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RESUMO
O estudo de produtos naturais como fonte de novos agentes anticancer torna-se de
grande importancia, pois mesmo devido a grande quantidade de drogas ja existente
para o tratamento de neoplasias, ainda ndo se chegou a um composto ideal que
tenha maior seletividade, menos efeitos colaterais, maior poténcia terapéutica e
menor indice de resisténcia. Das familias vegetais com reconhecido potencial
terapéutico destaca-se a familia Fabaceae, cuja quimiossistematica atesta para uma
rigueza de compostos flavonoidicos com amplo espectro de atividade bioldgica,
inclusive antitumoral. Desta forma, o objetivo principal deste estudo foi isolar e
caracterizar substancias fendlicas a partir de fracdes oriundas de espécies do
género Inga (I. laurina, I. edulis e I. marginata) selecionadas através do bioensaio
com linhagens de celulas antitumorais e identificar metabdlitos em mistura através
de CLAE-DAD, HPLC-MS, LC-SPE-TT e Espectroscopia de RMN. A composicéo
quimica destas espécies indicou uma grande variedade de acidos aromaticos,
flavondides, taninos e triterpenos. Este trabalho permitiu a caracterizacdo das
substancias: lupeol, éster graxo da a-amirina, éster do olean-18-eno, fridelina, acido
vanilico, acido 3,4,5-trimetoxi-benzoico, acido galico, galato de metila, acido p-
cumarico, acido benzbico, p-hidroxi-benzodico, acido protocateuico, acido tanico,
acido cafeico, acido p-metoxicinamico, acido p-hidroxibenzéico, derivado metilado do
acido 4-hidroxibenzéico, acido ferulico, miricetina,miricetina-3-O-ramnosideo,
miricetina-3- O-(2”-Ogaloil)-a-ramnopiranosideo, apigenina, quercetrina,
proantocianidina A-2, procianidina B, galato de 2-ramnopiranosil-4,6-diidroxifenila,
galato de 2-ramnopiranosil-3,5-diidroxifenila e do glicosideo do 4-vinil-fenol. Através
das analises por CLAE-DAD detectamos a presenca de uma antocianina altamente
polar na fragdo aquosa e cinco outras antocianinas na fragdo metandlica das
sementes de /. edulis. Através do fracionamento biomonitorado foi possivel obter
uma fracdo com promissor potencial antitumoral (EDsy = 4,0 pg/mL) que foi
posteriormente caracterizada como sendo uma mistura do acido p-hidroxibenzdico e
do glicosideo do 4-vinil-fenol. Os experimentos de desreplicacdo das folhas das trés
espécies através de CLAE-DAD pela co-injecao com padrdes auténticos e HPLC-MS
nos forneceu informagdes a cerca da composicao quimica destas partes vegetativas
atestando principalmente para a presenca de flavonoides e acidos fendlicos.Os
experimentos de gentoxicidade demonstraram que os extratos avaliados né&o

causam danos genotoxicos pelo ensaio do cometa.



ABSTRACT

The study of natural products as a source of new anticancer agents is very important,
because even due to the large amount of existing drugs for the treatment of cancer,
has not yet reached an optimal compound that has greater selectivity, fewer side
effects, higher potency therapeutic and index of least resistance.One of thefamilies
with  recognized therapeutic potential is the Fabaceae family, whose
chemosystematics show an abundance of flavonoid with broad spectrum of biological
activities, including antitumor. Thus, the aim of this study was to isolate and
characterize phenolic compounds from fractions obtained of the genus Inga (I.
laurina, I. edulis and [. marginata) selected by bioassay cytotoxic and identify
metabolites in mixture by HPLC-PDA, HPLC-MS, LC-SPE-TT and NMR
Spectroscopy. The chemical composition of these species indicated a wide variety of
aromatic acids, flavonoids, tannins and triterpenes. This work describe the
characterization of the compounds: lupeol, fatty ester ofa-amyrin, the olean-18-ene
ester and friedelin, vanillic acid, 3,4,5-trimethoxy benzoic acid, gallic acid, gallate
methyl, p-coumaric acid, benzoic acid, p-hydroxybenzoic, protocateuico acid, tannic
acid, caffeic acid, p-methoxycinnamic acid, p-hydroxybenzoic acid derivative
methylated of 4-hydroxybenzoic acid, ferulic acid, myricetin, myricetin-3-O-
rhamnoside, myricetin-3-O- (2 "-O-galoil) -a-rhamnopyranoside, apigenin, quercetrin,
proanthocyanidin A-2 and procyanidin B, 2-rhamnopyranosyl-3,5-dihydroxyphenyl
gallate, 2-rhamnopyranosyl-4,6-dihydroxyphenyl gallateand 4-vinyl-phenol. Through
the analysis by HPLC-PDA detected the presence of one anthocyanin from aqueous
fraction in five other anthocyanins in the methanolic fraction from seeds of . edulis.
Through the bioassay-guided fractionation was possible to obtain a fraction with high
antitumor potential (EDsp = 4.0 mg/mL) that was characterized such a mixture of p-
hydroxybenzoic acid and 4-vinyl-phenol glycoside. The dereplication experiments of
leaves from three species by HPLC-PDA by co-injection with standards and HPLC-
MS provided information about the chemical composition mainly for confirm the
presence of flavonoids and phenolic acids. The genotoxicity experiments showed
that the crude extracts evaluated not cause genotoxic damage by comet assay.
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1 INTRODUCAO

O grande crescimento da area de produtos naturais nos ultimos anos deve-se
principalmente ao rapido avancgo das técnicas de purificagdo e analise de compostos
bioativos em plantas, bem como pela facilidade na busca de informacdes em varios
sistemas e base de dados.

Um dos principais objetivos da pesquisa nesta area consiste especialmente, na
identificacdo dos principios ativos das plantas medicinais, através da investigacao
sistematica dos extratos e fracdes quanto a sua eficacia, sendo assim o isolamentoe
a determinacéo estrutural destes compostos é vital para o desenvolvimento deste
campo, podendo ser posteriormente sintetizados, modificados ou extraidos de forma
mais eficiente para aplicacdes desejadas no futuro.?

A pesquisa de novos agentes farmacologicamente ativos a partir de fontes
naturais como microrganismos e extratos de plantas tem permitido a descoberta ou
desenvolvimento de farmacos clinicamente Uuteis no tratamento de doencas
humanas. Historicamente, a maioria dos farmacos baseados em produtos naturais,
incluindo ciclosporina, paclitaxel e camptotecina foram descobertos por testes
tradicionais in vitrobaseados em células.’

O estudo quimico e bioldégico de novas espécies além de contribuir com a
quimiossistematica das espécies estudadas mostra-se promissor na descoberta de
novos agentes antitumorais e substancias com potencial antioxidante, o qual pode
ser utiizado na area cosmética, tratamento de doencas coronarias e
neurodegenerativas.

Das familias vegetais com reconhecida e amplo espectro debioatividade destaca-
se a familia Fabaceae, especialmente por apresentar uma grande riqueza de
compostos flavonoidicos, relacionados a importantes atividades biologicas.

e PRODUTOS NATURAIS BIOATIVOS

A quimica de produtos naturais desempenha um papel indiscutivel na validacao
cientifica e na regulamentacao terapéutica dos produtos de origem natural e na
bioprospecc¢ao de novos farmacos, identificando, isolando, quantificando e avaliando
farmacologicamente os principios ativos em matrizes naturais.*

Nesse contexto, a busca dos produtos naturais pelas industrias farmacéuticas
deve-se principalmente a grande diversidade molecular que eles apresentam para
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uma ampla variedade de aplicacdes desejadas.>® Com o desenvolvimento de
técnicas modernas que possibilitaram os estudos farmacoldgicos, bioquimicos,
moleculares e toxicolégicos, o interesse na procura de novos farmacos ou de
protétipos de produtos naturais para obtencdo de novos farmacos aumentou
consideravelmente.’

