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Resumo

Neste trabalho foi desenvolvida uma metodologia de desreplicagdo bioguiada para
Qualea grandiflora e Q. cordata, duas espécies da familia VVochysiaceae presentes no
Cerrado Brasileiro com potencial etnofarmacoldgico, atraves dos bioensaios in vitro de
inibi¢do da polimerizag¢do da B-hematina bovina (compostos antimalaricos), reducdo do
radical estavel DPPH (antioxidante), bioautografia para avaliagdo da inibicéo da enzima
acetilcolinesterase, avaliacdo citotoxica em linhagens celulares, avaliacdo de atividade
antifangica por microdiluicdo em placa e avaliacdo tripanocida frente a cepas Y de
epimastigotas de Tripanosoma cruzi e, da detecgdo in silico dos constituintes
moleculares majoritérios a partir da técnica hifenada de HPLC-DAD-HRMS(ESI).

As folhas e os ramos secos de Q.grandiflora e Q.cordata foram extraidos por
maceracdo com etanol:dgua (8:2) e posteriormente fracionados em extracdo liquido-
liquido com os solventes hexano, AcOEt e n-butanol. Entre os bioensaios realizados, a
avaliacdo de inibicdo do radical DPPH apresentou valores significativos para as fragoes
AcOEt dos ramos de Q.grandiflora e das folhas de Q. cordata. A partir disto, estas
fracdes foram analisadas através da técnica hifenada HPLC-DAD-HRMS(ESI) e
permitiram a deteccéo das flavanonas: 4',5,7-triidroxi-3'-metoxi-6,8-dimetilflavanona e
5,6,7-triidroxi-3',4'-dimetoxi-8-metilflavanona e dos diidroflavondis: 4',7-diidroxi-5-
metoxi-6-metildiidroflavonol e 3',4'-dimetoxi-5,7-diidroxi-6,8-dimetildiidroflavonol na
fracdo AcOEt nas folhas de Q.cordata, e das flavanonas: 8-metilnaringenina e 4',5,7-
triidroxi-3',6-dimetoxi-8-metilflavanona; benzofenona: Bis(2-hidroxi-4,6-dimetoxi-3-
metilfenil)metanona e diidroflavonol: 3',4',5,6,7-pentaidroxi-8-metildiidroflavonol da
fracdo AcOEt dos ramos de Q.grandiflora. Também realizou-se a andlise in silico por
RMN da fracdo AcOEt dos ramos de Q.grandiflora, pela comparacdo dos desenhos
virtuais de *H RMN dos metabélitos previamente detectados por MS. Os resultados

obtidos forneceram mais dados para justificar a deteccdo dos metabdlitos.

Palavras-chave: Qualea grandiflora, Q. cordata, desreplicacdo, deteccdo in silico,

flavanona C-metiladas.



Abstract

In this work the bioguided phytochemical studies of Qualea grandiflora and Q. cordata,
two species of Vochysiaceae greatly represented in the Brazilian Cerrado and with
ethnopharmacology potential, were perfomed according to in vitro bioassays from
antioxidant capacity and inhibition of [-hematin polymerization (antimalarial
compounds), scavenging activity of DPPH (antioxidant capacity), inhibition of acetyl
cholinesterase (anti-Alzheimer), citotoxic activity against tumoral cell lines (anticancer),
antifungal activity using a microdilution assay and tripanocidal activity performed with
the Y-strain epimastigote forms of Tripanosoma cruzi, as well as in silico dereplication
by means of HPLC-DAD-HRMS(ESI). The leaves and stem of Q.grandiflora and
Q.cordata were extracted by maceration in etanol:water (8:2) and fractionated by liquid-
liquid using hexane, AcOEt and n-butanol. The bioassays showed that AcOEt stem
fraction of Q.grandiflora and AcOEt leaves fraction of Q. cordata are significantly
activity in DPPH reduction. According to this results, the AcOEt fraction of the stem of
Q.grandiflora and the leaves of Q.cordata were evaluated using HPLC-DAD-
HRMS(ESI) and allowed the detection of two flavanones: 4',5,7-trihydroxy-3-methoxy-
6,8-dimethylflavanone and 5,6,7-trihydroxy-3',4'-dimethoxy-8-methylflavanone, and
the dihydroflavonols: 4',7-dihydroxy-5-methoxy-6-methyldihydroflavonol and 3'4'-
dimethoxy-5,7-dihydroxy-6,8-dimethyldihydroflavonol from AcOEt leaves fraction of
Q.cordata, and the flavanones: 8-methyl-naringenine and 4'5,7-trihydroxy-3',6-
dimethoxy-8-methylflavanone, the benzophenone: bis (2-hydroxy-4,6-dimethoxy-3-
methylphenyl) metanone, and the dihydroflavonol: 3'4'5,6,7-pentahydroxy-8-
methyldihydroflavonol from AcOEt stem fraction of Q. grandiflora. The AcOEt stem
fraction of Q. grandiflora was analyzed through in silico NMR, comparing virtual *H
NMR standards spectra from previous MS detected metabolites. These results gave
more information in order to justify the detection of reported the metabolites.

Keywords: Qualea grandiflora, Qualea cordata, dereplication, in silico detection, C-

methyl flavonoids
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detectadas por MS (9) e da fracdo AcOEt dos ramos de Q. grandiflora (10), no
intervalo de 5,3 a 5,7 ppm.

Espectros de 1H RMN de 3°,4°,5,6,7-pentaidroxi-8-metildiidroflavonol (1),
3’,4’-dimetoxi-5,7-diidroxi-6,8-dimetildiidroflavonol (2), 4°,5,7-triidroxi-3",6-
dimetoxi-8-metilflavanona (3), 4°,5,7-triidroxi-3’-metoxi-6,8-dimetilflavanona
(4), 4°,7-diidroxi-5-metoxi-6-metildiidroflavonol (5), 5,6, 7-triidroxi-3",4’-
dimetoxi-8-metilflavanona (6), 8-metilnaringenina (7), bis(2-hidroxi-4,6-
dimetoxi-3-metilfenil)metanona (8), soma dos padrdes virtuais das moléculas
detectadas por MS (9) e da fracdo AcOEt dos ramos de Q. grandiflora (10), no
intervalo de 6,5 a 7,5 ppm.

Espectros de 1H RMN de 3°,4°,5,6,7-pentaidroxi-8-metildiidroflavonol (1),
3’,4’-dimetoxi-5,7-diidroxi-6,8-dimetildiidroflavonol (2), 4°,5,7-triidroxi-3’,6-
dimetoxi-8-metilflavanona (3), 4°,5,7-triidroxi-3’-metoxi-6,8-dimetilflavanona
(4), 4°,7-diidroxi-5-metoxi-6-metildiidroflavonol (5), 5,6, 7-triidroxi-3",4’-
dimetoxi-8-metilflavanona (6), 8-metilnaringenina (7), bis(2-hidroxi-4,6-
dimetoxi-3-metilfenil)metanona (8), soma dos padrdes virtuais das moléculas
detectadas por MS (9) e da fracdo AcOEt dos ramos de Q. grandiflora (10), no
intervalo de 11,5 a 12,0 ppm.

Espectros de 1H RMN de 3°,4°,5,6,7-pentaidroxi-8-metildiidroflavonol (1),
3’,4’-dimetoxi-5,7-diidroxi-6,8-dimetildiidroflavonol (2), 4°,5,7-triidroxi-3",6-
dimetoxi-8-metilflavanona (3), 4°,5,7-triidroxi-3’-metoxi-6,8-dimetilflavanona
(4), 4°,7-diidroxi-5-metoxi-6-metildiidroflavonol (5), 5,6,7-triidroxi-3",4’-
dimetoxi-8-metilflavanona (6), 8-metilnaringenina (7), bis(2-hidroxi-4,6-
dimetoxi-3-metilfenil)metanona (8), soma dos padrdes virtuais das moléculas
detectadas por MS (9) e da fracdo AcOEt dos ramos de Q. grandiflora (10), no
intervalo de 12,0 a 14,0 ppm.
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1.1.  Importancia dos produtos naturais

Desde os tempos imemoriais 0 homem busca na natureza recursos que melhorem
suas condicOes de vida. Devido a disponibilidade destes recursos, os produtos naturais
encontram-se na base das atividades humanas e estdo presentes em todos os lugares,
desde os combustiveis dos automoveis até as fibras e cores de nossas roupas.

A ciéncia terapéutica é um forte exemplo da importancia dos produtos naturais.
O emprego de plantas no tratamento e cura de diversas enfermidades tem sido
amplamente observado como base normativa para a manutengdo da saude, uma vez que
cerca de 80% da populacdo mundial fazem uso terapéutico de aproximadamente 25.000
espécies de plantas (WHO, 2002).

Plantas, fungos, insetos, organismos marinhos e bactérias sdo importantes fontes
de substancias biologicamente ativas e se notabilizam no desenvolvimento do arsenal
terapéutico de forma direta como fitoterdpico ou de maneira indireta através do uso dos
metabolitos bioativos como matérias-primas para a producdo de inUmeros
medicamentos (Bolzani et al., 2009).

Segundo Cragg e Newman, aproximadamente 50% dos farmacos de uso clinico
nos ultimos 25 anos ou sdo de origem natural ou foram desenvolvidos por sintese
quimica planejada a partir de produtos naturais. Para o tratamento do céncer e de
doencas infecciosas, mais de 60% dos medicamentos provém de produtos naturais ou
analogos sintéticos, evidenciando o sucesso da quimica de produtos naturais como
estratégia na busca por novos farmacos (Newman e Cragg, 2007, Newman e Cragg,
2009).

Devido a sua importancia, o processo de descoberta de farmacos a partir de
fontes naturais caracterizou-se, nos ultimos 30 anos, pelo desenvolvimento de
bioensaios in vitro de pequena escala, 0s quais visam a testar a atividade de muitas
amostras num curto espago de tempo, proporcionando um ndmero de resultados
replicados suficientes para a analise estatistica. Estes ensaios acelerados (high
throughput screening - HTS) sdo usados pela inddstria farmacéutica rotineiramente para
testar grande nimero de amostras obtidas através de quimica combinatoria ou de fontes
naturais.

Contudo, nos ultimos anos tem-se observado uma queda na descoberta de novos

farmacos. Dentro da area de quimica de produtos naturais, isto pode ser justificado pelo
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conhecimento ja estabelecido dos principais quimiotipos produzidos pelas plantas e pela
abordagem reducionista que permeia a terapéutica moderna, estimulando a pesquisa por
mecanismos quimicos e farmacologicos em nivel molecular em detrimento de questfes
multifatoriais associadas as misturas complexas, como 0 sinergismo dos compostos
(Verpoorte et al., 2005).

Dentro desta perspectiva, a quimica de produtos naturais tem buscado
alternativas na pesquisa por agentes bioativos e novas metodologias estdo sendo
utilizadas, como system biology, que considera as patologias e 0s mecanismos
terapéuticos como processos multifatoriais, a metaboldomica, que busca no perfil
metabdlico total (do doente e do agente terapéutico) informacbes e correlacBes
relevantes ao desenvolvimento de novos agentes terapéuticos, a quimiometria, que
permite a analise dos complexos processos multifatoriais, e a desreplicacdo, que
simplifica o processo analitico atraves da deteccdo in silico (computacional) de
moléculas previamente conhecidas (Ulrich-Merzenich et al., 2007; Nicholson e Lindon,
2008; Lang et al., 2008; Li et al., 2009).

1.2.  Desreplicacéo

O termo “desreplica¢ao” (do inglés, dereplication) popularizou-se na literatura
académica a partir dos anos 90 como uma etapa crucial no processo de triagem de
extratos brutos objetivando a identificacdo de compostos bioativos conhecidos de
maneira a se evitar o re-isolamento e determinacao estrutural de uma substéncia que nao
seja inédita (Ng et al., 2009).

Além de impedir a replicacdo de trabalhos, esta abordagem minimiza o consumo
de amostra e solvente e acelera o estagio de descoberta de novas substancias com
atividade bioldgica (Lang et al., 2008).

O procedimento geral da desreplicacdo envolve a separagdo dos componentes
das matrizes complexas através de métodos cromatograficos, a coleta de dados
espectroscopicos e de bioatividade pelo acoplamento (hifenacdo) de diferentes
detectores e/ou coletor de fracGes, a comparagdo das informacgdes obtidas as bases de
dados, e por fim, a deteccdo e proposta de elucidacdo estrutural (Lang et al., 2008).

Véarios métodos analiticos de desreplicacdo foram desenvolvidos para a deteccdo

de moléculas acumuladas em plantas com propriedades adogantes (Chung et al., 1997),
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extratos de origem natural com atividade anti-HIV (Cardellina et al., 1999), extratos de
organismos terrestres e marinhos com atividade antibacteriana (Ramakrishna et al.,
1999; Leeds et al., 2006), extratos com atividade inibidora da enzima acetilcolinesterase
(Rhee et al., 2001), extratos com atividade inibidora de ciclo-oxigenases e lipo-
oxigenases (Jia, 2003), substancias de plantas com atividade citotdxica (Kinghorn et al.,
2003), substancias com atividade antituberculose (Stavri et al., 2004), anti-fingica
(Masoko e Eloff, 2005), e como agentes bacteriostaticos (Singh, 2006). Técnicas de
desreplicacdo também foram utilizadas para detectar classes especificas de produtos
naturais, como flavonoides glicosilados (Waridel et al., 2001), polipeptideos (Claeson et
al., 1998), limondides (Cui et al., 1998), derivados do &cido cafeico (Pauli et al., 1999),
depsipeptideos ciclicos (Potterat et al., 2000), flavondides e derivados de flavondides
(Wolfender et al., 2000), derivados de taxdides (Stefanowicz et al., 2001), vitanolideos
citotoxicos (Minguzzi et al., 2002), sesterterpenos de esponjas marinhas (Stessman et
al., 2002), micotoxinas de fungos (Nielsen e Smedsgaard, 2003), fitoestrogénios (Van
Elswijk et al., 2004), terpenos glicosilados (Waridel et al., 2004), isoflavanoides
(Lambert et al., 2005) e triterpenos pentaciclicos (Gu et al., 2006).

