COSTA et al., 2012), pratica apoiada
no menor custo, na diminuicdo dos efeitos adversos apresentados por farmacos
sintéticos, pela preferéncia dos consumidores por tratamentos alternativos e no
desenvolvimento de novas formas de preparagdes e administragdo dos produtos (MELO
etal., 2007; OLIVEIRA et al., 2012; BADKE et al., 2012).

Como parte da PNPMF, foi criada a Relacdo Nacional de Plantas
Medicinais de Interesse ao Sistema Unico de Saude (RENISUS). Inicialmente, esta lista
apresentava 237 espécies vegetais, ja utilizadas em servicos publicos de saide, com
vasto conhecimento tradicional e popular, estudos quimicos e farmacologicos
disponiveis. Entretanto, atualmente, a RENISUS conta apenas com 71 plantas
medicinais selecionadas através de critérios técnicos de salde, como a priorizacdo de
espécies que atendessem as necessidades clinicas de todas as regides brasileiras.

Todavia, a caréncia de estudos clinicos que comprovem a eficacia contra as
inimeras enfermidades € apontada por profissionais de satide como a grande dificuldade
no uso seguro de plantas medicinais. Essa falta de informagdo, aliada a auséncia de
garantia de qualidade dos produtos ofertados nas farmécias, drogarias e mercados
populares, reflete diretamente na seguranca do uso destes produtos (SOUZA-
MOREIRA, SALGADO, PIETRO, 2010).

No Brasil, no periodo de 2004 a 2008, foram registrados mais de oito mil
casos de intoxicacOes causadas por plantas e, destes, 12% estavam relacionados ao uso
terapéutico das mesmas (BOCHNER et al., 2012). Legislacdes sanitarias buscam
padronizar a fabricacdo de fitoterdpicos no Brasil e no mundo, bem como, 0 uso seguro

de plantas medicinais. No Brasil, a primeira tentativa de garantir a eficacia e a qualidade
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de derivados de plantas para fins medicinais partiu da primeira edi¢do da Farmacopeia
Brasileira em 1929, que estabeleceu os primeiros critérios para a producdo de
formulacdes farmacéuticas derivadas de plantas medicinais, além de processos para a
qualificacdo de constituintes quimicos de drogas vegetais.

Existem varias normas sanitarias que norteiam a producéo de fitoterapicos,
atuando em toda sua cadeia produtiva, desde o cultivo da planta, passando pela
fabricagdo, registro junto aos 6rgdos de vigilancia sanitaria, até a dispensacdo ao
usuario. Recentemente, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA),
publicou a Resolugdo da Diretoria Colegiada (RDC) n.° 13 de 14 de Marco de 2013
(RDC n.° 13/13), instituindo as boas préaticas de fabricacdo de fitoterapicos, a fim de
garantir a qualidade desses medicamentos no Brasil. Para tanto, a RDC n° 13/13
condiciona a producdo de medicamentos derivados de drogas vegetais a caracterizacdo
quimica e garantia na constancia no teor dos principios ativos. Entretanto, as plantas,
apresentam variagBes em suas caracteristicas genéticas e fenotipicas de acordo com as
sua interacbes com o meio ou nicho geografico ao qual pertence. Elementos como
temperatura, disponibilidade hidrica, radiacdo ultravioleta, nutrientes, poluicdo, altitude,
inducdo por estimulos mecéanicos ou ataque de patdgenos, sazonalidade e fatores
intrinsecos (idade e o ritmo circadiano), influenciam diretamente os teores e ocorréncia
dos principios ativos, na droga vegetal e matéria prima utilizada na fabricacdo de
medicamentos a base de plantas, influenciando a qualidade e o valor terapéutico dos
preparados fitoterapicos (GOBBO-NETO, LOPES, 2007; GOODARZI, RUSSEL,
HEYDEN, 2013).

Minimizar essas variaveis da matéria-prima de medicamentos a base de
plantas é o maior desafio na producdo de fitoterapicos. Por isso, a ANVISA, com a
RDC n.° 899 de 29 de Maio de 2003, instituiu o guia de validacdo de métodos analiticos
e bioanaliticos, determinando que todos os medicamentos produzidos no Brasil devem
seguir os parametros definidos por essa Resolucdo, inclusive os fitoterapicos. Esta
exigéncia foi fundamental para consolidar a caracterizacdo quanti e qualitativa dos
principios ativos, fortalecendo assim, os parametros para qualidade, eficacia e seguranca
que, de acordo com Choudhary e Sekhon (2011), sé podem ser obtidos pela
padronizacdo da droga vegetal.

A padronizacdo de drogas vegetais pode ser definida como um conjunto de
acles que assegurem a qualidade quimica, o efeito terapéutico e a quantidade dos

principios ativos de um produto a base de plantas medicinais, ndo podendo ser



27

considerado cientificamente valido se o(s) ativo(s) quimico(s) néo tiver(em) sido
validado(s) e caracterizado(s) por meio de testes analiticos e bioanaliticos, a fim de
garantir a reprodutibilidade na sua producdo (CHOUDHARY, SEKHON, 2011).

Uma estratégia comumente utilizada em padronizacGes de extratos no Brasil
sdo os dados de fingerprints obtidos com de analises cromatograficas (CLAE-DAD,
CLAE-UV, CLAE-EM) e aplicados no controle de qualidade de materiais vegetais
(BOUDAH, PARIS, JUNQOT, 2013; GOODARZI, RUSSELL, HEYDEN, 2013; XU et
al., 2013; TAVEREIRA et al., 2013; BRASIL, 2010b; PATEL et al., 2010). Com esta
abordagem, percebe-se que somente um ndmero limitado de substancias séo
consideradas nas andlises, o que ndo fornece uma caracterizacdo completa do extrato
estudado.

Para melhorar a caracterizacdo quimica de extratos de plantas pouco
tradicionais ou que ainda carecem de estudos fitoquimicos, novas técnicas hifenadas
como UHPLC-PDA-ESI-TOF-MS vém sendo cada vez mais utilizadas para a obtencgéo
de fingerprints de extratos e, consideradas eficientes em estudos fitoquimicos (ZHOU et
al., 2013). Tais técnicas possibilitam uma visdo quimica bastante abrangente da planta
de forma répida e precisa (GIKA et al., 2014), com tempo de andalise podendo ser
inferior a cinco minutos, possibilitando estabelecer com exatiddo uma férmula
molecular de uma substancia em minutos (WOLFENDER, MARTI, QUEIROZ, 2010;
MARTI, et al., 2014). Outra técnica hifenada que busca otimizar tempo e eficiéncia € a
que acopla a cromatografia liquida de alta eficiéncia a extracdo em fase sélida e a
ressonancia magnética nuclear (HPLC-PDA-SPE-RMN), permitindo a separacdo (ou
extracdo) e a identificacdo de forma on-line dos picos cromatograficos por RMN
(JOHANSEN et al., 2012; SIMMLER et al., 2014).

Estas analises atualmente estdo aliadas a testes estatisticos multivariados,
como analises hierarquicas e de componentes principais (GIKA et al., 2014; MEHL et
al., 2014; ZHOU et al., 2013), possibilitando analisar inimeras varidveis de estudo,
como por exemplo, a diferenciacdo de inimeros extratos de uma mesma planta ou de
outras plantas, permitindo ao analista definir que variavel, dentre inUmeras, € a mais
importante para o estudo, sendo melhor visualizado em gréaficos bidimensionais, como
os dendrogramas, Uteis para agrupar as semelhancas entre amostras (similaridades entre
extratos) representadas por pontos em espaco com dimensdo maior do que trés
(GOODARZI, RUSSELL, HEYDEN, 2013; MARTI, 2014; FARAG, PORZEL,
WESSJOHANN, 2012).
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Na flora brasileira ainda existem inlimeras espécies vegetais promissoras,
ndo incluidas na RENISUS, com constituicdo quimica e acbes farmacoldgicas
semelhantes as plantas constantes na lista, como por exemplo, Lippia alba (Mill) N. E.
Br. (erva-cidreira) Cymbopogon citratus DC. Stapf. (capim-santo), Myracrodruon
urundeuva (aroeira), Qualea grandiflora Mart. (pau-terra), que apresentam uso
disseminado na sociedade brasileira (OLIVEIRA, BARROS, MOITA NETO, 2010;
ROQUE, ROCHA, LOIOLA, 2010; MELO et al., 2007). Estas plantas, bem como
outras especies vegetais, além de favorecerem o uso sustentavel da biodiversidade
brasileira, fortalecem a agricultura familiar — gerando emprego e renda — e sdo
apresentadas como novas fontes terapéuticas.

Dentro deste contexto, as espécies de Byrsonima apresentam um grande
potencial quimico e bioldgico a ser explorado, destacando-se especialmente as espécies
Byrsonima crassifolia e Byrsonima fagifolia, que apresentam um maior ndmero de
estudos quanto as suas agOes farmacoldgicas e terapéuticas (GUILLON-SIMPLICIO,
PEREIRA, 2011).

1.1 Género Byrsonima

O género Byrsonima pertence a familia Malpighiaceae que compreende
77 géneros e 1300 espécies, sendo que 60 destes géneros encontram-se no continente
americano (DAVIS, ANDERSON, 2010). Caracteristicamente, Malpighiaceae apresenta
folhas simples, pecioladas ou sésseis, opostas, com ampla diversidade de flores e frutos.
Os individuos desta familia podem ser caracterizados como arvores, arbustos, lianas e
sdo encontrados nas regiGes tropicais e subtropicais no Brasil, o que torna
Malpighiaceae uma das familias botanicas mais frequentes no Cerrado (TAKASHI,
2007). Muitas espécies desta familia sdo usadas como medicinais em diversos paises
latino-americanos como algumas dos géneros Banisteriopsis, Diplopterys, Galphimia,
Heteropteris e Byrsonima. (GUILLHON-SIMPLICIO, PEREIRA, 2011; HEYWOOD,
1993).

O género Byrsonima é constituido por 130 espécies, concentradas em sua
totalidade, na Ameérica Tropical; deste total, 50% sdo encontradas no Brasil em
fisionomias campestres de cerrado (PEIXOTO, 2002; DAVIS, ANDERSON, 2010;
GONCALVES-ESTEVES, SOARES JUNIOR, FERREIRA, 2007). As espécies de
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Byrsonima, popularmente conhecidas como murici, apresentam especimes nas formas
de arbustos, arvores e subarbustos, ndo sendo identificado o tipo liana como em outros
géneros da familia Malpighiacea. Possuem inflorescéncias terminais pseudoracemosas,
com duas ou trés flores nas axilas de uma Unica bractea; corolas com simetria bilateral e
pétalas brancas, amarelo, rosas ou vermelhas, glabras na maioria das espécies e os frutos
drupéaceos; em algumas espécies a polpa é suculenta, normalmente de cor amarela
quando maduro (ANDERSON, 1981). O murici é usado também na construgdo civil, na
industria téxtil, na producdo de doces e para uso medicinal popular, sendo o uso das
folhas na forma de infusdo para o tratamento de Ulceras gastricas e diarreia bastante
comum em Byrsonima (AGUIAR; DAVID; DAVID, 2005; HEINRICH; RIMPLER,;
BARRERA, 1992; CACERES et al., 1993).

Vaérios trabalhos cientificos classicos relatam os estudos botanicos,
relacBes ecoldgicas, o uso medicinal popular, constituicdo quimica e atividades
farmacoldgicas das espécies de Byrsonima. Entretanto, apenas um nimero reduzido de
espécies foi estudado recentemente, no que se refere a fitoquimica e farmacologia,
sendo grande parte dos trabalhos concentrados nas espécies: Byrsonima coccolobifolia
Kunth, Byrsonima crassa Nied., Byrsonima crassifolia (L.) Kunth, Byrsonima fagifolia
Nied., Byrsonima intermedia A.Juss., e Byrsonima verbascifolia (L.) DC. (HIRUMA-
LIMA, et al., 2008; LIRA, et al., 2008; MALDINI, et al., 2009; RODRIGUES, 2007;
SANTOS, et al., 2012; SANNOMIYA, M. et al., 2007a; SANNOMIYA, M. et al.,
2007b).

Byrsonima verbascifolia, € um arbusto ou pequena arvore, com fruto
drupaceo e globoso, a madeira tortuosa é amarelada ou avermelhada e se apresenta
como uma planta exclusiva de cerrado (ARAUJO, 2009; ANDERSON, 2001), é usada
popularmente como laxante suave e no tratamento de febre e diarreia (CECILIO et al.,
2012), apresentando caracteristicas farmacoldgicas ndo mutagénicas e ndo genotoxicas,
(MALTA et al., 2012), antioxidante e antiproliferativa (MALTA et al., 2013) no que se
refere a extratos dos frutos. J& o uso de extratos das folhas, demonstraram nao possuir
efeitos teratogénicos, mutagénicos ou de imunoestimulacdo quando administrados em
ratos durante a gestacdo (GONCALVES et al., 2013) e a infusdo preparadas a partir das
folhas mostrou que a mesma é capaz de reduzir os danos causados no DNA induzidos
por doxorrubicina de células somaticas de Drosophila melanogaster (MEDANHA et

al., 2010). Ja o extrato metabdlico das folhas e raiz, mostraram atividades antiviral (para
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0 virus da herpes simples) e antibacteriana para Streptococcus faecalis; Mycobacterium
phlei; Bacillus subtilis; Staphylococcus aureus. (LOPEZ, HUDSON, TOWERS, 2001).

Segundo Batalha, Aragaki e Mantovani (1998), a diferenca fenotipica
entre Byrsonima verbascifolia em relacdo as especies Byrsonima coccolobifolia e
Byrsonima intermedia reside nas caracteristicas entre suas folhas. Byrsonima
verbascifolia apresenta folhas do tipo pilosas sésseis, congestas nos apices dos ramos,
Byrsonima coccolobifolia apresenta folhas ovais a orbiculares, com &pice obtuso e
Byrsonima intermedia apresenta folhas oblongo-lanceoladas, com apice agudo. Estas
trés espécies sdo utilizadas para o tratamento de doencas gastro intestinais, sendo
utilizadas principalmente para o tratamento de diarreias e Ulceras gastricas
(GUILLHON-SIMPLICIO, PEREIRA, 2011).

As folhas Byrsonima intermedia sdo usadas popularmente para
tratamento de pedra nos rins e na vesicula biliar, inflamacdo da préstata, ma digestdo,
verminoses (ALMEIDA et al., 2005), diarreias, Ulceras gastricas, febre, infeccdes da
pele, dor de estbmago, diurético e anti-asmatico (SANNOMIYA et al., 2007b;
RINALDO et al., 2010). As atividades farmacoldgicas das folhas sdo amplas nesta
espécie, havendo relatos de atividades anti-inflamatoria e antinociceptiva (0 mesmo
sendo apontando para as raizes) (ORLANDIA et al., 2011), além disso, em estudo
recente em roedores, o extrato metanolico das folhas de Byrsonima intermedia
apresetaram capacidade gastroprotetora por inibir e reduzir lesbes gastricas, duodenais,
curando e prevenindo os efeitos da diarreia quando administrado por via oral a roedores
por até 14 dias (SANTOS et al, 2012). Foram observadas ainda atividades
antimicrobiana (MICHELIN et al., 2008) e mutagénica in vitro, porém ndo sendo
observada mutagenicidade in vivo (SANNOMIYA, 2007b).

Poucos sdo os trabalhos disponiveis relacionando os constituintes
quimicos sobre Byrsonima coccolobifolia. Porem, recentemente, Rinaldo (2010)
demonstrou a presenca da catequina e epicatequina em extratos metandlicos das folhas.
Outro trabalho bastante relevante, demonstrou atividade leishmanicida de substancias
isoladas e identificadas nas folhas desta espécie, como isoquercetrina, quercetrina, (+) -
siringaresinol e trigonostemona (SOUZA et al., 2014).

Sem duavida, as trés espécies mais estudadas no género Byrsonima sao
Byrsonima crassa Nied., Byrsonima crassifolia (L.) Kunth, Byrsonima fagifolia Nied,
apresentando diversos trabalhos de identificacdo, isolamento e quantificagdo de

substancias quimicas, bem como, de ac¢bes farmacoldgicas e uso medicinal popular.
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Discorrer sobre as caracteristicas quimicas, botanicas, medicinais de Byrsonima
crassifolia é de certa forma descrever as demais espécies citadas, por apresentar
caracteristicas botanicas, farmacologia e fitoquimica semelhantes e também por ser a
espécie com maior nimero de trabalhos cientificos publicados segundo Scifinder®.

Byrsonima crassifolia € um arbusto ou arvore de até 5 m de altura com
ramos ndo lenticelados, com folhas persistentes, opostas disticas, discolores, coriéceas,
ovaladas a elipticas, inflorescéncias racemosas. Também apresentado flores na forma de
inflorescéncia, as pétalas podem ser amarelas, unguiculadas, margem fimbriada,
estandarte e glandular, com fruto nuculanio, globoso, rugoso, carnoso, glabro, nédo
alado, é&pice arredondado, amplamente distribuida nas Américas central e do sul.
(ALEXANDRINO, DE SOUSA, BASTOS, 2011).

Na medicina popular, as folhas e cascas desta planta sdo 0s mais
utilizados, sendo aplicados no tratamento de vaginites, diarreia, asma, dor de dente
(PERAZA-SANCHEZ et al., 2007), distirbios gatrointestinais e inflamacdes
ginecoldgicas (HEINRICH et al.,, 1998) e no tratamento de feridas (LEONTI et
al.,2001).

Estudos farmacol6gicos com extratos hidroalcodlicos das cascas de B.
crassifolia relatam atividades antioxidantes (SILVA et al., 2007), espasmogenicas
(BEJAR et al., 1995), bactericida (PERAZA-SANCHEZ et al., 2007), fungicida,
leishmanicida e anti-inflamatoria topica (MALDINI et al., 2009), enquanto que o
extrato das raizes obtidos com acetato de etila mostrou ser antimicrobiano para as cepas
Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella typhi, Shigella flexneri,
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epididermis, Streptococcus pneumoniae and
Micrococcus luteus. (MARTINEZ-VAZQUEZ et al., 1999).

Ainda na parte farmacologia, nos frutos de Byrsonioma crassifolia foram
identificados diversos acidos graxos e carotenoides, demostrando uma alta atividade
antioxidade dependente da presenca dessas substancias e compostos fendlicos
(MARIUTTI, RODRIGUES, MERCADANTE, 2013; RIBEIRO, 2013). Ja o estudo de
Perez-Gutierrez (2010), evidenciou a ac¢do antilipemica, antiglicemica e antiglicacéo dos
extratos das folhas e sementes, além de acdo anti-inflamatoria do extrato hexanico das
sementes em animais pelo mecanismo de inibicdo da a¢do do Oxido nitrico. (PEREZ-
GUTIERREZ, 2013).

O extrato hidroalcodlico das folhas atividade antioxidade,

antiulcerogénico, citotoxica, antinociceptivo, anti-inflamatéria (POMPEU et al., 2012)
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enguanto que o extrato metandlico exibiu atividades antidepressivas (HERRERA-RUIZ
et al., 2011) e diversas acdes neuroldgicas no sistema nervoso central. (MORALES et
al., 2001).

Trabalhos cientificos relacionados a estas espécies, demostram que a
fitoquimicas dessas espécies revelaram a presenca de catequinas e seus derivados, acido
gélico e seus derivados, derivados do acido quinico e derivados, aléem de quercetina,
mono, di, ou tri O-glicosilados ou conjugadas com o &cido galico, amentoflavona,
triterpenos simples, esteroidais e saponinas, acidos graxos, carotenos e aminoacidos
(SANNOMIYA et al., 2007a; AGUIAR, DAVID, DAVID, 2005, SANNOMIYA et al.,
2005a; LIRA etal., 2008; SANNOMIYA et al., 2005b).

Guilhon-Simplicio e Pereira (2011) publicaram uma revisdo bibliogréfica
sobre as atividades bioldgicas de varias espécies de Byrsonima, relacionando as partes
das plantas usadas para a identificacdo de substdncias quimicas, atividades
farmacoldgicas, bem como, o uso destas plantas na medicina popular. Entretanto, o
trabalho destes autores ndo considerou algumas espécies, por isso, através do Quadro 1,
relacionaram-se as substancias identificadas no género Byrsonima, destacando-se as
espécies citadas anteriormente no texto. Os estudos fitoquimicos do género, foram
propositalmente pouco explorados no texto, com o intuito de facilitar a leitura e evitar
repeticbes demasiadas, uma vez que muitas substancias identificadas séo relatadas em
varias espécies do género Byrsonima.

O Quadro 1, baseado no trabalho de Guilhon-Simplicio e Pereira (2011), foi
atualizado por referéncias mais recentes, e também estdo dispostas as atividades
farmacoldgicas e os usos populares das folhas de Byrsonima spp.
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Considerando que algumas espécies de Byrsonima possuem um grande
potencial bioldgico, e estdo incluidas no Projeto Biota-Fapesp nimero 2009/52237-9,
foram selecionadas as espécies Byrsonima correifolia A.Juss, Byrosnima coocolobifolia
Kunth, Byrsonima fagifolia Nied., Byrsonima intermedia A. Juss., Byrsonima
ligustrifolia Mart. e Byrsonima verbascifolia (L.) DC., para o estudo dos extratos
polares por técnicas hifenadas, particularmente UHPLC-PDA-ESI-TOF-MS e UHPLC-
ESI-TOF-MS.

2. OBJETIVOS

2.1. Objetivos gerais:
Aprofundar o conhecimento sobre a constituicdo quimica das folhas de
espécies do género Byrsonima.