Estudos realizados por Newman & Cragg (2012)8, revelaram que de 1940 até a
presente data, das 175 micromoléculas anticancer lancadas, 85, ou seja, 48,6%
possuem algum tipo especial de relacdo com metabdlitos isolados a partir de
produtos naturais.

Na procura por substancias biologicamente ativas oprocedimento padrdo € o
fracionamento bioguiado, em que os extratos, fracoese substancias obtidas através
de fracionamentos cromatograficos sdo submetidas aosensaios biolégicos para
isolamento dos constituintes responsaveis pelaatividade. Novas abordagens foram
desenvolvidas nos ultimos anos visando otimizar os procedimentos experimentais
para a investigacaode produtos naturais, com destaque para a evolucaode técnicas
analiticas, em especial, as técnicas hifenadas.’

e ESTUDOS DE PRODUTOS NATURAIS POR DESREPLICACAO

Uma eficiente triagem dos extratos realizada para a busca de produtos naturais
biologicamente ativos pode ser alcancada através do monitoramento bioldgico e
quimico, realizados simultaneamente. Para isso, a utilizagdo de técnicas analiticas
hifenadas € de inestimavel importancia, pois fornece numerosas informacdes
estruturais dos metabdlitos antes mesmo do seu isolamento.

Os estudos de desreplicacao tém sido amplamente utilizados na area de
produtos naturais, pois permitem a caracterizacdo rapida dos constituintes de
misturas complexas utilizando técnicas acopladas. O screening quimico utilizando
técnicas como CLAE-EM, CLAE-DAD-EM, CLAE-DAD-RMN fornece rapidamente
ampla informacédo estrutural, possibilitando em alguns casos a identificacdo
inequivoca dos constituintes quimicos sem a necessidade de isolamento classico
dos mesmos, auxiliando assim, na racionalizagdo dos estudos fitoquimicos.'%'":12

A desreplicagdo é uma etapa importante na busca de novas substancias
bioativas e tem se tornado um exercicio rotineiro nos laboratérios de pesquisa

avancados e companhias farmacéuticas.
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Diferentes métodos espectroscdpicos e/ou espectrométricos e cromatograficos
sdao amplamente utilizados para analises metabol6émicas de plantas medicinais para
controle de qualidade e descoberta de novas micromoléculas bioativas.®

Para obter informacao estrutural que conduz a caracterizacdo dos compostos
presentes numa amostra bruta, a cromatografia liquida (LC), em geral Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), Cromatografia Gasosa (CG) ou Eletroforese
Capilar (EC) é acoplada as técnicas de deteccdo espectroscopicas e/ou
espectrométricas, por exemplo, Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR),
Arranjo de fotodiodos (DAD), UV-vis ou emissédo de Fluorescéncia, Espectrometria
de Massas (EM) e/ou espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN), o
que permite o uso de varias técnicas modernas hifenadas como CE-MS, GC-MS,
LC-MS e LC-NMR.™

Nos estudos de desreplicacdo de micromoléculas naturais, o método mais
utilizado é CLAE-DAD-EM, em que os espectros de UV e dados de EM podem
serutilizados em conjunto com informacdes quimiotaxonémicas da espécie em
estudo disponiveis nos bancos de dados como SciFinder. '

A CLAE é uma técnica cromatografica muito poderosa e versatil para a
separacao de metabdlitos em matrizes complexas, como extratos vegetais. Entre os
detectores usados em CLAE, o mais simples e amplamente utilizado € o UV, embora
seja limitado para compostos que possuem croméforos. No entanto, atualmente ele
apresenta a melhor combinacdo de sensibilidade, linearidade, versatilidade e
confiabilidade de todos os detectores desenvolvidos. Métodos desenvolvidos em
CLAE-UV ou CLAE-DAD podem ser utilizados para comparar fingerprints e perfis
metabolitos de espécies relacionadas taxonomicamente ou de uma mesma espécie
provenientes de localidades diferentes’, ou ainda para detectar variacdes de perfis
metabdlicos de extratos que podem ocorrer devido a variagdes entre espécies ou
variedade da espécie, adulteracdo, mudancas ambientais durante crescimento e
colheita, tratamento pds-colheita, extracdo, método de preparacdo, explorar as
influéncias de habitat e método de cultura, cujos fatores podem alterar
significativamente o perfil da bioatividade.'® '" 18 1

Técnicas analiticas hifenadas baseadas em RMN tem se destacado como uma
poderosa ferramenta para o estudo de sistemas biolégicos e tem sido aplicada em

varios organismos, incluindo plantas, animais e microrganismos. Isso porque a
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espectroscopia de RMN é capaz de fornecer uma "imagem global" dos metabolitos,
e assim é vantajoso para estudos metaboldmicos.?°

As analises de desreplicacao estao atualmente bem estabelecidas e em continuo
aprimoramento no ambito da pesquisa em produtos naturais, devido a sua
versatilidade, rapidez, confiabilidade e reprodutibilidade na analise de extratos
brutos, de maneira a promover uma rapida priorizacao de extratos e substancias a
serem isoladas, evitando-se o re-isolamento de substdncias ja conhecidas.
Atualmente se considera que a desreplicacdo constitui uma etapa essencial na
descoberta de produtos naturais bioativos estruturalmente inéditos. Desta forma, o
processo de desreplicagdo na pesquisa e descoberta de produtos naturais deve ser
cada vez mais utilizado e aprimorado.?’

A necessidade de desenvolver novos produtos farmacéuticos e agroquimicos,
com rapidez e eficacia a partir de matrizes naturais tem impulsionado o
desenvolvimento de novos estudos nesta area. No entanto, apesar dos recentes
avancos neste campo, o processo de isolamento ndao pode ser excluido, uma vez
gue se necessita da substancia pura para realizar ensaios bioldgicos in vitro e in vivo
visando o estabelecimento e/ou confirmacao de suas propriedades farmacolégicas,
toxicologicas, farmacocinéticas, etcno, processo de desenvolvimento de novos
agentes terapéuticos. %

Um resumo geral das estratégias adotadas na identificagdo de novos compostos
esta ilustrada na Figura 1.

Triagem guimica Elucidagio
estrutural

{
L
HPLC/UVIMS L
o HPLCUVRMN Semi-Sintese
Hantas ) Extraos [~ Fragbes CO;‘:;"I;T{"’} » Sintese Total
Triagem biologia 4 Isolamento
n
|| @8 o |
g Estudcs
in vitro invivo Pre-dinicus

Figura 1. Estratégia para identificagdo de novos principios ativos utilizando a
combinacao da triagem biolégica () combinada com a triagem quimica (Il) de acordo
com Queiroz et al., 2009.?
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Tendo em vista que uma pequena parcela de organismos vegetais foi examinada
do ponto de vista biotecnologico, ainda existe um enorme potencial para a
identificacdo de diversos novos agentes biologicamente ativos. Assim, é importante
aperfeigcoar os procedimentos experimentais e adotar metodologias eficientes para
acelerar a andlise das amostras garantindo a identificacaodos principais constituintes

quimicos, mesmo aqueles presentes em baixas concentragdes.

e CANCER

Segundo o Instituto Nacional do Cancer (INCA), “cancer € o nome dado a um
conjunto de mais de 100 doencas que tém em comum o crescimento desordenado
de células, que invadem tecidos e 6rgaos. Dividindo-se rapidamente, estas células
tendem a ser muito agressivas e incontrolaveis, determinando a formacédo de
tumores malignos, que podem espalhar-se para outras regides do corpo”. As causas
do céncer podem ser externas, relacionadas ao meio ambiente e aos habitos ou
costumes préprios de uma sociedade, ou internas ao organismo, na maioria das
vezes, geneticamente pré-determinadas, podendo estar associadas a capacidade do
organismo de se defender das agressdes externas.

O processo de carcinogénese, em geral ocorre lentamente, podendo levar anos
para que uma célula cancerosa prolifere e origine um tumor visivel. Este processo
passa por varios estagios:

e Primeiro estagio ou estagio de iniciacdo: as células sofrem o efeito dos
agentes cancerigenos ou carcindgenos que alteram alguns de seus genes.
Neste estagio, ndo ha formagéo do tumor.