Diversas hifenacbes séo propostas na abordagem de desreplicagéo, cada uma
com vantagens com relagéo a sensibilidade e a resolugdo. As mais comuns envolvem o0s
acoplamentos LC-UV/DAD (cromatografia liquida acoplada a deteccdo por ultra-violeta
em detector de arranjo de diodos), LC-MS (acoplamento ao espectrdmetro de massas),
LC-MS" (acoplamento ao espectrometro de massas sequencial) e LC-RMN (ressonancia
magnética nuclear).

O uso de LC-UV/DAD é amplamente conhecido na quimica de produtos
naturais devido ao menor custo do equipamento e das analises, e tém sido utilizado na
desreplicacdo através da comparacdo dos dados espectroscopicos de UV, obtidos
diretamente ap0s a separacdo dos constituintes em um sistema denominado online, com
as absor¢Oes caracteristicas do composto conhecido. Porém seu uso é limitado apenas
para compostos que apresentam cromoforos, como os polifendis, e a mudanca nas
condicBes cromatograficas podem influir negativamente na deteccdo, principalmente em
menores comprimentos de onda (Wolfender et al., 2009).

A espectrometria de massas (MS) tem sido utilizada na desreplicagdo de
matrizes naturais devido a sua versatilidade, rapidez e elevada sensibilidade,

possibilitando o uso de menores quantidades de amostra. A partir dos dados obtidos (a
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massa molecular de baixa ou alta resolucdo e as fragmentagcOes) realiza-se a
determinacdo estrutural através da busca da férmula molecular em bases de dados como
AntiBase, Dictionary of Natural Products, MarinLit e mesmo o SciFinder Scholar ou
STN International (CAPIus), e justifica-se a detec¢do por propostas mecanisticas de
fragmentacdo (obtidas em experimentos tandem) (Lang et al., 2008; Wolfender et al.,
2009).

O uso da espectrometria de ressonancia magnética nuclear (RMN) como
ferramenta na desreplicacdo tem crescido exponencialmente nos dltimos anos devido a
sua robustez e alta sensibilidade na quantificacdo dos nlcleos ativos organicos mais
populosos: *H, 3C, N, ¥'P. Seu uso pode ser feito a partir de hifenacdo com LC em
fluxo continuo (on-flow) para determinacdo dos constituintes majoritarios, ou por coleta
em extracdo de fase sélida (solid phase extraction, SPE) permitindo a realizacdo de
espectros 2D e a deteccdo dos compostos minoritarios. Além disto, por meio do uso de
seqliéncias de pulso, é possivel a deteccdo in situ de compostos conhecidos através da
obtencdo de espectros de RMN de moléculas individuais em mistura sem haver a

necessidade de separacdo (Verpoorte et al., 2007; Kim et al., 2010).
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1.3.  Espectrometria de Massas (MS)

Um espectrometro de massas € um instrumento desenhado para separar espécies
carregadas de acordo com suas razGes massa-carga (m/z), sendo constituido de diversas
partes: interface de ionizagdo, analisador de massas, detector e sistema de
processamento dos dados (Hoffmann e Stroobant, 2007).

O seu acoplamento a cromatografia liquida cria uma poderosa ferramenta
analitica para a determinacdo de compostos organicos pois permite a identificacdo e
quantificacdo com alto grau de seletividade e sensibilidade (Wolfender, 2009).

Diversas revisdes foram realizadas focando diferentes aspectos do acoplamento
LC-MS, bem como a evolucdo do estado da arte (Robb e Blades, 2008; Theodoridis et
al., 2008; Youdim e Saunders, 2010). Na abordagem de desreplicacdo de produtos
naturais, o uso de LC-MS e LC-MS" permitem a obtencéo de informacdes estruturais e
a identificagdo de compostos sem o prévio isolamento. Adicionalmente, 0S mecanismos
de fragmentacao obtidos e os calculos das férmulas empiricas podem ser utilizados em
conjunto com outras técnicas analiticas disponiveis (como RMN) para a identificacdo de

novos compostos (Lang et al., 2008).

1.3.1. lonizacdo dos analitos

Uma vez que o detector MS tem a capacidade de analisar apenas espécies
carregadas, uma técnica de ionizacdo deve ser empregada para que ocorra 0
reconhecimento dos analitos presentes na amostra. Portanto nesta etapa 0s compostos
sdo ionizados positivamente ou negativamente (Hoffmann e Stroobant, 2007).

Em razdo da grande variedade de amostras e compostos de interesse e de
acoplamentos com técnicas de separacdo, diferentes estratégias de ionizacdo sao
necessarias para gerar as espécies com carga adequada para a discriminagdo. Como
exemplos de fontes de ionizacdo empregados na MS podemos citar a ionizagao quimica
(Chemical lonization, ClI), ionizagdo por elétrons (Eletron lonization, El), ionizagdo por
spray aquecido (Thermo-Spray lonization, TSP), ionizacdo por bombardeamento com
acelerador de atomos (Fast Atom Bombardment, FAB), ionizacdo quimica a pressédo
atmosfética (Atmospheric Pressure Chemical lonization, APCI), fotoionizacdo a

pressdo atmosférica (Atmospheric Pressure Photo lonization, APPI), ionizagdo por
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dessorcOes a laser assistida por uma matriz (Matrix-Assisted Laser Dessorption
lonization, MALDI) e a ionizagdo por spray carregado (Electrospray lonization, ESI)
(Chen et al., 2005; Takats et al., 2005; Cotte-Rodriguez et al., 2005).

No acoplamento com a LC, a fase movel proveniente da coluna cromatografica é
direcionada para o MS, geralmente em um sistema online, através de uma conexao
direta entre os dois equipamentos. Uma vez que a fase mével deve ser eliminada para a
deteccdo do ions, tem-se utilizado interfaces a pressao atmosférica (API) que permitem
a rapida eliminacdo da fase mdvel (vaporizada) através do sistema de vacuo. Além
disso, as técnicas API realizam uma ionizacdo mais branda, o que possibilita a deteccéo
do ion molecular para moléculas facilmente fragmentaveis, como muitos dos
metabolitos secundarios (Lang et al., 2008; Wolfender, 2009).

1.3.2. MS"

A MS" é a técnica espectrométrica que utiliza dois ou mais estagios de
espectrometria de massas (MS*, MS?, MS"), para isolar o fon de interesse através de sua
relacdo m/z e realizar sua fragmentagédo induzida. Quando se realiza este experimento
em dois estagios (MS?), denomina-se tandem. Esta técnica é amplamente empregada,
acoplada a cromatografia, para a deteccdo de compostos presentes em baixas
concentracdes em matrizes complexas, uma vez que possibilita mais informacdo

estrutural no caso de técnicas de ionizagdo brandas (Chiaradia et al., 2008).

1.3.3. lonizacdo por electrospray (ESI)

ESI é, basicamente, uma técnica de transferéncia dos analitos de uma fase
liquida para a fase gasosa. Seu emprego no estudo de produtos naturais popularizou-se
devido a ionizacdo branda e a producdo de ions com multiplas cargas em moléculas
grandes, tais como peptideos, possibilitando que moléculas organicas fossem
determinadas em razéo da fragmentacéo total ou parcial (Hoffmann e Stroobant, 2007).

Os mecanismos do ESI ainda estdo sob estudo, e ndo sdo totalmente
compreendidos.

Basicamente, o processo de electrospray compreende trés etapas: a nebulizacdo

da amostra em goticulas eletricamente carregadas, a liberagdo dos ions das goticulas e o
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transporte dos ions da fonte a pressdo atmosférica para dentro da regido de alto vacuo
no MS. Um campo elétrico é aplicado entre o liquido que flui por um capilar e um
contra-eletrodo, causando a separacdo dos ions com carga positiva e negativa e
fornando uma dupla camada de ions no menisco do liquido. A atracdo eletrostatica dos
ions em excesso na camada exterior do liquido, em direcdo ao contra-eletrodo, causa
uma distorcao da sua superficie no formato de um cone (chamado cone de Taylor). Ao
mesmo tempo, a tensdo superficial do liquido atua para manter a superficie ndo
deformada. A partir de certa voltagem a tensdo superficial ndo é mais capaz de reter a
superficie coesa e um fino filamento liquido alonga-se do cone de Taylor, emitindo um
jato de goticulas carregadas em direcdo ao contra-eletrodo. A medida que as goticulas
viajam em dire¢do ao contra-eletrodo o solvente tende a evaporar, aumentando a sua
razdo carga-volume. Quando a repulsdo das cargas ultrapassa a forca da tensdo
superficial das goticulas a fissdo couldbmbica passa a ocorrer e goticulas menores séo
ejetadas das goticulas iniciais. O processo pelo qual os ions chegam a fase gasosa tem
sido debatido, e atualmente ainda ndo se conhece todos os detalhes do processo de
obtencdo dos ions isolados em fase gasosa. Contudo, durante o v6o, as gotas sofrem
reducdo de tamanho pela evaporacdo do solvente por meio de um gas secante a pressdo
atmosférica, formando os ions que posteriormente serdo introduzidos no MS (Hoffmann
e Stroobant, 2007).

No acoplamento LC-MS, deve-se considerar como limitante a constituicdo da
fase mével. Uma vez que a técnica de ESI exige a volatilizacdo da amostra, a interface
entre as técnicas exige que sais pouco volateis e outros aditivos para a melhora da
separagdo cromatografica sejam cuidadosamente considerados.

De fato, o importante é que no acoplamento LC-MS, os ions expressados na fase
gasosa sao um reflexo do que estd presente na fase liquida proveniente da coluna
cromatografica. A Figura 1 esquematiza a formacdo de um ESI em modo positivo
(Hoffmann e Stroobant, 2007).
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Figura 1. Esquema de lonizac&o por electrospray no modo positivo.

1.3.4. Os analisadores de massas

Os analisadores ou filtros de massas sao dispositivos responsaveis pela
separacdo ou resolucdo dos ions conforme sua razdo m/z. Diversos analisadores de
massas estdo disponiveis atualmente e a escolha depende do tipo de aplicacdo desejada.
Aspectos tais como intervalo de massas, poder de resolugéo, exatiddo de massa, taxa de
transmissdo dos ions, sensibilidade, quantificacdo, velocidade de varredura, bem como
facilidade de acoplamento com o sistema de separacdo devem ser considerados. As
opcdes para escolha incluem analisadores de massas do tipo quadrupolo (Q), ion trap
(aprisionador de ions), analisador de tempo de v6o (time of flight, ToF), setores do tipo
elétrico e magnético, e equipamentos com transformada de Fourier do tipo ressonancia
ciclotronica de ions (FT-ICR) e orbitrap (Hu et al., 2005, Hoffmann e Stroobant, 2007).

Além, ha a possibilidade de combinacdo de mais de um analisador para obtencao
de analise em tandem, quer seja com acoplamento de analisadores do mesmo tipo (ex.
triplo quadrupolo) ou com equipamentos hibridos (ex. Quadrupolo-Time of Flight, Q-
ToF). Adicionalmente, alguns equipamentos do tipo ion trap permitem a fragmentacéo
e isolamento de ions de interesse sucessivas vezes, operando no modo tandem. Varias
publicagbes sobre as caracteristicas dos diferentes analisadores e suas principais
aplicagdes encontram-se disponiveis (Domon et al., 2006; Hoffmann e Stroobant, 2007;
Chiaradia et al., 2008). O trabalho aqui apresentado utilizou Q-ToF, e este sera

brevemente discutido.
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O filtro de massa do tipo quadrupolo é constituido em quatro barras paralelas,
arranjadas em dois pares opostos com voltagens de corrente alternada (ou de
radiofrequéncia opostas). A aplicagdo destas duas voltagens afeta a trajetoria
centralizada dos ions. Em se fazendo variar estas voltagens, somente ions com uma
determinada razao m/z atravessam no centro do quadrupolo, enquanto 0s outros ions séo
desviados da trajetdria central. O espectro de massas € obtido em se fazendo variar as
voltagens do quadrupolo, de maneira a se realizar uma varredura em toda a faixa de m/z
desejada (Hoffmann e Stroobant, 2007; Chiaradia et al., 2008).

Os analisador do tipo ToF baseia-se no principio de que, como os ions sdo
gerados na mesma fonte de ionizacdo do espectrdbmetro de massas, eles possuem a
mesma energia cinética, de maneira que suas velocidades serdo apenas diferenciadas
pelas suas massas (velocidade € inversamente proporcional a raiz quadrada da massa do
ion). Por isto, neste analisador de massas, os ions produzidos na fonte de ionizacdo do
espectrometro sdo acelerados através de um “tubo de v6o” para serem identificados,
uma vez que o tempo que levam para atravessa-lo esta relacionado com a razdo m/z de
cada ion (Chiaradia et al., 2008).