2.2. Objetivos especificos:

v" Preparar extratos hidroalcodlicos das folhas das espécies: Byrsonima
correifolia, Byrsonima coocolobifolia, Byrsonima fagifolia, Byrsonima intermedia,
Byrsonima ligustrifolia e Byrsonima verbascifolia ;

v Isolar por métodos cromatograficos e identificar por métodos
espectroscopicos e espectrométricos as substancias dos extratos hidroalcoolicos das
folhas das espécies de Byrsonima selecionadas neste trabalho;

v Obter os fingerprints por UHPLC-PDA-ESI-TOF-MS dos extratos
hidroalcodlicos das folhas de Byrsonima selecionadas neste estudo.

v" Identificar por UHPLC-ESI-TOF-MS as substancias existentes nos
extratos hidroalcodlicos das folhas das espécies de Byrsonima selecionadas neste
trabalho ;

v" Realizar analise multivariada dos dados obtidos por UHPLC-ESI-TOF-
MS, dos extratos hidroalcodlicos das folhas das espécies de Byrsonima selecionadas
neste trabalho a fim de verificar as diferencas quimicas entre as espécies e

selecionar possiveis marcadores quimicos de cada espécie.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Materiais
Percolador de aco inox com capacidade de 20 L.
Rotaevaporador modelo Laborota 4001 — efficient, marca Heidolph®
Bomba a vacuo modelo Rotavac valve control Heidolph®
Estufa de secagem de vidrarias Quimis®
Estufa de secagem de material vegetal
Liofilizador da marca Savant Instruments INC., modelo Micro Modulo
Estufa de secagem de material vegetal
Estufa de secagem de vidraria
Resina Poliamida 6® (Fluka)
Metanol P.A
Metanol grau CLAE
Acido Férmico grau CLAE (Fluka®).
Agua destilada
Agua Mili-Q® (Millipore Corporation)
Diclorometano P.A
Coluna filtrante - VLC
HPLC HP-1100 (Hewlett Packard, Palo Alto, CA, USA), equipado com bomba

binaria de solventes com detector DAD e injetor automatico e HP1090 serie 1l (Hewlett

N N N N T N N N N N N N N N N RN

Packard, Palo Alto, CA, USA) com bomba quaternaria de solventes, detector DAD e
injetor automatico, ambos 0s equipamentos controlados pelo software Agilent
ChemStation 8.01.

v Coluna XBriged™ C18 (250 x 4.6 mm, 5um)

v Quercetina, Rutina e Acido galico (Sigma Aldrich®).

v Coluna Zeoprep 60 A silice C18 irreguliere, (250 x 4,6 mm, 15-25 um).

v Cartuchos fase reversa a base de octadecilsilano com 100 mg.mL™ (50 pm,
Finésterre®, tamanho do poro de 60A),

v Membranas de PTFE (politetrafluoroetileno, Teflon®, Millipore®) com poro de
0,45 ou 0,20 pm.

v Espectrometro de massas utilizado foi o LCQ Fleet da Thermo Analitica, com
software Xcalibur 2.1 Thermo Scientific Foundation 1.0.1.

v Coluna de vidro da Buchi nas dimensdes de 460 x 49 mm
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v Bombas LC-9A Shimadzu, acoplada a um gradiente Buchi Gradiente former B-
687.

v Fase estacionaria Zeoprep 60A silice C18 irreguliere, 15-25 um i.d.

v Espectrometro de massas Micromass-LCT Premier Time of Flight da Waters
(Mildford, MA, USA) com Eletrospray (ESI) acoplado com sistema Cromatografia
Liquida de Ultra Eficiéncia Acquity UPLC system da Waters com uma bomba de
cromatogréfica liquida da Shimadzu LC-ADvp.

v Coluna Acquity BEH C18 UPLC (Waters) (150 mm x 2,1 mm i.d., 1.7 um)

v Cromatdgrafo liquido com bomba binaria Shimadzu LC-8A equipada com
detector SPD-10A VP Shimadzu UV-Vis (Kyoto, Japdo) em um fluxo de 10mL.min-1
com uma coluna XBriged™ C18 (150 x 19 mm, 5um).

v Espectrometro Varian Inova 500 MHz (Palo Alto, CA, USA) sendo controlado
pelo software Varian VNMR da Sun Workstation (Santa Clara, CA, USA).

v Solventes deuterados, MeOD e DMSO-ds (Dr Glaser, Basel, Suiga) a 25°C, os
deslocamentos dos sinais obtidos foram indicados em ppm relativos ao tetrametilsilano
(TMS).

v Placas de Aluminio de gel de silica 20 x 20 cm para CCDC

3.2. Procedimentos experimentais

3.2.1. Coleta e preparo do material vegetal

As folhas de Byrsonima fagifolia e B. verbascifolia foram coletadas no
municipio de Porto Nacional — TO (10°09'41" S e 48° 14' 11"W). A identificacdo foi
feita pelo Dr. Eduardo Ribeiro dos Santos e as exsicatas n° 743 e 481 devidamente
depositadas no Herbéario da Universidade Federal do Tocantins.

As folhas da espécie B. ligustrifolia foram coletadas no municipio de
Pratania-SP (22°15' 54" S e 47°47' 49" W), pelo Dr. Luiz Fernando R. de Almeida, e
exsicata do espécime coletado esta depositada nno Herbario da UNESP Botucatu, sob o
numero 24164. A espécie B. coccolobifolia foi coletada no municipio de Itirapina-SP,
na localidade de Cerrado de Grauna (22°15' 54" S e 47°47' 49" W), e as folhas de B.
intermedia foram coletadas no municipio de Pratania-SP, na fazenda Palmeira da Serra
(22° 49' 03" S 48°44' 39" W), sendo a identificacdo realizada pelo Prof. Dr. Jorge
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Tamashiro (IB-UNICAMP), com as exsicatas depositadas no herbario da Universidade
Estadual de Campinas (UNICAMP) sob os nimeros 1397 e 1426, respectivamente. As
folhas de B. correfolia foram coletadas por José de Sousa Lima Neto, no municipio de
José de Freitas (Pl), Eco Resort Nazareth (04°48' 4,8 S e 42°37'59,1" W), identificada
por Andréia Maria de Sousa Silva, sendo sua exsicata depositada no Herbario Graziella
Barroso da Universidade Federal do Piaui, sob o nimero 27151.

As folhas coletadas das espécies selecionadas foram separadas de outras
partes aéreas das plantas, secas em estufa a 40° C, até que as mesmas apresentassem
massa constante. Posteriormente, foram trituradas em moinho de facas e armazenadas

em ambiente ao abrigo da luz e em temperatura ambiente.

3.2.2. Preparo dos extratos

Os extratos hidroalcodlicos das folhas de espécies de Byrsonima
selecionadas para este estudo foram preparados com folhas secas e moidas em moinho
de facas. Os pos foram separadamente intumescidos com 2 littros de etanol/agua (7:3,
v/Vv) pelo periodo de 2 horas. Em seguida, foram levados aos percoladores de ago inox
(20L), seguindo a proporcéo solvente: p6 vegetal de 5:1 (v/v), com fluxo de 2 mL.min™
Kg (PRISTA, 1995).

O solvente foi eliminado em rotaevaporador modelo Laborota 4001 —
efficient, marca Heidolph®, equipado com bomba de pressdo reduzida modelo Rotavac
valve control Heidolph®. O residuo de agua do extrato foi eliminado com uso de
liofilizador da marca Savant Instruments INC., modelo Micro Modulo. Os extratos

secos foram triturados em almofariz e armazenados em frascos &mbar a 4°C.
3.2.3. Fracionamento dos extratos
3.2.3.1. Extracdo em Fase Sélida (EFS ou SPE) — Poliamida
Os extratos hidroalcoolicos de Byrsonima foram submetidos a extragdo em
fase solida em Poliamida-6® (Fluka). Esta resina é utilizada para retirar taninos que

comumente interferem na avaliagdo dos extratos por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia com Arranjo de Fotodiodos (HOSTETTMANN, K., MARSTON,
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HOSTETTMANN, M., 1997). Para isso, foi necessario uma otimizacdo quanto ao
processo de extracdo, em relacdo ao solvente extrator e a quantidade de extrato a ser
utilizada no cartucho de EFS. Os cartuchos apresentavam volumes de 6 mL e foram

preparados com 500 mg de poliamida, utilizando 65 mg de extrato para a extragéo.

3.2.3.2. Cromatografia liquida a Pressdo Reduzida (CLPR)

Uma vez determinada & otimizacdo na EFS com poliamida em cartucho e
avaliados os eluatos obtidos por CLAE-DAD, passou-se a utilizar a Cromatografia
Liquida a Pressdo Reduzida (CLPR) para a extracdo em maior escala dos extratos,
respeitando-se a propor¢do extrato/poliamida e o solvente extrator selecionado. A fim
de obter-se quantidade significativa para todas as analises, principalmente CLMP
(Cromatografia Liquida de Média Pressdo), foram utilizados 7 g de cada extrato nesta
etapa; como fase estacionaria utilizou-se a poliamida (100 g), e como fase mdvel
MeOH (5 x 250 mL).

3.2.4. Obtencédo e Analise dos constituintes quimicos
3.24.1. Cromatografia de Camada Delgada Comparativa (CCDC)

Os extratos obtidos pelo processo de percolacédo e pela EFS com poliamida
foram analisados em cromatografia de camada delgada comparativa (CCDC). Vérias
fases mdveis foram utilizadas, porém, a que apresentou melhor resolucdo foi a
Metanol/Diclometano (8:2, v/v), como eluente, com o revelador de Godin (vanilina:
acido sulfarico a 5% 1:1), para verificar a presenca de algumas classes especificas de
metabolitos secundarios (WAGNER; BLADT,1996). Também foram utilizados o0s

padrdes quercetina, rutina e acido galico (Sigma Aldrich®).

3.2.4.2. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia acoplada a detector
de Arranjo de Fotodiodos (CLAE-DAD)

A Cromatografia liquida de Alta Eficiéncia Acoplada ao Detector de
Arranjo de Fotodiodos (CLAE-DAD) foi usada para analisar qualitativamente o0s
extratos e fragOes, para otimizar e auxiliar nos processos de separacdo e isolamento de

compostos quimicos, bem como para verificar a pureza destes compostos. Tambem foi
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utilizada para otimizar as condi¢cdes cromatograficas na Cromatografia Liquida de
Média Pressdo (CLMP) e na Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia em escala Semi-
Preparativa com detector no UV (CLAESP-UV). Os equipamentos utilizados foram:
HPLC HP-1100 (Hewlett Packard, Palo Alto, CA, USA), equipado com bomba binaria
de solventes com detector DAD e injetor automatico; e HP1090 serie Il (Hewlett
Packard, Palo Alto, CA, USA), com bomba quaternéaria de solventes, detector DAD e
injetor automéatico. Ambos os equipamentos foram controlados pelo software Agilent
ChemStation 8.01. Todas as fracGes obtidas na CLMP, foram analisados usando uma

coluna XBriged™

C18 (250 x 4.6 mm, 5um), com 0 seguinte sistema de solventes: A)
agua + acido formico 0,1%; B) metanol + &cido férmico 0,1%, eluidos em gradiente
linear: 5% B mantido por 2 minutos, 100% B em 60 minutos com fluxo de ImL.mint;
deteccdo UV nos seguintes comprimentos de onda: 210, 254, 280 e 366 nm. Foi
utilizada ainda uma coluna Zeoprep 60A silice C18 irreguliere, (250 x 4,6 mm, 15-
25um), para as otimizagdes na separagdo dos constituintes na CLMP. Para as analises
dos compostos isolados na CLAESP-UV, as condi¢des foram as mesmas dos extratos e

fracdes, porém o gradiente linear foi desenvolvido em 30 minutos de analise.

3.2.4.3. Pré-tratamento dos extratos por EFS (SPE — C18)

Os extratos hidroalcodlicos e 0s extratos tratados em poliamida foram
submetidos a analise qualitativa em CLAE-DAD. Nessa etapa foram utilizados apenas
solventes grau CLAE e Agua Milli-Q (Milipore®). Na etapa preliminar, do clean up dos
extratos, foram utilizados cartuchos fase reversa a base de octadecilsilano com 100 mg e
1 mL (50 pum, Finésterre®, tamanho do poro de 60 A), sendo as solucdes resultantes
filtradas em membranas de PTFE (politetrafluoroetileno, teflon®, Millipore®) com poro
de 0,45 ou 0,20 pm.

Utilizaram-se 20 mg do material de estudo, sendo solubilizados em 0,5 mL
de dgua:metanol na proporcéo de 15:85 (v/v), com auxilio de ultrassom, e aplicados em
cartuchos com fase estacionaria reversa. O cartucho foi previamente ativado com 5 mL
de MeOH, 5 ml de H,O e ambientado com 5mL do eluente selecionado (agua:metanol
(85:15, v/v). Por fim, o material foi eluido com 15 mL de agua:metanol (85:15, v/v),
filtrado em membrana PTFE (Millex®) 0,22 um e, posteriormente, seco em evaporador

rotativo.
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No preparo das amostras para andlise em CLAE-DAD, o material seco
obtido no clean-up foi dissolvido em no maximo 2 mL de agua:metanol (15:85, v/v),
mantendo-se, com isso, a concentracdo final de anélise de 10 mg.mL™. Em seguida, foi

armazenado em vial para analise subsequente em CLAE-DAD.

3.2.4.4. Analise dos extratos hidroalcocdlicos de Byrsonima por FIA-
ESI-IT-MS"

Os extratos hidroalcoolicos das folhas de Byrsonima spp. foram analisados
separadamente, por ESI-IT-MS", em um espectrometro de massas LCQ Fleet, Thermo
Scientific., equipado com um dispositivo de insercdo direta da amostra via analise por
injecdo em fluxo continuo (FIA). As amostras foram ionizadas por electrospray (ESI) e
as fragmentacdes em multiplos estagios (MS?, MS®... MS") foram realizadas em uma
interface do tipo ion-trap (IT). O modo negativo foi escolhido para a geracdo e a analise
dos espectros de massas em primeira-ordem (MS), bem como para 0s demais
experimentos em mltiplos estagios (MS"), sob as seguintes condi¢Ges: voltagem do
capilar —4 V, voltagem do spray -5 kV, temperatura do capilar 280 °C, gas de arraste
(N2) fluxo 60 (unidades arbitrarias). A faixa de aquisicdo foi m/z 50-1000, com dois ou
mais eventos de varredura realizados simultaneamente no espectrdmetro de massas
LCQ. O primeiro evento foi uma varredura completa (full-scan) do espectro de massas
para adquirir os dados dos ions na faixa m/z estabelecida. Os demais eventos foram
experimentos MS", realizados a partir dos dados da primeira varredura para fons
precursores pré-selecionados com energia de colisdo entre 25 e 30% da energia total do
instrumento. O software Xcalibur versdo 1.0 (Thermo Scientific®) foi utilizado durante
a aquisicao e o processamento dos dados espectrométricos.
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3.24.5. Cromatografia liquida de Ultra Alta Performace acoplada a
detector de Arranjo de Fotodiodos e Espectrometro de Massas
com alta resolugdo com ionizacdo em eletrospray e analizador de
tempo de voo (UHPLC-PDA-ESI-TOF-MS)

Anédlises dos extratos por UHPLC-PDA-ESI-TOF-MS foram realizadas no
equipamento EspectrOmetro de massas Micromass-LCT PremierTime of Flight da
Waters (Mildford, MA, USA) com eletrospray (ESI) acoplado com sistema
Cromatografia liquida de Ultra eficiéncia Acquity UPLC system da Waters. A detecgédo
foi feita nos modos negativo e positivo com range de m/z 100-1000 e tempo de
scaneamento de 0.2 s. As condicdes do eletrospray, para os dois modos de ionizagéo:
Voltagem do capilar de 2800 V e 40 V para voltagem do cone, temperatura da fonte de
120 °C, temperatura de desolvatacao de 250°C, fluxo de gas no cone de 20L/h e fluxo de
gas de 800L/h para desolvatacdo. A calibracdo interna do aparelho foi feita com uma
solucgéo de leucina encefalina Sigma-Aldrich (Steinheim, Alemanha) na concentragéo de
Sum.mL™ infundida no fluxo de 5pL.min™, através do uso de uma bomba de
cromatografica liquida da Shimadzu LC-ADvp. A separacdo foi realizada em coluna
Acquity BEH C18 UPLC (Waters) (150 mm x 2,1mm i.d., 1,7 pm); elui¢do em modo
gradiente com fluxo de 0,3 ml.min™ com o seguinte sistema de solventes: A) &gua +
acido formico 0,1%; B) acetonitrila + &cido formico 0,1%; 2 — 98% B em 7 minutos e 2-
98% em 40 min, com volume injetado de amostra de 5ul. Utilizou-se &cido formico para
melhor ionizacdo das moléculas (QUEIROZ, HOSTETTMANN, WOLFENDER,
2012). Os dados obtidos foram processados por software MassLynx versdao 4.1. A
comparacgado de todos os cromatogramas obtidos foi realizada pelo tempo de retencéo de
cada pico com uma tolerancia de = 0,05 minutos e tolerancia de massa de * 0,05 Da, e
pela ferramenta elemental composition do software, com vistas & obtencdo da formula
molecular do ion precursor (elementos utilizados: C, H, O e N com tolerdncia menor
que 5 ppm). Uma vez identificada(s) a(s) formula(s) molecular(es), adicionada(s) a
ela(s), fez-se necessario o uso de bibliotecas e base de dados, como por exemplo,
Scifinder®, Sciencedirect®, Web of science®, Pubmed® Chemspider®, PubChem®
Dictionary of Natural Products® e, em alguns casos, as “Sete regras de ouro da
espectrometria de massas de Kind e Fiehn” (Seven Golden Rules of Kind and Fiehn em

uma planilha Microsoft Excel®).
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3.24.6. Otimizacdo do meétodo de separacdo dos constituintes das
misturas dos extratos de Byrsonima por Cromatografia Liquida
de Alta Eficiéncia acoplada ao Detector de Arranjo de Fotodiodos
(CLAE-DAD)

Os extratos provenientes das andlises descritas no item 3.2.3.2 de cada
espécie estudada (1,2 g) foram misturados, solubilizados em &gua/metanol (85:15, v/v)
e filtrados em filtro 0,22um: uma aliquota (10 mg.mL™) foi analisada em um
cromatografo liquido de alta eficiéncia da Agilent, utilizando as condicGes otimizadas
em uma coluna XBriged™ C18 (250 x 4,6 mm, 5 pum), cOm o Seguinte sistema de
solventes: A) agua + acido formico 0,1%; B) metanol + acido formico 0,1%, eluidos em
gradiente linear: 5% B mantido por 2 minutos, 100% B em 60 minutos. O método de
separacdo dos constituintes desta analise foi checado através da utilizacdo de uma
coluna Zeoprep 60A silice C18 irreguliere, (250 x 4,6 mm, 15-25um). O método
desenvolvido foi: gradiente linear 4gua-metanol com fluxo de 1 mL.min™, 5% B por 2
minutos; 68% B até 210 minutos; 100% B em 230 minutos e, posteriormente, mantido
por 20 minutos. A Tabela 1 apresenta os dados de transposigdo “scale up” para coluna
de CLMP.

3.2.4.7. Fracionamento por CLMP dos extratos provenientes da

Extracdo em Fase Solida (EFS) — Poliamida

Uma vez definidas as condi¢cbes de otimizacdo da separagdo dos
constituintes dos extratos tratados em poliamida (item 3.2.4.6), realizada em coluna
analitica Zeoprep 60A silice C18 irregular, (250 x 4.6 mm, 15-25um), foi necessario
realizar a transposicdo das condigdes encontradas em CLAE-UV-DAD para a coluna
utilizada na CLMP. O equipamento utilizado consistia em duas bombas LC-9A
Shimadzu, acopladas a um gradiente Buchi Gradiente former B-687, detector modelo
UV detector K-2001, operando um comprimento de onda de 254 nm, e PicoLog 1000
series, como registrador . A coluna de vidro da Buchi, com dimensdes de 460 x 49 mm,
foi preenchida pela fase estacionaria Zeoprep 60A Silice C18 irreguliere, 15-25 um i.d,
com volume morto em 406 mL e dweel volume de 16,5 mL; devido ao controle da
pressdo interna do sistema, foi usado o fluxo de 3,5 ml.min™ e fracdes coletadas em
volume de 50 mL cada (GUILLARME et al., 2007).
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3.2.4.8. Analise das fragdes obtidas por CLMP por CLAE-DAD

As fracOes obtidas do fracionamento por CLMP (item 3.2.4.7) foram
analisadas em um cromatografo liquido de alta eficiéncia HP1090 serie Il (Hewlett
Packard, Palo Alto, CA, USA), com bomba quaternaria de solventes, detector DAD e
injetor automatico, ambos o0s equipamentos controlados pelo software Agilent
ChemStation 8.01, com uma coluna XBriged™ C18 (250 x 4.6 mm, 5um), com 0
seguinte sistema de solventes: A) agua + acido férmico 0,1%; B) metanol + acido
formico 0,1%, eluidos em gradiente linear: 5% B mantido por 2 mintutos, 100% B em
60 minutos, com fluxo de 1 mL.min"; deteccdo UV nos seguintes comprimentos de
onda de 210, 254, 280 e 366 nm.

3.2.4.9. Isolamentos das substancias por Cromatografia liquida de
alta eficiéncia Semi-Preparativa com detector UV (CLAESP-UV)

Para o isolamento das substancias provenientes das fracGes obtidas por
CLMP (item 3.2.4.8), foi utilizado um cromatografo liqguido com bomba binéria
Shimadzu LC-8A, equipada com detector SPD-10A VP Shimadzu UV-Vis (Kyoto,
Japdo), em um fluxo de 10 mL.min*, com uma coluna XBriged™ C18 (150 x 19 mm,
5um). O sistema de solventes empregado foi: A) agua + 0,1% de acido formico e B)
MeOH +0,1% écido férmico em um fluxo de 10 mL.min™.

O modo isocratico de eluicdo com 2%B foi aplicado para a fragdo BM-10-
12 e BM-26-27; para a fragdo BM-33-37, utilizou-se 5%B, no mesmo modo de eluicdo.
As fracdes BM- 171-177 e BM-179-184 foram eluidas por modo isocratico, com 16%
B;de modo semelhante, porém com 30% do solvente B, foram eluidas as fracbes BM
386-388 e BM-437-439. Por fim, a fragdo BM-64-95 foi a Gnica em que foi empregado
0 modo gradiente de 6 a 12% B para o isolamento de substancias.

3.2.4.10. Analise das substancias isoladas do fracionamento por
CLAESP-UV) por HPLC-ESI-IT-MS".

As substancias isoladas por CLAESP-UV (item 3.2.4.9) foram analisadas
separadamente, on-line por HPLC-ESI-IT-MS", em um espectrometro de massas LCQ

Fleet, Thermo Scientific. As separag0es por HPLC foram realizadas utilizando-se as
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mesmas condic¢des cromatograficas descritas no item 3.2.4.6, com diferenca no tempo
de eluicdo: A) &gua + acido formico 0,1%; B) metanol + &cido férmico 0,1%, eluidos
em gradiente linear: 5% B mantido por 2 minutos, 100% B em 30 minutos com fluxo de
1mL.min™; deteccdo UV nos seguintes comprimentos de onda: 210, 254, 280 e 366 nm.

As andlises dos espectros de massas das substancias foram realizadas

conforme dados descritos no item 3.2.4.4.
3.2.4.11. Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear

As determinagdes estruturais das substancias isoladas dos extratos
hidroalcodlicos das espécies estudadas foram feitas por espectroscopia de Ressonancia
Magnética Nuclear (RMN). Os espectros de RMN de H e de *C a 11,7 T foram
obtidos no espectrémetro Varian Inova 500 MHz, por sua vez, controlado pelo software
Varian VNMR da Sun Workstation. Todos os experimentos de RMN foram realizados
utilizando solventes deuterados, DMSO-d6 e CD3;OD a 25°C, e os deslocamentos dos

sinais obtidos foram indicados em ppm () relativos ao tetrametilsilano (TMS).

3.2.4.12. Cromatografia liquida de Ultra Alta Performace acoplado ao
Espectrometro de Massas com alta resolugdo com ionizacdo em
eletrospray e analizador de tempo de v6o (UHPLC-ESI-TOF-
MS).

A fim de obter os valores das massas em alta resolucéo e sua diferenciacao
no cromatograma, as substancias identificadas no item 3.2.4.11, foram encaminhadas
para analise por UHPLC-ESI-TOF-MS. Foram realizadas no equipamento
Espectrometro de massas Micromass-LCT PremierTime of Flight da Waters (Mildford,
MA, USA), com eletrospray (ESI) acoplado, com sistema de Cromatografia Liquida de
Ultra Eficiéncia Acquity UPLC system da Waters. A deteccdo foi feita no modo
negativo com range de m/z 100-1000 e tempo de scaneamento de 0,3 s. As condic¢des do
eletrospray para modo negativo: Voltagem do capilar de 2800 V e 40 V para voltagem
do cone, temperatura da fonte de 120 °C, temperatura de desolvatacdo de 350°C, fluxo
de gas no cone de 20L/h e fluxo de gas de 800L/h para desolvatacdo. A calibragédo
interna do aparelho foi feita com uma solucdo de leucina encefalina Sigma-Aldrich

(Steinheim, Alemanha) na concentragao de 2 um.mL'1 infundida no fluxo de 10puL/min,
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usando uma segunda bomba de cromatografica liquida da Shimadzu LC-10ADvp
(Duisburg, Alemanha).