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

e Terceiro estagio ou estagio de progressao: as células multiplicam-se de
maneira descontrolada, mais rapidamente que as células normais e invadem

os tecidos a sua volta. Estas células tém a capacidade de induzir a formacao
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de vasos sanguineos que as nutrirdo e manterdo o seu crescimento

descontrolado. O actimulo dessas células forma os tumores malignos. 2

Nas ultimas décadas, ocorreu um aumento expressivo nos casos de cancer e
isso se deve principalmente ao fato do aumento da expectativa de vida da
populagdo, tendo em vista que o cancer é uma doenga majoritariamente associada
as ultimas décadas de vida. O cancer € a segunda doencga cronica que causa mais
morte em todo o mundo, perdendo apenas para cardiopatias. Cerca de 7 milhdes de
pessoas morrem todos os anos,vitimas dos mais variados tipos de cancer, tornando
esta doenca responsavel por 12,5% das mortes no mundo inteiro (INCA, 2012).
Segundo os dados da Organizacdo Mundial da Saude (OMS), estima-se que no ano
de 2030 pode-se esperar cerca de 27 milhées de novos casos, 17 milhées de mortes
e 75 milhdes de pessoas vivas, anualmente com algum tipo de cancer.®

Embora as taxas de sobrevivéncia tenham aumentado devido a novos agentes
antineoplasicos, a cura para o cancer se mantém incerta. Os gliomas, grupo de
neoplasias que se originam das células da glia, estdo entre os canceres mais
mortais e com pior prognéstico.?® Pacientes acometidos de glioblastoma multiforme
raramente sobrevivem mais de um ano apés o diagndstico.?” Desta forma, a alta
agressividade dos gliomas somada a ineficacia e toxicidade das terapias disponiveis
confirma a necessidade de busca por novas substancias anticancer.

Considerando que muitos produtos naturais e seus analogos semi-sintéticos
oriundos de plantas possuem reconhecida atividade antitumoral, a busca de novos
agentes anticancer a partir de fontes naturais tem se mostrado bastante promissora.
28 Desta forma, as plantas constituem uma importante fonte de novos compostos
biologicamente ativos que podem ser usados na terapia anticancer. Metabolitos
isolados de espécies de Fabaceae tem se mostrado promissores candidatos no

desenvolvimento de agentes anticancer. 2°

e FAMILIA FABACEAE
A familia Fabaceae possui distribuicdo cosmopolita, incluindo cerca de 650
géneros e aproximadamente 18000 espécies distribuidas em trés subfamilias
(Papilionoideae ou Faboideae, Caesalpinioideae e Mimosoideae), representando
uma das maiores familias de Angiospermas e também uma das principais do ponto

de vista econdmico.*°
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Uma particularidade da familia Fabaceae é seu alto teor de substancias
flavonoidicas e outros polifendis.®’ Os flavonoides sdo uma classe de metabdlitos
secundarios que possuem um largo espectro de atividade farmacolégica incluindo
atividade anticancer. Devido aos seus multiplos mecanismos de acdo, tanto
analogos naturais como sintéticos sao investigados por suas potenciais aplicacdes

em terapias anticancer.*?

e FLAVONOIDES: ANTOCIANINAS

Os flavondides, uma das mais representativas classes do metabolismo
secundario vegetal, sdo pigmentos conhecidos por estarem universalmente
presentes em folhas verdes, além de outros 6rgaos vegetais, os quais geralmente
absorvem na regiao de 250-385 nm e por isso sdo capazes de atuarem na absorcao
da radiacdo ultravioleta protegendo os tecidos fotossintetizantes dos danos
causados pelo excesso de radiagdo. Algumas classes de flavonoides como as
antocianinas e as flavonas atuam na geracao/estabilizacdo das cores azuis das
flores de angiospermas, essencial para o fenbmeno de polinizacdo por abelhas,
além de desempenhar o importante papel na protecdo contra infeccdes
antimicrobianase predadores herbivoros.**Além de reconhecida atividade
antibacteriana, eles podem atuar na inibicdo de importantes enzimas virais, como a
transcriptase reversa e protease e, geralmente apresentambaixa toxicidade para
células animais. 3

Os flavonoides podem ser subdivididos em grandes subclasses, baseadas
nas variagoes estruturais do anel heterociclico C, incluindo: as flavonas, flavonais,
flavanonas, catequinas, chalconas, antocianidinas, antocianinas e isoflavonas.
Podem ser encontrados em alimentos e bebidas de origem vegetal, como frutas,
verduras, chés, cacau e vinho.** Em virtude da sua atividade antioxidante eles sao
importantes compostos dietéticos com grande potencial terapéutico, e efeitos
pronunciados na prevencao e tratamento de doencas cardiovasculares, cancer e
insuficiéncias renal e hepatica.® 3" 38 39

As antocianinas (do grego anthos= flores e kianos = azul) constituem o maior
grupo de flavondides responsaveis pelas cores rosa, vermelho, violeta e azul
encontradas em muitas flores, frutos e folhas. Nos vegetais, servem como atrativos

para passaros e insetos responsaveis pela polinizacdo, protecdo contra radiacao
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4041 " As antocianinas (figura

ultravioleta, herbivoros e infec¢cées fungopatogénicas
2A) sao glicosideos das antocianidinas (figura 2B), substancias que apresentam
como estrutura fundamental o cétion flavilico. A estrutura das antocianinas consiste

de um anel aromatico (anel A) ligado a um anel pirano (anel C) que esta ligado por

uma ligagdo carbono-carbono a um outro anel aromatico (anel B).* 4243
R R
oH OH
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/
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Figura 2.Estrutura de uma antocinina (A) e de uma antocianidina (B).

As antocianinas isoladas sao altamente instaveis e muito suscetiveis a
degradacao. A sua estabilidade é afetada por fatores como pH, temperatura de
armazenamento, concentracdo, luz, oxigénio, solventes, presenca de enzimas,
proteinas e fons metalicos. ****

A biossintese das antocianinas estarelacionada com a Via do Acido

Chiquimico e a Via Acetato (Figura 3). *°
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Figura 3. Biossintese das antocianinas.

e GENERO Inga: Bioatividade, Quimica e Quimiodiversidade

O género Inga Miller (FabaceaeMimosoideae) possui aproximadamente 300
espécies de distribuicido neotropical®®. A terminologia /nga deriva do vulgar indigena
(tupi), anga = ing&, que significa “que possui semente envolvida” *'.

Os tegumentos (“casca” da semente) destas espécies parecem estar aderidos
inseparavelmente ao endocarpo, os cotilédones (primeiras folhas que surgem dos
embrides) sdo protegidos contra o sol através das antocianinas e pela predacao
através dos taninos. *®

Em consequéncia da variabilidade morfolégica de espécies deste género
persiste uma divergéncia taxonémica consideravel. No entanto, a presenca dos
derivados de acidos pipecdlicos, presentes em 47 espécies de Inga,constitue uma
caracteristica relativamente constante destas espécies, e sua diversidade quimica os

torna particularmente til na resolugéo de problemas taxondmicos nesse género™.

Etnofarmacologia e Bioatividade

Diversas espécies deste género sdo usadas em comunidades indigenas para o
tratamento de feridas, dores de ouvido, descongestionante nasal em caso de
resfriado, curar espinhas e feridas, antipirético, lavagens intestinais etc.
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A espécie [ edulis, usada na medicina tradicional como antidiarréico e
antiinflamatdrio, apresentou elevada capacidade antioxidante e capacidade de
prevencao contra a oxidagdo da LDL®°.

Extrato etandlico de I verna apresentou propriedades inibidoras da xantina
oxidase com uma capacidade adicional de sequestro de superéxido.O potencial
antioxidante deste extrato foi confirmado pelo método DPPH (2,2-difenilpicrilhidrazil)
que apresentou sequestro de 50% de radicais livres deste radical na concentracéao
de 11,6 pug/mL. Sendo o &cido galico e o &cido elagico identificados no extrato das
folhas, os principais responsaveis por esta atividade.>'>?