Em um analisador hibrido do tipo Q-ToF, o analisador ToF é disposto
ortogonalmente a um prévio quadrupolo. Deste modo, é possivel detectar todos os ions
que entram no tubo de vdo e gerar o espectro MS" das massas selecionadas (Chiaradia
et al., 2008).

cone de direcionadores
amostragem  Opticos Analisador de Tempo de Vdo

|U= = '=;= % ﬁ;etedor

I T T
fonte de ions quadrupolo cela de
colisao

refletor—

I]I]I]ﬁ[l[ll]
oooooon

ﬂ

Figura 2. Esquema de um analisador Q-ToF.
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1.3.5. Sistema de deteccdo

O sistema de deteccdo, formado por uma célula multiplicadora de elétrons, é
sensivel aos ions provenientes do analisador de massas. O detector multiplica os
elétrons removidos da placa de colisdo ao longo da sequéncia de placas em um
gradiente de diferenca de potencial (ddp), transformando a torrente de elétrons em
corrente elétrica. A magnitude do sinal elétrico é convertida em um espectro de massas
onde aparecem 0s picos para cada ion selecionado na relacdo m/z. Esse mesmo sinal

também ¢é utilizado para a quantificacdo destes ions (Hoffmann e Stroobant, 2007).
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1.4. O Taxon Vochysiaceae

A familia Vochysiaceae é constituida taxonomicamente por duas tribos, seis
géneros e aproximadamente 200 espécies distribuidas pelas regides tropicais da
América e da Africa (Figura 3). Entre as tribos existentes esta Erismeae, formada pelos
géneros Erismadelphus (que apresenta 3 espécies no oeste africano) e Erisma
(possuindo 20 espécies localizadas na América do Sul); e a tribo Vochysieae, composta
pelos géneros Callisthene (com 10 espécies), Qualea (com 60 espécies), Salvertia
(contendo apenas 1 espécie) e Vochysia (0 maior género, com 105 espécies) (Mayworm
et al., 2000).

Figura 3. Distribuicdo geogréfica da familia Vochysiaceae.

Os géneros da familia Vochysiaceae se diferenciam pelas caracteristicas
anatbmicas de suas flores, variando no nimero de pétalas e frutos, apresentando
diferentes formas de carpo e nimero de sementes (Mayworm et al., 2000).

Apesar de ser uma familia de poucas espécies, Vochysiaceae apresenta
importante papel na constituicdo das matas tropicais, tendo espécies amplamente
distribuidas, como a Qualea grandiflora, uma das plantas mais comuns do cerrado
brasileiro (Sajo et al., 2002).

Estudos visando validar a atual classificacdo taxondmica da familia foram
realizados através da analise comparativa da anatomia de folhas e caules e da
distribuicdo de acucares e acidos graxos em espécies pertencentes a Vochysiaceae
(Mayworm et al., 2000; Mayworm et al., 2002; Sajo et al., 2002).

Recentemente uma nova espécie do género Vochysia foi reportada e denominada

Vochysia palmirana, apos sua descoberta no cerrado brasileiro (Franca et al., 2007).
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1.5.  Fitoquimica

A quimica da familia VVochysiaceae ainda € pouco conhecida. Até hoje, apenas
algumas dezenas de metabolitos foram detectados, sendo em sua maioria das classes dos
triterpenoides, esterdides e polifendis (tabela 1).

Em Qualea foram relatadas a presenca de derivados do 4&cido eléagico,
flavonoides C-metilados (nas posicGes C-6 e C-8) e triterpenos pentaciclicos da classe
dos lupanos e oleananos.

As metilacbes em C-6 e C-8 sdo incomuns em plantas, o que torna estas

moléculas importantes quimiomarcadores do género (Nasser et al., 2008).



Tabela 1. Metabdlitos isolados de espécies da familia VVochysiaceae.

Espécies Substancia Referéncias
Erisma calcaratum acido tri-O-metilelagico Corréaetal., 1975
acido 3,3’,4-tri-O-metil-4’-O-rutinosilelagico Corréaetal., 1975
Qualea cordata arabinose, galactose, glicose, manose e rhamnose Mayworm et al., 2000
acido palmitico, acido oléico e cido laurico Mayworm et al., 2002
Q. dichotoma arabinose, galactose, glicose, manose e rhamnose Mayworm et al., 2000
acido palmitico, acido oléico e acido laurico Mayworm et al., 2002
Q.cryptantha arabinose, galactose, glicose, manose e rhamnose Mayworm et al., 2000
acido palmitico, &cido oléico e cido laurico Mayworm et al., 2002
(2R)-5,7,2’-triidroxi-4’-metoxi-6,8-dimetilflavanona Corréaetal., 1981
(2R)-5,7,4’-triidroxi-8-metilflavanona Corréaetal., 1981
Qualea labouriauana (2S, 35)-3,7,4’-triidroxi-5-metoxi-6-metilflavanona Corréaetal., 1981
2,2’-diidroxi-4,4’,6,6’-tetrametoxi-3,3’-dimetilbenzofenona Corréa et al., 1981
2,2°,4.4°-tetrametoxi-5,5’-dimetilbenzofenona Corréa et al., 1981
B-sitosterol Corréa et al., 1985
Qualea paraensis (2R)-5,7,2’-triidroxi-4’-metoxi-6,8-dimetilflavanona Corréaetal., 1981

Continua
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taninos pirogalicos e catequinicos (&cido galico, pirogalol, pirocatequina) e catecol
acido 3, 3’-di-O-metilelagico

acido 3-O-metilelagico-4’-O-rhamnopiranosideo

acido 3, 3’-di-O-metilelagico-4-O-B-glucopiranosideo

Corréa et al., 1981
Nasser et al., 2008
Nasser et al., 2008
Nasser et al., 2008

grl;arlmlgﬁl ora arjunglicosideo Nasser et al., 2006
bellericagenina B Nasser et al., 2006
28-nor-17,22-seco-20,3p,19,22,23-pentaidroxi-12-en-oleanano Nasser et al., 2006
[-sitosterol Nasser et al., 2007
Lupenona e lupeol Nasser et al., 2007
arabinose, galactose, glicose, manose e rhamnose Mayworm et al., 2000
acido palmitico, &cido oléico e &cido laurico Mayworm et al., 2002
arjunglicosideo Nasser et al., 2006
bellericagenina B e bellericasideo B Nasser et al., 2006
28-nor-17,22-seco-20,3p,19,22,23-pentaidroxi-12-en-oleanano Nasser et al., 2006
acido 3, 3’-di-O-metilelagico Nasser et al., 2008

Qualea acido 3,3',4-tri-O-metillelagico-4'-O-B-d-glucopiranosideo Nasser et al., 2008

parviflora 4cido 3-O-metilelagico-4’-0-a-L-rhamnopiranosideo Nasser et al., 2008

acido 3, 3’-di-O-metilelagico-4-O-B-glucopiranosideo
[-sitosterol

friedelina

Lupenona e lupeol

betulina

acido epi-betulinico

Nasser et al., 2008
Nasser et al., 2007
Nasser et al., 2007
Nasser et al., 2007
Nasser et al., 2007
Nasser et al., 2007

Continua
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arabinose, galactose, glicose, manose e rhamnose
acido palmitico, acido oléico e acido laurico

Mayworm et al., 2000
Mayworm et al., 2002

arjunglicosideo

bellericagenina B

bellericasideo B
28-nor-17,22-seco-2a,3p,19,22,23-pentaidroxi-12-en-oleanano

Nasser et al., 2006
Nasser et al., 2006
Nasser et al., 2006
Nasser et al., 2006

Q. multiflora acido 3, 3’-di-O-metilelagico Nasser et al., 2008
acido 3-O-metilelagico-4’-O-rhamnopiranosideo Nasser et al., 2008
acido 3, 3’-di-O-metilelagico-4-O-B-glucopiranosideo Nasser et al., 2008
[-sitosterol Nasser et al., 2007
friedelina Nasser et al., 2007
lupenona Nasser et al., 2007
lupeol Nasser et al., 2007
7,3’ 4’-triidroxiflavona Lopes et al., 1979
7,3’,4’-triidroxiflavona-7-glicosideo Lopes et al., 1979
3’-metoxi-7,4’-diidroxiflavona Lopes et al., 1979
Salvertia 3’-metoxi-7,4’-diidroxiflavona-7-glicosideo Lopes et al., 1979

convallariodora

acido 3,3’ 4-tri-O-metilelagico

acido 3,3’ ,4,4’-tetra-O-metilelagico

acido 3°-O-metil-3,4-O,0-metilideno-elagico
acido 3’,4’-di-O-metil-O,0-metilideno-elagico

Corréaetal., 1975
Corréaetal., 1975
Corréaetal., 1975
Corréaetal., 1975

Continua
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Vochysia acuminata

acido 3,3’ 4-tri-O-metilelagico

Corréaet al., 1975

Vochysia cinnamomea

7,3°,4’-triidroxiflavona
3’-metoxi-7,4’-diidroxiflavona

Lopes et al., 1979
Lopes et al., 1979

Vochysia divergens

B-sitosterol

acido betulinico

acido divergioico

acido 24-hidroxitorméntico
acido torméntico

Hess et al., 1999
Hess et al., 1995
Hess et al., 1995
Hess et al., 1995
Bortalanza et al., 2002

Vochysia ferruginea

acido 6B-hidroximaslinico

Zucaro et al., 2000

Vochysia guianensis

vochysina

Baudouin et al., 1983

Vochysia pacifica

acido betulinico

acido sericico

acido 24-hidroxitorméntico

acido 24-hidroxitorméntico, glicosil éster
traquelosperogenina B

quadranosideo |

nigaichigosideo F1

Weniger et al., 2005
Weniger et al., 2005
Weniger et al., 2005
Weniger et al., 2005
Weniger et al., 2005
Weniger et al., 2005
Weniger et al., 2005

Vochysia piramidalis

acido betulinico
acido 4-epi-vismiaefolico
acido 2a,3p,19a-triidroxi-24-0xo-urs-12-en-28-0ico

Zucaro et al., 2000
Zucaro et al., 2000
Zucaro et al., 2000

Continua
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acido betulinico Zucaro et al., 2000
Vochysia piramidalis acido 4-epi-vismiaefélico Zucaro et al., 2000
acido 2a,3B,19a-triidroxi-24-oxo-urs-12-en-28-6ico Zucaro et al., 2000
7,3°,4’-triidroxiflavona Lopes et al., 1979
acido betunilico Gomes et al., 2009
Vochysia tucanorum eri.trodio.l . Gomes et al., 2009
acido epi-betunilico Gomes et al., 2009
acido ursdlico Gomes et al., 2009
acido oleandico Gomes et al., 2009
i . acido tri-O-metilelagico Corréaetal., 1975
Vochysia tyrsoidea L s A
acido tetra-O-metilelagico Corréaetal., 1975
acido bartogénico Araljo & Souza, 1990

Vochysia vismiaefoli j
OCYSIa VISMIASIONa 4 tido vismiaefolico Araujo & Souza, 1990
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1.6. Etnofarmacologia

Muitas espécies de Vochysiaceae, em especial de Qualea e Vochysia, séo
utilizadas na medicina tradicional para o tratamento de diversas doencas (Rodrigues et
al., 2001).

A infuséo e a decoccdo das folhas de Q. grandiflora é usada para o tratamento
de diarréias sanguinolentas, colicas intestinais, Ulceras gastricas, azia e no combate a
infecgBes amebianas. As cascas do caule e as folhas de Q. grandiflora também sé&o
utilizadas como adstringente e no tratamento de feridas e inflamacdes (Almeida et al,
1998; Rodrigues et al., 2001; Pot et al., 1994; Matteuci et al., 1995).

De acordo com estudos etnofarmacolégicos, as cascas do caule de Q. parviflora
sdo relatadas para o tratamento de desordens gastrointestinais e infec¢fes respiratorias
(Matteuci et al., 1995).

Qualea paraensis tem sido utilizada pela populacdo indigena da Bolivia —
denominado Chabocos — no tratamento de escabiose, atraves de banho com o macerado
das cascas do caule (Munoz et al., 2000).

As especies Vochysia pacifica e V. divergens sdo utilizadas em infecgdes
microbianas e no tratamento de congestdo pulmonar, dor gastrica e em feridas (Hess et
al., 1995; Weniger et al., 2005; Schultes et al., 1990).

As frutas de Erisma calcaratum tém sido utilizadas no tratamento de desordens
de pele, como dermatoses, no combate a febre e contra a malaria (Botsaris et al., 2007)..

Estudos farmacoldgicos foram realizados para validar as informacdes
etnofarmacoldgicas e buscar novas moléculas com potencial terapéutico.

A avaliagcdo em ratos concluiu que Q. grandiflora possui potente acdo antitlcera
baseado na estimulacdo a sintese de muco pela mucosa gastrica, possivelmente devido a
acdo de compostos derivados isoprendides e taninos (Hiruma-Lima et al., 2006). O
extrato metandlico das cascas do caule de Qualea grandiflora também foi estudado
(Alves et al., 2000) e demonstrou atividade antimicrobiana contra Staphylococcus
aureus, Bacillus cereus e Pseudomonas aeruginosa resistentes a penicilina. Ja o extrato
etanolico apresentou atividade moderada para as cepas de Staphylococcus epidermidis,
com concentra¢cdo minima inibitoria (minimal inhibitory concentration, MIC) de 500
ug/mL, fraca atividade sobre as demais bactérias Gram-positivas testadas e inativa
frente a bactérias Gram-negativas (Ayres et al., 2008).
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Adicionalmente, o extrato hidroalcodlico das folhas de Qualea grandiflora Mart.
indicou acdo depressora sobre o sistema nervoso central, efeito analgésico e potencial
anticonvulsivante cujo mecanismo envolvido, bem como o0s compostos ativos,
permanecem desconhecidos (Gaspi et al., 2006).

De Souza e colaboradores (1984) observaram que Qualea multiflora apresenta
atividade moluscicida frente ao caramujo Biomphalaria glabrata, importante vetor de
Schistosoma mansoni no Brasil, sendo letais para moluscos adultos em concentragdes
de 10 ppm. Qualea paraensis mostrou atividade antimaldrica em ensaio em
camundongos infectados com Plasmidium vinckei, sendo, contudo, inativa in vitro
(Munoz et al., 2000). Em ensaio semelhante, Q. grandiflora ndo apresentou atividade
inibitdria (Branddo et al., 1985).