A separacdo foi realizada em coluna curta Acquity BEH C18 UPLC
(Waters) (150 mm x 2,1 mm i.d., 1,7 pm), mantida a 60°C, com eluigdo em modo
gradiente com fluxo de 0,3 ml.min™ e com os seguintes solventes empregados: A) 4gua
+ &cido férmico 0,1%; B) acetonitrila + acido férmico 0,1%. O gradiente linear iniciou
com 2% B, passou para 98% B, em 6 minutos, e foi mantido por mais 0,80 minutos. A
condicdo inicial foi reestabelecida para 2%B em 6,80 minutos e foi mantida durante 1,2
minutos. Os dados obtidos foram processados pelo software MassLynx versdo 4.1. O
espectro de UV foi obtido entre 200 e 450nm, com resolucdo de 1,2 nm. A comparagéo
de todos os cromatogramas obtidos foi realizada pelo tempo de retencdo de cada pico
com uma tolerancia de + 0,05 minutos e tolerancia de massa de + 0,05 Da, e ainda pela
ferramenta elemental composition do software, com o propdsito de obter a férmula

molecular do ion precursor (elementos utilizados: C, H, O e N com tolerdncia menor

que 5 ppm).

3.2.4.13. Analise Multivariada dos dados de UHPLC-ESI-TOF-MS dos
extratos hidroalcodlicos e das substancias isoladas de Byrsonima

SpPp.

A Anélise multivariada de componentes principais (PCA) e agrupamento
hierarquico (HCA) das massas obtidas na analise por UHPLC-ESI-TOF-MS dos
extratos Byrsonima spp. foram realizadas utilizando-se software IBM® SPSS versido
21.0. Foi analisado um conjunto de dados com 902 variaveis, referentes massas dos ions
moleculares encontradas na andlise das injecGes de cada extrato (em quintuplicata),
gerando uma matriz de dados de 30 x 902. Para a obtencdo do agrupamento hierarquico
das espécies utilizou-se 0 Método de Ward e a distancia Euclidiana quadrada das
médias, com pré-tratamento de dados atraves da analise de variacdo das médias obtidas
corrigidos pelo erro padrdo médio.

Para a analise dos componentes principais, 0s extratos foram analisados na
mesma matriz, utilizando a rotagdo varimax para facilitar visualizacdo da contribuicao
das variaveis em cada componente principal (DE MOURA et al., 2006) na a obtencgéo
dos pesos e escores, das variancias de cada componente principal e obtencdo dos

gréaficos ortogonais, IBM SPSS statistics® versdo 21.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Anélise por CLAE-DAD e extracao dos taninos

Inicialmente, os extratos hidroalcodlicos das folhas das espécies estudadas
do género de Byrsnonima foram fracionados por cromatografia em permeagéo em gel,
usando sephadex LH-20. Apenas com esta separacao inicial, ndo foi possivel obter uma
boa separacdo das substancias de interesse, devido a complexidade da matriz e a
presenca de taninos condensados e hidrolisaveis (STRINGANO et. al., 2011). Segundo
COLLINS (1998), os taninos pertencem a classe de substancias que afetam diretamente
a resolucéo e, consequentemente, a qualidade da andlise por CLAE-DAD e UHPLC-MS
(MOTILVA, SERRA, MACIA, 2013).

Deste modo, foi necessaria uma nova avaliacdo dos extratos por CLAE-
DAD, a fim de comprovar a presenca dos taninos e, em decorréncia, tragar uma nova
estratégia de isolamento dos metabdlitos secundarios dos extratos. As Figuras 1 a 3
mostram os perfis cromatograficos por CLAE-DAD da avaliacdo dos extratos em
gradiente linear de 5 a 100 de metanol em 60 minutos, comprovando a existéncia dos
taninos, (Tr = 20 a 40 minutos) e espectro no UV (banda com Amsx =280 nm e 270 nm)
(ZHANG et al., 2011).

Portanto, para melhorar a resolucdo dos cromatogramas apresentados, foi
necessario otimizar as condicdes de extracdo. Para tanto, utilizou-se cartuchos de
extracdo de fase solida, preenchidos com Poliamida-6 (P6), um método simples e eficaz
na retirada de taninos (IOSET et al., 2010). Primeiramente, avaliou-se a quantidade de
poliamida e de amostra e os eluentes empregados, sendo o resultado mensurado pelo
rendimento da extracdo e pelos perfis cromatograficos dos extratos obtidos pds-extracdo
por CLAE-DAD. Uma vez analisada a proporcdo da quantidade de extrato/resina de 65
mg de extrato para 500 mg de resina (IOSET et al., 2010), avaliou-se inicialmente a
eficiéncia dos solventes extratores (etanol e metanol P.A), como mostrado na Figura 4.
O solvente acetato de etila P.A também foi utilizado, entretanto, apresentou poucos
sinais no cromatograma e teve rendimento de massa inferior a 10%, ndo sendo, assim,
considerado satisfatorio para o prosseguimento dos estudos.

Os cromatogramas da Figura 4 mostram os perfis das extracbes com
metanol P.A para as espécies de Byrsonima (B. correifolia, B. coccolobifolia e B.
fagifolia).
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Figura 1 — Perfil cromatografico dos extratos hidroalcoolicos de espécies de

Byrsonima, leitura em A
item 3.2.4.2.).
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Byrsonima, leitura em A = 280 nm. (vide condi¢des cromatogréaficas:

Figura 2 — Perfil cromatografico dos extratos hidroalcodlicos de espécies de
item 3.2.4.2.).
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Figura 3 — Perfil cromatografico dos extratos hidroalcodlicos de espécies de

Byrsonima, leitura em A = 366 nm. (vide condigdes cromatograficas:

item 3.2.4.2.).
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Observa-se que ainda ha a presenca de picos caracteristicos de taninos (Tg = 20 - 40
minutos), contudo, com uma melhor visualizacdo dos picos cromatogréaficos.

Ja na Figura 5, os perfis das extracdes em Poliamida-6 com etanol P.A. das
mesmas espécies (B. correifolia, B.cocoolobifolia e B. fagifolia) evidenciaram a
eliminacdo dos taninos, tendo ocorrido, todavia, a perda de picos cromatogréficos,
quando comparados com extrato bruto hidroalcodlico e com a extracdo realizada com
metanol P.A.

Com isto, optou-se por realizar as extragdes com metanol P.A., pois, apesar
de néo eliminar completamente os taninos do extrato, houve a melhora da resolucéo dos
cromatogramas sem a perda significativa de picos cromatogréaficos, quando comparados

ao extrato hidroalcoodlico (Figuras 4 e 5).

4.2. Processo de separacdo dos constituintes dos extratos, otimizacdo da

separacdo por CLAE-DAD e transposicao para coluna de CLMP.

A fim de realizar a identificacdo dos constituintes quimicos dos extratos
estudados, misturou-se os seis extratos de Byrsonima tratados em poliamida para o
isolamento dos constituintes majoritarios por Cromatografia Liquida em Média Presséo
(CLMP). Para isso, foram otimizadas as condi¢Ges de isolamento da mistura dos
extratos denominada BM (Byrsonima mistura), conforme mostrado na Tabela 1. A
transposicdo dos dados da coluna analitica de CLAE para a coluna de CLMP foi
realizada pelo programa HPLC calculator (version 3) dos grupos de pesquisa em
Quimica Analitica e Produtos Naturais da Universidade de Genebra - UNIGE
(GUILLARME, 2007).

Nas Figuras 6A e 6B, pode-se visualizar os perfis cromatograficos de BM
em coluna analitica de alta resolucdo, Xbriged® (250 x 4,6 mm, 5 pm) e em coluna
Zeoprep (250 x 4,6 mm, 25um). A fase movel utilizada foi otimizada, conforme o
gradiente linear: inicio com 5% do solvente B (metanol) por 37 minutos, elevando a
68% de B até 210 minutos, e finalizando em 100% B em 230 minutos. Ao
compararmos 0s cromatogramas obtidos com a analise realizada nas duas colunas,
Xbriged (Figura 6A) e coluna Zeoprep (Figura 6B), podemos observar que a Figura 6B
apresenta um cromatograma de baixa resolugdo. Essa baixa resolugdo pode ser

explicada devido a irregularidade superficial e ao tamanho das particulas presentes na
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Comparacdo entre os perfis cromatogréaficos dos extratos hidroalcodlicos das
folhas de espécies de Byrsonima correifolia (A), Byrsonima coccolobifolia
(B) e Byrsonima fagifolia (C), em A= 280 nm. (vide condigdes
cromatograficas: item 3.2.4.2).
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Figura 5 - Perfil cromatografico dos extratos hidroalcodlicos de espécies Byrsonima
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correifolia (1), Byrsonima coccolobifolia (2) e Byrsonima fagifolia (3) e
Byrsonima ligustrifolia (3), leitura realizada em A = 254 nm. (vide
condicdes cromatogréaficas: item 3.2.4.2).
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fase estacionaria da coluna Zeoprep (250 x 4,6 mm, 15-25 um). Entretanto, particulas
maiores e irregulares aumentam 0s espacos intersticiais em colunas maiores, como as
utilizadas em separagbes por CLMP (460 x 49 mm, 15-25 um). Portanto, estas
caracteristicas podem compensar a pressao interna na coluna, fator critico e limitante na

separacdo cromatografica, por CLPM.

Tabela 1 - CondicGes cromatograficas utilizadas na otimizacdo da separacdo dos
constituintes quimicos da mistura de extratos hidroalcodlicos tratados em
coluna de Poliamida-6, com respectiva transposi¢cdo das condicdes para
coluna utilizada na cromatografia liquida de media pressao (CLMP).

CLAE CLMP

Comprimento da 250 mm Comprimento da 460 mm
coluna coluna

Diametro da coluna 4,6 mm Diametro da 49 mm
coluna

Tamanho da 5 um Tamanho da 25 um

particula particula

Volume morto 2,64 mL Volume morto 406 mL

Dwell volume 0,95 mL Dwell volume 16,5 mL

Fluxo 1mL.min*t Fluxo 3,5mL.min-1

Programacgdo | Tempo | A% | %B Programacdo | Tempo | A% | %B

(minutos) (minutos)
Condicoes 0,00 95 5 Condicbes 0,00 95 5
iniciais iniciais
Inicio 2,00 95 5 Inicio 37,03 95 5
3 210,00 32 68 3 9264,30 32 68
4 230,00 0 100 4 10143,09 0 100

5 250,00 0 100 5 11021,98 0 100
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Figura 6 — Perfil cromatografico de BM ap06s a otimizacao de separacdo das substancias
quimicas em diferentes colunas cromatograficas utilizadas em CLAE-DAD.
(vide condicBes cromatograficas: Tabela 1.

_DAD1B, Sig=254,4 Ref=5604 (LIMANETO\BMXBGO00L.D)

0] Z1 & Coluna Xbrigde (250 mm x 4,6 mm, 5 um)
Z4

z2
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i |-

“ 71 ColunaZeoprep (250 mmx 4,6 mm, 25 pum)

N Z2 “ B
| 73
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Legenda: A — anélise realizada em coluna a Xbriged 250 x 4.6 mm, 5pum; B — anélise realizada em coluna
a Zeoprep, 250 x 4,6 mm, 25um; Z — zonas de interesse para a separacdo dos constituintes
quimicos.

Nas Figuras 7A e 7B, é mostrado o processo de separacdo e o perfil
cromatografico obtido em coluna de CLMP, respectivamente. Como mostrado no
gréafico, foram necessarias 182 horas para a finalizacdo do fracionamento do extrato de
BM, perfazendo um total 776 fracBes. A partir da fracdo 658, ndo foi possivel a
deteccdo de novas fragdes, utilizando-se detector no UV. Fracfes posteriores a estas
foram reunidas pelas caracteristicas cromatograficas exibidas em CCDC (Rf e revelacao
sob luz UV). As fracBes anteriores foram reunidas de acordo com seus perfis
cromatograficos em CLAE-DAD, sendo reagrupadas em 293 novas fracGes. Foram
selecionadas oito fracGes (Figuras 8 e 9) obtidas da separagdo em CLMP em fase
reversa de acordo com a massa de cada fracdo e complexidade do perfil cromatografico
obtido por CLAE-DAD (Figura 10). Os isolamentos das substancias destas fracdes
selecionadas feitas por CLAESP-UV encontram-se descritos no item 3.2.4.9 da parte
experimental, sendo isoladas e/ou identificadas nove substancias por RMN 'H e *C,
HPLC-ESI-IT-MS" e UHPLC-ESI-TOF-MS.
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Figura 7 — A) Gradiente utilizado na CLMP para separacdo dos constituintes quimicos
da mistura de extratos de Byrsonima. B — Perfil cromatografico obtido na

coluna de CLMP de acordo com grafico 7A (vide condigdes
cromatograficas: item 3.2.4.7).
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Figura 8 — Distribuicdo das fracfes selecionadas para CLAESP-UV no cromatograma
obtido no fracionamento do extrato BM por CLMP.
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Figura 9 - Fluxograma Mistura dos extratos hidroalcoolicos de espécies de Byrsonima e

fragOes obtidas por CLMP, com posterior isolamento por CLAESP-UV.

Byrsonima mistura (BM)

4. CLMP - C18 -Zeoprep
Gradiente: 154 h-5-68% B
14,6 h: 68 - 100%B

14 h: 100%B
10-12 33-37 179-184 437-439
oo 7img 53mg 41,9mg
CLAESP CLAESP CLAESP CLAESP
isocratico isocratico iSooritico isocrético
H20: MeOH (38:2) H20: MeOH (95:5) H,0: MeOH (85:15) H,0: MeOH (70:30)
BM-2 BM-3/ BM-6 BM-9
26-27 BM-4 64-95 171-177 386-388
28mg 44mg 56mg 41mg
CLAESP CLAESP CLAESP CLAESP
isocratico modo gradiente isocratico isocrético
H,0: MeOH (98:2) H,0: MeOH (82:18) a H,0: MeOH (85:15) H,0: MeOH (70:30)
H20: MeOH (75:25) IEI BM-8
BM-1a/ 60 minutos -
BM-1b BM-5

Figura 10 — Perfis cromatograficos das fracdes selecionadas para CLAESP-UV. Leitura

A =254 nm. (vide condicdes cromatograficas: item 3.2.4.8.).
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4.3. ldentificacbes das substancias isoladas

Todas as fragOes indicadas na Figura 10 foram para o isolamento dos
seus constituintes quimicos por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia Semi
Preparativa resultando no isolamento de nove substancias, estando elas relacionadas na
Tabela 2.

Todas as substancias isoladas foram analisadas por HPLC-ESI-IT-MS e
também por UHPLC-ESI-TOF-MS ambos em modo negativo (conforme itens 3.2.4.10
e3.24.12).

Por meio das anélises de RMN 'H e APT, correlacdes entre protons
(COSY e NOESY) e carbono-proton (HMBC e HMQC) e por HPLC-ESI-IT-MS" pode-

se determinar as estruturas quimicas.

Tabela 2 — Substancias isoladas por CLAESP-UV, com respectivas fracdes de origem e
massas obtidas de cada substancia.

o Massa obtida da
Substancias ) o
Fracdo do CLMP substéancia isolada

isoladas
(mg)

BM-1a F.26-27-1 13
BM-2 F.10-12-5 26
BM-3 F.33-37-1 4
BM-4 F.33-37-2 4
BM-5 F.64-95-1 5
BM-6 F.179-184-1 5
BM-7 F.171-177-2 4
BM-8 F.386-388 8
BM-9 F.437-439 6
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4.3.1. ldentificacdo de BM-1

A Fragdo 26-27, obtida no fracionamento do extrato por CLMP, foi
analisada por CLAE-DAD, apresentando dois picos cromatograficos (Tr = 6,4 e 8,0
min.). A substancia referente ao pico com Tg = 6,93 minutos foi purificada em
CLAESP-UV, utilizando como fase mdvel o modo isocrético e iniciando com 2% de
metanol, sendo denominada BM-1. Por HPLC-ESI-IT-MS" (modo negativo), pode-se
identificar o ion de m/z 331, referente ao ion da molécula desprotonada [M — H]". O
espectro no UV mostrou duas bandas de absorcdo maxima em 272 nm, caracteristicas
de derivados de &cidos fendlicos, como o &cido galico (WANG, HELLIWELL, YOU,
2000). Observa-se ainda o ion de m/z 662, que pdde ser atribuido a formagdo do dimero
[2M-H].

Figura 11 — A) Cromatograma de BM-1 obtido por HPLC-ESI-IT-MS (Tg = 6,93 min.).
B) Espectro no UV obtido no respectivo pico cromatogréafico.
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Figura 12 - Espectro de massas primeira-ordem, em modo full-scan, do ion precursor
de m/z 331, obtido em modo negativo com energia de colisdo de 25%.
(vide condicdes espectrométricas item 3.2.4.10).
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O espectro de *C APT (Figura 68) foram observados 14 sinais de
carbonos caracteristicos ao acido gélico (RODRIGUES, 2011; REGASINI, 2008).
Entretanto, os sinais referentes aos deslocamentos quimicos dos C-2' e C-6’ (64 108,9 e
dy 108,7), aliados a presenca de dois sinais de carbonos de carbonila em (5¢c 167,8 e éc
164,6) e dos sinais no espectro de RMN de 'H, referentes a dois singletos de
hidrogénios aromaticos em oy 7,01 ¢ oy 6,92 (Tabela 3 e Figura 67), sugerem a
presenca de mistura de duas unidades de cido gélico.

O espectro HMBC (Figura 70) evidenciou a presenca de dois sistemas de
acoplamentos hidrogénio/carbonos. O sinal do hidrogénio em &y 7,01 apresenta
correlagdo *J com o carbono em & 164,6, enquanto que o hidrogénio com deslocamento
quimico em Jy 6,92 apresenta correlagdo com o carbono em d¢c 167,8 (Tabela 3). O
espectro de **C APT (Figura 68) apresenta sinais de deslocamentos quimicos na regido
entre ¢ 60 e 95, que foram atribuidos a carbonos da porcéao glicosidica. A presenca do
hidrogénio anomérico &y 5,50 (H-1, d, J = 7,8Hz), assim como a identidade e a
configuracdo do glicosideo, foram confirmados, como sendo a B-glicose.

Para estabelecer a ligacdo interglicosidica, observou-se no espectro
HMBC (Figura 71) a correlacdo a *J do H-1' da glicose &y 5,5 d (J = 7,8) com o
carbono da carbonila (6c 164,8) do grupo galoila, evidenciando que a hidroxila do acido

galico esta substituida pela glicose. O espectro de correlagdes 'H - *H COSY (Figura
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69) possibilitou indicar as correlacGes entre os hidrogénios H-1/H-5, H-3/H-4, H-4/H-3,
H-5/H-1, H-5/H-6, H-6,/H-6y,, H-6,/H6),, H-6,/H-5.

Portanto, esta substancia foi determinada como sendo uma mistura de do
acido galico e a p-glucogalina, sendo esta, nomeada por BM-1 (Tabela 3).

Segundo Puppala (2012), a B-glucogalina é o constituinte majoritario nos
frutos de Emblica officinalis, uma planta utilizada a centenas de anos pela medicina
tradicional indiana — a Ayurveda —, para controle da diabetes humana e da catarata,
sendo capaz de inibir a acumulacdo de sorbitol — responsavel pela surgimento da

catarata —, pela supressdo da enzima aldose redutase.

Figura 13 — Estrutura quimica de BM-1
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Tabela 3 — Dados de RMN 'H, APT (6, DMSO-ds, 11,7 T) e correlagcdes COSY,

HMBC e HSQC da substancia BM-1

BM-1
Posicao ory 5C COSY HSQC HMBC
Multipl.
(J -H2)
1 i 118.6 i
H-2/C-1
. H-2/C-3
2' 7,01s 108,7 - H-21C-2 H-2'/C-4'
H-2/C-7
3 i 1453 i ]
T § 1378 i -
5 : 1453 :
H-6/C-1
. H-6/C-6 H-6/C-5
6 7,01 S 108,7 = H'6I/C'4'
H-6/C-7
7 : 164.6 : :
1 550d(78) 94  HUHS  Huca UCT
2 326d(60) 729 ] H-2/C-2
H-3/C2
3 3,27 dd 76.6 H-3/H-4  H-3/C-3 H-3/C-4
(9.1:2.2) H-3/C-5
H-4/C-5
3,17 dd
4 (A5 35 69.5 H-4/H-3  H-4/C-4 H-4/C-6
3.23 dd H-5/H1
5 05:29) 778 e, HSICS H-5/C-1
6. 3,65 ad H-6/H-6, H-6,/C-6 H6,/C-4
(12,0: 1,0) 505
3,47 dd : H-6y/ H-6, *
6 (12,0; 5,0) H-6yH-5 ' 6v/C6

Legenda: * - N&o observado
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4.3.2. ldentificacdo dos demais derivados galoil-quinicos

4.3.2.1. ldentificacdo de BM-2

A fracdo 10-12, obtida por CLMP, foi avaliada por CLAE-DAD e seu
cromatograma (Figura 10) apresentou dois picos, que, apos purificacdo por CLAESP-
UV (item 3.2.4.9), foi isolada uma substancia, sendo esta, nomeada como BM-2. Para
confirmar a identidade desta molécula, realizou-se a analise por HPLC-ESI-IT-MS"
(modo negativo, Figura 14). Observou-se no cromatograma (Tr = 7,31 min., Figura 14)
o fon da molécula desprotonada de m/z 343 [M — H] (Figura 15). O espectro de MS?
originou dois fragmentos: um ion em m/z 191, referente a perda de um grupamento
galoila [M — 152 —H], e outro de m/z 169, correspondente a formacéo do &cido galico
desprotonado [M — 191 — HJ, indicando ser um derivado do &cido galoil-quinico. O
espectro no UV apresentou duas bandas de absorcdo, uma em 220 nm e outra em 273
nm, referentes aos derivados do &cido gélico (RODRIGUES, 2007).

Figura 14 — A) Cromatograma de BM-2 obtido por HPLC-ESI-IT-MS (Tr = 7,71 min.).
B) Espectro no UV obtido no respectivo pico cromatogréafico.
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O espectro de *H (Figura 72, anexo B) mostrou a presenca de sinais
aromaticos em oy 6,99, referentes aos dois hidrogénios idénticos (H-6' e H-2'). O
espectro de RMN de **C APT (Figura 73, anexo B) apresentou os sinais de **C em &c
120,5; 138,0; 145,3 e 108,9 referentes a carbonos aromaticos quaternarios. O carbono
em 6165,5 foi menos desblindado, quando comparado com o carbono da carboxila do

acido galico (6 169,0), é justificado pela presenca da esterificacdo do acido quinico.
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Figura 15 — Espectro de massas do ion precursor de m/z 343, obtido em modo negativo
com energia de colisdo de 25%. A) Espectro de massas de primeira-ordem,
em modo full-scan; B) segunda-ordem (MS?) do fon precursor de m/z 343;
(vide condicdes espectrométricas item 3.2.4.10).
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A ligacéo entre as duas unidades (&cido quinico e grupo galoila) foram
estabelecidas, considerando-se a correlacdo existente no espectro HMBC (Figura 76,
anexo B) entre o hidrogénio 6y 5,24 (H-5) e o carbono da carbonila do grupo galoila em
5 165,5.

No espectro de hidrogénio, observou-se ainda a existéncia trés sinais: um
em dy 9,14, 0 segundo em &y 8,81 e o terceiro em &y 8,12. Estes sinais foram atribuidos
a hidrogénios de hidroxilas fendlicas (Figura 72, anexo B), comprovando que as
mesmas néo se encontravam esterificadas.