Os frutos secos da espécie [. umbratica apresentaram elevada atividade
hemolitica e inibitéria contra tripsina (85,8%) e quimotripsina (99,1%). Em outro
bioensaio avaliado pelo mesmo autor, esta espécie ndo mostrou potencial inibitério
contra o fator humano Xa, que converte a protombina em trombina, impedindo a
conversao de fibrinogénio em fibrina, responsavel pela coagulacdo de sangue em
um vaso lesado.”®

Em ensaios realizados com as espécies I. goldmanii e I. umbellifera observou-se
atividade inibitéria de larvas de Heliothis, uma importante praga agricola conhecida
como lagarta-das-macas-do-algodoeiro que tradicionalmente ataca cultivos de
algodédo, soja e tomate. Esta atividade foi atribuida a misturas complexas de
monémeros e polimeros de flavan-3-6is, cujas substancias compreendem mais de
30% do peso seco de folhas jovens de ambas as espécies.>

Estudos realizados com o extrato hidroalcodlico das folhas /. edulis demonstrou
elevado teor de compostos fendlicos e alta capacidade antioxidante e atividade

antiulcerogénica. *°

Quimica do género Inga

Estudos quimicos mostraram que as folhas de espécies do género Inga
possuem grandes quantidades de compostos fendlicos (5-20% da massa seca). As
folhas das plantas que crescem em maiores altitudes possuem quantidade de fendis
maior do que as que crescem em baixas altitudes. *°

As folhas de I. edulisapresentaram alta capacidade antioxidante, a qual esta
relacionada com a presenga das substancias fendlicas: acido galico (1), catequina
(2), epicatequina (3), quercetina-3-O-a-L-ramnopiranosideo (4), miricetina-3-O-a-L-



33

ramnopiranosideo (5). Estes componentes quimicos correspondem a 10% do total
de compostos fenélicos da planta.®’

HO O
Zd

HO OH

OH
OH

OH

4R = Rha, R, = OH
5Ri=Rha,R>=H

2Ry=H,R,=0H
3Ri=0OH,R:=H

Nas folhas de /. edulis foram identificados os taninos proantocianidina B1(6) e
proantocianidina B2 (7)*® e nas raizes foram identificados os flavonéides 5,7,3',4 -
tetraidroxi-3-metoxiflavona (8), 5,7,4’-triidroxi-6,8-dimetilflavona (9) e 6,3,4-
triidroxiaurona (10).%®
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Estudos realizados por Lokvam e Kursar *® mostraram diversos fenélicos nas
espécies . goldmanii e 1. umbellifera, entre eles um trimero de procianidina
(epicatequina-4p-8-catequina-4a-8-epicatequina) (11) em l.goldmaniie um dimero de
procianidina  (catequina-3-O-B-D-glucopirano-catequina-(4a-8)-epicatequina-3-O-3-
D-gluco (6-cinamoil)-piranosideo) (12) em I. umbellifera.

OH
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Na espécie I. umbellifera foram identificadas cinco estruturas inéditas de
flavan-3-6is, sendo os trés mondémeros de catequina (+)—catequina-3-O-B-D-gluco
(2-cinamoil)-piranosideo (13), (+)—catequina-3-O-B-D-gluco(6-cinamoil)-piranosideo
(14) e (+)-catequina-3-0O-B-D-gluco(2,6-bis-cinamoil)-piranosideo (15) e as duas
procianidinas diméricas catequina-3-O-B-D-glucopirano-(4a-8)-catequina-3-O-B-D-
gluco(2-cinamoil)piranosideo (16) e a catequina-3-O-B-D-glucopirano-(4a-8)-
epicatequina-3-O-B-D-gluco (6-cinamoil) piranosideo (17)%°
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Na espécie I. sapindoides foi identificada a presenca da 5,6-epoxidoluteina
(18) ©.
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Na espécie . verna foram identificados os fendlicos &cido galico e acido

elagico (19).”

Além do aminoacido L-tirosina (20) foram encontradas altas concentragdes de
galoil (21), m-digaloil (22) e m-trigaloil-L-tirosina (23) em folhas jovens de [.laurina.

Estes compostos sdo importantes para defesa quimica vegetal durante a fase da

expansao foliar. ®2
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Também foram identificados desta espécie, em elevada concentragdo, o
flavonoide miricetina 3-O-a-(2”-O-galoil)-ramnopiranosideo (24) e o acido ascorbico
(25)%2,

OH

OH
: H

CHoH

25

HO OH
OH

24

Na espécie . marginata foram detectados taninos, saponinas, fitoestérois e
triterpenos. &

Estudos desenvolvidos por Kursar e colaboradores®® com 37 espécies do
género Inga mostraram em sua composicao quimica acidos quinico (26), galico,
cindmico (27) , tirosina (28), derivados de tirosina e tiramina (29) nas suas formas
pura ou conjugadas. Neste trabalho a substancia fendlica mais encontrada nas

espécies foram os taninos condensados.
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Acidos pipecdlicos hidroxilados foram caracterizados nas espécies I. brenesii,
I. longispica, I. oerstediana e I. Paterno ® *°. Das folhas da espécie /. paterno foi
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elucidado um derivado metoxilado de acido pipecdlico inédito, denominado &cido
trans-4-metoxipipecolico (30). %

30

Para este estudo foram escolhidas as espécies . edulis, I. laurina e |.
marginata, para as quais foram encontradas importantes atividades bioldgicas

associadas as suas substancias fendlicas.

e Inga edulis

A espécie Inga edulis é conhecida popularmente como anga, inga-cipo, inga-
macarrao, inga-de-macaco, inga-de-metro ou inga-rabo-de-mico, sendo encontrada
na regiao Amazénica e em toda a orla litordnea desde o Rio Grande do Norte até o
norte de Santa Catarina na floresta pluvial Atlantica. Encontrada com facilidade nas
margens de rios e lagos ou em regides que se alagam facilmente. Seus frutos em
forma vagem s@o comestiveis e possuem sementes que estdo envoltas por uma
polpa branca flocosa e adocicada. °’

Figura 3. Detalhes das flores, folhas e partes do fruto de Inga edulis(Fonte: OTS
Plant Database)
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e Inga laurina

A espécie Inga laurina é conhecida como: inga-branco, inga-de-chichica, inga-
de-macaco, inga-de-praia, inga-mirim ou ingai®®. Possui ampla distribuicdo no pais
desde a Amazdnia até o Nordeste e dai para o sul até o Parana, em quase todas as
formacbes vegetais. Também encontrada nos demais paises da América Latina,
Central e Caribe. Seus frutos em forma vagem sado comestiveis e contém semente

envolta por uma polpa flocosa branca e adocicada®.

Figura 5. Detalhes das flores e partes do fruto de Inga laurina (Fonte: OTS Plant
Database)
e Inga marginata

A espécie Inga marginata é conhecida como ing4, inga-dedo, inga-feijao,
inga-mirim e ingazinho. E encontrada na América Central e do Sul e é amplamente
distribuida no territério brasileiro em matas ciliares. Encontra-se preferencialmente
em ambientes Umidos, alcanca até 20 m de altura quando adulto. Podeser
reconhecido por um tronco curto e liso, com copa arredondada. Possuem frutos do
tipo legume, quefornecem uma semente envolvida por uma camada adocicada e

comestivel’.

Figura 6. Detalhes das flores e do fruto de Inga marginata(Fonte: OTS Plant

Database)
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Isolamento, purificacdo e determinacao estrutural de substancias de espécies
de Inga. Avaliar o potencial antitumoral dos extratos, fracées e substancias de
espécies de Inga (Fabaceae Mimosoideae). Emprego de técnicas analiticas
hifenadas, LC-SPE-TT e espectroscopia de RMN para a desreplicacao e obtencgéao
de perfis metabdlicos dos extiratos e fracdes semi-purificadas ja obtidas de
Ingalaurina, Inga edulis e Inga marginata.