2.0OBJETIVOS
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Este trabalho encontra-se inserido no projeto tematico “Conservagdo e uso
sustentavel da diversidade vegetal do Cerrado e Mata Atlantica: diversidade quimica e
busca de drogas potenciais”, projeto financiado pela FAPESP (processo ntmero
2003/02176-7) sob coordenacdo da Prof. Dr2, Vanderlan da Silva Bolzani, no grupo de
pesquisas Nucleo de Bioensaios, Biossintese e Ecofisiologia de Produtos Naturais
(NUuBBE) e teve como objetivos:

e Extracdo das folhas e ramos de Qualea grandiflora e Q. cordata por
maceracdo e fracionamento dos extratos brutos por extracdo liquido-
liquido com os solventes de polaridade crescente hexano, AcOEt e n-
butanol.

e Avaliacdo da bioatividade dos extratos brutos e fracdes atraves de
bioensaios in vitro.

e Obtencdo do perfil cromatografico dos extratos brutos e fracbes de
Qualea grandiflora e Q. cordata a partir do uso de HPLC-UV/DAD.

e Elaboracdo de metodologia de desreplicacdo e analise dos extratos
bioativos através da técnica HPLC-DAD-HRMS(ESI) e desenho virtual

de metabdlitos por RMN para a detec¢do dos compostos majoritarios.



3.MATERIAIS E METODOS
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3.1. Coleta dos espécimes

Qualea grandiflora e Q. cordata foram coletadas em Assis — SP e identificadas
pela botanica Prof®. Giselda Durigan, para obtencédo de extratos para o estudo quimico.
Exsicatas com o nome GD-2033 e GD-2125, respectivamente, foram depositadas no

herbéario do Instituto de Botéanica da cidade de Séo Paulo.
3.2.  Obtencao dos Extratos

Ramos e folhas foram secos a temperatura ambiente, triturados e posteriormente
submetidos a extracdo por processo de maceracao com EtOH: H,0O (8:2), a temperatura
ambiente, segundo o protocolo estabelecido no NuBBE. Os extratos brutos foram
dissolvidos em MeOH:H,0 (8:2) e submetidos a processo de extracdo liquido-liquido
com Hexano, AcOEt e n-butanol.

3.3.  Avaliacéo de atividade biologica

3.3.1. Ensaio de atividade inibitéria da enzima acetilcolinesterase - ensaio qualitativo

por bioautografia (Cromatografia de Camada Delgada, CCD)

Este teste baseia-se na clivagem do 1-acetato de naftila pela enzima
acetilcolinesterase, para formar o 1-naftol, o qual reage com o sal Fast Blue B, gerando
um composto diazénio de coloracdo pdrpura, em um mecanismo de reacao semelhante a
clivagem fisioldgica da acetilcolina nas fendas sinapticas - Figura 4 (Marston et al.,
2002).
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Figura 4. Reacdo da acetilcolinesterase com o acetato de naftila e a subsequente formagéo da
coloragdo purpura no ensaio de CCD.

Os extratos de Qualea grandiflora e Q. cordata foram dissolvidos em metanol
(20 mg/mL). 200 mg (10 mL) de cada amostra foi analisada em CCD de silica gel 60
F254 (0,2 mm, MERCK). Como controle positivo foi utilizado galantamina (1 mg)
dissolvida em metanol.

As placas cromatograficas foram eluidas com a fase mével CHCI3:CH3;0H:H,0
(80:18:2). Apos o desenvolvimento da cromatografia, as placas foram observadas em
254 nm e 366 nm, e fotografadas em camera fotogréafica Epson.

Em seguida foi aplicada na placa uma solucdo salina da enzima
acetilcolinesterase (6,66 U) acrescida de albumina bovina fragdo V (0,1%) e o solvente
foi evaporado novamente. A placa cromatogréfica foi incubada em uma camara imida
fechada a 37 °C por 20 minutos e, em seguida, aplicou-se uma mistura das solugdes:
etanolica de 1-naftil acetato (5 mL; 0,25%) e aquosa do sal Fast Blue B (20 mL;
0,25%). (Marston et al., 2002). A coloragdo roxa aparece em aproximadamente 2
minutos. O aparecimento de mancha branca sobre um fundo de coloragdo roxa indica
que houve inibicdo da atividade da enzima acetilcolinesterase. Os resultados foram

fotografados e os valores de R; onde houve inibi¢do da reagéo foram determinados.
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3.3.2. Avaliacdo do potencial citotéxico in vitro

O estudo citotoxico foi realizado segundo analise colorimétrica baseada na
conversdo do sal 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2-5-difeniltetrazélio (MTT) em azul de
formazan, a partir de enzimas mitocondriais presentes somente nas células

metabolicamente ativas - Figura 5 (Mosmann et al., 1983).

)
N\NQ enzima mitocondrial N\N
74
=N N~ S
N~ + S Y
|

MTT MTT formazan (cor azul)

Figura 5. Reacdo de redugdo do reagente MTT em azul de formazan.

O estudo citotdxico pelo método do MTT permite definir facilmente a
citotoxicidade, mas ndo o mecanismo de acdo (Berridge et al., 1996).

As linhagens celulares MDA/MB-435 (cancer de mama) e SF-295 (cancer do
sistema nervoso central, glioblastoma) foram plaqueadas na concentracdo de 0,1 x 10°
cel/mL enquanto que a linhagem HCT-8 (cancer de célon) & concentragdo de 0,3 x 10°
cel/mL em microplacas de 96 cavidades. Ap6s 24 horas, as amostras, dissolvidas em
DMSO estéril na concentracdo de 50ug/mL foram adicionadas. As placas foram
incubadas por 72 horas em estufa a 5% de CO, e 37°C. Em seguida as culturas celulares
foram centrifugadas e o sobrenadante, removido. Foi adicionado as placas 150 uL da
solugdo de MTT (sal de tetrazolium), que foram incubadas por 3h. A absorbancia foi
lida ap6s dissolugdo do precipitado com 150 uL de DMSO puro em espectrofotdmetro
de placa a 595nm. Doxorubicina (0.01-0.58 pg/ml) foi utilizada como controle positivo

Os experimentos foram analisados segundo a média + desvio padrdo (DPM) da

porcentagem de inibicdo do crescimento celular usando o programa GraphPad Prism.
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3.3.3. Avaliacio da atividade antiflingica

As cepas dos microrganismos utilizados na avaliacdo antifingica foram Candida
albicans ATCC 90028, Candida krusei ATCC 6258, Candida parapsilosis ATCC
22019 e Cryptococcus neoformans ATCC 90012, crescidos e mantidos em meio de agar
Sabouraud-dextrose por 24 h para as espécies de Candida e por 48 h para Cryptococcus
neoformans, em temperatura ambiente. O método usado para avaliacdo da atividade foi
a microdiluicdo em caldo, descrito no documento M27-A2 (2002) do Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI), com adaptacOes para extratos vegetais (Scorzoni
et al., 2007). O meio de cultura usado foi RPMI 1640 com L-glutamina em tampdao pH
7,0 - com é&cido morfolinopropano-sulfénico (MOPS) 0,165 M-, suplementado com
glicose 2%. Os extratos e fracGes foram dissolvidos em DMSO nas concentracfes de
0,4 a 250 pg/mL e adicionados as microplacas de 96 cavidades contendo meio RPMI.
As suspensoes celulares contendo os fungos foram preparadas em solucéo salina 0,85%
e diluidas 1:100 em RPMI até concentracdo final de 1x10* a 5x10* unidades formadoras
de colbnias por mL (CFU/mL). Cada suspensdo foi inoculada nas microplacas
previamente preparadas com as amostras-teste, que foram incubadas com agitagéo a 37
°C por 24 h para Candida sp. e 48 h para Cryptococcus neoformans. Anfotericina B
(0,03 a 16 pg/mL) foi usada como controle positivo. A concentracdo inibitoria minima
(MIC) foi definida como a menor concentracdo de amostra que inibiu completamente o
crescimento do fungo. Pelo método espectrofotométrico, a MIC foi definida como a
menor concentracdo em que a densidade Optica foi reduzida a 90% daquela observada
para a solucdo controle (sem amostra). Os resultados foram analisados visual e
espectrofotometricamente. Amostras que apresentaram MIC menor que 75,0 pg/mL
foram consideradas com boa atividade; MIC entre 75,0 e 150,0 pg/mL indicou atividade
moderada; MIC entre 150,0 e 250,0 pg/mL indicou atividade fraca e, para MIC maior

que 250,0 pg/mL a amostra foi considerada inativa (Scorzoni et al., 2007).
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3.3.4. Ensaio in vitro de reducdo do DPPH

Este ensaio baseia-se na transferéncia de elétrons do composto antioxidante para o
DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazila) — Figura 6.

O DPPH radical apresenta coloracéo lilds, porém, quando este se reduz, muda sua cor
para amarelo. Deste modo € possivel determinar quantitativamente a capacidade

antioxidante de uma amostra através de um detector UV.

(L Sy

N’ antioxidante NH
NO, NO, - NO, NO,
NO, NO>
Lilas Amarelo

Figura 6. llustragdo do sequestro do radical DPPH e a mudanga em sua absortividade a A 517
nm.

Cerca de 200 pL de uma solucdo 101,4 uM de DPPH foram adicionados as
amostras diluidas em MeOH (grau HPLC), nas concentracGes de 0,2, 0,1, 0,03, 0,02,
0,01, 0,008 e 0,005 mg/mL e distribuidas em pocos de microplacas de 96 cavidades. As
amostras foram preparadas em triplicata, tendo como controle positivo uma solucéo de
rutina (Sigma-Aldrich) nas concentracdes de 100,0; 80,0; 60.0, 40,0; 20,0; 10,0 e 5,0
uM. Para o controle negativo foi utilizado um volume de 200 pL. de DPPH e 100 pL de
MeOH. Decorridos 30 minutos sob abrigo da luz, tomou-se a medida das absorbancias
(A) dos pogos a 517 nm, em leitor de placas acoplado ao computador. Os calculos de

percentual de radical livre foram efetuados a partir da seguinte equacao:

0 (‘qr:cmrmie —-DPPH — Aﬂmasrrr:{ ) x 100
g =

Acr:lntrr:lie —DPEPH
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Os dados obtidos foram entdo inseridos em um grafico relacionando a
porcentagem de redugdo e a concentracdo, e os valores de concentracdo inibitoria de

50% (half maximal inhibitory concentration - 1Cso) foram determinados.

3.3.5. Ensaio in vitro da inibicdo de polimerizacdo de B-hematina bovina

Os ensaios da polimerizacdo da [B-hematina bovina foram realizados e
aperfeicoados no NuBBE baseando-se na metodologia de Ignatushchenko et al. 1997.

Este ensaio mimetiza uma condicdo patoldgica envolvendo o ciclo sanguineo da
infecgdo, na qual o protozoario Plasmodium produz polimeros de heme (denominado
pigmento malarico) durante a digestdo da hemoglobina, devido a sua toxicidade. Ao
concluir seu ciclo de desenvolvimento no interior das hemécias, o parasito rompe-as
liberando o pigmento responsavel pelos fatores clinicos caracteristicos da infeccao.

Para a realizagdo das anélises foram utilizados os extratos brutos e fragbes das
folhas e ramos. O reagente B-hematina foi preparado pesando-se 14,6 mg e dissolvendo
em 3,5 mL de NaOH (0,2 N) gerando a solucéo final na concentracdo de 6,4 mM.

As amostras foram dissovidas em DMSO na concentragdo de 2,7 mg/mL. Em
seguida, uma aliquota de 50 pL das amostras foi adicionada a 100 uL da solucdo de
hematina, 200 uL de tampdo acetato de sodio (0,5M) e 50 uL de &cido acético glacial
(17,4M), em triplicata.

Para o controle negativo utilizou-se 50 pL de solvente (DMSO). O controle
positivo utilizado foi a cloroquina na concentragdo de 10 mM (3,2 mg/mL).

As aliquotas contendo as amostras foram agitadas para homogeneizagdo e
deixadas em estufa a 37 °C por 24 horas. O pH das solucdes deve ser igual a 3,8. Apds
24 horas:

- Descartou-se o sobrenadante;

- Lavou-se o precipitado com 400 pL de DMSO deixando-o em centrifuga por dez
minutos;

- Lavou-se com 400 uL de metanol passando novamente em centrifuga por dez minutos;
- Dissolveu-se o precipitado em 1000 uL de NaOH (0,2 N);

- Aplicaram-se as solugfes finais em microplaca de diluicdo e levou-se ao leitor de

microplacas em comprimento de onda de 405 nm.
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3.3.6. Avaliacdo in vitro da atividade tripanocida

Todos os experimentos foram realizados utilizando a cepa Y das formas
epimastigotas de T.cruzi. Os parasitos foram cultivados em meio LIT (Liver-Infusion
Tryptose) a 28°C, e os testes realizados durante a fase log de crescimento (cultura de
sete dias).

Os extratos de Q. grandiflora e Q. cordata foram dissolvidos em DMSO e
adicionados as microplacas de 96 cavidades contendo meio LIT com as formas
epimastigotas do T.cruzi (fase log) em amostras de diferentes concentracfes (25 a 500
pug/mL). As placas foram incubadas em cdmara umida a 28 °C por 72 horas.

A seguir, adicionou-se 10 uL de solugdo 2,5 mg/mL de reagente MTT em todas
as cavidades e a placa foi novamente incubada, ao abrigo da luz por 75 minutos a 28 °C.
A andlise colorimétrica determinou a conversdo do reagente MTT em azul de formazan
pela agdo da enzima succinato desidrogenase das mitocondrias (Dutta et al., 2005).