No experimento COSY (Figura 74, anexo B) foram observados sinais
com deslocamentos quimicos em &y 1,80 e oy 1,83 que foram atribuidos aos
hidrogénios metilénicos H-2, e H-2,. A multiplicidade destes sinais, duplo-dupleto, € as
constantes de acoplamentos observadas (J= 7,0 Hz e 13,0 Hz), possibilitou verificar que
estes hidrogénios encontram-se em posi¢do geminal entre si e em vicinal com ao
hidrogénio em 6y 3,50 (H-3).
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Os sinais dos hidrogénios em 6y 1,95 e 2,00 foram atribuidos aos (H-6,
H-6p,) respectivamente. Estes apresentam comportamento semelhantes aos hidrogénios
H-2, e H-2p), (J = 7,0 Hz e 13,0 Hz), porém a correlagdo observada foi com 0 éy 5,24
(H-5). Os sinais em &y 3,54 € oy 3,93 (ambos duplos dupletos) foram atribuidos aos H-3
e H-4 respectivamente. Portanto, BM-2 foi identificado como sendo o acido 5-O-galoil-

quinico.

Figura 16 - Estrutura quimica de BM-2

4.3.2.2. ldentificacdo de BM-3

A Cromatografia Liquida Semi Preparativa da fracdo 33-37, em modo
isocratico com 5% de metanol em &gua, mostrou-se eficiente para o isolamento de BM-
3. O espectro de massas mostrado na Figura 18, BM-3 apresentou o ion da molécula
desprotonada em m/z de 343 para [M — H], enquanto que o0 espectro de massas de
segunda ordem mostrou os fragmentos de m/z 169 e 191 formados pelas perdas [M —
174 —H] e [M - 152 — H] referentes ao &cido quinico e grupo galoila respectivamente.
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Figura 17 — A) Cromatograma de BM-3 obtido por HPLC-ESI-IT-MS (Tg = 9,81 min.).
B) Espectro no UV obtido no respectivo pico cromatografico.
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Figura 18 - Espectro de massas do ion precursor de m/z 343, obtido em modo negativo
com energia de colisdo de 25%. A) Espectro de massas de primeira-ordem,
em modo full-scan; B) segunda-ordem (MS?) do fon precursor. (vide
condicdes espectrométricas item 3.2.4.10).
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Em virtude do valor obtido para o ion precursor desta substancia [M —
H]™ m/z igual ao de BM-2, a anélise dos sinais apresentados no espectro de RMN *H e
3C de BM-3 foi realizada de forma comparativa com a substancia anterior. A Tabela 4
apresenta os sinais equivalentes e os sinais com deslocamentos quimicos diferentes para
a substancia BM-3.

O deslocamento quimico do H-4 apresentou-se mais desblindado (dy
4,86 dd, J= 8,0 e 4,0 Hz), quando comparado com o deslocamento quimico de H-4 da
substancia BM-2 (64 3,90), sugerindo que a posicdo em BM-4 esteja substituida para
esta substancia. Para estabelecimento da ligacdo entre as duas unidades (acido quinico e
grupo galoila), novamente o espectro de HMBC (Figura 80, anexo B) foi analisado,
evidenciando o acoplamento entre o hidrogénio em 6y 4,86 (H-4) e a carbonila do grupo
galoila em d¢ 165,5. Observou-se, ainda, que o deslocamento quimico do carbono (C-4,
d¢ 75,3) encontra-se mais desblindado, quando comparado com (C-4, 6¢ 72,4) BM-2. A
analise do espectros de RMN corrobora a identificacdo de BM-3 como acido 4-O-

galoil-quinico.

Figura 19 - Estrutura quimica de BM-3
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Tabela 4 - Dados de RMN H, APT (6, DMSO-dgs, 11,7 T) e correlacdes COSY,

HMBC das substancias BM-2 e BM-3.

Posicao BM-2 BM-3
6H/ 6H/
Mulipl.  &c  COSY  HMBC Multipl. dc  COSY HMBC
(J -H2) (J -H2)
1 i 731 § >
2, 1(’;32 b 1,69 dd
20) H-2/C-1 (112)
: 288  H-2/H-4 H-2/C3 28,7%%  H-2/ H-4
2 183 ad H-2/C-5
(13,0; 1,80 m
8,0)
3 3sadd o, . H-3/C-1 37400 e Hoi
. ’ . ’ - “&h
(7.0; 3,0) H-3/C-3 (8:5) AR
2 H-4/C-1
H-4/H-3 4,86 dd wx  H-4/H3 -
L A i Goney T hane RalcT
5 H-5/C-1
H-5H-3  Ho/C 4,20 dd . HS5/HSG,
sAm . T2 ysme, TS 62200 T HsiHa
6, 1,95 dd
. 1,75 dd
(13.0; H-6/C-1 (13.0; 2,0) H-6./ H-3
7,0) H-6,/H-5 | -
- o 33 hoe  HECS 39,7
b 50 1,83 dd H-6,/H-6,
7o) (12,0:2),0 H-6,/H-4
7 ; 176,2 i - i * i i
T i 1205 i - i 120,2%* i i
2 H2/C-T H2/C-T
H-2/ C-2 H-2/ C-2'
699s 1089 H-2/ C-3 7005 108,7%* H-2/ C-3
H-2! C-4 H-2/ C-4
H-2/ C-7' H-2/ C-7'
3 : 1453 : - 145 4% :
& : 138,0 : - 138,2°* :
5 : 1453 : - 145 4% :
5 6995 1089 : - 7005 108,7°* Idem H-2
7 i 1655 : - 1655 i

Legenda: * - N&do observado; ** - dados obtidos por HMBC e HSQC
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4.3.2.3. ldentificagdo de BM-4

A substancia denominada BM-4 foi obtida através da fracdo 33-37,
conforme descrito no item 3.2.4.9. Por meio da analise de espectroscopia de RMN de *H
(Figura 81, anexo B), foi observado apenas um Unico sinal de hidrogénio aromatico, um
singleto em &y 6,90, equivalente a dois hidrogénios. No espectro de **C APT e HMBC
(Figuras 82 e 83, anexo B) foram visualizados cinco sinais, todos referentes aos carbonos
aromaticos, sendo o sinal em 8¢ 167,9 referente a carbonila, dc 108,7 aos carbonos
aromaticos hidrogenados e 6 121,0; 145,5 e 138,0 os demais carbonos aromaticos do
sistema. Esses dados permitiram concluir que a substancia BM-4 se tratava do &cido
galico, uma vez que seus deslocamentos quimicos sdo semelhantes aos descritos por
Regasini (2008). O mesmo havia sido identificado em mistura na fracdo 26-27,
entretanto, optou-se pela descricdo desta substancia separadamente, em virtude de

encontrar-se pura na fragdo 33-37, conforme demonstrado na Tabela 4.

Figura 20 - Estrutura quimica de BM-4
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Tabela 5 - Dados de RMN 'H, (5, DMSO-dg 11,7 T) e correlagdes HMBC das

substancias BM-4.

BM-4 REGASINI ,
2008
Posicéo OHy HMBC Ony
Multipl. oc Multipl.  dc¢
(J-Hz) (J -Hz)
1 - 121,0* - - 120,5
2 H-2/ C-1 6,915
H-2/ C-2/C-6
6,90s 108,7 H-2/ C-3/C-5 108,7
H-2/ C-4
H-2/ C-7
3 145,5 - 1454
4 138,0* 138,0
5 145,5 - - 145,4
6 H-6/ C-1 6,915
H-6/ C-2/C-6
6,90s 108,7 H-6/ C-3/C-5 108,7
H-6/ C-4
H-6/ C-7
7 - 167,9* - 1674

Legenda: * - confirmado pelo HMBC

4.3.2.4. ldentificacdo de BM-5

Da fracdo 64-95 foi obtido BM-5, isolado em modo gradiente de 6 a 12%
de metanol em 4gua, em CLAESP-UV. A andlise de HPLC-ESI-IT-MS" (modo negativo)

apresentou o fon da molécula desprotonada [M — H]" em m/z 495. Os espectros de MS? e

MS? na Figura 22 evidenciaram os fragmentos em: m/z 343, 191 e 1609.

O ion fragmento de m/z 495 foi descrito por Maldini, Montoro, Pizza

(2009) como sendo do acido digaloilaquinico, que apresenta como fragmentacoes

caracteristicas m/z 343 [M -152 — H]" e m/z 191, referentes a eliminacdo de um outro

grupamento galoila [M — 2 x 152 — HJ, e o ion formando m/z 169, que corresponde a

eliminacdo do acido quinico [M — 191 — H]’, com subsequente formacéo do acido galico

desprotonado.
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— A) Cromatograma de BM-5 obtido por HPLC-ESI-IT-MS (Tr = 19,54 min.).

B) Espectro no UV obtido no respectivo pico cromatogréafico.
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em modo full-scan; B) segunda-ordem (MS?) do fon precursor. (vide
condicGes espectrométricas item 3.2.4.10.).
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O espectro de RMN de *H (Figura 84, anexo B) apresentou sinais de
deslocamentos quimicos, evidenciando tratar-se de uma mistura de substancias. Foram
observados sinais referentes ao grupo galoila duplicados (Tabela 6), com sinais em dy
7,09 e 6y 7,10, referente aos hidrogénios aromaticos, além de outros sinais de
deslocamentos quimicos de uma substancia minoritaria na regido (6 7,20 a 6 8,00). Os
deslocamentos quimicos dos hidrogénios referentes ao acido quinico foram observados
na regido entre dy 1,50 a 645,50 .

No mapa de contorno HSQC (Figura 86, anexo B), observa-se as
correlagdes a 'J entre os hidrogénios e seus respectivos carbonos, sendo entre: 8y 5,44 e
Oc 71,4; on 3,69 € 6¢c 69,1; o4 1,85€ O¢ 36,2; o4 1,62e oc 36,4.

O mapa de contornos HMBC (Figura 87, anexo B) mostrou a interacao a
3J entre 84 5,50 (H-3) e os carbonos 36,4 (C-2), 69,1 (C-4) e 76,4 (C-1); Ja 0 &y 1,63 (H-
2), correlacionou-se com os carbonos &¢ 71,4 (C-3) e &¢ 175,6 (COOH). Observou-se
ainda o &y 1,85 (H-6) com a carbonila em &¢ 175,6 do &cido quinico. O deslocamento
quimico do C-1 em ¢ 76,4 mais desblindado sugere que esta posi¢do esteja esterificada.
A Tabela 6 apresenta todos os valores de deslocamentos quimicos de *H e **C, baseados
nas correlacdes dos mapas de contorno HSQC e HMBC. Portanto a substancia majoritaria
existente na fracdo 65-69, denominada BM-5 foi identificada como sendo o acido 1,3-O-

digaloil-quinico.

Figura 23 — Estrutura quimica de BM-5
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4.3.25. ldentificacdo de BM-6

A fracdo 179-184 obtida na extracdo por CLMP foi submetida a
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia Semi Preparativa, modo isocratico com 16% de
metanol em agua, levando ao isolamento de BM-6.

A andlise por HPLC-ESI-IT-MS" (Figura 24), em modo negativo,
possibilitou a identificacdo do ion da molécula desprotonada em m/z de 647 [M — HJ
(Figura 25). Estudos anteriores, realizados por Sannomiya et al., (2007a), com espécies
de Byrsonima fagifolia e HPLC-ESI-IT-MS", identificaram esse ion como sendo o
pertencente ao da molécula do 4cido O-trigalofl-quinico. Os espectros de MS? a MS*
confirmam a formacdo dos ions m/z 495, 343, associada as perdas sucessivas das
unidades de galoila até a formacdo do ion em m/z 191 [M — 3 x 152 — HJ,
correspondente a molécula do acido quinico desprotonada (Figura 26). O ion de m/z 169
é justificado pela perda consecutiva de duas unidades galoila e uma unidade de &cido
quinico com a perda de uma molécula de dgua (M — 152 — 152 — 174 — HJ’, levando ao
ion de uma molécula de acido galico desprotonado. Estes dados, comparados aos da

literatura (SANNOMIYA et al., 2007a), sugerem a estrutura do acido-O-trigaloil-quinico.

Figura 24 - A) Cromatograma de BM-6 obtido por HPLC-ESI-IT-MS (Tg = 16,11 min.).
B) Espectro no UV obtido no respectivo pico cromatogréafico.
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O espectro de RMN de *H (Figura 88, anexo B) de BM-6 apresentou trés
sinais na regido dos hidrogénios aromaticos, oy 6,79, oy 6,87 e oy 7,04. O espectro de
RMN **C APT (Figura 89, anexo B) evidenciou também os deslocamentos quimicos
referentes as carbonilas das porcGes galoilas e sinais referentes a porcdo quinica. As

demais atribuicdes dos demais deslocamentos quimicos RMN de **C foram realizadas
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conforme os mapas de contornos HMBC (Figura 91, anexo B) e HSQC (Figura 92, anexo
B), demonstrados na Tabela 6. Os deslocamentos quimicos dos carbonos nas posi¢oes C-
3, C-4 e C-5, aliados as informacdes existentes no mapa de contorno HMBC, confirmam
as esterificacdes do acido quinico nestas posi¢es. O experimento NOESY (Figura 93,
anexo B) apresentou as correla¢fes do hidrogénio do acido quinico em & 5,75 (H-5) com
os hidrogénios dos grupos galoilas (& 6,87 e 7,04), ja os hidrogénios & 5,53 (H-3) e 6 5,23
(H-4) apresentaram correlagbes com os hidrogénios & 6,79 e & 6,87 respectivamente.
Estas interacbes demonstram que os hidrogénios das porcbes galoila encontram-se
relativamente proximos aos hidrogénios 3, 4 e 5 da porcao quinica da molécula. Portanto,
os dados apresentados de massas e de RMN confirmam a estrutura do &cido 3,4,5-O-
trigaloil-quinico (ROMANI et al., 2002), ja identificado anteriormente em Byrsonima
fagifolia (SANNOMIYA et al., 2007 a).

Figura 25 - Estrutura quimica de BM-6




Figura 26 - Espectro de massas do ion precursor de m/z 647, obtido em modo negativo
com energia de colisdo de 25%. A) Espectro de massas de primeira-ordem,
em modo full-scan; B) segunda-ordem (MS?) do fon precursor; C) terceira-
ordem (MS?) do fon precursor; D) quarta-ordem do fon precursor (MS?).
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Tabela 6 - Dados de RMN *H e APT (8, DMSO-ds , 11,7 T) e correlagdes COSY e

HMBC das substancias BM-5 e BM-6.

BM-5 BM-6
Posicéo By By
Multipl. dc cosY gHMBC Multipl. dc COoSY gHMBC
(J -H2) (J -H2)
1 76,4 - - - 77,9 -
2,00 dd H-2/ C-7/C- 2,281
2 (12070) H-2/H-3 S (12.3) 351 H-2a/ H-3 -
1,62 dd ’ 1,78 dd
2 (9,5:4.5) (15.0: 3.5) - H-2b/H3 -
H-3/H-2a
5,50 dd . H-3/H-2  H3/c-lC- , .
3 w046 M Hams  acacr 5,53 q (4,0) 69,6 HH3§I/-|H2§ H-3/C-7
3,69 dd . H4/H3 5,23 dd H-4/ H-3 .
4 ar0:50) %91 H4/H5 H-4/C-1 (10,0;33) 29 pgps  HACT
H-5/ H-4
5,75 ddd
3,66 dd . H5/MH4 A H-5/ H-
5 (100:40) 704 HeH  H-S/C-L/C-3 (132106)8,5, 68,2 6ol H. H-5/C-7
' 5/H-6b
1,80 dd H-6/C-7/C1 1,94m
6, 0545 362x MM euce 9.5) 418 H-6a/H-5 -
6, 152 m - - (12251 g,ts) - H-6b/H-5 ;
7 - 175,6* - - - 1788 - -
T - 119,6* - - - 119,2
H-2/C-1'; H- H-2/C-1'; H-
2'/C-4", 2'/C-4",
. H-2/C-2'/C- H-2/C-2°/C-
2 7,09 109,4* & H.olC. 6,79/ s 108,5 6 HOIC.
3/C-5' 3/C-5'
H-2'/CO0- H-2'/CO0-
3 - 147 1% - - 1452
g - 140,3* - - 138,7
5 - 147,1% - - 1452
H-6'C-1'; H- H-6'C-1'; H-
6'/C-4"; 6'/C-4";
. H-6'/C-2'/C- H-6'/C-2'/C-
6 7,09 109,4* 6 H1C. 6,79/ s 108,5 62 H61C.
3/C-5' 3/C-5'
H-6'/CO0- H-6'/CO0-
7 - 164,7% : - 1653 -
1" - 118,0* - - - 119,2 - -
2" 710/s _ 110,3* - 6,87 s 108,5 - -
3" - 147 2% - - - 146,1 - -
4 - 140,5* - - - 1385 - -
5" - 147,2% - : - 1453 - -
6" 7105 110,3* - - 6,87 s 108,5 - -
7" - 166,2* - - - 165,1 - -
" - - - - - 119,7 - -
2" - - - : 704 s 108,6 - -
3" - - - - - 1453 - -
4" - - - - - 138,4 - -
5" - - - - - 1453 - -
6" - - - - 704s 108,6 - -
7" - - - - - 166,5 - -

Legenda: * - valores obtidos por HMBC e HSQC



77

4.3.2.6. ldentificacdo de BM-7

A substancia BM-7, proveniente da fracdo 171-177, (56 mg), foi isolada
nas mesmas condicdes daquelas usadas para BM-6. O espectro de massas por HPLC-ESI-
IT-MS" (modo negativo) e Tr = 14,81 minutos (Figura 27) mostrou o ion da molécula
desprotonada em m/z 799, sugerindo que esta molécula é um derivado do &cido quinico,
com quatro unidades galoilas ligadas. No estudo com a infusdo das folhas de Byrsonima
fagifolia identificou duas séries do ion em m/z 799 como sendo duas séries do acido tetra-
O-galoilquinico. Estas séries do acido-O-tetragoil-quinico foram identificadas, segundo
estudos de fragmentacdes e tempos de retengdo por HPLC-ESI-IT-MS", como sendo as
quatro unidades galoilas ligadas nas hidroxilas de posicdes (1, 3, 4 e 5) do acido quinico
(SANNOMIYA et al., 2007a). Para a outra série, 0s autores sugerem que existe pelo
menos uma hidroxila livre no acido quinico e que, portanto, uma unidade galoila pode
estar ligada a outra unidade galofla. Os espectros de MS? a MS* por HPLC-ESI-IT-MS"
de BM-7, demonstraram as perdas sucessivas de 152 Da., formando os ions em m/z 647,
495 e 343 e, com isso, comprovando que esta molécula possui quatro unidades galoilas
(Figura 28). Para confirmagdo das interligacfes entre as unidades galoilas com o &cido

quinico, foi necessaria a analise dos espectros de RMN mono e bidimensionais.

Figura 27 — A) Cromatograma de BM-7 obtido por HPLC-ESI-IT-MS (Tr = 14,81 min.).
B) Espectro no UV obtido no respectivo pico cromatografico.
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Figura 28 — Espectro de massas do ion precursor de m/z 799, obtido em modo negativo
com energia de colisdo de 25%. A) Espectro de massas de primeira-ordem,
em modo full-scan; B) segunda-ordem (MS?) do fon precursor; C) terceira-
ordem (MS®) do fon precursor; D) quarta-ordem do fon precursor (MS?).
(vide condicdes espectrométricas item 3.2.4.10.).
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O espectro de RMN de *H (Figura 94, anexo B) de BM-7 comprovou a
existéncia dos singletos em oy 6,80, 6y 6,85, o 6,93, oy 6,94 referentes aos hidrogénios
aromaticos a presentes nas quatro unidades galoila.

A atribuicdo de todos os hidrogénios e *C foi realizada segundo as
informacdes existentes nos espectros de HMBC e HSQC (Figura 96 e 97, anexo B)
descritos na Tabela 7.

A analise do mapa de contorno HMBC (Figura 96) mostra a correla¢éo do
dn 6,80, oy 6,85, oy 6,93, 64 6,94 com o conjunto de carbonos aromaticos referentes as
diferentes unidades galoila.

A andlise de correlagbes espaciais de hidrogénios, obtida pelo
experimento NOESY (Figura 98, anexo B) demonstrou existir correlagdes entre os
hidrogénios 6y 5,66, oy 5,45 € 64 5,76 com os demais hidrogénios da por¢do quinica da
molécula e com todos os hidrogénios aromaticos (6,80, &y 6,85, 8y 6,93, 64 6,94) dos
substituintes dos seus respectivos carbonos, além de apresentar correlacdo entre estes
hidrogénios com o H-6 (64 2,84) com os referidos hidrogénios aromaticos. Isto evidéncia
a proximidade entre tais hidrogénios, sugerindo a esterificacdo das hidroxilas em C-1, C-
3, C-4 e C-5 por acidos galicos. Esta substancia foi, portanto, determinada como o &cido
1,3,4,5-O-tetragaloil-quinico. Outros isémeros do acido 1,3,4,5-O-tetragaloil-quinico
foram identificados por técnicas acopladas, como mencionado anteriormente, porém,

neste trabalho, isolou-se somente um dos isémeros do &cido tetragaloil-quinico.

Figura 29 - Estrutura quimica de BM-7

OH

HO
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Tabela 7 - Deslocamentos quimicos baseados nos espectros de RMN *H e correlacdes
HSQC e HMBC das substancias BM-7 (6 — ppm, DMSO-dg).

BM-7
Oy X
Posicéo Multipl. dc Cosy HMBC
(J -Hz2)
1 - * - -
2 2,53 d (10,0) 480 H-2,/H-2,; -
2 2,35m ' H-2,/H-2, -
H-3/H-2, "
3 5,66 q (8,3) 67,4% Hoa/Ha H-3/C7
5,45 dd N H-4/H-3
‘ (8.0:30) or H-4/H-5 H-4/C7
H-5/H-6,
5 5,76 q (6,0) 68,5* H-5/H-6, H-5/C7™
H-5/H-4
6, 2,834 (12,5) H-6,/H-6, ;
H-6./H-5
418 H-6,,/H-6,
-Op/F-04 _
6 263m H-6,/H-5
7 - 172,5 - -
By . Sy .
Posi¢do Multipl. d¢c COSsY HMBC Posi¢do | Multipl. dc COosy HMBC
(J-Hz) (J -Hz)
1 118,0 - 1 - 118,0
2' 6,93 s 108,8 - 2" 6,94 s 108,8
3 145,2 - 3" 145,2
4' 138,3 - 4" 138,3
5' 145,2 - 5" 145,2
6' 6,93 s 108,8 - 6" 6,94 s 108,8
7 165,6 - 7™ - 165,6
1" 118,6 - (A 120,1
2" 6,80 s 108,4 - 2" 6,85 s 108,4
3" - 145,4 - 3™ - 145,4
7 - 1381 - 4" - 138,6
5" - 145,4 - 5" - 145,4
6" 6,80 s 108,4 - 6" 6,85s 108,4
7" - 164,8 - ™ 164,8

*valores atribuidos segundo correlagdes HMBC e HSQC
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Os acidos galoil-quinicos isolados e identificados neste estudo s&o
classificados como taninos hidrolisaveis e foram previamente descritos em diversas
familias e géneros botanicos, especialmente em Byrsonima nos estudos de dereplicacdo
de chéas e demais tipos de extratos das folhas (SANNOMIYA et al., 2005c; MALDINI,
MONTORO, PIZZA, 2011).