2.2 Objetivos especificos

1.Fracionar e purificar as substancias presentes nos extratos obtidos dos frutos,
folhas e raque foliar de I. laurina, I. marginata e I. edulis.

2.Avaliar o potencial antitumoral dos extratos de . marginata, I. edulise I. laurina,
bem como das substancias isoladas a partir destes extratos.

3. Tracar um perfil quimico micromolecular e comparar a composi¢cao quimica das
partes do fruto (polpa, casca e semente), das flores e das folhas (foliolos e raque
foliar) de Inga laurina e das folhas (foliolos e raque foliar) de I. marginata e 1. edulis.
4. Comparar o perfil cromatogréafico das fragbes obtidas com o extrato bruto das
demais espécies através do uso de CLAE-DAD, CLAE-EM e de substancias padrao
anteriormente isoladas, assim como, identificar os constituintes majoritarios das
fracdes analisadas.

5. Identificar ou elucidar a estrutura quimica das substancias isoladas.



3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Materiais, Equipamentos e Técnicas Utilizadas.

Solventes

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

- agua: purificada com sistema Milli-Q da marca Millipore;

- hexano: grau HPLC da marca JT Baker®;

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

- n-butanol: grau PA da marca Synth;

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

- acido cloridrico: grau HPLC da marca JT Baker®.

Os solventes deuterados (metanol-ds, dimetilsulféxido-dsforam da marca Cambridge
Isotope Laboratories (CIL).

Reagentes

- Solucdo de anisaldeido (0,5mL de anisaldeido, 10,0mL de &cido sulfarico
concentrado e 85,0mL de MeOH) foi preparada com a adicdo dos reagentes em
banho de gelo. Tal solugdo foi acondicionada em vidro ambar e armazenada a 8% C
para uso na revelacao de CCD.

Concentracao dos extratos

Para concentracdodos extratos foram utilizados doisrotaevaporadores:

-Rotavapor R-220, marca: Blchi, com bomba de vacuo Vacuum Contoller V-805,
marca: Biichi e circulador de agua.

-Rotavapor Waterbath B-480, marca: Biichi, com bomba de vacuo MA-057/3, marca:
Marconi e circulador de agua.

Cromatografia em Camada Delgada Comparativa (CCDC)
Nestas analises foram utilizadas placas comerciais de silica gel de fase normal (20 x
20 cm X 0,2 mm) ou em silica de fase reversa (C18) (20 x 20 cm X 0,2 mm) ambas
da marca Sorbent.
Cromatografia em coluna (CC)

Foram utilizadas colunas de vidro de dimensdes compativeis com a massa
das amostras. A escolha da série de eluente e da fase estacionaria foi realizada de

acordo com as caracteristicas da amostra. Como fase estacionaria utilizou-se silica



gel 60G (0,063-0,200mm) da Merck, 70-230 mesh para CC “flash”. Para fracdes
mais polares utilizou-sesilica derivatizada com octadecilsilano LiChroprep® RP-18

40-63 um da Merck ou gel polimérico 62 Sephadex LH-20 (Pharmacia Biotech).

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

A cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de arranjos de diodos foi
utilizada na obtencdo do perfil cromatografico e também para monitoramento das
subfracdes obtidas através da purificacdo dos extratos provenientes dasparticoes.

- O cromatégrafo Shimadzu equipado com duas bombas Shimadzu LC-10AD,auto
injetor Shimadzu SIL 10A, detector de arranjo de diodos UV-VIS modeloShimadzu
SPD MX AVP. A aquisicao e o tratamento de dados foram realizadosvia computador
tipoPentium 11 500MHz utilizando software Shimadzu CLASSLC10(versao 1.64A). As
analises realizadas em ambos os cromatografos no modo analitico na condicédo para
gradiente exploratério em coluna cromatografica Phenomenex Luna C18 (250 x
4.6mm), 5um - a temperatura ambiente, fluxo de TmL min-1, volume de injecao foi de
30uL.

Analises por HPLC-MS

Parametros do equipamento de HPLC da Agilent 1200 Series, autosampler 1200
Series, detector DAD 1260, bomba quaternaria 1200, e forno para coluna 1200
Series.

Coluna: Phenomenex Luna C18 (2) (250 x 4.6mm) 5um

Solventes: H,O + 0.1% de &cido formico e Metanol + 0.1 % de acido férmico, tempo
de analise 52 minutos, volume de injecédo: 10uL, fluxo de 1 mL/min e temperatura da
coluna 40°C.

Condicoes do espectrometro de massas 3200 QTRAP (quadrupolo — ion trap linear),
lonizacao por electrospray (Turbo lon Spray) no modo positivo e no modo negativo.
Parametros da fonte de ionizagdo no modo positivo: lon Spray: 5500 V, Curtain Gas:
20 psi, Temperatura: 650°C, Gas 1: 50psi, Gas 2: 50psi, Interface heater: ON, DP
(Declustering Potential) 35.0 V, EP (Entrance Potential) 10.0 V e CEP (Cell entrance
potential) 20.0 V.

Modo de varredura de ions (Q1): 120 — 920 Da
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Todas as amostras foram dissolvidas em 1 mL de metanol e diluidas 1:10 antes da
injecdo. Inicialmente, as analises foram realizadas no modo positivo e analisadas
pela varredura de ions (full scan) utilizando o analisador Quadrupolo.

Sistema HPLC-SPE-TT

HPLC: Cromatdgrafo Agilent 1260 Infinity, Bomba quaternaria 1260 Quat Pump,
Auto sampler 1260 ALS, Detector de arranjo de fotodiodos 1260 DAD VL, Injetor
automatico para 96 vials de 2 mL.

SPE: Sistema de extracdo em fase sélida Bruker/Spark Prospekt Il com 192
cartuchos HySphere com adsorventes de resinas GP, CN, C2, C8, C18, resina SH e
trocadores catiénico e anibnico.

TT: Transferidor e preparador automatico de amostras Automatic Liquid Handling
(Gilson), entrada: eluente dos cartuchos SPE, saida: tubos de RMN (tipo Match).
Softwares: HyStar: Controle automatizado do trapeamento, AMIX Basic: analise
quimiométrica de dados de RMN 1D e 2D.

Espectrometria de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Os espectros de RMN mono e bidimensionais das substancias e fragbes foram
obtidos no Espectrémetro Varian Inova 500®, Espectrédmetro Bruker Avance Ill HD
600 (14,1 T) equipado com uma criossonda e Espectrometro Bruker 300 Fourier (7,1
T).

3.2 PARTE EXPERIMENTAL
3.2.1 Coleta e identificacao do material vegetal

As espécies de Inga(l. marginata, I. laurinae I. edulis) coletadas no bioma
Cerrado foram obtidas na Fazenda Berrante - Usina Nova América de Taruma e
identificadas pela Dra. Giselda Durigan.A espécie Inga edulis coletada no bioma
Amazbnia foi coletada no municipio de Mancio Lima, Acre. Sua exsicata foi
depositada no herbario do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazénia (INPA).
3.2.2 Obtencao do extrato bruto

O material vegetal (folhas, raque foliar e frutos) foi seco a temperatura
ambiente, triturado em moinho de facas e pesados em balanca analitica. Submeteu-
se a cinco extracbes com etanol em banho de ultra-som e concentrou-se em

rotaevaporador, fornecendo o Extrato Etandlico (EtOH). Foram separadas aliquotas
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dos extratos brutos secos para contraprova, para realizagdo de CCD,para
comparacao com as fracdes da particdo e para realizacao de bioensaios.
3.2.3 Particao dos extratos brutos

O extrato EtOH das folhas das trés espécies foi dissolvido em 400mL de
MeOH/H,O e submetido a particdo liquido-liquido com solventes organicos,
fornecendo quatro fragdes de polaridades crescentes: fracdo hexanica (Hex.), fracao
AcOEt, fracdo n-butanol (BuOH) e fracdo hidrometandlica (Ha). Foram separadas
aliquotas para realizacdo de bioensaios, obtencdo de perfis cromatograficos e
analises de RMN.