Adicionou-se 100 pL da solucdo 10% sulfato dodecil de sédio (SDS-0,01 N
HCI) para dissolver os cristais de formazan, incubou-se a temperatura ambiente por 30
minutos ao abrigo da luz. A leitura da densidade Optica foi realizada em
espectrofotdmetro a 595 nm. O controle positivo utilizado foi benznidazol. A 1Csq foi
determinada por analise de regressdo linear apos 72 horas de incubacdo. Para as analises

estatisticas empregou-se o método de probit (Muelas-Serrano et al., 2000).
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3.4. Desreplicacao e detecgao do metabolitos majoritarios in silico

3.4.1. Preparacdo das amostras

As amostras analisadas nos métodos cromatograficos passaram por processo de
remocao de interferentes apolares através de clean-up por extracdo de fase solida (SPE)
utilizando cartuchos de Cyg Strata de 55 um, 5 g/20 mL, 70 A (Phenomenex, Torrance,
CA), previamente ativados com 5 mL de MeOH e equilibrados com 5 mL de H,0.

20,0 mg de cada amostra foram dissolvidos em 1,0 mL da mistura MeOH/H20
(8:2, v/v).Esta solucdo foi aplicada ao cartucho de SPE e eluida com 5 mL de
MeOH/H20 (8:2, v/v) e posteriormente secas em ar comprimido. Apds a secura, as
amostras foram dissolvidas em MeOH e filtradas em microfiltro de polipropileno de

0,45 pm de poro.

3.4.2. HPLC-DAD

As andlise foram realizadas em cromatdgrafo analitico ternario Shimadzu
(Kyoto, Japan) modelo LC-10 AD com detector UV-Diodo Array Shimadzu SPD-M10
A VP e auto-injetor Shimadzu modelo SIL-10.

O método para as analises cromatograficas utilizou coluna monolitica Onyx®
C18, (100 X 4.6 mm, Phenomenex, Torrance, CA); pré-coluna: Onyx® C18, (5 X 4.6
mm, Phenomenex, Torrance, CA). Fase mével: A (0,1% de acido acético, em H,0) e B
(0,1% de é&cido acético, em metanol) partindo de gradiente exploratorio 5-95%
MeOH:H,0 a 95-5% MeOH:H,0 durante 30 minutos. As amostras foram preparadas na
concentracdo de 15,0 mg mL™. Foi utilizado uma vaz&o de 3,00 mL/min; temperatura,

30 °C; e volume de inje¢do de 20 pL.

3.4.3. HPLC-DAD-HRMS (ESI)

Os experimentos de espectrometria de massas de alta resolugdo foram realizados apenas
no modo positivo em Espectrometro de massas de alta resolucdo Bruker Daltonics
ultrOToFQ-ESI-TOF (Bruker Daltonics, Billerica, MA, EUA).
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As condicOes instrumentais utilizadas foram: sonda eletrospray de 3kV e cone
de 25V; Gas N, utilizado para nebulizacdo em fluxo de 345 L h' e 27 L h™,
respectivamente. As amostras foram preparadas na concentracdo de 15,0 mg mL™. Foi
utilizado uma vazao de 3,00 mL/min e um split da fase mdvel eluente do sistema HPLC
na razdo 1:3 para injecdo no espectrometro a 150 pL min™. A temperatura do sistema
permaneceu em 180 °C. A célula de colisdo foi preenchida com N, em pressdo de 7 psi
e a energia de colisdo foi fixada entre 15 e 25 eV no caso dos experimentos tandem.
Para a calibracdo interna dos experimentos foi utilizado uma solucdo de Na-TFA (10
mg mL™). Para a caracterizacdo dos compostos detectados por HPLC-HRMS, foram
selecionados os fragmentos provenientes de bandas cromatogréaficas bem resolvidas. Em
seguida, uma avaliacdo comparativa de cada espectro obtido foi realizada utilizando a

base de dados da DNP (www.dnp.chemnetbase.com).
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3.4.4. RMN

Os experimentos de RMN H foram realizados em espectrdmetro Bruker
AVANCE, Ultra Shield-Plus de 14.1 T, fazendo uso de uma sonda criogénica de 5 mm.
Os deslocamentos quimicos foram descritos em ppm. Tetrametilsilano (TMS) foi usado
como padréo interno.

Para a deteccdo das moléculas propostas por HPLC-HRMS, fez-se a simulacao
dos espectros de *H RMN para cada molécula detectada nas fracdes de Q. grandiflora e
Q. cordata. Em seguida, os espectros foram somados para gerar o desenho virtual de *H
RMN em mistura e entdo comparados ao espectro de *H RMN das fracées em estudo.

A analise in silico (simulacdo e compara¢do) utilizou o software MestReNova
ver. 6.0.2-5475 (Mestrelab research S.L, Santiago da Compostela, ESP). A margem de
erro para os deslocamentos quimicos gerados pelo algoritmo de predicdo é inferior a
5%.



4.RESULTADOS E DISCUSSAO
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4. Obtencao dos extratos

Vaérios relatos da literatura mostram que, para a grande maioria das plantas, a
extracdo a temperatura ambiente com etanol/agua (1:1 ou 8:2) por maceragédo
prolongada, possibilita uma extracdo bastante exaustiva, capaz de extrair distintas
categorias de principios ativos sem perdas (Calixto & Yunes, 2001).

Uma vez obtido o extrato bruto, os métodos de extracdo entre solventes
possibilitam um pré-fracionamento das substancias presentes. Quando se utiliza esse
método combinado com testes bioldgicos obtém-se, rapidamente, resultados mais
significativos devido & maior concentracdo e separacdo entre componentes (Hostettman
et al., 2003).

Qualea grandiflora e Q. cordata foram separados em folhas e ramos. Apds
pulverizagdo do material em moinho de facas obteve-se 830 g dos ramos e 95 g das
folhas de Q.grandiflora e 395 g dos ramos e 52 g das folhas de Q.cordata. Este material
foi submetido a extracdo por maceracdo em EtOH:H,0 (8:2). Parte dos extratos brutos
obtidos foram dissolvidos em 200 mL de metanol/agua (8:2) e submetidos a
fracionamento com solventes de polaridade crescente hexano, AcOEt e n-butanol (3 x
200 mL), em funil de separacdo, os quais originaram, respectivamente, as fracdes FH,
FAc e FB. A fracdo aquosa restante ap0s as extracdes com os solventes foi denominada
fracdo final (FF) (Tabela 2 a 5). A seguir o fluxograma do processo extrativo e do

fracionamento (figura 7).
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- Maceragédo EtOH:H,0 (8:2)

Extrato
hidroalcoélico

- Dissolu¢géo MeOH:H,0 (8:2)
- n-Hexano 3 x 300mL

Fracao Fracao

hexanica hidroalcoélica
- MeOH:H,0 (4:6)

- AcOEt 3 x 300mL

Fracao
hidroalcoélica

- Concentragao .
Fracao

aquosa

- n-Butanol 3 x 300 mL

Fracéo Fracao
butandlica aguosa

Figura 7. Fluxograma do processo extrativo e do fracionamento.

Tabela 2. Massas e rendimento das fracdes obtidas a partir de 5,25g de extrato
bruto das folhas de Q.grandiflora

FRACAO MASSA (g) %
FH 1,34 25,5
FAC 2,33 443
FB - _H*
FF 1,22 23,2

total 4,89 93,0
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Tabela 3. Massas e rendimento das fragdes obtidas a partir de 5,00g de extrato
bruto dos ramos de Q.grandiflora.

FRACAO MASSA (g) %
FH 1,37 27,4
FAC 2,49 49,8
FB - Ak
FF 0,90 18,0
total 4,76 95,2

Tabela 4. Massas e rendimento das fragdes obtidas a partir de 2,80g de extrato
bruto das folhas de Q.cordata..

FRACAO MASSA (g) %
FH 0,54 19,3
FAC 0,27 9,6
FB 1,10 39,3
FF 0,27 9,6
total 2,18 77,8

Tabela 5. Massas e rendimento das fracGes obtidas a partir de 11,00g de extrato
bruto dos ramos de Q.cordata.

FRACAO MASSA (g) %
FH 0,54 4,9
FAC 3,98 36,2
FB 3,47 315
FF 2,98 26,3

Total 10,89 98,9

** A fragdo n-butanol ndo foi realizada devido a baixa quantidade de extrato soluvel

neste solvente, observada durante a extragéo.
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4.1.  Avaliagéo de atividade bioldgica

4.1.1. Ensaio de atividade Anticolinesterasica - ensaio qualitativo por autografia
(Cromatografia de Camada Delgada CCD)

Segundo os resultados obtidos e mostrados na figura 8 as amostras 1, 3, 4, 6, 7 e
8 apresentaram capacidade inibitoria da enzima acetilcolinesterase (AChE), contudo
apenas as amostras 4 e 6 tiveram compostos ativos no ensaio eluidos no método
cromatografico utilizado apresentando Rf 0,72cm para a amostra 4 e
0,59cm/0,64cm/0,70cm para a amostra 6. Uma vez que a fase mdvel utilizada foi
CHCI3/MeOH/H,0 (80:18:02v/v) a atividade pode estar vinculada a compostos apolares
como triterpenos (ja relatados nas espécies estudadas). J& os compostos ndo eluidos na
fase modvel escolhida podem estar relacionados aos flavonoides (detectados nas duas
espécies de Qualea).

Segundo a literatura, poucos flavonoides apresentam capacidade inibitoria da
enzima AChE. Contudo, a flavanona naringenina isolada de Citrus junos (Rutaceae)
apresentou resposta dose-dependente na inibicdo de AChE in vitro bem como provocou
amnésia em ratos, o que pode ser relacionado com acdo anti-AChE. De maneira
semelhante, outra flavanona, hispidona, isolada de Onosma hispida (Boraginaceae)
apresentou acdo moderadamente inibitoria (ICso 11,6uM) (Houghton et al., 2006).

Adicionalmente, estudos de molecular docking (simulacdo computacional de
interacdo molécula-receptor) permitiram determinar a capacidade de interacdo entre
flavanodides (agliconas) e o sitio alostérico da AChE. Os resultados sugerem
compatibilidade de interacdo devido principalmente a ligacfes de hidrogénio entre os
residuos de aminoacidos da enzima e hidroxilas presentes no anel A do flavonoide
(Houghton et al., 2006; Khan et al., 2009).
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b)

Figura 8. CCD dos extratos de Q. grandiflora (1-7) e Q. cordata (8) para avaliacdo da inibicéo
da enzima acetilcolinesterase a) no visivel. CCD b) a A 254 nm ¢ ¢) A 366nm indicando a
eluicdo das amostras no metodo cromatografico utilizado. Fase mdvel: CHCIl;/MeOH/H,0
(80:18:02v/v); (1) Extrato bruto dos ramos de Q.grandiflora; (2) Fragdo AcOEt dos ramos de
Q.grandiflora; (3) Fragdo aquosa final dos ramos de Q.grandilfora; (4) Extrato bruto das folhas
de Q.grandiflora; (5) Fracdo hexanica das folhas de Q.grandiflora; (6) Fracdo AcOEt das folhas
de Q.grandiflora; (7) Fragdo aquosa final das folhas de Q.grandiflora, (8) Extrato bruto das
folhas de Q.cordata; (P) padréo galantamina.
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4.1.2. Avaliacdo do potencial citotéxico in vitro

O percentual de inibicdo de crescimento celular de todas as amostras esta descrito na

Tabela 6. Doxorubicina (DOX) foi utilizada como controle positivo.

Tabela 6. Percentual de inibicdo do crescimento celular (1C%) das amostras em 3
linhagens tumorais testadas na concentracdo de 50ug/mL.

MDAMB- SF 295 HCT 8
Amostra 435 DP (média DP (média DP
(média 1C%) 1C%) 1C%)

EB ramos Qg 14,4 +1,0 38,0 +1,2 47,4 +1,6
FAc ramos Qg 1,6 0,3 43,3 +1,6 46,7 13,2
FF ramos Qg 0 0 0 0 14,1 +0,5
EB folhas Qg 0 0 0 0 20,1 +1,7
FH folhas Qg 0 0 0 0 14,1 +0,8
FAc folhas Qg 37,1 +14 0 0 20,5 +3,5
FF folhas Qg 14,4 +1,0 38,4 +2,0 42,6 12,2
EB folhas Qc 26,8 +1,7 47,0 +1,5 65,1 +1,8
DOX 100,0 +0,7 83,6 +2,9 96,8 +4,6

(Qg) Qualea grandiflora; (Qc) Qualea cordata

Segundo os resultados, pode-se concluir que os extratos de Qualea grandiflora e Q.
cordata ndo apresentaram potencial citotdxico in vitro na concentracdo testada para as

linhagens tumorais utilizadas.

4.1.3. Avaliacdo da atividade antiflingica

Os dados de inibicdo do crescimento dos fungos estdo apresentados na tabela 7.
Os resultados obtidos mostram pouca atividade para os extratos de Qualea cordata
frente aos fungos testados, enquanto que o extrato bruto e fragdes AcOEt e aquoso final
dos ramos de Qualea grandiflora apresentaram intensa atividade antifungica para a cepa

de Candida krusei, reconhecidamente multirresistente (Boff et al., 2008).
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Tabela 7. Concentragdo minima inibitoria da avaliacdo antifungica dos extratos de
Qualea grandiflora e Q.cordata.

Candida Candida Candida Cryptococcus
albicans Krusei parapsilosis neoformans
Amostra Concentracdo Minima Inibitéria (ug/mL)
EB ramos Qg 250,0 62,5 250,0 >250,0
FAc ramos Qg 250,0 31,2 >250,0 250,0
FF ramos Qg >250,0 15,6 250,0 >250,0
EB folhas Qg >250,0 >250,0 >250,0 >250,0
FH folhas Qg >250,0 250,0 >250,0 250,0
FAc folhas Qg >250,0 125,0 >250,0 250,0
FF folhas Qg >250,0 125,0 250,0 >250,0
EB folhas Qc >250,0 250,0 250,0 >250,0
anfotericina B 0,1 1,4 1,2 1,0

4.1.4. Ensaio in vitro de reducdo do DPPH

A determinacdo da atividade antioxidante dos extratos e fracdes das folhas e ramos de
Qualea foi avaliada através do teste de reducdo do DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazila),
0 qual se baseia na transferéncia de elétrons de um composto antioxidante para um
oxidante.