Muitos estudos atribuem aos taninos diversas fungdes na natureza, como a
protecdo da planta, quanto a exposi¢do a radiacdo UV e ao ataque de herbivoros
(ANDERSEN, MARKHAM, 2006). Também existem trabalhos relacionando tais &cidos
as diversas atividades farmacoldgicas. Kamng’ona (2011), demonstrou que o &cido 3,4,5-
O-trigaloil-quinico apresentou atividade inibitdria viral sobre as enzimas transcriptase
reversa do virus HIV e do virus M-MLV (retrovirus causador de céncer em
camundongos). Além disso, Kashiwada (1992) relaciona uma série de taninos capazes de
apresentar atividade citotdxica e antitumoral, além de o &cido 3,4,5-O-trigaloil-quinico
promover a inibicdo da enzima DNA polimerase e que 0 mesmo pode ser usado como
modelo para identificar e caracterizar novos farmacos antitumorais (PARKER et al.,
1989).

O é&cido 3,5-O-digaloil-quinico apresenta a capacidade de inibir a
peroxidacdo lipidica induzida por H,O, (antigenotoxica) e aumentar a capacidade
antioxidante e reparacdo enzimatica do DNA (INES et al., 2011; MOORE et al., 2005).

Outro estudo mostrou que tanto os derivados de acidos galoilaquinicos
quanto outros derivados quinicos e galicos isolados de Sloanea rhodantha (Baker)
Capuron var. rhodantha (Elaeocarpaceae) apresentaram atividade antimalarica em cepas
de Plasmodium falciparum (CAO, 2006), enquanto outros derivados do &acido gélico
isolados de Pistacia weinmannifolia apresentaram a atividade antihistaminica (MINAMI,
et al., 2005).
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4.3.3. ldentificagédo dos flavonoides
4.3.3.1. ldentificacdo de BM-8

A substancia BM-8 foi obtida da fragdo BM-386-388, por meio de eluicdo
isocratica em CLAESP-UV com 30% de metanol. A fragmentacdo em HPLC-ESI-IT-MS
(Tr = 25,27 min) no modo negativo (full scan) e mostrou um padréo de fragmentacdo nos
espectros de massas MS? e MS®, caracteristico para substancia flavonoidica. O fon da
molécula desprotonada [M — H]" m/z 463, sugere a presenca de uma unidade de hexose. O
espectro de MS? apresentou fragmento m/z 300 da quercetina, formado pela perda de [M
— 162 — HJ', confirmando a hexose. No espectro de absor¢do de BM-8 na regido UV,
foram observadas bandas em 256 nm e em 356 nm, caracteristicas de quercetina com a
hidroxila do C-3 substituida.

Figura 30 — A) Cromatograma de BM-8 obtido por HPLC-ESI-IT-MS (Tr = 25,27min.).
B) Espectro no UV obtido no respectivo pico cromatogréafico.
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Figura 31 — Espectro de massas do ion precursor de m/z 463, obtido em modo negativo
com energia de colisdo de 25%. A) Espectro de massas de primeira-ordem,
em modo full-scan; B) segunda-ordem (MS?) do fon precursor; C) terceira-
ordem (MS®) do fon precursor. (vide condicBes espectrométricas item
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A anélise de RMN *H (Figura 99, anexo B) desta substancia apresentou
dupletos em 8y 7,84 (H-2', J = 2,0 Hz); 64 7,61 (H-6',J = 2,0 e 8,0 Hz), 64 6,90 (H-5',J =
8 Hz), o4 6,43 d (H-8, J=2,0) e o4 6,21 d (H-6, J=2,1), evidenciando, com isso, a
presenca de grupamento flavonoidico di-oxigenado da quercetina. A presenga de um
hidrogénio anomérico de 6 5,20 d (J= 7,7 Hz) sugere a existéncia de uma hexose com
configuragdo em B. A posicdo de ligacdo desta hexose foi determina pelo experimento
HMBC (Figura 102, anexo B), onde o hidrogénio H-1" da hexose (dy 5,20)
correlacionou-se com o carbono C-3 da quercetina (8¢ 135,7). As atribui¢bes dos

deslocamentos quimicos de hidrogénios e carbonos foram baseadas nos experimentos

1
1000
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APT (Figura 100, anexo B) e HSQC (Figura 103, anexo B), além de comparada com
dados da literatura (ANDERSEN, MARKHAM, 2006).

Experimentos TOCSY (Figura 104, anexo B), comparados com dados da
literatura (RODRIGUES, 2011), confirmaram a existéncia de uma galactose, pois
irradiacdo no hidrogénio em &y 5,20 mostrou correlagdes com os hidrogénios em &y 3,82;
3,57 e 3,85 (Figura 94, Tabela 8). Sendo assim, esta substancia foi identificada como

sendo quercetina-3-O-p-D-galactopiranosideo.

Figura 32 — Estrutura quimica de BM-8
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Tabela 8 - Deslocamentos quimicos baseados nos espectros de RMN *H e *C APT,
correlagdes HSQC e HMBC das substancias BM-8 (6 — ppm, CD30D).

Posicédo BM-8 ANDERSEN,
MARKHAM, (2006)
Oy oc COSYy HMBC oy oc
Multipl. Multipl.
(J -Hz) (J -Hz)
Quercetina
2 - 149,5 - - 148,0
3 - 135,7 - - 137,2
4 - 177,9 - - 177,3
5 - 163,3 - - 162,5
6 621d  99,8* H-6/H-8 H-6/C-5; 6,27 99,2
(2,0 H-6/C-8
7 - 165,1 - - 165,3
8 6,43d  94,7* H-8/H-6 H-8/C-6; 6,47 94,4
(2,0 H-8/C-7;
H-8/C-9;
H-8/C-10
9 - 158,4 158,2
10 - 105,5 104,5
1 - 122,9 124,1
2’ 7,84d 117,7 H-2'/H-6' H-2'/C-1"; 7,82 115,9
(2,2) H-2'/C-3';
H-2'/C-4'
3 - 149,9 148,7
4 - 145,8 146,2
5’ 6,90d  116,1* H-5'/H-6' H-5'/C-1"; 6,97 116,2
(8,5) H-5'/C-3";
H-5'/C-4'
6’ 761dd 1231* H-6'/H-2' H-6'/C-2"; 7,72 121,6
(8,5;2,1) H-6'/H-5 H-6'/C-3'
Galactose
1" 520d  1054* H-1"/H-2""; H-1"/C-3 5736d78 104,6
(7,8)
2" 382d  73,1* H-2""/H-1" H-2"/C-1";  4,11dd 721
(3,0) H-2""IH-3" H-2"/C-3" 78,97
3" 357dd  74,9* H-3""/H-2"; H-3/C-5'""; 3,78 74,8
(6,5; 3,0) H-3"/H-4"": H-3"/C-4"
4" 385d  69,5* H-4'"/H-3"; H-4"/C-2"  4,05d3,7 70,1
(3,3) H-4""/H-5"
5" 347t  T77.1* H-5""/H-6," H-5"/C-4" 3,85m 77,8
(5,9) H-5""/H-6," H-5"/C-6""
6, 3,66 dd H-6,"/H-5"" H-6,"/C-5" 3,86 m 62,3
(%5165; H-6,""/H-6,"
6. 350dd  OL7 H6,"H5"  H-6,"/C5"
(8,0; 3,5) H-6,"/H-6,"

Legenda: *- Observado através do HSQC
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4.3.3.2. ldentificacdo de BM-9

Obtida da fracdo BM-437-439 por CLAESP-UV de forma semelhante a
BM-8, a substancia denominada BM-9 apresentou na anélise por HPLC-ESI-IT-MS (Tg
= 27, 31 min.) e espectro de absor¢do no UV (Figura 33), com bandas em 255 e 351 nm
caracteristicas de flavonoides com hidroxila substituida no C-3 da aglicona
(ANDERSEN, MARKHAM, 2006). Os espectros massas mostrados na Figura 34,
evidenciaram o fragmento m/z 447 (M — H]) como sendo do ion da molécula
desprotonada. J& os espectros de segunda e terceira ordem mostram a perda de uma
ramnose formando o ion m/z 301 [M — 146 — H]". Os fragmentos m/z 179 [M — 268 —
H] e m/z 151 [M — 296 — H]’, sdo caracteristicos da fragmentacdo Retro-Diels-Alder dos
derivados da quercetina.

Figura 33 - A) Cromatograma de BM-9 obtido por HPLC-ESI-IT-MS (Tg = 27,31 min.).
B) Espectro de UV obtido no respectivo pico cromatografico.
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A anédlise de RMN de 'H (Figura 105, anexo B) apresentou sinais
referentes a regido aromatica: dupleto em oy 7,35 (H-2', J = 2,0 Hz); duplo dupleto em &
7,31 (H-6', J = 2,0 e 8,0 Hz) e um dupleto em & 6,91 (J = 8 Hz), caracteristico do anel B
do nicleo flavonoidico di-oxigenado. O espectro de RMN de *C APT (Figura 1086,
anexo B) confirmou os sinais 6¢c 159,3 e 136,2 referentes aos carbonos C-2 e C-3 de
flavonol glicosilado e 8¢ 179,6 (C-4) da ligacdo C=0 do flavonol (HARBONE, 1996). A
presenca de acucar na estrutura foi evidenciada pela presenga do sinal do hidrogénio
anomérico em o 5,30 (H-1") e dos hidrogénios da metila (C-6) em 0,94 (H-6"") no
espectro de RMN de 'H. A configuragdo em o da ramnose foi determinada
considerando-se a constante de acoplamento do hidrogénio anomérico (J = 1,4 Hz). O
mapa de contorno HMBC (Figura 109) evidenciou a correlacéo entre o H-1"" da ramnose

com o C-3 da aglicona, comprovando a ligacdo interglicosidica. Os demais sinais
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referentes aos carbonos da moléculas foram determinados tanto pelo espectro de RMN de
13C APT quanto pelo mapa de contornos HSQC (Figura 108, anexo B) e comparados a
dados da literatura (MIRANDA, 2012). Portanto BM-9 foi identificada como a

Quercetina-3-0-a-L-ramnopiranosideo.

Figura 34 — Espectro de massas do ion precursor de m/z 447, obtido em modo negativo
com energia de colisdo de 25%. A) Espectro de massas de primeira-ordem,
em modo full-scan; B) segunda-ordem (MS?) do fon precursor; C) terceira-
ordem (MS®) do fon precursor. (vide condicBes espectrométricas item
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Tabela 9 - Deslocamentos quimicos baseados nos espectros de RMN 'H e *C APT,
correlagdes HSQC e HMBC das substancias BM-9 (5 — ppm, CD;0OD).

Posicdo BM-9 MIRANDA et al.,
2012
Oy Oy oc
Multipl. oc COSY HMBC Multipl.
(J -H2) (J -H2)
Quercetina
2 - 159,3 159,2
3 - 136,2 136,2
4 - 179,6 179,6
5 - 163,2 163,1
6 6,22d (2,1) 99,7 H-6/H-8 H-6/C-8; 6,16 99,8
H-6/C-10
7 - 165,8 165,9
8 6,39d (2,1) 94,7 H-8/H-6 H-8/C-6; 6,33 94,7
H-8/C-7;
H-8/C-9;
H-8/C-10
9 - 158,5 158,4
10 - 105,9 105,8
1’ - 122,9 H-1'/C-2' 122,9
2' 7,31 dd (8,3) 116,9 H-2'/H-5’ H-2'/C-1'; 7,26 116,3
H-2'/C-3';
H-2'/C-4';
H-2'/C-2'
3 146,4 146,3
4’ - 149,8 149,7
5’ 6,91d (8,3) 116,3 H-5'/H-6 H-5'/C-6’ 6,90 116,5
6’ 7,35d (2,1) 122,8 H-6'/H-5’ H-6'/C-5'; 7,31 122,8
H-6'/C-1’
Ramnose
1" 5,36d(1,4) 103,5 H-1""/H-2" H-1"/C-2'""; 5,32 103,5
H-1"/C-3
2" 4,24 dd 71,9 H-2""/H-1" H-2""/C-3" 4,20 71,8
(3,2;1,6) H-2""/H-3"
3" 3,75 dd 72,1 H-3""/H-2" - 3,74 72,0
(9.4; 3,3) H-3""/H-4"
4 3,33d(9,4) 73,1 H-4"/H-3"  H-4"/C-3"; 3,31 73,2
H-4"/C-2"
5" 3,42 dd 71,9 H-5""/H-6" H-5""/C-3" 3,41 72,0
(9,5; 3,3)
6" 0,94 d (6,1) 17,5 H-6""/H-5" H-6"/C-2; 0,93 17,6

H-6""/C-5"
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Figura 35 — Estrutura quimica de BM-9

4.4. ldentificacdo de substancias quimicas presentes nos extratos de espécies de
Byrsonima por UHPLC-PDA-ESI-TOF-MS e FIA-ESI-IT-MS"

4.4.1. ldentificacdo por UHPLC-PDA-ESI-TOF-MS

A anélise por Cromatografia liquida de Ultra Alta Performace acoplada a
detector de Arranjo de Fotodiodos e Espectrometro de Massas com alta resolugdo com
ionizacdo em eletrospray e analizador de tempo de véo (UHPLC-PDA-ESI-TOF-MS) dos
extratos hidroalcodlicos das folhas das espécies de Byrsonima foi realizada com o intuito
de utilizar uma técnica moderna e eficiente para a identificacdo de compostos organicos,
e ainda, auxiliar em uma escolha de um extrato para fracionamento futuro. A técnica esta
baseada no uso de colunas cromatogréficas curtas (o que diminui o tempo de analise) e na
separacdo dos constituintes quimicos, através de fase estacionaria com particulas menores
que 2 um e vazdo maxima de fase movel, aumentando a resolugdo cromatografica da
analise. O analisador empregado, Time of Flight (TOF), permite a aquisi¢do de dados em
uma ampla faixa de massas, sem comprometer a sensibilidade. Além disso, o
espectrOmetro de massas de alta resolucdo permite obter a massa da substancia analisada
pela massa isotépica dos elementos quimicos da molécula, possibilitando estabelecer a
formula molecular da substancia; considerando a diferenca entre a massa calculada

(massa elementar). O calculo é feito considerando-se a diferenca entre a (massa
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encontrada no cromatograma - a massa calculada pela biblioteca do equipamento dividido
pelo valor da massa calculada no equipamento multiplicada pelo fator 10°. Este calculo é
considerado correto quando o valor encontrado for menor que 5 ppm.

Considerando-se entdo estes critérios rigorosos para a identificacdo de um
constituinte quimico, Funari (2010), realizou a dereplicacdo dos extratos de espécies do
género Lippia, utilizando UHPLC-PDA-ESI-TOF-MS. Esta técnica mostrou-se também
apropriada para as andlises das espécies de Byrsonima, uma vez que foram muitas
espécies estudadas neste trabalho.

As analises por UHPLC-PDA-ESI-TOF-MS foram realizadas no modo
negativo, para obtencdo das formulas moleculares e para comparagdo com dados
existentes das substancias j& identificadas na literatura do género Byrsonima.

Os cromatogramas encontram-se exibidos nas Figuras 110 a 115 (anexo
B). A Tabela 10, a seguir, mostra as substancias quimicas identificadas pela técnica
UHPLC-PDA-ESI-TOF-MS, que, por si s0, é suficiente para caracterizar quimicamente
o0s extratos analisados. Mesmo assim, optou-se por aliar esta analise por UHPLC-PDA-
ESI-TOF-MS com a técnica FIA-ESI-IT-MS", a fim de apontar, por fragmentacdo de
massas em multiestagios, um estudo quimico mais apurado.

A avaliacdo da presenca das substancias identificadas foi baseada na
porcentagem relativa dos picos cromatograficos nos respectivos cromatogramas sendo
classificados na seguinte forma: 3 a 10% (+); de 10 a 40% (++) e maior que 40% (+++).
A presenca das substancias dos extratos estimadas dessa forma favorece uma melhor
interpretacdo dos resultados, servindo também de parametro para a avaliacdo estatistica
de similaridade dos extratos estudados atraves das massas em alta resolucdo das
substancias identificadas na dereplicacdo, assim como, das substancias isoladas nesse
estudo, como mostrado no item 4.4.3.1.

Os cromatogramas das seis espécies (Figuras 110 a 115, anexo B)
mostraram similaridade, considerando-se principalmente os tempos de retencdo (abaixo
de dez minutos), além de apresentarem uma gama de classes de metabélitos secundarios
como: &cidos fenolicos, flavonoides derivados da quercetina e apigenina, além das
proantocianidinas. Entretanto, a presenca e a intensidade relativa dos picos
cromatograficos ndo foram homogéneas, como por exemplo, os derivados galoil-quinicos
mais evidentes em B. fagifolia e as proantocianidinas e catequinas no extrato de B.
verbascifolia. Outra diferenciacdo observada foi quanto a presencga de um variado numero

de flavonoides derivados da quercetina em todas as espécies, com excec¢do de B. fagifolia.
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Observou-se que o0 numero de substancias nomeadas como desconhecidas
aumenta drasticamente apds 10 minutos de elui¢do nos cromatogramas. Mesmo com a
utilizacdo de critérios de busca rigorosos para se determinar a formula molecular de cada
substancia, e correlacionado-as com estudos quimicos das espécies do género Byrsonima
ou da familia Malpighiaceae existentes na literatura, algumas massas dos ions
percussores ndo puderam ser correlacionadas com substancias quimicas. Dentre as
substancias ndo identificadas, encontram-se os picos cromatograficos das substancias 34,
36, 39, 48, 62, 63, 65 e 69 (Tabela 10), que pelas suas formulas moleculares sdo
referentes a compostos nitrogenados, que ndo sdo comuns no género Byrsonima .

Outra classe de substancias classificadas como desconhecidas se refere aos
terpenos (picos cromatograficos 46, 49 a 51, 54, 53, 56 a 59, 61, 66 a 68), onde alguns
apresentaram correlacdo com valores de massa molecular na literatura, entretanto, por
apresentarem um grande nimero de isémeros constitucionais, nao foi possivel nomea-los
na Tabela 10.

Esta técnica possibilitou também sugerir a existéncia de substancias
inéditas no género Byrsonima. O pico 60 (P60, Tg = 17,11 min.) apresentou como massa
do seu ion precursor m/z 555,2800 (C,sH43011), sendo identificado como o tricalisiosideo
J (P60), um diterpeno tipo cauranico isolado de Tricalysia dubia por He (2005). Este ion
esta presente em todas as espécies do género Byrsonima, apresentando como valor de
massa para o ion de m/z 555, 2786, e massa calculada de m/z 555, 2805 referentes a [M —
H] valores semelhantes ao exposto na Tabela 10.

Outra substancia ainda ndo relatada em espécies do género Byrsonima é o
acido 3-(3,4- diidroxifenil)-lactil-2-O-quinico (P22, Tg = 4,68 minutos). Esta substancia
apresentou como massa m/z 371,0980, e a férmula molecular C16H1901¢ correlacionada a
sua massa calculada m/z 371,0978. Inicialmente esta formula molecular foi identificada a
partir do estudo realizado com Hymenocrater calycinus (Lamiaceae) (GOHARI et al.,
2010).

As demais substancias inéditas sugeridas ao género Byrsonima,
encontravam-se como minoritarias, e foram identificadas como derivadas C-glicosilados
da apigenina: apigenina-8-C-hexosideo (P18, Tr = 4,28 minutos); a apigenina-6-C-
hexosideo (P25, Tg = 5,25 minutos) e apigenina-7-C-hexosideo (P28, Tg = 5,44 minutos)
(ANDERSEN, MARKHAM, 2006) e estdo expostas na Tabela 10. Poréem, para

confirmagdo de suas estruturas faz-se necessario o estudo de isolamento por técnicas
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cromatograficas classicas e identificagdo por técnicas espectroscopicas e
espectrométricas.

Até o presente momento, apenas um Unico biflavondide havia sido
identificado no género Byrsonima, a amentoflavona. Em nosso estudo por UHPLC-PDA-
ESI-TOF-MS foi possivel identificar o derivado hidrogenado desse biflavonoide, a
diidroamentoflavona (P55) com tempo de retencdo de 11,97 minutos (superior a da
amentoflavona, 11,5 min.) e massa de alta resolugédo de m/z 539,0978, semelhante a da
amentoflavona, mas com dois hidrogénio a mais e formula molecular de C3oH1901,.

Uma vez identificada esta massa molecular em todos os extratos de

Byrsonima estudadas, foi realizado também o estudo por FIA-ESI-IT-MS".
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Tabela 10 — Subst
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4.4.2. ldentificagdo por FIA-ESI-IT-MS"

As plantas do género Byrsonima, como revelam diversos estudos
realizados (SANNOMIYA et al.,, 2005c; MALDINI, MONTORO, PIZZA, 2011;
GUILLHON-SIMPLICIO et al., 2011), apresentam em sua composicdo quimica
compostos fendlicos que sdo de grande interesse para a pesquisa bioldgica, por
apresentarem elevada atividade antioxidante e por estarem relacionados a prevencéo de
inimeras doencas cardiovasculares e do cancer (ZHANG et al., 2011).

Acidos fendlicos, como o galico, foram identificados no género
Byrsonima na forma de taninos hidrolisaveis, derivados glicosilados e conjugados a
outras classes de composmtos fendlicos. Uma dessas classes sdo as proantocianidinas,
oligbmeros e polimeros dos flavan-3-ol (JAISWAL, JAYASINGHE, KUHNERT,
2012), também classificados com taninos condensados e sdo formados pela mistura dos
monomeros: catequina, epicatequina, epigalocatequina e galocatequina galato
(DELCLAMBRE, SAUCIER, 2012).

Outra classe encontada sdo os flavonoides (GUILHON-SIMPLICIO,
PEREIRA, 2011) e de acordo com a literatura, os flavonoides encontrados no género
Byrsonima sdo basicamente derivados da quercetina, sendo comum sua conjugagdo com
glicosideos, grupos metoxilas e outros grupamentos fenélicos (CUYCHENS, CLAEYS,
2004; ANDRESEN, MARKHAM, 2006).

A fim de contribuir com as andlises realizadas por UHPLC-PDA-ESI-
TOF-MS dos extratos hidroalco6licos das folhas das espécies estudadas e ampliar os
estudos espectrométricos do género Byrsonima, realizou-se um estudo por FIA-ESI-IT-
MS" dos mesmos extratos, estando os espectros de ions totais de cada extrato dispostos

nas Figuras 111 a 116 no anexo B.

4.42.1. Acidos e derivados

Os cromatogramas obtidos, através da técnica UHPLC-PDA-ESI-TOF-
MS possibilitaram observar a presenca dessas substancias, principalmente na regido
abaixo de 10 minutos no cromatograma. Os cromatogramas evidenciaram no tempo de
retencédo (Tr) em 0,80 minutos, no modo negativo, o ion da molécula precursora, [M —
H] de m/z 191 (GOUVEIA, CASTILHO, 2011). Através da analise de UHPLC-PDA-

ESI-TOF-MS, foi atribuido que este pico cromatografico se refere ao acido quinico,
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sendo confirmado no espectro de segunda ordem (Figura 36) obtido por FIA-ESI-IT-
MS. Fragmentos significativos foram também observados, referente a perda da
carboxila e agua (GOUVEIA, CASTLHO, 2011), em m/z 173 e m/z 127.

Outra substancia identificada nas espécies estudadas de Byrsonima é o
acido galico. Esta substancia foi confirmada pelo ion da molécula precursora de m/z 169
[M — H], com Tg=1,35 min., com bandas no espectro no UV em 213 e 272 nm. O
espectro de massas de segunda ordem por FIA-ESI-IT-MS, evidenciou ainda o ion de
m/z 125, que foi atribuido a perda de COO™ do &cido galico [M — 44 — H]" (Figura 37).