3.2.4 Deteccao, isolamento e caracterizacao dos constituintes quimicos

3.2.4.1 Estudo quimico dos frutos de /. laurina

Os frutos de Inga laurina foram inicialmente separados em polpa, casca e
semente e, em seguida, extraidos com etanol em banho de ultra-som. Os extratos
etandlicos da polpa, casca e semente foram submetidos ao fracionamento
cromatografico com Amberlite XAD-4 fornecendo duas fracbes: 1- fracdo metandlica,
onde estdo concentrados os compostos de interesse e 2- a fracdo aquosa, rica em
acucares livres, esta informacéao foi obtida com base na andlise dos espectros de
RMN de 'H de ambas as fracdes. Ambas as fracdes foram submetidas a triagem
quimica em CCD e RMN 'H a fim de verificar a eficiéncia da separacao e tragar um
perfil quimico preliminar das mesmas. As fracées metandlicas de todas as partes do
fruto foram submetidas a fracionamento por CC no modo reverso de eluicdo e as

fracOes obtidas foram analisadas por CLAE-DAD em coluna analitica C-18.
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Frutos de I. laurina

Extrato Extrato Extrato
casca Polpa semente
XAD-4
CCD ° Fracao Fracdo
RMN de 'H H,O MeOH
Silica C18

H,O/MeOH 9:1 até MeOH 100%

1 10 CLAE-DAD

Fluxograma 1. Esquema geral do tratamento cromatografico das partes dos frutos de

I. laurina.

Tabela 1. Condigdes cromatograficas da andlise em CLAE-DAD das fracbes das

partes dos frutos de /. laurina

Gradiente
Solvente A Solvente B Tempo (min) %B
H.O MeOH 0 5
60 100

Fluxo: 1 mL/min, volume de injegdo: 20 pL, Coluna: Phenomenex Luna
C18(particulas 5 um), fases acidificadas com 0,1% de HCOOH.

3.2.5 Estudo quimico de Inga marginata

3.2.5.1 Estudo quimico das folhas de /. marginata

Estudo dos constituintes de baixa polaridade (Hex.)das folhas de I. marginata
A fase hexanica (2,3 g) foi submetida ao fracionamento quimico em coluna

cromatografica de Silica gel 60 e eluida com gradiente de Hexano/AcOEt até MeOH
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puro fornecendo 27 fracdes de 150 mL. Estas fracdes foram submetidas a analise
em CCD para verificar o grau de pureza e a similaridade entre elas. A primeira
fracao nos forneceu 230 mg de um 6leo amarelo que apresentou-se com elevado
grau de pureza na analise por CCD e, por isso, foi enviado para a analise de RMN
de 'H.

A reuniao das fragdes 8-10 (30 mg) apresentou poucas manchas de polaridades
distintas e foram analisadas por Cromatografia em Camada Delgada Preparativa
(CCDP) de silica fase normal e eluida com Hex/AcOEt 8:2, fornecendo trés fracoes.
As fragdes obtidas foram analisadas por RMN de 'H para possivel caracterizagdo
das substancias terpénicas observadas na anélise em CCD com revelador
anisaldeido.

A fragdo 12 (200 mg) apresentou em CCD manchas com boa resolugao e
quantidade de massa adequada para continuidade do estudo. Esta fracdo foi entao
submetida ao fracionamento em coluna cromatogréfica de silica gel 60 e eluida com
misturas de hexano, AcOEt e MeOH para obtencao de substancias puras ou fracées
enriguecidas com terpenodides. As fracbes 9 a 10 (60 mg),apdés agrupadas, foram
purificadas por CCDP de silica fase normal e eluida no sistema Hex/AcOEt 85:15,
fornecendo 6 fracdes, que foram posteriormente analisadas por RMN de 'H para

caracterizacao de seus constituintes.

Fase Hex.
(2,38)

ccsio,
Hex/AcOEt até MeOH 100%

1 8-10 9-10 27
230 mg 30 mg 60 mg 38 mg
RMN de H CCDP CCDP
Hex/AcOEt 8:2 Hex/AcOEt 85:15
|
1 2 3 1 5 6
6 mg 54mg

RMN de tH RMN de tH
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Fluxograma 2. Fracionamento cromatografico da fase hexanica das folhas de /.
marginata.

As fracdes (3 e 5) analisadas por RMN de 'H mostraram uma mistura de
triterpenos (substancias 1, 2, 3 € 4)

e Estudo dos constituintes das fases AcOEt e BuOH das folhas de |
marginata

As fases de particaio AcOEt e BuOH foram fracionadas em coluna
cromatografica aberta e suas fragdes foram analisadas por CCD e RMN de 'H para
obtencao de substancias puras ou fracées enriquecidas.

A fase AcOEt (1,0 g) do extrato das folhas de . marginata foi submetida a
fracionamento cromatografico em CC utilizando como fase estacionaria silica
derivatizada (C18) eluida em gradiente de H.O/MeOH 95:5 até MeOH 100%
fornecendo 10 sub-fracées.

Com o objetivo de conhecer o perfil cromatogréafico para a deteccéo de outras
substancias, as fragcdes obtidas desta CC foram submetidas a andlise por CLAE-
DAD monitorando em 254nm. Injetou-se 20 uL de cada fragdo (concentragéo de 1
mg/mL) em coluna analitica “Luna” Phenomenex C-18 (250mm x 4,60mm e 5 micra),
eluida em gradiente de H,O/MeOH 95:5 até MeOH puro durante 50 min, fluxo de
1mL/min.

A fracdo 5 (2,0 mg) apresentou dois picos majoritarios nesta analise, com
tempos de retencao de 18,45 min e 19,06 min.

mAU _kgflem2
JCh1-254nm 4nm (1.00) [
25(};Ch2»280nm,4nm (1.00)
JCh4-365nm,4nm (1.00)

2254
] 2

2004

175%
150%
125%
100%
75% 40

50 30

25; [
0 ~ :

-25

0.0 5.0 10.0 15.0 20.0 25.0 30.0 35.0 40.0 45.0 min
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Figura 7. Cromatograma obtido via CLAE-DAD da fracdo 5 da fase AcOEt do extrato

das folhas de Inga marginata.

A fracdo obtida em MeOH 100% (fracdo 10) foi fracionada em coluna
cromatografica com silica derivatizada (C18) eluida em gradiente de H.O/MeOH
95:5 até MeOH 100% fornecendo 10 sub-fracGes. A fracdo menos polar deste
fracionamento forneceu uma substancia fendlica que apds analise espectral foi
caracterizado como sendo o acido p-cumarico.

As fracbes obtidas foram analisadas por CLAE-DAD pelo mesmo método
utilizado para obtencédo dos perfis cromatograficos e, em seguida, analisadas por
RMN de 'H. A anélise dos cromatogramas das fragdes mais polares indicou a
presenca de um composto majoritario, que apo6s analise do seu espectro de UV e do
tempo de retencdo com padréao auténtico mostrou ser um flavondide.

Fase AcOEt
(1,0g)
CC silica derivatizada C18

H,0/MeOH até MeOH

] | |

1 5 6-7 10
355 mg 20 mg 12 mg 103 mg
CCcCi18
cccis H,0/MeOH
H,0/MeOH |
T 1 L
2
1 10 50mg
8,0 mg
Substianciabe?7
Substancia 8

Substancia 5
Substancia 9

Fluxograma 3. Fracionamento cromatografico da fase AcOEt do extrato das folhas

de I. marginata.