Os resultados obtidos e inseridos nos graficos comparativos indicaram forte atividade
antioxidante para as fracdes AcOEt dos ramos de Q.grandiflora (ICs: 7,8 pg/mL) e
para as fracdes AcOEt (ICso: 5,1 pg/mL) e n-butandlica das folhas de Q.cordata (ICso:
3,9 ug/mL) quando comparados ao padréo rutina (ICsp 5,0 pg/mL).

A atividade antioxidante in vitro demonstrada pelos extratos de Q. grandiflora e Q.
cordata (Figura 9) pode ser justificada pela presenca de diversos compostos fenolicos,
como derivados de acido elagico (descritos na literatura) e flavonoides (previamente
isolados e detectados neste estudo), possivelmente atuando de maneira sinérgica na
reducdo do DPPH.
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Estes resultados abrem caminho para a possivel validacdo do uso popular destas
espécies vegetais como agentes quimioprotetores ou mesmo anti-inflamatorios.
Contudo, outros estudos sdo necessarios para a verificar a eficacia terapéutica destas
espéecies, como a realizacdo de estudos farmacoldgicos mais aprofundados e a
determinacdo do perfil cromatografico de bioatividade.

% de sequestro de DPPH dos extratos de Qualea cordata % de seqliestro de DPPH dos extratos de Qualea grandiflora
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Figura 9. Grafico de % de sequestro de DPPH para extratos de Qualea grandiflora e Q.cordata.

4.1.5. Ensaio in vitro da polimerizacio de B-hematina bovina

O ensaio baseia-se na busca por compostos capazes de inibir a polimerizacdo do heme
(ferroporfiria IX — de estrutura similar a p-hematina e tdxica ao parasito) e a
consequente producdo do pigmento malarico, hemozoina, responsavel pelo quadro
clinico da malaria.

Na tabela 8 e 9 é possivel observar que a fragdo AcOEt dos ramos de Q.grandiflora
apresenta maior atividade com 86,3% de inibicéo.
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Tabela 8. Porcentagem de inibigéo de polimerizagdo de hematina
pelas fracOes de Qualea grandiflora.

Amostra % de inibicdo de polimerizagdo
Cloroquina 91,0+2,0

FAc ramos 86,3 +4,0

FH ramos 46,9 +£3,0

FH folhas 36,1 +4,0

FAc folhas 27,6 £5,0

FF folhas Inativo a 2,75 mg/mL

FF ramos Inativo a 2,75 mg/mL

Tabela 9. Porcentagem de inibigdo de polimerizagéo de hematina
pelas fracdes de Qualea cordata.

Amostra % de inibicao de polimerizagdo
Cloroquina 99,1+1,0

FAc ramos Inativo a 2,75 mg/mL

FH ramos Inativo a 2,75 mg/mL

FH folhas 35,0 £8,0

FAc folhas Inativo a 2,75 mg/mL

FF folhas Inativo a 2,75 mg/mL

FF ramos Inativo a 2,75 mg/mL

4.1.6. Avaliacdo in vitro da atividade tripanocida

Os valores de ICsy s@0 mostrados na tabela 10 e indicam atividade tripanocida

para a fracdo AcOEt das folhas de Qualea grandiflora.

Este resultado pode ser justificado pela presenca de compostos fendlicos

altamente conjugados corroborado pela desreplicacdo das fragcdes, uma vez que um dos

mecanismos de agdo tripanocida propostos exige a presenca de gurpamento carbonila
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a,f insaturado capaz de sofrer adigdo nucleofilica 1,4 com os residuos de aminoacidos

presentes no receptor bioldgico (Bialy et al., 2003; Buck et al., 2003).

Tabela 10. Resultados do ensaio in vitro de atividade contra epimastigotas da cepa Y
de Tripanosoma cruzi dos extratos de Q.grandiflora e Q.cordata.

% de parasitas mortos

Concentracdo  EB Fac FF EB FH FAC EB

testada ramos ramos ramos folhas folhas folhas folhas Padrao

(Hg/mL) Qg Qg Qg Qg Qg Qg Qc
500 90,0 92,0 21,0 18,0 88,0 100,0 0 100,0
400 850 90,0 12,5 13,0 87,0 100,0 0 100,0
300 62,0 84,0 7,5 10,5 68,0 100,0 0 100,0
200 36,0 76,0 0 8,5 27,0 100,0 0 100,0
100 250 46,0 0 0 4,0 84,0 0 100,0
50 0 6,0 0 0 0,0 54,0 0 100,0
25 0 0 0 0 0,0 27,0 0 98,0

ICso(g/ML)  244,0 1340 >500,0 >500,0 2650 51,0 ND 12,0
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4.2. Desreplicagao e deteccdao do metabdlitos majoritarios in silico

4.2.1. HPLC-UV/DAD

Os perfis cromatogréficos dos extratos brutos e fragdes de extracdo liquido-
liguido das folhas e ramos de Qualea grandiflora e Q.cordata foram analisados
utilizando a técnica HPLC-DAD em gradiente exploratorio e estdo demonstrados a

sequir (figuras 10 a 13),

mAU
] Ch1-280nm
Ch2-254nm EB —ramos Q.grandiflora

Ch3-366nm

250 FAc — ramos Q.grandiflora

FF —ramos Q.grandiflora

— 7
15.0 20.0 25.0 min

Figura 10. Perfis cromatograficos a A 254nm do extrato bruto (EB), fragdo acetato de etila
(FAC) e fragdo aquosa final (FF) dos ramos de Qualea grandiflora, utilizando HPLC-UV/DAD.
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mAU
200 Ch1-280nm
] Ch2-254nm
7 Ch3-366nm

EB —folhas Q.grandiflora

FAc — folhas Q.grandiflora

FF —folhas Q.grandiflora

L B
15.0 20.0 25.0 min

Figura 11. Perfis cromatograficos a A 254nm do extrato bruto (EB), fragdo acetato de etila
(FAC) e fragdo aquosa final (FF) das folhas de Qualea grandiflora, utilizando HPLC-UV/DAD.

mAU
1 1Ch1-280nm
Ch2-254nm
4 [Ch3-366nm

FAc —ramos Q.cordata

FB —ramos Q.cordata

Figura 12. Perfis cromatograficos a A 254nm da fragdo acetato de etila (FAc) e dos ramos de
Qualea cordata, utilizando HPLC-UV/DAD.
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mAU
Ch1-280nm

Ch2-254nm FAc - folhas Q.cordata
Ch3-366nm

500

FB — folhas Q.cordata

FF — folhas Q.cordata

- - T T T T T T T 1 T T T T 1 T 1 T ]
0.0 5.0 10.0 15.0 20.0 25.0 min

Figura 13. Perfis cromatograficos a A 254nm da fragdo acetato de etila (FAc), fragao butandlica
(FB) e fracdo aquosa final (FF) das folhas de Qualea cordata, utilizando HPLC-UV/DAD.

A andlise da constituicdo fitoquimica dos extratos evidenciou uma série de
bandas cromatogréficas distribuidas ao longo do tempo, indicando um rica
complexidade molecular.

Para facilitar a analise in silico, foi proposto o fracionamento dos extratos brutos
a partir do método de extracdo liquido-liquido (ELL) com o uso de solventes de
diferentes polaridades (hexano, acetato de etila e n-butanol).

Os resultados demonstraram que a separacdo dos constituintes ndo foi
significativa uma vez que as substancias distribuiram-se por todas as fases. Contudo,
como os perfis cromatograficos das fragdes foram analisados através de um método de
deteccdo limitado a presenca de grupos cromdforos (UV) e devido aos diferentes
resultados obtidos nos bioensaios in vitro, o processo de ELL ndo pode ser considerado
ineficiente. Para uma melhor avaliagédo da eficiéncia deste processo, deve-se utilizar um
método de deteccdo universal, como o light scattering (ELSD) ou o indice de refracao
(IR), capazes de fornecer um perfil cromatografico mais completo, que permitam
visualizar todos os componentes das amostras, ndo se limitando apenas a moléculas com
grupos cromaforos.

A partir da complexidade apresentada no perfil cromatografico e pelos seus

resultados promissores nos bioensaios, as fracbes AcOEt dos ramos de Qualea
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grandiflora e das folhas de Q. cordata foram selecionadas para andlise in silico por
HPLC-HRMS(ESI).

Os espectros de absorbancia no UV dos compostos majoritarios detectados
através de HPLC-UV/DAD para estas fracOes (figuras 14 e 15) sugerem a presenca de
derivados do 4cido elagico (com méaximos de absor¢do em A 254 nm e A 366 nm) e de
flavanonas (com maximos de absor¢do proximos a A 270 nm e A 330 nm para a

naringenina), quimiotipos ja relatados em Qualea.

mAU
FAc — ramos Q.grandiflora 8.74 min I
mAU i
Ch1-280nm 8.74 253 500
3007 Ch2-254nm 367 |
Ch3-366nm 10.04

2507

2007

150

100+

507

0.0 5.0 10.0 15.0 20.0 min 200 300 o

Figura 14. Cromatograma e espectros de UV das bandas majoritérias da fragdo acetato de etila
(FAC), dos ramos de Qualea grandiflora, utilizando HPLC-UV/DAD.

AU
FAc — folhas Q.cordata 8.87
zoomAU 253 500
7Ch1-280nm s F
Ch2-254nm 8.87 9.80 |(12.48 367 [
Ch3-366nm ~L 0
150~ 9.80 min
500
334 -
278 C
100 W 250
“ r
1. |
501 ’ \ ‘ r500
o i ‘
I I J’ | 1 1 | ]
e N . 1250
e \\ i
0 R (L L B B
0.0 5.0 10.0 15.0 20.0 min 200 250 300 nm

Figura 15. Cromatograma e espectros de UV das bandas majoritarias da fracdo acetato de etila
(FAC), dos ramos de Qualea cordata, utilizando HPLC-UV/DAD.
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4.2.2. HPLC-HRMS

A analise dos dados obtidos por HPLC-HRMS(ESI) das fracdes AcOEt dos
ramos de Qualea grandiflora e AcOEt das folhas de Q. cordata, utilizando a interface
do software Bruker Data Analysis versdo 3.2 conjugado ao dicionario de produtos
naturais da Chapman & Hall com abrangéncia nos anos de 1942 a 2000, constataram, in
silico, uma série de metabdlitos ja isolados em outras espécies de Qualea.

Os espectros de massas obtidos por esta técnica hifenada foram feitos no modo
positivo utilizando como interface o electrospray. A partir dos ions majoritarios obtidos
nos fragmentogramas, foram emulados os possiveis adutos catibnicos a serem
formados, tomando em consideracdo a fase mdvel utilizada, isto €, metanol e agua
acidificada além de cations presentes na agua como sodio e potassio. Todos os ions
majoritarios foram detectados na forma de molécula protonada [M+H]". As massas

emuladas estdo compiladas na tabela 11 e 12.

Tabela 11. Valores de massa/carga (m/z) obtidos em ensaio de HPLC-HRMS(ESI)-
MS?2 para fracdo acetato de etila dos ramos de Qualea grandiflora.

Tempo de retencéo

Formula molecular
m/z observado m/z calculado Erro (ppm) observado no

calculada TIC/minutos
C16H140s 287,0917 287,0919 0,8 9,7
C1gH1507 347,1129 347,1131 0,5 12,9
C19H2207 363,1421 363,1444 6,3 14,9
C16H140s 335,0768 335,0767 0,5 8,9

Tabela 12. Valores de massa/carga (m/z) obtidos em ensaio de HPLC-HRMS(ESI)-
MS?2 para fragdo acetato de etila das folhas de Qualea cordata.

i Tempo de retencdo
Férmula molecular P ¢

m/z observado m/z calculado Erro (ppm) observado no
calculada .
TIC/minutos
C1sH1606 331,1165 331,1181 5,0 8,4
C,;H:70 317,1025 317,1025 0,0 59
C1aH160; 347,120 347,131 3.4 47

C,oH,,0, 361,1273 361,1287 39 103
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As figuras 16 e 17 mostram 0s cromatogramas da corrente de ions totais (Total

lon Current — TIC, modo positivo) das fragdes AcOEt dos ramos de Q. grandiflora e

AcOEt das folhas de Q.cordata, respectivamente.

Intens.

x10
2.5

2.0

1.5

1.0

0.5

0.0 0

8,9

9,7

14,9
12,9

5

10

15

20

25

Time [min]

Figura 16. Corrente total de ions (TIC) para o extrato de acetato de etila dos ramos de Q.

grandiflora.

Intens.

x10
1.75

1.50

1.25

1.00

0.75

0.50

0.25

5

6

8 10

14

16

18 Time [min]

Figura 17. Corrente total de ions (TIC) para o extrato de acetato de etila das folhas de Q.

cordata.

Como pode ser observado, apds processamento dos espectros de massas dos ions

mais abundantes, apenas 0s espectros de massas referentes aos tempos de retencao

mencionados nas tabelas acima apresentaram dados significativos quando tiveram suas
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massas de alta resolu¢do comparadas com aquelas compiladas na base de dados do DNP
(www.dnp.chemnetbase.com). A margem de erro entre m/z detectada e a massa
molecular proposta foi menor que 10 ppm.

Para poder constatar a validade da formula molecular da analise in silico com o
dado real obtido para as amostras, foi realizado uso de MS/MS em cada um dos
compostos detectados. A discusséo e justificagdo dos fragmentos filhos foram realizadas

através de propostas racionais de fragmentacéo.