Figura 36 — Espectro de massas de segunda ordem (MS?) do fon percussor m/z 191
obtidos em modo negativo com energia de colisao de 30%.
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Figura 37 - A) Espectro de massas do ion precursor de m/z 169, obtido em modo
negativo com energia de colisdo de 25%; B) Espectro no UV do &cido
galico. (vide condicGes espectrométricas item 3.2.4.4.).
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Outro derivado do acido galico pbde ser identificado no cromatograma
Tr= 4,98 min. O espectro de massas desta substancia evidenciou o ion da molécula
precursora em m/z 197. Os ions fragmentos observados mostraram m/z em 169 e 125
que foram atribuidos as perdas de CH,-CH, e CO,, respectivamente: [M — 28 — H] e [M
— 28 — 44 —H]". Com tais informacdes pdde-se identificar esta substancia como sendo
galato de etila. (GUILHON-SIMPLICIO, PEREIRA, 2011).

Figura 38 — Espectros de massas do ion precursor de m/z 197, obtido em modo
negativo com energia de colisdo de 25%. A) segunda-ordem (MS?) do
fon precursor de m/z 197; B) terceira-ordem (MS?) do fon produto de m/z
169; C) Espectro no UV.
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Derivados do &cido tetragaloil-quinico foram identificados também no
extrato hidroalcodlico das folhas das espécies de B. correifolia, B. fagifolia e B.
ligustrifolia (Tabela 10). O espectro de massas de segunda ordem da molécula
precursora apresentou os ions de m/z 799 [M — H]" (Figura 39). Foram observados ainda
ions significativos de m/z 647, referente a perda de uma unidade galoil [M — 152 — H]".
O ion de m/z 495 foi atribuido a perda de duas unidades galoilas [M — 152 — 152 — HJ',
enguanto que o ion m/z 343 refere-se a perda da terceira unidade galoila [M — 3 x 152 —
H]". No espectro de quinta-ordem (MS°) do fon produto de m/z 343 observou-se a

formacdo do ion mais intenso de m/z 169 referente a perda do &cido quinico [M — 3 x
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152 — 174 — H], sugerindo-se, assim, que esta molécula é um tetrdmero do acido galoil-
quinico.

Sannomiya (2007a), estudando a infuséo das folhas de B. fagifolia por
HPLC-ESI-ITMS", também identificou esta mesma substancia. A autora identificou um
total de quatro derivados do tetragaloil-quinico, o que justifica a presenca de trés
substancias com o mesmo ion precursor, sendo a diferenca entre estas substancias, as
posicdes em que os grupos galoilas esterificam o &cido quinico. Observou-se neste
estudo apenas uma das séries de substancias descritas pela autora, onde o tetragaloil-
quinico apresenta obrigatoriamente eliminacdo do acido galico seguida da perda de —
CO. Esta afirmacéo, pode ser explicada pela formag&o do ion m/z 601, [M — 170 — 28 —
H] (Figura 39A), que corrobora para identificacdo do &cido 1,3,4,5-tetragaoil-quinico.

Figura 39 — Espectro de massas do ion precursor de m/z 799, obtido em modo negativo
com energia de colisdo de 25%. A) segunda-ordem (MS?) do fon precursor
de m/z 799; B) terceira-ordem (MS?) do fon produto de m/z 647; C) quarta-
ordem (MS*) do fon produto de m/z 495; D) quinta-ordem (MS>) do fon
produto de m/z 343. (vide condi¢Bes espectrométricas item 3.2.4.4.).
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Os outros acidos galoil-quinicos que foram identificados (Figuras 111 e
116, anexo B), referem-se ao tri, di e mono galoil-quinico. Estes &cidos foram
encontrados nos extratos das folhas de quase todas as Byrsonimas estudadas neste
trabalho, com excecdo de B. correifolia e B. verbascifolia (Tabela 10). Analisando os
espectros de massas de segunda ordem (MS?) dos fons m/z 647 (Figura 40A), 495
(Figura 41A) e 343 (Figura 42A), referente aos ions precursores dos acidos tri-, di- e
monogaloil-quinico, observou-se a formacédo de ions referentes as perdas sucessivas de
unidades de galoil, além da formacéo dos ions m/z 191 e m/z 125. O ion de m/z 191 [M
— 152 — H] ¢ formado pela perda da altima unidade de galoila e o ion de m/z 125 [M —
152 — 44 — H] é procedente da descarboxilagcdo do &cido galico. Estas fragmentacGes
também foram descritas por Sannomiya (2007a e 2005a) e Maldini, Montoro, Pizza,
(2011).

Figura 40 — Espectro de massas do ion precursor de m/z 647, obtido em modo negativo
com energia de colisdo de 25%. A) segunda-ordem (MS?) do fon precursor
de m/z 647; B) terceira-ordem (MS?) do fon produto de m/z 495; C) quarta-
ordem (MS?) do ion produto de m/z 343. (vide condicdes espectrométricas

item 3.2.4.4.).
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Figura 41 — Espectro de ions totais da fragmentacdo da série de acidos galoilquinicos:
m/z 495 do [M — H] do &cido digaloilquinico, seguido de duas perdas
sucessivas de [M- 152 - H] originando m/z 343 do 4cido
monogaloilquinico, e posteriormente o m/z 191 do &acido quinico. (vide
condicGes espectrométricas item 3.2.4.4.).
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Figura 42 — Espectro de ions totais da fragmentacdo da série de acidos galoilquinicos:
m/z 343 do [M — H] do acido monogaloilquinico, seguido de duas perdas
sucessivas de [M — 152 — H] originando m/z 191 &cido quinico. (vide
condicBes espectrométricas item 3.2.4.4.).

BF_50pp#i97 RT:6.23AV:1 NL2.96E3
F:ITMS - c ESI Full ms2 343.00@cid25.00 [90.00-1000.00]

168.92
100+ <
90 _ Cte_ Ul
- 190,96 [M—152—18—H]
80 <
70
g ] [M—152 — H]-
&5 60
=] -
< |
_g 7
< 507
s 1
.
& 404
@ 7
30
20
1 124.90
10
] 154.93, 266.94 325.06
R S
100 200 300 400 500 600



104

4.42.2. Catequina e seus derivados

Outra classe de substancias identificadas por UHPLC-PDA-ESI-TOF-
MS, nos extratos hidroalcodlicos de Byrsonima, foram os mondmeros e oligdmeros de
proantocianidinas.  Dentre as espécies estudadas neste trabalho, somente o
cromatograma (Figura 112) e o espectro de massas de primeira-ordem, em modo full-
scan (Figura 118), da espécie B. fagifolia ndo apresentou sinais referentes ao ion m/z
289. Estes ions, como expde a literatura cientifica, séo caracteristicos da catequina e ou
proantocinidinas (JAISWAL, JAYASINGHE e KUHNERT, 2011).

A andlise dos espectros no UV destes picos evidenciam bandas de
absorcéo em 229 e 279 nm (RODRIGUES, 2007), conforme mostrado na Figura 43.

Estudos feitos por Jaiswal, Jayasinghe e Kuhnert (2011), verificaram que
a catequina possui 0 menor tempo de retengdo (pico 10, Tr = 3,06 minutos), seguida
pelo seu epimero (pico 16, Tr = 3,94). Outros fragmentos foram observados no espectro
de massas (Figura 43) que confirmaram a identificacdo desta molécula, como ion m/z
245 (MS?) e de m/z 203 (MS®) (JAISWAL, JAYASINGHE, KUHNERT, 2011).

Trés moléculas com ions referentes a m/z 577 (Tg = 2,65; 3,39; 3,52
min.), foram encontradas nos cromatogramas (Figuras 112 e 116) das espécies de
Byrsonima coccolobifolia e B. verbascifolia. Estudos realizados por (SANNOMIYA et
al., 2005c; JAISWAL, JAYASINGHE e KUHNERT, 2011) propGem estes ions como
sendo o dimero formado por duas unidades de catequinas, conhecidos por
proantocianidinas. A literatura informa que sdo possiveis 16 isdmeros para este tipo de
substancia, entretanto apenas oito isdmeros (estereoisbmero 3,4 trans) ocorrem de
forma natural (JAISWAL, JAYASINGHE e KUHNERT, 2011).

Foram observados a formacdo dos ions m/z de 407, m/z 289 e m/z 451
(Figura 44). O espectro de segunda ordem (MS?) do fon de m/z 407 é proveniente do
ion da molécula precursora de m/z 577, que perde um fragmento Retro Diels-Alder
(152 Da), sequido da perda de agua (18 Da), [M — H — 170]". Outro ion observado, m/z
289, é formado pelo tipo de fragmentacdo quinonametideo, sendo justificado pela perda
de uma das unidades de catequina [M — 288 — H]. Finalmente o ion de m/z 451 é
justificado pelo tipo de fragmentacdo conhecido como HRF (fissdo heterociclica do

anel). Neste tipo de fragmentacdo observou-se a perda de 126 Da., referente a fisséo
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heterociclica do anel C da catequina [M — 126 — H]" (TALA et al., 2012; JAISWAL,

JAYASINGHE e KUHNERT, 2011).

Figura 43 - A) Espectro no UV da catequina; Espectro de massas do ion precursor de
m/z 289, obtido em modo negativo com energia de colisdo de 25%. B)
segunda-ordem (MS?) do fon precursor de m/z 289; B) terceira-ordem
(MS®) do fon produto de m/z 245; (vide condicdes espectrométricas item
3.24.4).
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Diversos isdmeros das proantocianidinas podem ser formados com ion
precursor m/z 577, diferenciando-se pelos tempos de retencdo de cada molécula e isso,
permite especular que os trés ions m/z 577 encontrados referem-se as proantocianidinas

B1 e B2, que diferem apenas na conformacao da hidroxila na posi¢édo C-3.

Figura 44 — A) Espectro de massas do ion precursor de m/z 577, obtido em modo
negativo com energia de colisdo de 25%; B) Espectro no UV da
proantocinidina. (vide condic¢Bes espectrométricas item 3.2.4.4.).
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No espectro de segunda ordem (MS? Figura 45) observou-se o fon de
m/z 729 (Tr = 4,0 minutos, Tabela 10). A formacdo deste ion € justificada pela perda do
fragmento referente a uma unidade galoila [M — 152 — H]"), produzindo o ion de m/z
577. Como mostrado anteriormente, este, refere-se a proantocianidina tipo B. Os
espectros de quarta (MS*) e quinta (MS°) ordem demonstram as fragmentaces
relacionadas a molécula descrita anteriormente (Figura 45), evidenciando que o ion
precursor de m/z 729 refere-se ao Proantocianidina B-2'-O-galato. (SANNOMIYA et
al., 2005c¢; JAISWAL, JAYASINGHE e KUHNERT, 2011).
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Figura 45 - Espectro de massas do ion precursor de m/z 729, obtido em modo negativo
com energia de colisdo de 25%. A) segunda-ordem (MS?) do fon precursor
de m/z 729; B) terceira-ordem (MS?) do fon produto de m/z 577; C) quarta-
ordem (MS?* do fon produto de m/z 451; D) Espectro no UV. (vide
condicGes espectrométricas item 3.2.4.4.).

BC_SOHWARTLL.68VLNLL.24E2 BC_S0pTBRTI2.08V1 NL2.49
FITMS - ¢ ESI Full ms2 729.00@cid25.00 [200.00-1000.00] FITMS - ¢ ESI Full ms4 729.00@cid25.00 577.00@cid25.00 451,00@cid25.00 [120.00-1000.00]
108 576.86 106 288.97 OH
90§ 90]
80} 80 244.92
] o
§70 HO §7o-
]
5 2 227.47
260] 5 60 409.15
E HO 2
2 o
bl 559.04 2 50]
o 407.14 K
['4 ]
40] o 40]
4,92
30§ 3]
2
38.89 204
10 51.13515.16 | | 603.0452.47
7.03
255.5 395, Glh 493_42 |641.*3 710.85 10
oy N fa wr1 M A yH A
T T T T T T A T T T
200 250 300 350 400 450 500 550 600 €50 700 750 800 850 900 950 1000 O T T N [T T T
miz 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 850 900 950 1000

m/z

BC_50pp#8RTL2.08V1 NL2.70E1
F1TMS - ¢ ESI Full ms3 729.00@cid25.00 577.00@cid25.00 [155.00-1000.00]
5
100y 45102 [M-H]m/z 577
OH

90 iz 126

@
3

407.07

=
=]

o
S

o
S

m/z451

Relative Abundance

N
S

559.03 HO
20 289.12

.07 OH B
10 Z4|4 98 fg 3a|1.0 1467.03

T T T T T T O T T T e I T I e e
200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 850 900 950 1000
m/z

4.4.2.3. Flavonodides

No estudo sobre infusdes das folhas de Byrsonima crassa (SANNOMIYA et
al., 2004), o fragmento de m/z 463 (Tr = 5,44 min.) é comum ao extrato hidroalcodlico
e se refere a quercetina O-glicosilada (Figura 46), isolada e identificada neste trabalho
como sendo a quercetina-3-O-B-galactopiranosideo. O referido fragmento apresentou
espectro no UV com absor¢bes em 255 e 355 nm (Figura 46), comportamento
semelhante ao demonstrado no isolamento de BM-8 - vide item 4.3.3.1)
(SANNOMIYA et al., 2004).
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Figura 46 — A) Espectro de ions totais obtido por UHPLC-PDA-ESI-TOF-MS no modo
negativo de ionizagdo, do ion m/z 463 (Tg = 5,4 min.); B) Espectro no UV
obtido no respectivo pico cromatogréfico.
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O espectro de massas obtido para o pico com Tg = 3,59 minutos tem
como ion precursor [M — H] o ion m/z 615, que apresentou perda de grupamento galoil
[M — 152 — H] no seu espectro de segunda ordem, gerando o ion de m/z 463, por sua
vez, derivado da quercetina monoglicosilada, com fragmentacdo subsequente da hexose
(M — 152 — 162 — H]), possuindo a fragmentacdo caracteristica da quercetina no seu
espectro de quarta ordem (**Ao/**By), sendo identificado por quercetina-3-O-p-2"-
galoil-galactopiranosideo (SANNOMIYA et al., 2005c), com espectro no UV exibindo
trés bandas em 211, 256 e 356 nm (Figura 47).
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Figura 47 — A) Espectro de ions totais obtido por UHPLC-PDA-ESI-TOF-MS no modo
negativo de ionizacdo, do ion m/z 615 (Tg = 3,59 min.); B) Espectro no UV
obtido no respectivo pico cromatogréafico.

col 20
120726_GNHiieg B62 (5.584) 1 TOFMSES
1 1094

615.Jo1"

AU -

256.152
356.152

O/E 17104

Figura 48 - Espectro de massas do ion precursor de m/z 615, obtido em modo negativo
com energia de colisdo de 25%. A) segunda-ordem (MS?) do fon precursor
de m/z 615; B) terceira-ordem (MS?) do fon produto de m/z 463; C) quarta-
ordem (MS?) do ion produto de m/z 301. (vide condicdes espectrométricas

item 3.2.4.4.).
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O sinal referente a0 Tr = 11,5 min. apresentou espectro de absor¢do no
UV com trés bandas 221, 270, 339 nm (RODRIGUES, 2007) e espectro de massas com
ion precursor [M — H]" m/z 537 (RODRIGUES, 2007; SANNOMIYA et al., 2004;
SANNOMIYA et al., 2005c) que descrevem esse ion precursor como sendo do

biflavondide amentoflavona (Figura 49) .

Figura 49 - A) Espectro de ions totais obtido por UHPLC-PDA-ESI-TOF-MS no modo
negativo de ionizacédo, do ion m/z 537 (Tgr= 11,5 min.); B) Espectro no UV
obtido no respectivo pico cromatogréafico.
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Os ions m/z 433 e m/z 585 (Tr = 6,02 e 6,52 min.) encontram-se
relacionados pelo fragmento m/z 301, referente ao aglicona desprotonada da quercetina.
No entanto, o ion [M — H] m/z 585 possui como uma de suas fragmentacbes o ion de
m/z 433 (Figura 51), que foi atribuido a perda de um grupo galoil, [M — 152 — H]J".
Estudos realizados por Sannomiya (2005c), identificam estes dois compostos como:
quercetina-3-O-a-L-2"-galoil-arabinopiranoside e quercetina-3-O-a-L-

arabinopiranosideo, respectivamente
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Figura 50 — A) Espectro de ions totais obtido por UHPLC-PDA-ESI-TOF-MS no modo
negativo de ionizacao, do ion m/z 585 (Tr = 6,52 min.); B) Espectro no UV
obtido no respectivo pico cromatografico.
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Figura 51 - Espectro de massas do ion precursor de m/z 585, obtido em modo negativo
com energia de colisdo de 25%. A) segunda-ordem (MS?) do fon precursor
de m/z 585; B) terceira-ordem (MS®) do fon produto de m/z 433. (vide
condicOes espectrométricas item 3.2.4.4.).
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Outro flavonoide derivado da quercetina, também foi identificado no
extrato hidroalcoodlico de B. coccolobifolia e B. intermedia. A Figura 53 apresenta o ion
de m/z 447, caracteristico da perda de uma unidade de ramnnose [M — 146 — H]J.

Esta substdncia também foi isolada neste trabalho do extrato
hidroalcodlico de B. coccolobifolia e B. intermedia, (vide item 4.3.3.2) e, em
decorréncia, identificada como sendo como quercetina-3-O-a-ramnopiranosideo.

No espectro de segunda ordem (MS?* Figura 54) observou-se também o
ion de m/z 599 (T = 6,30 minutos, Tabela 10). A formacao deste ion € justificada pela
perda do fragmento referente a uma unidade galoila [M — 152 — HJ), produzindo o ion
de m/z 477. Este ion produto, refere-se a quercetina-3-O-a-ramnopiranosideo. O
espectro de terceira ordem (MS®) demonstra a fragmentag&o relacionada a formacéo do
ion m/z 300, evidenciando que o ion precursor refere-se a substancia quercetina-O-(2"-
O-galoil)-a-ramnopiranosideo. (ANDERSEN, MARKHAM, 2006)

Figura 52 — Espectro de ions totais obtido por UHPLC-PDA-ESI-TOF-MS no modo
negativo de ionizagdo, do ion m/z 433 (Tr = 6,02 min.) e espectro no UV
obtido no respectivo pico cromatogréfico.

ACN col 20
120726_GM _Lima_Bc-Hyd-16-M-neg 519 (6.018)
1

433.075

22222

255.152
356.152

501.067
' 479,086
| ,
103 !
, , 36 502,072
, , 50,08
L am ado
5 qas 755 " 538304620643 HAH® | 450208 /{




113

Figura 53 - Espectro de ions totais obtido por UHPLC-PDA-ESI-TOF-MS no modo
negativo de ionizagdo, do ion m/z 447 (Tr = 6,40 min.) e espectro no UV
obtido no respectivo pico cromatogréafico.
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Figura 54 - Espectro de massas do ion precursor de m/z 599, obtido em modo negativo
com energia de colisdo de 25%. A) segunda-ordem (MS?) do fon precursor
de m/z 599; B) terceira-ordem (MS®) do fon produto de m/z 447. (vide
condicOes espectrométricas item 3.2.4.4.).
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Flavonoides derivados da apigenina, também foram identificados nos
extratos hidroalcodlicos das folhas das espécies de Byrsonima estudados. O espectro de
massas da Figura 55 mostra o ion da molécula desprotonada m/z 431. Espectros de
segunda ordem do ion em m/z 431 evidenciaram perdas, que segundo a literatura, séo
caracteristicas de flavonoides C-glicosilados, [M — 120 — H] gerando o ion m/z 311 e
[M —H —90], fornecendo o ion em m/z 341 (ANDERSEN, MARKHAM, 2006). Estes
sinais sdo referentes as perdas caracteristica de C-hexoses. A formacéo do ion m/z 323,
evidencia a perda de uma molécula de H,O (CUYCKENS, CLAEYS, 2004). De acordo
com Prasain et al., (2003), flavonoides C-glicosilados formam a partir do ion m/z 311 o
ion m/z 283 ([M — 28 — H] originando o ion m/z 269 referente a aglicona da apigenina.
Portanto, os sinais referentes ao ion precursor m/z 431 sdo referentes ao flavonoide
derivado da apigenina C-glicosilada (Tr = 4,28 minutos) e seu isbmero (Tg = 5,25
minutos). Os espectros no UV destas substancias apresentam bandas de absorcdo em
268 e 341 nm

E por fim, foi identificada a Rutina e isomeros (Tr = 5,22; 5,34 e 8,00
minutos, Tabela 10), com ion precursor [M — H]" m/z 609, que sofre uma fragmentacao
caracteristica de perda de uma hexose [M — 162 — H], com formacdo do ion m/z 463 e
fragmentacéo de terceira ordem, subsequente, com perda de [M — 146 — 162 — H] pela
perda de mais uma hexose, neste caso, uma ramnose, formando o ion m/z 301 ou a

quercetina desprotonada, como mostrado na Figura 56.
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Figura 55 - Espectro de massas do ion precursor de m/z 431, obtido em modo negativo
com energia de colisdo de 25%. A) segunda-ordem (MS?) do fon precursor
de m/z 431; B) terceira-ordem (MS®) do fon produto de m/z 311; C)
terceira-ordem (MS®) do fon produto de m/z 431; D) quarta-ordem (MS*)
do ion produto de m/z 311. (vide condicdes espectrométricas item 3.2.4.4.).
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Figura 56 - Espectro de massas do ion precursor de m/z 609, obtido em modo negativo
com energia de colisdo de 25%, espectro de segunda-ordem (MS?). (vide

condicBes espectrométricas item 3.2.4.4.).
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4.4.3. UHPLC-ESI-TOF-MS

4.43.1. Andlise das substancias isoladas: BM-1 a BM-9 e substancias
selecionadas.

A caracterizagdo detalhada dos extratos hidroalcodlicos de espécies do
género Byrsonima é de grande importancia, tendo em vista seu uso efetivo na medicina
popular brasileira. Além da referida caracterizacdo, o presente estudo descreve também
uma abordagem metaboldmica baseado em UHPLC-ESI-TOF-MS, utilizando os perfis
de massas para destacar as diferencas de metabolitos nas espécies investigadas (B.
correifolia, B. coccolobifolia, B. fagifolia, B. Intermedia, B. ligustrifolia e B.
verbascifolia).

Com este propdsito, utilizou-se um conjunto de dados de massas de cada
extrato, detectadas por UHPLC-ESI-TOF-MS, que originou uma matriz de dados com
30 amostras (seis espécies analisadas em quintuplicata) e 902 variaveis ou sinais de ion
precusssor, detectados em alta resolucdo das substancias presentes nos extratos.

Uma vez identificadas as substancias majoritarias e as mais frequentes
em todos os extratos analisados, como mostrado na Tabela 10, e uma vez obtidas as
massas de alta resolucdo das substancias isoladas, foi possivel selecionar as referidas
substancias dentro da matriz de dados, obtida para determinar a distribuicdo das
substancias selecionadas dentro de cada extrato, pelo percentual da média relativa da
derea de cada pico obtido por UHPLC-ESI-TOF-MS.

A anélise foi realizada conforme o item 3.2.4.12, com as substancias
sendo misturadas de modo que 0 mesmo cromatograma apresentasse duas ou mais
substancias em tempos de retencdo distintos. A mistura foi feita de acordo com os
tempos de retencdo apresentados na Figura 10, o que possibilitou a confirmagdo da
férmula molecular de cada uma das substancias e de suas massas em alta resolucao,
como mostrado na Figura 57 e Tabela 11.

Outras substancias foram isoladas, entretanto, em virtude da pouca
quantidade e/ou por estarem em misturas, ndo foi possivel a identificacdo das mesmas
através dos métodos espectroscopicos.