A fase butandlica (1,0 g) foi submetida ao fracionamento cromatografico

utilizando como fase estacionaria silica derivatizada C18 e eluida em gradiente de
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H,O/MeOH 95:5 até MeOH 100% fornecendo 10 sub-fragbes. A fracdo 1 foi
submetida a cromatografia de exclusdo (Sephadex LH-20 eluida com MeOH/H.O
7:3), resultando em 6 sub-fracdes. Todas as fracoes foram submetidas a analise por
CLAE-DAD (monitorado em 254nm, volume de injegao: 20 pL, coluna analitica
“Luna” Phenomenex C-18, fluxo: 1 mL/min, método: gradiente de MeOH 80-100%
(MeOH-H20). A fracdo 6 (2,5 mg) apresentou uma substancia fendlica majoritaria.
Porém, devido a quantidade de massa para obtencédo de espectros de RMN de °C e
2D e, por estar em mistura com outras substancias e nao foi possivel identificar esta

substancia.

e Fracionamento biomonitorado para obtencao de substdncias puras ou
fracoes enriquecidas com potencial antitumoral

Avaliacao da atividade antitumoral (citotoxicidade)

Todos os extratos obtidos das espécies de Inga foram submetidas a anélise de
citotoxicidade frente as células HT-29 do cancro do c6lon humano (Seo et al., 2001),
utilizando doxorubicina como controle positivo. Este ensaio foi realizado no
Department of Pharmacognosy and Medicinal Chemistry from College of Pharmacy at
The Ohio State University (Columbus, OH - USA).

1.1.1 Estudo quimico da raque foliar de I. marginata
O extrato etanodlico da raque foliar de |. marginata apresentou uma promissora
atividade antitumoral (EDsy = 13,8 pg/mL) no ensaio avaliado, por isso, foi
selecionado para a purificagdo dos metabdlitos ativos. O extrato bruto (130 mg) foi
submetido a particdo com Hexano e MeOH, e as duas fases de particdo obtidas
foram avaliadas quanto ao seu potencial antitumoral. A fase metandlica (100 mgQ)
apresentou melhor atividade (EDsp = 7,4 ug/mL) em relacao a fase hexanica (EDsp =
20,0 pg/mL) e, por isso foi submetida a purificacdo por cromatografia liquida de
média pressdao (MPLC) em coluna de silica derivatizada C18, com MeOH 40%,
MeOH 70% e MeOH 100%. Foram obtidas 60 subfracdes que, apds analise em
CCD, foram reunidas em 5 grupos e, em seguida, foram analisados por CLAE-DAD

para obtencéao de um perfil quimico.
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Raque foliar
(130 mg)

Particdo Liquido-liquido

Hexano MeOH
30 mg 100 mg
MPLC

CCsilica derivatizada C18
MeOH 40%, MeOH 70%, MeCQH 100%

1 60

\ J
f

CCD ——> 5 grupos —> CLAE-DAD (Obtencdo de perfil quimico)
Fluxograma 4. Fracionamento cromatografico da raque foliar de /. marginata

3.2.6 Estudo quimico de Inga laurina
3.2.6.1 Estudo quimico da polpa dos frutos de /. Jaurina

A fracdo metandlica da polpa do fruto foi submetida ao fracionamento por CC
no modo reverso de eluicao (silica derivatizada C-18, gradiente MeOH/H.0). As dez
fracbes obtidas foram analisadas por CLAE-DAD em coluna analitica C-18
(monitorado em 254nm, volume de injecdo: 20 uL, fluxo: 1 mL/min, gradiente 5-
100% MeOH por 50 min).

A fracdo 5 (77 mg) obtida em H,O/MeOH 4:6 deste fracionamento forneceu uma
substancia com elevado grau de pureza, posteriormente identificada como acido
benzdico (substancia 10).

A fracdo aquosa da casca dos frutos mostrou a presenca de um flavonoide
quando analisado por CLAE, no entanto, sua composicao quimica apresentou-se
visivelmente rica em acgucares livres quando analisado por RMN de 1H e por isso

nao foi possivel caracteriza-la.
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Extrato EtOH Polpa
dos frutos

Extracdao em XAD-4

H,0 MeOH
500 mg

CC silica derivatizada C18
H,0/MeOH 9:1 até MeOH 100%

Substancia 10

Fluxograma 5. Fracionamento cromatografico do extratoda polpa dos frutos de /.

laurina.

3.2.6.2Estudo quimico das cascas dos frutos de /. laurina
A partir da fragdo metandlica das cascas dos frutos de I. laurina obtidas do
tratamento cromatografico com XAD-4 foram realizados dois fracionamentos.

O primeiro fracionamento da fragdo MeOH foi realizado no modo reverso de
eluicdo utilizando silica derivatizada C-18, eluida com H,O/MeOH 95:5 até MeOH
100%. As 10 subfracdes obtidas foram analisadas por CLAE-DAD (silica derivatizada
C-18, gradiente MeOH/H,0), cuja andlise permitiu verificar a presenca de uma
substéancia fendlica majoritaria na fragéo 5 (5,7 mg).



casca dos
frutos

Extragdo em XAD-4

MeOH

500, mg
CC silica derivatizada C18

H,0

Agua/MeOH 9:1 até MeOH 100%

1 5 10

57mg

Substancia 11

Fluxograma 6. Primeiro fracionamento cromatografico dacasca dos frutos de /.

laurina.

A fracdo metandlica das cascas dos frutos de /. laurina obtidas do tratamento
cromatografico com XAD-4 foi novamente fracionada em coluna cromatografica de
Sephadex LH-20 eluida com CHCI3/MeOH 1:1, fornecendo 20 fragbes. A coluna foi
lavada com metanol e esta fracao foi submetida a analise por CLAE-DAD. Com base
nos seus espectros de absorcao na regiao do UV, foi possivel inferir a presenca de
catequinas, que exibiram uma banda intensa em torno de 280 nm. Essa fracédo foi
submetida a CCDP fornecendo 5 fragdes. A fracdo 1 foi analisada por CLAE-DAD e

RMN de 'H, cujos dados permitiram sua identificacao como proantocianidina A-2.
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casca dos
frutos
CC XAD-4

MeOH

HZO 500 mg
Sephadex LH-20
CHCl;/MeOH 1:1

1 20 MeOH 5 CLAE-DAD
100%

CCDP
CHCI3/MeOH 7:3

|
1 5
3,0mg

l

Substancia 12

Fluxograma 7. Segundo fracionamento cromatografico do extrato da casca dos

frutos de I. laurina.

3.2.6.3 Estudo quimico das sementes de /. laurina

O extrato etanolico (4,5 g) das sementes de /. laurina foi submetido a particao
liquido-liquido com AcOEt e H,O, fornecendo 500 mg da fase orgéanica e 4,0 g da
fase aquosa. Ambas as fracdes foram analisadas por RMN de 'H (400 MHz) a fim de
conhecer melhor a composicdo quimica e direcionar as etapas de purificagcdo. O
espectro de RMN da fragcao AcOEt indicou uma complexidade de metabdlitos de
baixa polaridade, no entanto, foi observado um singleto em 9,5 ppm caracteristico de
proton ligado a Nitrogénio. A fracdo aquosa concentrou as substancias de interesse
(fendlicos e nitrogenados), porém, rica em agucares livres.

A fracdo aquosa foi submetida a coluna cromatografica utilizando Diaion HP-20
(Neste procedimento os compostos contendo ligacao dupla (s) e/ou grupo aromatico
sdo retidos pela resina enquanto outros sao eluidos através da coluna. Os
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carboidratos sdo usualmente separados por este procedimento. Ao aumentar a
percentagem de MeOH, os compostos mais lipofilicos sao eluidos para separacao
dos agucares dos demais fendlicos). A coluna foi eluida inicialmente com agua para
obtencao dos acucares livres e, em seguida com MeOH, para obtencao dos demais
compostos fendlicos (figura 3). Ambas as fragdes foram analisadas por RMN de 'H
(400 MHz) e CLAE-DAD.

Figura 8. Fracao H>.O 100% (1), rica em agucares livres, e fracdo MeOH 100% (2),

obtida da CC eluida sobre Diaion.