4.2.3. Desreplicacdo e deteccdo do metabdlitos majoritarios na fracdo AcOEt dos

ramos de Q. grandiflora

lon observado [M+H]+: m/z 287,0917: 8-metilnaringenina

oH O ion atribuido a esta flavanona apresentou trés
o L

HO fragmentos filhos principais, ao aplicar uma energia de
O colisdo de 18 eV no MS/MS. Os espectros de MS e de
OH O MS/MS e as propostas dos padrées de fragmentacédo

encontram-se na figura 18. As vias mecanisticas de fragmentacdo para este derivado
metilado da naringenina foram justificadas por um rearranjo inicial do tipo retro-
Diels-Alder seguido de perda de CO (mondxido de carbono) fornecendo o
fragmento m/z: 139,04. Para justificar o fragmento m/z: 95,05 propbe-se um
rearranjo de retro-Diels-Alder com eliminagdo de etino para a formacdo final do

aleno.
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Intens.
x10*
6 ] 287,0917
|
2
.
5 ] 265,2888
] 247,2763
1
L ol L Ls 1l L oli MM[”A [ A Mﬂnnn L Iﬂﬂn VLM 1 J].a
0 100 150 200 250 300 350 m/z
Intens.
600 -
400 1
167,03
200 1 ’
139,04
95.05 121.06 h
0 Ll L % . [ | ALl A Log s befins mnTnnm " HM "
0 50 100 150 200 250 300 350 m/z
H H OH
OH HO o - "/
HO o) O RDA c + 9
4 o
OH H
OH O ) CgH704" l
. Co m/z: 167,03
CigH1505 +
m/z: 287.0917 Oy
H
HO /
C:O C3H90+
m/z: 121,06
OH
C7H;05" J— =
m/z: 139,04

P
CaSeH
CsH;0"

m/z: 95,05

Figura 18. Espectros de MS e de MS/MS e proposta do padrdo de fragmentacdo para a 8-
metilnaringenina.
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lon observado [M+H]": 347,1129: 4'5,7-triidroxi-3' 6-dimetoxi-8-metilflavanona.

oH No caso desta flavanona, foram evidenciados dois

HO o O o fragmentos no experimento de MS/MS (espectros de MS

- O e MS/MS na figura 19). Neste tipo de metabdlito sdo
o

o4 O usuais os rearranjos retro-Diels- Alder o que fornece o

fragmento m/z: 197,04. Perda de CO do dieno gerado no RDA fornece o fragmento mais

abundante com m/z: 169,05. A proposta de fragmentacéo esta detalhada na figura 20.

Intens.

6000 ]
5000 | 347.1129
4000 ]
3000 ]

2000 | 223.0700
265.2477

100(())' o “M wdp il

423.1505

b 1 l\

Intens. 20 100 150 200 250 300 350

400 450

m/z

3000 1

2500 1
169,05

151,08

2000 1
1500 1
197,04
1000 1

500 1

0 50 100 150 200 250

ot s , ; TP 1 R T PP T JLE_UL_‘MJM w.d 1T el

300 350

m/z
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H OH
HO 0 J/
(% (@)
. +
O C-
oH ©
OH O H
+ CqHO:" N
CisH1g07 gFoWs
m/z: 347,1129 m/z: 197,04
-CO
+
O.
HO H “"H
= O/
“‘“\O C:O
OH CgH1105"
CoHaOu* m/z: 151,08
ghlghia
m/z: 169,05

Figura 19. Espectros de MS e de MS/MS e proposta do padrdo de fragmentagdo para a 4',5,7-
triidroxi-3',6-dimetoxi-8-metilflavanona.
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lon  observado  [M+H]": mlz  363,1421: bis(2-hidroxi-4,6-dimetoxi-3-

metilfenil)metanona.

Esta benzofenona apresentou no experimento MS/MS (espectros na figura 20) dois
fragmentos filhos principais: um ion acilio de m/z: 195,07, sofrendo subsequente perda
de CO e gerando um cation fenila de m/z: 167,07. Perdas de metoxila ndo foram
evidenciadas provavelmente devido a baixa energia de colisdo empregada na anélise

(menor que 30 eV).

Intens.
8000 1 363,1421

6000 1

4000 1

257,2213 337,0771
2000 1 247,2208

220 240

O N deaded vodedd ial IL 1 |VLJL ' nn‘ll ,Lnﬂﬂ. g idin i b it H”.ﬂmn,ﬂ,‘nﬂ ﬂ. HJ\. MLL\MI 1.0 e i »,Jlm”nl J Y
260

280 300 320 340 360 m/z

Intens.
3000 f
2000 7 195,07

1000 7 167,07

0 50 100 150 200 250 300 350 m/z



Resultados e Discussao 72

H
O OH OH
‘ \-. +
~ - "0 O 0 o~
o p oo S

CigH230;" C1QH11O4+
m/z: 363,1421 m/z: 195,07
] -CO
OH
+
CgHy4 05"
m/z: 167,07

Figura 20. Espectros de MS e de MS/MS e proposta do padrdo de fragmentacdo para a bis(2-
hidroxi-4,6-dimetoxi-3-metilfenil)metanona.

lon observado [M+H]+: 335,0768: 3'.4',5,6,7-pentaidroxi-8-metildiidroflavonol.

on Este diidroflavonol apresentou quatro ions produtos

HO 0 O quando aplicado uma energia de colisdo de 20 eV
OH
O (espectros na figura 21). O fragmento produto de maior
HO OH
abundancia (m/z: 183,03) pode ser justificado através de

OH O
um rearranjo retro-Diels-Alder. Posterior perda de CO do diendfilo e desidratacdo do
dieno dariam origem aos ions m/z: 155,03 e 135,04, respectivamente. A proposta dos

padrdes de fragmentacdo pode ser evidenciada na figura 21.
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Intens.
x10
5 ]
4] 335,0768
3 i
2 _
247,2768 353,1772
1 4
0 IS P T R T nk n”mﬂ.ﬂ‘n.m”l I”n sl JLM b b
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Intens.
4000 ]
3000 1 183,03
5000 | 155,03
153,05
1000 1 135,04
0 i i L » ™ A L. I B b T
50 100 150 200 250 300 m/z
H
HO 0 QH
RDA +
HO C- 7 OH
OH O OH
C16H1508" CgH70s5" H
m/z: 335,0768 o Me18303
HO H
o}
HO C-0 O “TH
OH J/C[ H0 A on
C7H;04" _C OH o4
m/z: 155,03 (;S.TS%Z(; CaHgO5*
myz. 199, m/z: 153.05

Figura 21. Espectros de MS e de MS/MS e proposta do padrdo de fragmentacdo para o
3',4'5,6,7-pentaidroxi-8-metildiidroflavonol.
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4.2.4. Desreplicacdo e deteccdo do metabdlitos majoritarios na fracdo acetato de etila

das folhas de Qualea cordata.

lon observado [M+H]+: m/z 331,1165: 4'5,7-triidroxi-3'-metoxi-6,8-dimetilflavanona.

Este ion apresentou trés fragmentos principais,

OH
O utilizando uma energia de colisdo de 18 eV. As propostas
o}

7
0" dos padrdes de fragmentacdo encontram-se na figura 22.

HO

OH O

As vias mecanisticas de fragmentacdo para esta
flavanona foram justificadas por um rearranjo retro-
Diels-Alder inicial seguida de eliminacdo de CO fornecendo o fragmento m/z: 153,05.
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OH O
CiaHia0g"
m/z: 331,1165

HO H

OH

CsHyO3
m/z: 153,05

HO O

+L

CgHy, 05"
m/z: 151,08

Figura 22. Espectros de MS e de MS/MS e proposta do padrdo de fragmentacao para a 4',5,7-
triidroxi-3'-metoxi-6,8-dimetilflavanona.

lon observado [M+H]": 317,1025: 4' 7-diidroxi-5-metoxi-6-metildiidroflavonol.

OH
o L

HO !
OH

0 ©

No caso deste diidroflavonol foram evidenciados dois

fragmentos no experimento MS/MS (espectros na figura

23). Neste tipo de molécula sdo usuais 0s rearranjos retro-

Diels-Alder o que fornece o fragmento de abundancia

mais intenso (m/z: 181,05). Desidratacdo do fragmento gerado na RDA que contém o

anel B forneceria o fragmento menos abundante com m/z: 119,05. A proposta de

fragmentacdo esté detalhada na figura 23.
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Figura 23. Espectros de MS e de MS/MS e proposta do padrdo de fragmentacdo para o 4',7-
diidroxi-5-metoxi-6-metildiidroflavonol.
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lon observado [M+H]": 347,1119: 5,6, 7-triidroxi-3',4'-dimetoxi-8-metilflavanona.

o._ Esta flavanona apresentou 4 fions produtos no
o L
o

HO _experimento MS/MS quando aplicado uma energia de
O colisdo de 20 eV ao ion m/z: 347,1120 (espectros na

HO
OH O figura 24). Os ifons mais abundantes podem ser

justificados pelo rearranjo retro-Diels-Alder da flavanona principal. Subseqlientes
descarbonilacdes e eliminacdo de metano justificam o aparecimento de ions de menor
abundancia (m/z: 155,03 e 149,06). A proposta das fragmentacdes evidenciadas esta
detalhada na figura 24.
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HO o H O
RDA + P
HO C. O H
(@)
OH O OH +
* C1pH1204
CigH1607" CgH7Os e 2
m/z: 347,1119 m/z: 183,03 : ’
'(y -CHy
HO H .
/O\
HO C-0
OH O
C.H,0,*
m/z: 155,03 CgH902+
m/z: 149,06

Figura 24. Espectros de MS e de MS/MS e proposta do padréo de fragmentacéo para a 5,6,7-
triidroxi-3',4'-dimetoxi-8-metilflavanona.

fon observado [M+HT": 361,1273): 3' 4'-dimetoxi-5,7-diidroxi-6,8-

dimetildiidroflavonol.

o Este diidroflavonol apresentou trés ions produtos quando

~
HO o O > aplicado uma energia de colisdo de 20 eV ao ion m/z
O 361,1273. O fragmento de maior abundancia (m/z:

oH 181,05) pode ser justificado pelo rearranjo retro-Diels-

OH O

Alder, onde a relagdo m/z tanto do dieno como do
diendfilo € a mesma. Posterior eliminacdo de CO do diendfilo e desidratacdo do dieno
dariam origem aos ions m/z: 153,05 e 163,08, respectivamente. A proposta dos padrdes

de fragmentacdo pode ser evidenciada na figura 25.
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Figura 25. Espectros de MS e de MS/MS e proposta do padrao de fragmentacéo para a 5,6,7-

triidroxi-3',4'-dimetoxi-8-metilflavanona.
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4.2.5. RMN

A fracdo AcOEt dos ramos de Q. grandiflora foi analisada por RMN para a
deteccdo dos metabdlitos previamente identificados por HPLC-DAD-HRMS (ESI).

A metodologia utilizada para a desreplicagdo através de RMN iniciou-se com a
elaboragdo dos padrdes virtuais de 'H RMN de cada molécula previamente detectada
através do uso do software de predicdo Modgraph NMRPredict desktop (Mestrelab
research S.L, Santiago da Compostela, ESP). Essas predi¢cbes foram realizadas em
condigBes semelhantes a andlise realizada com a fracdo AcOEt dos ramos de Q.
grandiflora, na frequéncia de 14.1 T e DMSO como solvente

Os espectros virtuais de *H RMN de cada molécula detectada foram
condensados em um Unico espectro de *H RMN para criar um espectro virtual da
mistura desses metabdlitos (4 flavanonas, 3 diidroflavondis e 1 benzofenona), como
esperado na matriz vegetal. Em seguida, os espectros simulado e real (da fracdo AcOEt
dos ramos de Q. grandiflora) foram comparados permitindo verificar os sinais de
deslocamento quimico caracteristicos das moléculas propostas na amostra analisada —

Figura 26.
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Figura 26. Espectro de 'H RMN da fragdo AcOEt dos ramos de Q. grandiflora, espectro de 'H RMN
simulado para as moléculas detectada por HPLC-DAD-HRMS(ESI), subtracdo entre os espectros de
1

H RMN.

O resultado desta comparacao sugere a presenca dos quatro metabolitos propostos para
Q. grandiflora, bem como dos quatro compostos fendlicos detectados na fracdo AcOEt das
folhas de Q. cordata.

Para a analise dos espectros de 'H, foram selecionadas as regies com sinais

caracteristicos para os metabélitos detectados (figura 27), indicados na lista a seguir:
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Figura 27. Espectro de *H RMN da fracdo AcOEt dos ramos de Q. grandiflora (positivo no eixo y) e
espectro de *H RMN simulado para as moléculas detectadas por HPLC-DAD-HRMS(ESI) (negativo
no eixo y).

Substitui¢des de grupos metila (6 entre 2,1 ¢ 2,5 ppm; 1) em anel aromatico;
Substitui¢des de grupos metoxila (8 entre 3,6 € 4,1 ppm; 2) em anel aromatico;
'H em C-3 para flavanonas (5 entre 2,5 e 3,3 ppm, 3);

'H em C-2 para flavanonas e flavanois (8 ~5,5 ppm, 4);

'H nos anéis aromaticos (6 entre 6,5 e 7,5 ppm, 5);

Hidroxila fenolica na benzofenona (6 ~11,8 ppm, 6);

N o g s~ w D e

'H de hidroxilas fenélicas queladas em C-5 (& > 12,0 ppm, 7).
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Andlise do substituinte metila (-CH3)

A presenca de substituicdes metila (-CH3) em anéis aromaticos é caracterizada em
RMN de 'H por & entre 2,0 e 2,5 ppm.

A simulagdo dos espectros de *H RMN das moléculas propostas por MS gerou sinais
caracteristicos para as metilas presentes nos flavonoides e para as metilas da benzofenona. A
comparacdo destes sinais com o obtido pela anadlise de RMN da fracdo AcOEt permitiu

detectar estas substituicdes na fracdo, conforme ilustrado na figura 28.