A Figura 58 mostra 0os demais cromatogramas de outras quatro
substancias, identificadas por UHPLC-ESI-TOF-MS, em anélise similar a empregada
as substancias BM-1 a BM-9. Identificou-se as substancias catequina, proantocianidina
B-2'-0-galato, galato de etila e quercetina-3-O-(2"-galoil-a-arabinopiranosideo), sendo
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estas nomeadas de P10, P17, P23 e P38, respectivamente, com numeracao referente aos

picos da Tabela 10.

Figura 57 — Cromatogramas obtidos por UHPLC-ESI-TOF-MS das substancias BM-1 a
BM-9.
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Figura 58 - Cromatogramas obtidos por UHPLC-ESI-TOF-MS das substancias isoladas
P10, P17, P23 e P38.
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Selecionou-se ainda substancias com maiores frequéncias nas seis
espécies ou que apresentaram abundancia relativa maior que 40% nos cromatogramas
obtidos por UHPLC-PDA-ESI-TOF-MS (Figuras 105 a 110), sendo: () acido quinico
(P1), pela abundancia relativa na espécie B. verbascifolia, (II) Quercetina 3-O-p-D-
arabinopiranosideo (P33), por sua presenca em cinco das seis espécies estudadas, com
abundéancia relativa importante e ja descrita na literatura (SANNOMIYA et al., 2004) e
(1) o tricalisiosideo J (P60), um terpeno do tipo caurénico glicosilado, com ampla
distribuicdo nas seis espécies, identificado por He (2005), nas folhas de Tricalysia
dubia, que apresentou altas abundancias relativas nas espécies de Byrsonima. Os valores

de massas em alta resolucdo e formulas moleculares estdo expostos na Tabela 11.

Tabela 11 - Valores de massas obtidas por UHPLC-ESI-TOF-MS das substancias
isoladas e selecionadas para determinacdo das abundancias relativas de
cada uma delas nas espécies de Byrsonima.

Pico Tr M.E M.C Formula Nome

(min) [M—HI
BM-1 0,44 331,0715  331,0759  Cy3H13040 B-glucogalina
BM-2 0,32 343,0674  343,0665 Cy4H1504 acido 5-O-galoil-quinico
BM-3 0,36 343,0674  343,0665 Cy4H15040 acido 4-O-galoil-quinico
BM-4 0,47 169,0141  169,0137 C;H505 &cido gélico
BM-5 0,87 495,0754  495,0775  CyH1gOus acido 1,3-O-digaloil-quinico
BM-6 1,18 647,0879 647,0884  CygH,3045 acido 3,4,5-O-trigaloil-quinico
BM-7 1,22 799,0981  799,0994  CssH,;0,, acido 1,3,4,5-O-tetragaloil-quinico

BM-8 1,52 463,0884  463,0877  CyHi901 quercetina-3-0-B-D-galactopiranosideo
BM-9 1,66 447,1001  447,0927 CyHy90yg guercetina-3-O-a-L-ramninopiranosideo

Demais substancias isoladas

P10 1,09 289,0710  289,0712  Cy5H1304 catequina
P17 1,24 729,1392  729,1464  C37H,q045 proantocianidina B-2'-O-galato
P23 1,38 197,0436  197,0450 CyHyO5 galato de etila

quercetina-3-O-(2"-galoil-o-
P38 1,72 585,0957 585,0880  CyH4301; o ]
arabinopiranosideo)

Substancias selecionadas

P1 0,29  191,0585 191,0556*  C;Hy;04 acido quinico

P33 1,57 433,0801 433,0771* CyH470qq quercetina 3-O-B-D-arabinopiranosideo
P52 2,58 537,0827 537,0822* CsoH;7049 amentoflavona

P60 425 5552829 5552805*  CygHy304 tricalisiosideo J

Legenda: * - valores obtidos da Tabela 9.
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Uma vez selecionadas as substancias pelas massas de seus ion
precursores, as mesmas foram separadas do restante da matriz de dados gerados por
UHPLC-ESI-TOF-MS, respeitando uma toleréncia de £ 0,05 minutos e tolerancia de
massa de = 0,05 Da. Com isso, foi possivel determinar as abundéancias relativas em cada

espécie, como mostrado no grafico da Figura 59.

Figura 59 — Distribuicdo das substancias isoladas e selecionadas, nas espécies de
Byrsonima, de acordo com os percentuais da média relativa da area do
pico.
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Legenda: BM1-B-Glucogalina; BM2 - Acido 5-O-galoil-quinico; BM3 - Acido 4-O-galoil-quinico; BM4 - Acido
galico; BM5 - Acido 1,3-O-digaloil-quinico; BM6 - Acido 3,4,5-O-trigaloil-quinico; BM7 - Acido 1,3,4,5-O-
tetragaloil-quinico; BM8 -Quercetina-3-O-p-D-galactopiranosideo; BM9 - Quercetina-3-O-a-L-ramninopiranosideo;
P1 - Acido quinico; P10 — Catequina; P17 - Proantocianidina B-2'-O-galato; P23 - Galato de etila; P33 - Quercetina
3-0O-B-D-arabinopiranosideo; P38 - Quercetina-3-O-(2"-galoil-a-arabinopiranosideo); P52 - Amentoflavona; P60 -
Tricalisiosideo J.

Analisando o gréafico da Figura 59, observou-se que cada uma das
espécies de Byrsonima possui uma determinada porcentagem das substancias analisadas
(BM1 a BM9, P10, P17, P23, P38, P1, P33, P52 e P60). As substancias isoladas e
selecionadas para este estudo se constituiram de cinco classes quimicas principais: (a)
derivados do &cido quinico e acidos fendlicos derivados de &cido galico; (b) catequina e
proantocianidinas; (c) flavonoides O-glicosilados, podendo apresentar também
esterificacdo com 4acido galico; (d) amentoflavona e (e) o terpenoide, no caso, 0
tricalisiosideo J, que apresentou distribuicdo significativa em todas as espécies.

Os derivados do &cido galico apresentaram suas maiores abundancias
relativas na espécie B.fagifolia, como por exemplo, a B-glucogalina (60,1%), acido 5-O-
galoil-quinico (86,3%), acido galico (36,5%), acido 1,3-O-digaloil-quinico (70,4%),
acido 1,3,4,5-O-tetragaloil-quinico (93%) e o galato de etila (38,6%). As excecdes
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encontram-se apenas no acido 4-O-galoil-quinico, que se distribuiu de forma quase
uniforme nas espécies B.correifolia, B. coccolobifolia e B.verbascifolia. (25,4; 30,2 e
25,6% respectivamente), e no 4acido 3,4,5-O-trigaloil-quinico (BM®6), que €
pedominante em B. ligustrofolia (63,8%).

A catequina e a proantocianidina B-2'-O-galato mostram-se
predominantes em duas espécies: B. correifolia (10,1 e 52,1%) e B. verbascifolia (70,1
e 28,8%). O diterpeno tricalisiosideo J (P60) foi selecionado de acordo com os dados da
Tabela 10, por ser uma substancia inédita no género Byrsonima e por se distribuir quase
uniformemente em todas as espécies. Esta distribuicdo foi confirmada pela analise dos
percentuais da abundancia desta substancia nas espécies, tendo como menor percentual
em B. coccolobifolia (8,8%) e maior em B. ligustrifolia (23,4%); as demais espécies
apresentaram percentuais dentro desta faixa.

A amentoflavona (biflavonoide — P52) foi selecionada por ser o Unico
biflavonoide identificado e isolado em outros estudos quimicos e biolégicos do género
Byrsonima (CARDOSO et al., 2006; SANNOMIYA et al., 2007a; SANNOMIYA et al.,
2004), os quais, por sua vez, corroboram os dados da Tabela 10, onde a substancia
encontra-se presente nas espécies B. correifolia e B. verbascifolia, com os percentuais
de abundancia: 23,6 e 66,9%, respectivamente.

Trés flavonoides, um isolado, quercetina-3-O-B-D-galactopiranosideo
(BM-8) e dois selecionados, quercetina 3-O-p-D-arabinopiranosideo (P33) e quercetina-
3-0-(2"-galoil)-a-arabinopiranosideo (P38) apresentaram altos valores de abundéncia
nas espécies B. intermedia, a saber: 34,5%, 32,0% e 26,6% respectivamente. A
literatura descreve estas espécies como uma fonte de flavonoides dentro do género
Byrsonima, correlacionando estas substancias com atividade mutagénica (CARDOSO,
2006). Entretanto, o maior percentual para a quercetina-3-O-(2"-galoil)-a-
arabinopiranosideo foi obtido na espécies B. correifolia. Por fim, a quercetina-3-O-a-
L-raminopiranosideo (BM-9) apresentou maior percentual em B. coccolobifolia
(72,1%), seguido de 13,6% de abundancia na espécie B. intermedia. Esta substancia,
isolada pela primeira vez no estudo quimico do género, foi identificada por FIA-ESI-
IT-MS/MS no estudo das folhas de diversas espécies do género Byrsonima
(RODRIGUES, 2007).
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4.4.3.2. Analise estatistica dos dados obtidos por UHPLC-ESI-TOF-
MS dos extratos de Byrsonima spp. e das substancias isoladas
BM-1aBM-9.

Os métodos estatisticos multivariados vém sendo amplamente
empregados em estudos metabolémicos, para extrair informacGes complementares a
estudos fitoquimicos cléssicos, que ndo conseguem demonstrar quando existe uma
grande quantidade de varidveis estudadas (DE MOURA et al., 2006). Tais métodos
estatisticos sdo aplicados, a fim de organizar os dados destas variaveis e reduzi-los a
uma representacdo dimensional com vizualizacdo satisfatéria (MARTI et al., 2014).

A Analise das componentes principais (PCA) é uma técnica baseada na
combinacdo linear das variareis originais, gerando um novo conjunto de varidveis
ortogonais, denominadas de componentes principais, sendo que as primeiras
componentes geradas, comumente, apresentam um valor significativo de toda a
variancia dos dados. A PCA é um método exploratério, pois contribui para elaboracao
de hipotéses a partir de dados coletados. Neste tipo de analise multivariada, determina-
se 0 peso componente principal gerada sobre uma ou mais varidveis estudadas, sendo
considerado significativo quando um peso apresenta valores superiores a 0,5 ou
inferiores a -0,5. A matriz de dados ainda € decomposta pelos escores da correlacdo das
componentes pelas amostras estudadas. O estudo conjunto de pesos e escores permite
estimar a influéncia de cada componemte nas varidveis analisadas ou em cada amostra
estudada (MOITA NETO, MOITA, 1998).

Ja agrupamento hierarquico (HCA) é uma andlise multivariada que
interliga as amostras, pelo conjunto de variaveis utilizadas, de acordo com suas
associacfes, de modo que, quanto menor a distancia entre os pontos, maior sera a
semelhanca entre as amostras (TORRES, GARBELOTTI, MOITA NETO, 2006; DE
MOURA et al., 2006).
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4.4.3.2.1. Analise dos componentes principais (PCA)

Neste estudo, a PCA foi realizada sobre o conjunto de dados de massas
em cada extrato, detectadas por UHPLC-ESI-TOF-MS, em uma matriz de dados com
30 amostras (seis espécies analisadas em quituplicata) e 902 varidveis ou sinais m/z
detectados, a fim correlacionar e/ou diferenciar as substancias com as respectivas
espécies (WILKS, 2011a; DE MOURA et al., 2006).

Foram geradas trinta componentes principais (CP), onde duas continham
70,9% da variancia total dos dados. A analise de duas ou mais componentes fica
condicionada a distribuicdo da variancia dos dados. Neste caso, seguindo o principio
da parcimonia, seria suficiente analisar os dados de CP1 e CP2, contudo, como PCA é
um estudo ndo supervisionado ou padronizado, fica a critério do analisador determinar
0 numero de componentes principais (CP) que devem ser estudadas. Devido aos pesos
apresentados nas componentes geradas, como mostrado na Tabela 12, tornou-se
necessario analisar também a CP3, aumentando para 81,7% a variancia dos dados e
tornando mais significativo o estudo e os dados obtidos.

Vale ressaltar que a apresentacdo por parte de uma CP de maior
influéncia sobre uma variavel significa que sua correlacdo com tal varidvel é forte ou
significativa, 0 que pode ser observado no gréfico de dispersdo de pontos destas
variaveis, quando os pontos tendem ao valor maximo de correlacdo, ou seja, quando
variam de 1 a -1.

A primeira componente principal (56,3% da varidncia dos dados)
influenciou positivamente e signiticativamente B. verbascifolia (Bv), B.correifolia (Bc),
B. intermedia (Bi) e B. ligustrofolia (BI), sendo que a primeira espécie apresentou maior
peso para CP1. A segunda componente tem maior influéncia sobre B. coccolobifolia
(Bcco), possuindo 14,6% da variagdo, enquanto que a CP3 apresentou como variavel
com maior peso a B. fagifolia (10, 8% da variacdo dos dados).

Os gréaficos ortogonais obtidos (Figuras 60 e 61) mostraram a influéncia
de cada CP nos dados obtidos por UHPLC-ESI-TOF-MS, quando rotulados por
espécies ou pelos ions moleculares [M — H]™ das substancias presentes nos extratos.
Trés destas espécies, B.correifolia, B. intermedia e B. ligustrifolia, apresentam forte
correlagdo entre si, independetemente da componente analisada, sendo pouco afetadas
pelas componentes principais analisadas. Isso demonstra que as mesmas possuem

caracteristicas quimicas semelhantes, refletindo o resultado obtido na Tabela 10.
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Confrontando as outras trés espécies, B. coccolobifolia (Bcco), B.
fagifolia (Bf) e B.verbascifolia (Bv), observou-se que cada uma delas apresentou alta
correlagdo com uma determinada componente pricipal. Isto pode ser interpretado pela
diferenciacdo quimica entre estas espécies, ao compararmos a dispersdo dos pontos
referentes a elas (Figura 60), com a dispersdo dos pontos referentes aos ions
moleculares das subtancias presentes nos extratos (Figura 61).

Analisando-se CP2 no grafico da Figura 60A e 60C , observou-se que
esta componente apresenta alto valor de correlagdo com a espécie B. coccolobifolia
(Bcco); enquanto que na Figura 60B, que ndo apresenta a CP2, os pontos referentes aos
dados da espécie Bcco praticamente ndo se deslocam da origem. Comparando com a
dispersdo dos dados da matriz, ou seja, das massas dos ions moleculares das substancias
presentes nos extratos (Figuras 61A e 61C), o ion m/z 447, referente a [M —
H]* identifica-se com a mesma dispersdo da espécie B.coccolobifolia no grafico
anteriormente citado. Tal aspecto também é evidenciado pela Tabela 10, pelo
cromatograma obtido por UHPLC-PDA-ESI-TOF-MS da Figura 111 e pelo gréfico dos
percentuais de cada substancia isolada (Figura 59), que demostram a presenca
significativa da quercetina-3-O-ramnopiranosideo nesta espécie.

De forma semelhante, analisando CP3, a disperséo dos pontos referentes
aos fragmentos m/z 343, 647 e 799 (Figura 61B e 61C), ja identificados como acidos —
mono, tri e tetra-O-galoilquinicos, respectivamente —, seguem dispersdo dos pontos
referentes a espécie B. fagifolia (Bf), nas Figuras 60B e 60C, revelando tratarem-se
também de substancias que contribuem diretamente para a diferenciacdo quimica da
espécie.

A componente principal CP1 possui uma correlacdo com quatro das seis
espécies estudadas e, por isso, apresenta um percentual de variancia maior que as outras
componentes. Todavia, a analise dos dados da Tabela 12 e dos gréaficos das Figuras
60A e 60B revela que a CP1 apresenta pesos maiores para a espécie B.verbasficolia.
Apesar do grande nimero de substancias correlacionadas com a CP1, verificou-se que
B. verbascifolia, no grafico de dispersdo das massas dos ions moleculares das
substancias presentes (Figura 61A e 61B), apresenta correlecdo com substancias da
classe de flavonodides, como a quercetina 3-O-p-D-arabinopiranosideo, a quercetina 3-
O-p-D-galactopiranosideo e a amentoflavona.



124

Tabela 12 — Média dos pesos das variaveis nas componentes apés rotagdo varimax (de
MOURA, 2006).

Componentes Espeécies

Principais (CP) BC BCCO BF Bl BL BV
CP1 0,87 064 048 083 0,79 0,69
CP2 -0,02 0,6 001 -016 0,2 -0,34
CP3 -0,17 -0,3 0,79 0,07 0,07 -051

Legenda: BC — B.correifolia; BCCO — B. coccolobifolia; BF — B. fagifolia;
Bl — B. intermedia; BL — B. ligustrifolia; BV — B. verbascifolia

A fim de confirmar a correlacdo entre as espécies e as substancias
identificadas — descritas anteriormente —, a andlise de componentes principais foi
limitada para as substancias isoladas e identificadas por UHPLC-ESI-TOF-MS, assim
como, para as substancias que apresentaram abundancias relativas elevadas e/ou que se
mostraram comuns as espécies (Tabela 11).

Foram geradas seis componentes principais relacionadas com cada
substancia. As duas primeiras componentes continham 60,9% da variancia total dos
dados, entretanto, para se estabelecer a correlacdo entre as substancias isoladas e suas
respectivas espécies, foi necessario avaliar as seis componetes. As trés ultimas
componentes reunidas, todavia, apresentaram uma porcentagem de variancia dos dados
de 21,4%, impossibilitando, assim, o estabelecimento de uma relacdo confidvel entre
elas. Sendo assim, todas as componentes foram avaliadas em funcédo da CP1 (40,1% da

variancia), conforme mostrado na Tabela 13 e Figura 62.
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espécies estudadas: A — CP1 versus CP2; B - CP1 versus CP3; C — CP2

Figura 60 - Graficos dos pesos das componentes principais referentes aos extratos das
versus CP3.
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Tabela 13 — Pesos das variaveis nas componentes apds rotacdo varimax (DE MOURA,

2006).
Substéancias Componentes Principais (CP)
CP1 CpP2 CP3 CP4 CP5 CP6

BM1 0,968 0,010 -0,054 -0,156 0,093 -0,043
BM2 0,968 -0,040 -0,123 -0,174 -0,051 -0,081
BM3 -0,255 0,317 0,676 0,141 -0,053 0,555
BM4 0,841 -0,120 -0,079 0,292 0,366 -0,163
BM5 0,953 -0,090 -0,159 -0,189 -0,041 0,086
BM6 0,197 -0,101 -0,097 -0,248 0,903 -0,091
BM7 0,941 -0,047 -0,137 -0,218 -0,075 -0,124
BM8 -0,140 0,137 0,326 0,912 -0,045 0,011
BM9 -0,176 -0,196 -0,026 -0,003 -0,195 0,927

P1 0,209 0,873 -0,021 0,380 0,112 -0,128
P10 -0,207 0,934 0,113 0,095 -0,185 0,121
P17 -0,110 0,305 0,929 0,043 -0,008 0,070
P23 0,908 -0,204 0,162 0,064 0,231 -0,190
P33 -0,315 0,439 0,058 0,829 -0,030 0,076
P38 -0,018 -0,146 0,823 0,424 0,148 -0,220
P52 -0,246 0,902 0,231 0,012 -0,116 -0,187
P60 -0,061 -0,084 0,334 0,403 0,705 -0,208

Legenda: BM1-B-Glucogalina; BM2 - Agido 5-O-galoil-quinico; BM3 - Acido 4-O-galoil-quinico; BM4 - Acido galico; BM5 -
Acido 1,3-O-digaloil-quinico; BM6 - Acido 3,4,5-O-trigaloil-quinico; BM7 - Acido 1,3,415-O-tetragaloiI-quinico; BM8 -
Quercetina-3-0O-p-D-galactopiranosideo; BM9 - Quercetina-3-O-a-L-ramninopiranosideo; P1 - Acido quinico; P10 — Catequina;
P17 - Proantocianidina B-2'-O-galato; P23 - Galato de etila; P33 - Quercetina 3-O-B-D-arabinopiranosideo; P38 - Quercetina-3-O-
(2"-galoil-a-arabinopiranosideo); P52 - Amentoflavona; P60 - Tricalisiosideo J.

A primeira componente principal influenciou significamente as
substancias BM-1 (B-glucogalina), BM-2 (acido 5-O-galoil-quinico), BM-4 (acido
galico), BM-5 (4cido 1,3-O-digaloil-quinico), BM-7 (acido 1,3,4,5-O-tetragaloil-
quinico) e P23 (galato de etila), substancias derivadas do acido galico (Figura 62),
demonstrando existir uma forte correlacéo entre as substancias.

A segunda componente principal (CP2) apresentou 20,8% das variancia
dos dados e com peso significativo nas substancias P1 (acido quinico), P10 (catequina)
e P52 (amentoflavona).

Os gréaficos mostrados nas Figuras 62A e 63A representam as duas
componentes principais: 0 primeiro com 0s pesos da componente principal 1 versus a
componente 2 e 0 segundo representando os escores das duas componentes, ambos com
um total de 60,9% da variancia total. A CP1 apresentou maiores escores com a espécie
B. fagifolia, indicando, deste modo, que essa espécie apresenta maiores correlagdes com
as substancias derivadas do acido galico do que qualquer outra. Devido aos altos e
positivos pesos dessa componente com estas substancias e, simultaneamente, pesos
negativos em outras componentes, ndo apresentando variagdes importantes nos demais
gréficos ortogonais de escores (mesmo alterando as componentes no eixo das
ordenadas), pode-se afirmar que as substancias BM-1, BM-2, BM-4, BM-5 e BM-7
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foram isoladas na espécie B. fagifolia e que o outro derivado, o galato de etila (P23),
possui correlacdo mais relevante com esta espécie, mesmo estando presente em todas as
outras; esta forte relagdo foi demonstrada pelo percentual relativo de 38,6% de P23, no
gréfico da Figura 59.

A mesma afirmacdo pode ser feita para as substancias com altos pesos na
componente principal 2 (P1, P10 e P52), razdo pela qual, o gréfico de escores da Figura
63A mostrou que esta componente e, por conseguinte, as substancias, correlacionaram-
se com a espécie B. verbascifolia, sendo que, para este estudo, nenhuma substancia
isolada, com excecdo de BM-3 (&cido 4-O-galoil-quinico), adveio da espécie
mencionada. O gréafico de percentuais da Figura 59 mostra que BM-3 esté presente nesta
espécie, com 25,6% de sua abundéncia relativa. Para a caracterizagdo quimica das
espeécies por PCA, entretanto, a contribuicdo desta espécie para o isolamento do acido 4-
O-galoil-quinico ndo foi significativa, tornando, em decorréncia, o &cido quinico, a
catequina e a amentoflavona, as substancias que melhor caracterizam a espécie.

A substancia BM-3 (&cido 4-O-galoil-quinico) apresentou na Tabela 13
pesos significativos nas componentes CP3 e CP6. O grafico dos pesos componentes
principais CP3 versus CP6 (Figura 62F, com 18,7% da variancia dos dados) mostrou
que as duas compoentes correlacionam-se de forma positiva e significativa, deixando
BM-3 no centro do quadrante positivo entre as duas componentes, ou seja, as duas
componentes compartilham significativamente BM-3. Além disso, cada componente
apresentou pesos significativos para outras substancias: P17 (proantocianidina B-2'-O-
galato) e P38 (quercetina-3-O-(2"-galoil-a-arabinopiranosideo) para CP3 e BM-9, ou
quercetina-3-O-a-L-ramninopiranosideo para CP6. Com isso, verificando os gréaficos
dos escores destas duas componentes (Figuras 63B, 63C e 63F), pbde-se correlacionar
tais componentes com as espécies B. correifolia e B. coccolobifolia, sendo o acido 4-O-
galoil-quinico uma substancia comum as duas espécies, mas tendo a proantocianidina
B-2'-O-galato (P17) e a quercetina-3-O-(2"-galoil-a-arabinopiranosideo) (P38) como as
substancias que melhor caracterizam a espécie B. correifolia.

Ja a quercetina-3-0-a-L-ramninopiranosideo (BM-9) foi a substancia que
diferenciou B. coccolobifolia das demais espécies, aspecto ja obervado na analise de
UHPLC-PDA-ESI-TOF-MS (Tabela 10), bem como na Figura 59, onde esta substancia
apresenta 72% de abundancia relativa na espécie em questéo.

A quarta componente principal (9,5% de variancia) refere-se a seus pesos

sobre as substancias BM-8 (Quercetina-3-O-p-D-galactopiranosideo) e P33 (Quercetina
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3-O-B-D-arabinopiranosideo), ambas flavonoides O-glicosilados, justificando o porqué
do CP4 se correlacionar de forma significativa com tais substancias (Figura 62C). O
grafico de escores da componente principal 1 versus componente principal 4, com
49,6% da variancia (Figura 63C), se mostrou satisfatdrio para interpretar essa
componente e, como consequéncia, correlacionar as substancias com a espécie B.
intermedia. A literatura cientifica valida esse dado, uma vez que Sannomiya (2007a)
confirma que o extrato metandlico dessa espécie apresenta essas duas substancias como
responsaveis por 58% do teor total de flavonoides do extrato. O grafico da Figura 59
também caracteriza B. intermedia como a espécie que apresenta 0s maiores teores de
quercetina-3-O-p-D-galactopiranosideo e quercetina 3-O-B-D-arabinopiranosideo,
34,5% e 32%, respectivamente.

A razdo de CP4 apresentar altos pesos nas substancias BM-8 e P33 foi
devido oo fato de duas substancias pertencerem a mesma classe. Ha de se mencionar,
todavia, que BM-9, apesar de ser da mesma classe, ndo apresentou correlacdo com CP4,
diferenca, justificada pela premissa de que BM-9 ou quercetina-3-O-a-L-
ramninopiranosideo ser uma caracteristica quimica da espécie B. coccolobifolia. Tal
assertiva tem em mente o estudo desenvolvido por Rodrigues (2007), que, ao
caracterizar as infusdes de folhas de varias espécies de Byrsonima por FIA-ESI-IT-
MS/MS, encontrou essa substancia apenas em B. coccolobifolia. Além disso, ficou
constatado, no grafico da Figura 59, que BM-9 esta presente em B. coccolobifolia com
abundancia relativa de 93%, percentual elevado, que ndo foi apresentado por nenhuma
substancia isolada.

A quinta componente (CP5) apresentou uma variancia de 7,1% e, mesmo
com baixa porcentagem de variancia dos dados, possuiu pesos significativos para duas
substancias, BM-6 (acido 3,4,5-O-trigaloil-quinico) e P60 (tricalisiosideo J). Avaliando
as correlacOes entre os escores obtidos para CP5 versus CP1, verificou-se que a espécie
B. ligustrifolia apresenta forte correlagdo com as substancias BM-6 e P60. O grafico de
percentuais relativos a abundancia (Figura 59) destas substancias mostrou que 63,8% de
BM-6 encontra-se na espécie B. ligustrifolia, enquanto que P60 esta distribuida nesta
espécie com 23,4% e em outras duas espécies (B. correifolia e B. intermedia) com 20,5
e 21,3%, respectivamente. Como essas duas outras espécies correlacionaram-se com
outras duas componentes (CP4 e CP6) e consequentemente apresentaram maiores
escores para outras substancias, a CP5 correlacionou-se mais com o tricalisiosideo
J(P60).
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Tabela 10: A — CP1 versus CP2; B - CP1 versus CP3; C - CP1 versus CP4;

D - CP1 versus CP5; E - CP1 versus CP6; F — CP3 versus CP6.
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Figura 63 — Graficos dos escores das componentes principais referentes as substancias

da Tabela 10: A — CP1 versus CP2; B - CP1 versus CP3; C - CP1 versus
CP4; D - CP1 versus CP5; E - CP1 versus CP6; F — CP3 versus CP6.
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4.4.3.2.2. Analise de Agrupamento Hieraquico (HCA)

O HCA pode ser representado na forma de dendrograma ou como um
conjunto de diagramas de similaridade entre pares. As variaveis aqui utilizadas foram as
mesmas empregadas anteriormente na caracterizacdo da analise de componentes
principais, através dos extratos estudados e das massas das substancias presentes em
cada extrato, por sua vez, detectadas por UHPLC-ESI-TOF-MS. Para a constru¢do do
dendrograma, foi necessario realizar o agrupamento Z das amostras, o que significa
padronizar os dados obtidos pelo erro padrdo da média. Utilizou-se como medida de
similaridade a disténcia euclidiana quadrada, e o Método de Ward para a delimitacdo
dos grupos (TORRES, GARBELOTTI, MOITA NETO, 2006).

O Método de Ward € mais um método estatistico usado para gerar o
agrupamento dos dados, consistindo, em sintese, no agrupamento de dois ou mais
grupos de dados pelo minimo da soma do quadrado das distancias de dois pontos, em
funcdo da média de cada grupo gerado pela matriz, minimizando, assim, erros no
agrupamento. (WILKS, 2011b, MARTI et al., 2014; MEHL et al., 2014). Nesta
pesquisa ora apresentada, os agrupamentos foram categorizados em quatro grupos (G1,
G2, G3 e G4). Na anélise de componentes principais dos seis extratos, ficou evidente a
diferenciacdo entre as espécies estudadas.

Os grupos que mostraram maiores distancias entre si, ou seja, com menor
similaridade na andlise hierarquica dos dados da matriz foram G1 e G4, onde G1
agrupou os dados ou as massas das substancias presentes nos extratos em funcéo da
espécie B. coccolobifolia, e 0 outro grupo, G4, agrupando as substancias pela espécie B.
fagifolia. Em contrapartida, o grupo G3 apresentou um agrupamento de trés espécies, B.
correifolia, B. intermedia e B. ligustrifolia, que se mostram similaridades. Finalmente,
0 G2 mostrou uma distancia intermediaria préxima de G1 (Figura 64).

Explicar esses agrupamentos € explicar a similaridade quimica entre os
grupos, o que reflete nas similaridades entre as espécies. Utilizando como parametros a
analise de componentes principais do item 4.4.2.2.1 e os dados obtidos por UHPLC-
PDA-ESI-TOF-MS (Tabela 10), observa-se que todas as componentes principais se
relacionavam a uma determinada espécie, o0 que pode ser notado nos graficos da Figura
60, em que se tem B. correifolia, B. intermedia e B. ligustrifolia estdo sempre
agrupadas, independentemente da componente principal analisada. Esta observacdo é

comprovada pela presenga nas espécies de moléculas como &cido quinico, acido-O-
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galoil-quinico, galato de etila, uma série de flavonoides todos derivados da quercetina
(picos 31, 33, 38 e 47, da Tabela 10), e terpenos (picos de 57 a 60, da mesma tabela).

No outro extremo, tem-se 0 grupamento referente a B. fagifolia. Este grupo
se distingue dos demais pela variada constituicdo quimica de derivados do acido galico,
particularmente dos acidos galoil-quinicos (picos 2 a 21, com presenca confirmada na
Tabela 10), o que ndo foi apresentado por nenhuma outra espécie .

Os dois ultimos grupos, G1 e G2, referentes as espécies B. coccolobifolia e
B. verbascifolia, se assemelham em funcdo da presenca de substancias derivadas da
catequina (picos 8, 10, 16 e 22) e flavonoides derivados da quercetina, como quercetina-
3-O-galactopiranosideo, quercetina 3-O-B-D-arabinopiranosideo, quercetina 3-(2"-
galoil-a-arabinopiranosideo), quercetina-3-O-a-(O-galoil)-ramnopiranosideo e
diterpeno Tricalisiosideo J. Apesar disso, a B. coccolobifolia se diferencia pela
presenca quase exclusiva da quercetina-3-O-ramnopiranosideo e pelos derivados galoil-
quinicos, como os &cidos mono, di e trigaloil-quinico, inexistentes na espécie B.
verbascifolia. Esta também é uma razdo para que esta espécie se diferencie das demais,
bem como, para a forte correlagdo da Ultima espécie com a substancia amentoflavona,
como demonstrado no PCA e no gréafico da abundéancia relativa das substancias (Figura
59).


http://biosparql.org/PosMed/search?actionType=searchexec&condition=GeneIds&geneIds1=KID:C00005944&keyword=&posSelectMode=false&rankScore=squ
http://biosparql.org/PosMed/search?actionType=searchexec&condition=GeneIds&geneIds1=KID:C00005944&keyword=&posSelectMode=false&rankScore=squ
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Figura 64 - Dendograma da andlise por agrupamento hierarquico dos valores de massas

obtido por UHPLC-PDA-ESI-TOF-MS, das seis espécies do género

Byrsonima.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

O estudo fitoquimico dos extratos hidroalcodlicos das espécies de
Byrsornima, (B.correifolia, B. coccolobifolia, B. fagifolia, B. intermedia, B.ligustrifolia
e B. verbascifolia) possibilitou o isolamento de nove substancias: B-Glucogalina (BM-
1), acido-5-O-galoilquinico (BM-2), &cido-4-O-galoilquinico (BM-3), &cido gélico
(BM-4), &cido 1,3-O-digaloil-quinico (BM-5), acido 3,4,5-O-trigaloil-quinico (BM-6),
acido 1,3,4,5-O-tetragaloilquinico (BM-7), quercetina-3-O-galactopiranosideo (BM-8)
e quercetina-3-O-ramnopiranosideo, (BM-9).

As substancias BM-1- BM-5 e BM-9 foram isoladas pela primeira vez nas
espécies de Byrsonima estudadas.

A técnica UHPLC-PDA-ESI-TOF-MS, permitiu sugerir a presenca de 69
substancias das quais 41 foram identificadas utilizando o método de dereplicagdo. Com
isso, foi possivel indicar pela primeira vez a presenca de substancias nitrogenadas no
género Byrsonima, além de possibilitar a identificacdo de oito novas substancias: acido
3-(3, 4- diidroxifenil)-lactil-2-O-quinico (P22), a apigenina-8-C-glucosideo (P18); a
apigenina-6-C-glucosideo (P25), apigenina-7-O-glucosideo (P28), diidromaentoflavona
(P55) e tricalisiosideo J (P60).

Além disso, com os dados de massas obtidos por UHPLC-ESI-TOF-MS foi
possivel determinar a abundancia relativa das substancias isoladas e identificadas em
cada extrato, demonstrando que, no extrato hidroalcodlico das folhas de B. correifolia, a
proantocianidia B-2'-O-galato foi ;a substancia com maior percentual relativo. Em B.
coccolobifolia destacou-se pela presenca da quercetina-3-O-ramnopiranosideo,
enquanto que B. fagifolia mostrou-se rica em substancias derivadas do acido gélico
(&cidos galoil-quinicos e galato de etila). A espécie B. intermedia apresentou as
substancias derivadas da quercetina (quercetina-3-O-galactopiranosideo e a quercetina-
3-O-a-arabinopiranosideo) como majoritarias. Ja em B. ligustrifolia o acido 1,3,4,5-O-
tetragaloilquinico e o tricalisiosideo J mostram-se predominantes enquanto que a
catequina e amentoflavona foram majoritarias em B. verbascifolia.

Através de andlise estatistica multivariada de componentes principais, foi
possivel estabelecer a relacdo quimica entre as espécies estudadas, mostrando existir
uma diferenca entre as espécies B. fagifolia, B. verbascifolia e B. coccolobifolia. Pela

analise de componentes principais, B. fagifolia tem como identidade quimica os acidos
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galoil-quinicos (&cido-5-O-galoilquinico, acido 1,3-O-digaloil-quinico, acido 1,3,4,5-O-
tetragaloilquinico) além dos compostos fendlicos (glugogalina, &cido gélico e galato de
etila). Em B. coccolobifolia apresentou como caracteristica quimica a substancia
quercetina-3-O-ramnopiranosideo e B. verbascifolia as substancias acido quinico,
catequina e amentoflavona, estando as demais espécies estao relacionadas a substancias
derivadas da quercetina, como a quercetina-3-O-galactopiranosideo e a quercetina -3-
O-a-arabinopiranosideo (para B.intermedia) e o acido 3,4,5-trigaoil-O-quinico e o
tricalisiosideo J (para B. ligustrifolia). A analise de agrupamento hierarquico refletiu os
resultados da analise de componentes principais, mostrando B. fagifolia como a mais
distinta entre as espécies estudadas, e um segundo grupo de espécies similares, tendo
B.coccolobifolia, como a mais distinta desse grupo, seguida de B.verbascifolia, estando
as demais espécies agrupadas entre si.

Analise multivariada se mostrou um método estatistico importante para
verificar semelhangas e diferengas entre especies de Byrsonima e definir a identidade

quimica de cada espécie.
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ANEXO A



Figura 65 — Estruturas quimicas das substancias isoladas.
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Tabela 14 - Substancias isoladas.

Subs.

Nome da substancia

BM-1
BM-2
BM-3
BM-4
BM-5
BM-6
BM-7
BM-8
BM-9

B-glucogalina

acido 5-O-galoil-quinico

acido 4-O-galoil-quinico

acido galico

acido 1,3-O-digaloil-quinico

acido 3,4,5-O-trigaloil-quinico
acido 1,3,4,5-O-tetragaloil-quinico
guercetina-3-O-galactopiranosideo

quercetina-3-O-ramnopiranosideo

148
BM-4
Oy OH
H H
HO OH
OH

HaC™ “1OH
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Figura 66 - Substancias identificadas por UHPLC-PDA-ESI-TOF-MS ou UHPLC-
ESI-TOF-MS nos extratos hidroalcodlicos das folhas das espécies de
Byrsonima estudadas, utilizadas nas analises estatisticas multivariadas,
conforme a Tabela 10.

P1 P23 P52

O§ OH o§ O\/CH3

OH
OH

P17

HO

Tabela 15 - Substancias identificadas UHPLC-
PDA-ESI-TOF-MS ou UHPLC-ESI-TOF-MS

Subs. Nome da substéancia

P1 | Acido quinico

P10 | Catequina

P17 | Proantocianidina-B-2'-O-galato

P23 | galato de etila

P33 | Quercetina-3-O-a-arabinopiranosideo

P38 | Quercetina-3-O-(2"-galoil-)-a-arabinopiranosideo
P52 | amentoflavona

P60 | Tricalisiosideo J
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ANEXO B
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Figura 67 - Espectro de RMN DE *H de BM-1 (DMSO-dg; 11,7T).
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Figura 68 - Espectro de RMN de *C APT de BM-1 (DMSO-dg; 11,7T).
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Figura 69 - Espectro de RMN de correlagdes entre H-H (COSY) de BM-1 (DMSO-dg;

11,7T).
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Figura 70- Espectro de RMN de correlac6es entre HMBC de BM-1 (DMSO-dg; 11,7T).
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Figura 71- Espectro de RMN de correlac6es entre HSQC de BM-1 (DMSO-dg; 11,7T)
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Figura 72 - Espectro de RMN de 'H de BM-2 (DMSO-dg; 11,7T).

o o o o o o o o o o o o o

o o o o o o o o o o o o o o

o N o N o [Te] o N o N o N o o

N (o] (Vo] Tp] [Tp] < < ™M ™M o [\l i i N o
ESZQ l, 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
i S '

o
0£88'T ik e L3
S/06°T I
9056'T L tn
96'T © F
5000'C L3 I
1£00°C o

L r o
Yado - I
TLESE | O E - "
ESbS'£§ —-g Eoen
433 - I
Y
¥816°€ o o
LbT6'E F ¥
STE6'E I
[8€6'E I 0
- [ <
1998t | i
0698'17> - L 2
791¢'S
S€TT'S F
00€2°S L
€9€T°S 0
EHTS F
Q
[ ©
L ~
n§
- 68
FoE

o
01669 — - 12

Ln

™~

O.

[ oo
GTET'8 — -
Ln
[ oo
£508'8 — - r
<
[ o
0616 — -

Ln
~ [ o
c
2 =
2 L S
DT —
e} L
1 LN
o~ )
i i
S I
= <
— =
~— ~—
N
— L
N
i




155

Figura 73 - Espectro de RMN de *C APT de BM-2 (DMSO-dg; 11,7T).
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Figura 74 - Espectro de RMN de correlagdes entre H-H (COSY) de BM-2 (DMSO-dg;
11,7T).

. R TN

121211_10-12-5b_cosy
STANDARD PROTON PARAMETERS
ri
(]
93,1.84
{523,197 1393,
5 3 B ,
@
(523354 (487359(393,354) I
4 © (3.54,3.93} {1.83,3.93}
v L
1.89,3.93
{3.55,4.87 { '
® {3.555.23 {1.95,5.23} ,{2.00,5.23} L
e l@ 8 5
ré
KA 7
° r8
1. K

90 85 80 75 70 65 60 55 5.0

1 (ppm)



Figura 75- Espectro de RMN de correlagbes HSQC de BM-2 (DMSO-dg; 11,7T).
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Figura 76- Espectro de RMN de correlacbes HMBC de BM-2 (DMSO-dg; 11,7T).
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Figura 77 - Espectro de RMN de 'H de BM-3 (DMSO-dg; 11,7T).
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Figura 78 - Espectro de RMN de correlagdes entre H-H (COSY) de BM-3 (DMSO-dg;
11,77).
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Figura 79- Espectro de RMN de correlagcbes HSQC de BM-3 (DMSO-dg; 11,7T).
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Figura 80- Espectro de RMN de correlacbes HMBC de BM-3 (DMSO-dg; 11,7T).
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Figura 81 - Espectro de RMN de 'H de BM-4 (DMSO-dg; 11,7T).
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Figura 82 - Espectro de RMN de *C APT de BM-4 (DMSO-dg; 11,7T).

130709_33-1_apt f~22000

STANDARD CARBON PARAMETERS

166.23
—146.21
— 138.65

125.13

109.30

20000

18000

16000

[ 14000

12000

10000

8000

6000

4000

2000

-2000

[ -4000

-6000

T T
230 220 210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 lf(}O( 90) 80 70 60 50 40 30 20 10 0 -10 -20 -30 -40
ppm.

Figura 83 - Espectro de RMN de correlagdes HMBC de BM-4 (DMSO-dg; 11,7T).
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Figura 84 - Espectro de RMN *H de BM-5 (DMSO-dg; 11,7T).
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Figura 85 - Espectro de RMN de correlagdes entre H-H (COSY) de BM-5 (DMSO-dg;
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Figura 86 - Espectro de RMN de correlagdes HSQC de BM-5 (DMSO-dg; 11,7T).
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Figura 87 - Espectro de RMN de correlagbes HMBC de BM-5 (DMSO-dg; 11,7T).
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Figura 88 - Espectro de RMN DE 'H de BM-6 (DMSO-dg; 11,7T).
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Figura 89 - Espectro de RMN de **C APT de BM-6 (DMSO-dg; 11,7T).
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Figura 90 - Espectro de RMN de correlagdes entre H-H (COSY) de BM-6 (DMSO-dg;
11,77).
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Figura 91 - Espectro de RMN de correlagdes HMBC de BM-6 (DMSO-dg; 11,7T).
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Figura 93 - Espectro de RMN de correlagdes NOESY de BM-6 (DMSO-dg; 11,7T).
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Figura 94- Espectro de RMN DE 'H de BM-7 (DMSO-dg; 11,7T).
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Figura 95- Espectro de RMN de correlactes entre H-H (COSY) de BM-7 (DMSO-dg;

11,7T).
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Figura 96 - Espectro de RMN de correlagdes HMBC de BM-7 (DMSO-dg; 11,7T).
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Figura 97 - Espectro de RMN de correlagdes HSQC de BM-7 (DMSO-dg; 11,7T).
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Figura 99 - Espectro de RMN de *H de BM-8 (DMSO-dg; 11,7T).
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Figura 100 - Espectro de RMN de **C APT de BM-8 (DMSO-dg; 11,7T).
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Figura 101 - Espectro de RMN de correlacoes entre H-H (COSY) de BM-8 (DMSO-dg;

11,7T).
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Figura 102 - Espectro de RMN de correlacbes HMBC de BM-8 (DMSO-dg; 11,7T).
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Figura 103 - Espectro de RMN de correlacbes HSQC de BM-8 (DMSO-dg; 11,7T).
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Figura 104 - Espectro de RMN 1D — TOCSY da substancia de BM-8, irradiado em
85,32 (DMSO-dg; 11,7T).
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Figura 105 - Espectro de RMN de 'H de BM-9 (DMSO-dg; 11,7T).
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Figura 106 - Espectro de RMN de **C

>

PT de BM-9 (DMSO-ds; 11,7T).
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Figura 108 - Espectro de RMN de correlagcbes HSQC de BM-9 (DMSO-dg; 11,7T).
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Figura 109 - Espectro de RMN de correlagdes HMBC de BM-9 (DMSO-dg; 11,7T).
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Figura 110 — Cromatograma obtido por UHPLC-PDA-ESI-TOF-MS do extrato
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hidroalcodlico das folhas de Byrsonima correifolia. (vide condicGes
experimentais: item 3.2.4.12.).
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Figura 111 - Cromatograma obtido por UHPLC-PDA-ESI-TOF-MS do extrato
hidroalcodlico das folhas de Byrsonima coccolobifolia. (vide condigdes
experimentais: item 3.2.4.12.).
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Figura 112 — Cromatograma obtido por UHPLC-PDA-ESI-TOF-MS do extrato
hidroalcodlico das folhas de Byrsonima fagifolia. (vide condigdes

experimentais: item 3.2.4.12.).
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Figura 113 - Cromatograma obtido por UHPLC-PDA-ESI-TOF-MS do extrato
hidroalcodlico das folhas de Byrsonima intermedia. (vide condigdes
experimentais: item 3.2.4.12.).
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Figura 114 — Cromatograma obtido por UHPLC-PDA-ESI-TOF-MS do extrato
hidroalcodlico das folhas de Byrsonima ligustrifolia. (vide condigdes
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Figura 115 — Cromatograma obtido por UHPLC-PDA-ESI-TOF-MS do extrato
hidroalcodlico das folhas de Byrsonima verbascifolia. (vide condigdes
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Figura 116 — Espectro de massas de primeira-ordem, em modo full-scan, do extrato
hidroalcodlico de B. correifolia avaliado em modo negativo. (vide
condicdes espectrométricas: item 3.2.4.4.).
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Figura 117— Espectro de massas de primeira-ordem, em modo full-scan, do extrato
hidroalcodlico de B. coccolobifolia avaliado em modo negativo. (vide
ondic¢es espectrométricas: item 3.2.4.4.).
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Figura 118 - Espectro de massas de primeira-ordem, em modo full-scan, do extrato

hidroalcodlico de B. fagifolia avaliado em modo negativo. (vide
condicdes espectrométricas: item 3.2.4.4.).
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Figura 119 - Espectro de massas de primeira-ordem, em modo full-scan, do extrato

hidroalcodlico de B. intermedia avaliado em modo negativo. (vide
condicOes espectrométricas: item 3.2.4.4.).
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Figura 120 — Espectro de massas de primeira-ordem, em modo full-scan, do extrato
hidroalcodlico de B. ligustrifolia avaliado em modo negativo. (vide
condicdes espectrométricas: item 3.2.4.4.).
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Figura 121 - Espectro de massas de primeira-ordem, em modo full-scan, do extrato
hidroalcodlico de B. verbascifolia avaliado em modo negativo. (vide
condicdes espectrométricas: item 3.2.4.4.).
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