Figura 28. Espectros de "H RMN de 3°,4°,5,6,7-pentaidroxi-8-metildiidroflavonol (1), 3°,4’-dimetoxi-
5,7-diidroxi-6,8-dimetildiidroflavonol (2), 4°,5,7-triidroxi-3’,6-dimetoxi-8-metilflavanona (3), 4°,5,7-
triidroxi-3’-metoxi-6,8-dimetilflavanona (4), 4°,7-diidroxi-5-metoxi-6-metildiidroflavonol (5), 5,6,7-
triidroxi-3’,4’-dimetoxi-8-metilflavanona (6), 8-metilnaringenina (7), bis(2-hidroxi-4,6-dimetoxi-3-
metilfenil)metanona (8), soma dos padr@es virtuais das moléculas detectadas por MS (9) e da fragdo
ACcOEt dos ramos de Q. grandiflora (10), no intervalo de 2,1 a 2,5 ppm.
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Anélise do substituinte metoxila (-OCHs)

A presenca de substituicdes -OCH3; em anéis aromaticos é caracterizada em RMN de
'H por singletos com 6 entre 3,5 ¢ 4,0 ppm. A simulagdo dos espectros de 'H RMN das
moléculas propostas gerou sinais caracteristicos para as metoxilas presentes nos anéis
aromaticos dos flavondides na faixa de 3,8 ppm. A comparacdo dos sinais simulados com
obtido pela anélise de RMN da fracdo AcOEt permitiu detectar a presenca destes substituintes

na fracdo, conforme ilustrado na figura 29.

Figura 29. Espectros de 'H RMN de 3°,4°,5,6,7-pentaidroxi-8-metildiidroflavonol (1), 3°,4’-dimetoxi-
5,7-diidroxi-6,8-dimetildiidroflavonol (2), 4°,5,7-triidroxi-3’,6-dimetoxi-8-metilflavanona (3), 4°,5,7-
triidroxi-3’-metoxi-6,8-dimetilflavanona (4), 4°,7-diidroxi-5-metoxi-6-metildiidroflavonol (5), 5,6,7-
triidroxi-3’,4’-dimetoxi-8-metilflavanona (6), 8-metilnaringenina (7), bis(2-hidroxi-4,6-dimetoxi-3-
metilfenil)metanona (8), soma dos padr@es virtuais das moléculas detectadas por MS (9) e da fragdo
ACcOEt dos ramos de Q. grandiflora (10), no intervalo de de 3,6 a 4,1 ppm.
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Anélise do 'H em C-3 de flavanona

Os sinais de *H em C-3 do anel C de flavanonas s&o detectados na faixa de 3,5 e 2,8
ppm e sdo caracterizados pelo acoplamento com o *H em C-2, além das diferencas de &
devido & variacdo quanto a posicdo dos *H em C-3 (geminais) em axial ou equatorial. A partir
da predicdo gerada pelo software, obteve-se sinais duplo dubleto devido ao acoplamento (J)
constante de 12 Hz entre *H geminais (30 ¢ 3B) e de J 7 Hz entre os 'H de C-2 e C-3. A
comparagdo com os dados obtidos na fracdo AcOEt permite detectar sinais semelhantes, o que

indica sua presenca na fracdo analisada, conforme ilustrado na figura 30.

Figura 30. Espectros de 'H RMN de 3’,4°,5,6,7-pentaidroxi-8-metildiidroflavonol (1), 3’,4’-dimetoxi-
5,7-diidroxi-6,8-dimetildiidroflavonol (2), 4°,5,7-triidroxi-3’,6-dimetoxi-8-metilflavanona (3), 4°,5,7-
triidroxi-3’-metoxi-6,8-dimetilflavanona (4), 4°,7-diidroxi-5-metoxi-6-metildiidroflavonol (5), 5,6,7-
triidroxi-3’,4’-dimetoxi-8-metilflavanona (6), 8-metilnaringenina (7), bis(2-hidroxi-4,6-dimetoxi-3-
metilfenil)metanona (8), soma dos padr@es virtuais das moléculas detectadas por MS (9) e da fracdo
AcOEt dos ramos de Q. grandiflora (10), no intervalo de 2,5 a 3,3 ppm.
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Anélise do '*H em C-2

O sinal do 'H localizado na posicdo C-2 é caracteristico em diidroflavonéides,
variando apenas no acoplamento, dependente do ambiente quimico proximo, ou seja, dos
substituintes presentes em C-3. Para flavanonas, os dois *H geminais em C-3 (em axial e
equatorial) sdo capazes de acoplar com o *H em C-2 fornecendo um tripleto largo com J de 7
Hz. J4 para o diidroflavonol, um dos *H em C-3 é substituido por uma hidroxila. Logo, o sinal
gerado deste acoplamento com o *H em C-3 é um dubleto. A partir da comparacdo entre o
espectro simulado e aquele obtido pela fracdo (figura 31), é possivel verificar esses sinais,
indicativo da presenca de flavanona e diidroflavonol.

Figura 31. Espectros de 'H RMN de 3’,4°,5,6,7-pentaidroxi-8-metildiidroflavonol (1), 3°,4’-dimetoxi-
5,7-diidroxi-6,8-dimetildiidroflavonol (2), 4°,5,7-triidroxi-3’,6-dimetoxi-8-metilflavanona (3), 4°,5,7-
triidroxi-3’-metoxi-6,8-dimetilflavanona (4), 4’,7-diidroxi-5-metoxi-6-metildiidroflavonol (5), 5,6,7-
triidroxi-3’,4’-dimetoxi-8-metilflavanona (6), 8-metilnaringenina (7), bis(2-hidroxi-4,6-dimetoxi-3-
metilfenil)metanona (8), soma dos padr@es virtuais das moléculas detectadas por MS (9) e da fragdo
AcOEt dos ramos de Q. grandiflora (10), no intervalo de 5,3 a 5,7 ppm.
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Anélise do *H de anel aromatico

A regido do espectro de *H RMN entre 6,5 e 7,5 ppm esta relacionada aos *H presentes
no anel aromatico. A simulacdo gera diversos sinais devido aos acoplamentos orto e meta. A
comparacdo com o espectro de *H RMN da amostra permite verificar a presenca de sinais
semelhantes, mesmo em uma regido com complexidade de sinais, 0 que auxilia na validagéo

dos estudos de desreplicagdo. O intervalo de 6 esta ilustrado na figura 32.

Figura 32. Espectros de "H RMN de 3°,4°,5,6,7-pentaidroxi-8-metildiidroflavonol (1), 3°,4’-dimetoxi-
5,7-diidroxi-6,8-dimetildiidroflavonol (2), 4°,5,7-triidroxi-3’,6-dimetoxi-8-metilflavanona (3), 4°,5,7-
triidroxi-3’-metoxi-6,8-dimetilflavanona (4), 4°,7-diidroxi-5-metoxi-6-metildiidroflavonol (5), 5,6,7-
triidroxi-3’,4’-dimetoxi-8-metilflavanona (6), 8-metilnaringenina (7), bis(2-hidroxi-4,6-dimetoxi-3-
metilfenil)metanona (8), soma dos padr@es virtuais das moléculas detectadas por MS (9) e da fragdo
AcOEt dos ramos de Q. grandiflora (10), no intervalo de 6,5 a 7,5 ppm.
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Analise do *H de —OH fendlica da benzofenona

A benzofenona proposta pelos experimentos em HPLC-DAD-HRMS(ESI) apresenta
em sua estrutura dois substituintes —OH nas posi¢cGes C-2 e C-2’. Devido a simetria da
molécula, este sinal aparece como um unico singleto, simulado pelo software na regido de
11,8 ppm. A comparacao entre os espectros simulado e da fracdo AcOEt sugerem a presenga

deste sinal, conforme ilustra a figura 33.

Figura 33. Espectros de "H RMN de 3°,4°,5,6,7-pentaidroxi-8-metildiidroflavonol (1), 3°,4’-dimetoxi-
5,7-diidroxi-6,8-dimetildiidroflavonol (2), 4°,5,7-triidroxi-3’,6-dimetoxi-8-metilflavanona (3), 4°,5,7-
triidroxi-3’-metoxi-6,8-dimetilflavanona (4), 4°,7-diidroxi-5-metoxi-6-metildiidroflavonol (5), 5,6,7-
triidroxi-3’,4’-dimetoxi-8-metilflavanona (6), 8-metilnaringenina (7), bis(2-hidroxi-4,6-dimetoxi-3-
metilfenil)metanona (8), soma dos padr@es virtuais das moléculas detectadas por MS (9) e da fragdo
AcOEt dos ramos de Q. grandiflora (10), no intervalo de 11,6 a 12,0 ppm.
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Andlise do 'H de —OH fendlicas queladas em C-5

Sinais de *H de hidroxilas fendlicas em C-5 sdo muito caracteristicos para flavondides
uma vez que este hidrogénio sofre efeito anisotrépico da ligacao carbonilica adjacente em C-
4, o que causa um deslocamento do sinal para 6 acima de 11 ppm. O software ndo ¢ capaz de
simular com confiabilidade & de *H para relacdes oxigénio-hidrogénio, como em hidroxilas.
Deste modo ndo é possivel comparar os dados da amostra com a simulacdo (figura 34).
Contudo, devido a especificidade destes sinais, sua presenca nas regides de campo mais
elevado do espectro de *H RMN da fragdo é mais um indicativo da presenca de flavonoides

com hidroxilas em C-5.

Figura 34. Espectros de 'H RMN de 3’,4°,5,6,7-pentaidroxi-8-metildiidroflavonol (1), 3’,4’-dimetoxi-
5,7-diidroxi-6,8-dimetildiidroflavonol (2), 4°,5,7-triidroxi-3’,6-dimetoxi-8-metilflavanona (3), 4°,5,7-
triidroxi-3’-metoxi-6,8-dimetilflavanona (4), 4’,7-diidroxi-5-metoxi-6-metildiidroflavonol (5), 5,6,7-
triidroxi-3’,4’-dimetoxi-8-metilflavanona (6), 8-metilnaringenina (7), bis(2-hidroxi-4,6-dimetoxi-3-
metilfenil)metanona (8), soma dos padr@es virtuais das moléculas detectadas por MS (9) e da fragdo
AcOEt dos ramos de Q. grandiflora (10), no intervalo de 12,0 a 14,0 ppm.
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No presente trabalho foram preparados os extratos brutos e fragdes resultantes da
extracdo liquido-liquido dos ramos e folhas de Qualea grandiflora e Qualea cordata, 0s
quais foram analisados por HPLC-DAD e HPLC-DAD-HRMS(ESI) para a obtencédo de
dados espectroscopicos utilizados na determinacéo do perfil quimico.

Os bioensaios in vitro forneceram informacgdes preliminares promissoras para estas
espécies vegetais, com resultados mais relevantes para o ensaio de inibicdo do reagente
DPPH, inibicdo da polimerizacdo da hematina bovina, e inibicdo enzimatica de
acetilcolinesterasica, e guiaram a selecdo das fracGes com maior potencial para a
deteccdo de moléculas de interesse.

A estratégia de desreplicacdo dos extratos desenvolvida permitiu a rapida identificacdo
de metabolitos presentes nas particbes biologicamente promissoras. O uso da
abordagem in silico em associacdo as bases de dados que compilam massas de alta
resolucdo de metabolitos secundarios permitiu a deteccdo de algumas moléculas com
massas de alta resolucéo similares aquelas observadas nos extratos de Q. grandiflora e
Q.cordata. Dessa série, 8 moléculas ja relatadas em outras espécies vegetais, inclusive
em Qualea, puderam ser propostas estruturalmente através de padrdes de fragmentacédo
fazendo uso de experimentos de HPLC-HRMS(ESI).

O padréo de substituicdo proposto pelos flavondides C-metilados detectados na fracdo
AcOEt dos ramos de Q. grandiflora e na fracdo AcOEt das folhas de Q. cordata, e
confirmados pelos ions produtos nos experimentos de MS/MS, ndo pode ser confirmado
pelos resultados obtidos. Uma vez que estas substituicbes séo incomuns para vegetais
superiores, estando contudo presentes na fitoquimica de outras espécies de Qualea
descritas na literatura, torna-se necessario o estudo através do uso de outras tecnicas
espectroscopicas para a confirmacédo destas substituicoes.

Os espectros de UV obtidos nas analises sugerem a presenca de derivados do acido
elagico, isolados nas espécies estudadas em estudos descritos na literatura, e estimulam
a analise in silico de outras fracfes através da técnica hifenada HPLC-HRMS(ESI) com
0 intuito de se detectar mais metabolitos secundarios presentes nas espécies vegetais,
possibilitando um enfoque racional nos alvos moleculares de interesse.

Uma vez que é possivel chegar ao espectro de RMN de moléculas individuais em
mistura sem haver a necessidade de separacdo, através de sequéncias de pulso, a
aplicacdo desta técnica nos estudos de desreplicacdo de matrizes complexas surge como

um novo caminho na quimica de produtos naturais, suprindo limitagcdes importantes da
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espectrometria de massas, como a falta de reprodutibilidade, resolucdo de misturas
isoméricas, entre outras.

Neste trabalho, o uso da RMN na desreplicacéo iniciou-se com a elaboracéo de padrbes
virtuais de *H RMN produzidos a partir de dados dos quimiotipos ja detectados e da
comparacdo aos espectros de *H RMN pertencentes & fragdo AcOEt dos ramos de Q.
grandiflora. Os resultados preliminares desta abordagem forneceram informacoes
relevantes que auxiliam na deteccdo dos metabolitos propostos por MS, e permitirdo
obter mais dados que confirme as deteccdes através do uso de técnicas bidimensionais.
Os resultados obtidos neste trabalho enriquecem a discussao a respeito da aplicacdo da
desreplicacdo no estudo dos produtos naturais e fornecem dados as duas espécies

vegetais com potencial terapéutico.
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