Ik o

11

10 9 8 7 6 a4 3 2 1 o 11.0 9.5 85 7.5 6.5 5.5 45 35 25 1.5
f1 (ppm) f1 (ppm)

0.5

A fracdo metandlica (350 mg) foi submetida a analise por cromatografia
em coluna em silica derivatizada C18 e eluida com os sistemas: MeOH 40% (1),
MeOH 70% (2) e MeOH 100% (3). As trés fracdes obtidas foram submetidas ao
bioensaio para avaliacdo de citotoxicidade (com células tumorais da linhagem HT-
29) e analisadas por RMN de 'H (400 MHz) e CLAE-DAD.

A fracdo obtida em metanol puro (fragdo 3) apresentou sinais referentes a
alcaléides, ainda nao identificados no género Inga. No entanto, ndo apresentou
potencial antitumoral no ensaio realizado. As fracdes 1 (MeOH 40%) e 2 (MeOH
70%) apresentaram EDsy de 9.2 e 7.6 ug/mL, respectivamente, contra a linhagem
HT-29.

Foram obtidos espectros de RMN de 1H das trés fracdes com o intuito de
observar os sinais em comum e relacionar as substancias presentes responsaveis
pelo potencial citotdxico.

Uma analise comparativa dos sinais presentes no espectro da fragdo mais
ativa (fragdo 2) com a fragdo nao ativa (fragcdo 3) mostrou que os constituintes

presentes em baixa concentracdo, informacao obtida pela a integragdo dos sinais,
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sd0 0s responsaveis pelo potencial citotdxico. O espectro de RMN de 'H da fragéo 2
apresentou sinais de, pelo menos, duas substancias aromaticas. Esta fragdo (45 mg)
foi submetida a CC em silica gel 60 e eluida com AcOEt/MeOH 1:1 até MeOH puro,
fornecendo 10 subfracdes que, apos analise em CCD foram reunidas em 4 grupos. A
fracdo mais polar, obtida em MeOH 100%, foi a Unica que apresentou boa atividade
(EDso = 4,0 pg/mL) no ensaio avaliado.

A fragcdo 1 (240 mg) foi submetida a analise em CLAE analitica usando
diferentes métodos e colunas de silica C18 e C8 (C8 DYNAMAX). Porém, em
nenhum dos métodos avaliados foi possivel obter boa resolucdo dos picos que
permitisse a analise no modo preparativo. Possivelmente devido a alta polaridade
das substancias, todas co-eluiram nos primeiros minutos da analise. Desta forma, a
fracao foi submetida a cromatografia por exclusdo em Sephadex LH-20, eluida com
MeOH 100%, fornecendo 10 subfracdes. As fragdes (2, 3, 4 e 5) que apresentaram
melhor separacao na analise por CCD em fase reversa foram submetidas a analise
por CLAE-DAD (coluna analitica C-18 (250mm x 4,60mm e 5 um), eluida em
gradiente de H.O/MeOH 95:5 até MeOH puro durante 50 min, fluxo de 1mL/min)

para a obtencado de um perfil quimico.



Extrato EtOH
sementes (4,5 g)

Particdo Liquido-liquido
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AcOEt H,0
408
0,5g
DIAION HP-20
H,0 100% MeOH 100%
350 mg
CCsilica derivatizada C18
MeOH40% MeOH70% v\ o1 100%
210 mg 45mg
CC Silica gel
I AcOEt/MeOH 1:1
Sephadex LH-20 i |
MeOH 100%
1 2-3 4-10 MeOH 100%
CLAE-DAD: Obtencdo 10 Substancias 13 e 14

de perfil quimico

Fluxograma 8. Fracionamento cromatografico das sementesde /. laurina.

Devido a baixa resolucdo e material retido no ponto de aplicacdo na analise por

CCD (silica de fase normal) das fragbes mais polares indicando a presenca de

compostos altamente hidroxilados, as fragbes com maior

quantidade de massa

foram derivatizadas por acetilacdo. Foi realizada a acetilaggo com 20 mg de

amostra, utilizando anidrido acético e piridina como reagentes na concentracao 1:1

v:iv_mantendo sob agitacdo magnética em temperatura ambiente por 24 horas.

Confirmou-se a presenca do produto acetilado por RMN de '

H. Tendo em vista que

foi possivel obter o produto acetilado com bom rendimento, este procedimento

foirepetido utilizando maior quantidade de amostra a fim de se obter melhor

resolucaopara isolar as substancias de interesse.
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O extrato das folhas de [. laurina apresentou maior atividade no ensaio de
citotoxicidade frente a linhagens tumorais e por isso, foi submetido aos
fracionamentos cromatograficos para a obtencdo de compostos puros ou fracoes
semipurificadas.

3.2.6.4 Estudo quimico das folhas de Inga laurina

O extrato das folhas de [. laurina apresentou maior atividade no ensaio de
citotoxicidade frente as linhagens tumorais avaliadas e por isso, foi selecionado para
investigacao detalhada. O extrato foi submetido a particao liquido-liquido com
solventes de polaridade crescente, fornecendo quatro fracbes: hexano, AcOEt,
BuOH e agua. As fases de particdo foram analisadas por CCD,RMN de 'H e CLAE-
DADcom o intuito de obter um perfil quimico e selecionar as condicdes de
fracionamento cromatogréafico. Através destas analises concluimos que a fase
hexanica apresentou triterpenos como constituintes majoritarios, enquanto na fase
butandlica concentraram-se as saponinas, os compostos nitrogenados aromaticos e,
possivelmente os aminoacidos nao proteicos, muito comuns no género. Na fase
AcOEt observou-se a presenca de compostos de média polaridade, enquanto na
fase hidrometandlica foi possivel verificar grande concentracdo de fendlicos
glicosilados, acido galico e taninos.

Todas as fases de particdo obtidas foram fracionadas e suas fragdes foram
analisadas por CCD, CLAE-DAD e RMN 'H e '®C para obtencdo de substancias
puras ou fragcdes semipurificadas.

Com o intuito de obter as substancias bioativas isoladas anteriormente dessa
espécie’’, todas as fases de particdo foram monitoradas por CLAE-DAD e
RMNquanto a presenca desses metabdlitos. Dentre as fases de particao analisadas,
a fracdo AcOEt e a BuOH apresentaram sinais em RMN referentes a essas
substancias, porém, devido a presenca adicional de saponinas na fracdo BuOH,
optou-se por iniciar os estudos com a fracao AcOEt.

A fracdo AcOEt (1,2 g) foi submetida a CC de baixa pressao em silica gel 60 e
eluida com misturas de Hexano/AcOEt/MeOH, fornecendo 20 subfracdes. As 10
fracdes obtidas em AcOEt e MeOH foram analisadas por CCD e CLAE-DAD (coluna
C18, gradiente MeOH 5-100%, fluxo de 1 ml/min, deteccdo em 254 nm), afim de
orientar a purificacdo dos compostos de interesse. A andlise dos cromatogramas
indicou a presenca do acido galiconas fracoes mais polares, pela observacao de
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banda intensa em 270 nm no espectro de UV,que foi confirmada pelos sinais
observados no espectro de RMN de 'H, em especial um singleto em 7,1 ppm. As
fracoes obtidas em AcOEt/MeOH 1:1 até MeOH puro forneceram fracdes ricas em
flavonoides e outros fendlicos.

As fragbes 13-14 (56 mg), obtidas em AcOEt/MeOH 4:6, foram reunidas
esubmetidas a CCde silica gel 60 utilizando gradiente de AcOEt -MeOH até MeOH
puro. Foram obtidas 8 fracdes, e estas foram analisadas por CCD e CLAE-DAD nas
mesmas condicoes empregadas anteriormente (coluna C18, gradiente MeOH 5-
100%, fluxo de 1 ml/min, detecgdo em 254 nm).

A fragdo 3 (4,5 mg) apresentou um pico (ir = 43,2 min) no final da corrida
cromatografica (figura 50) com espectro de UV diferente das classes de substancias
caracterizadas nas espécies de Inga.

A fracdo 4 (4,0 mg) mostrou, na analise por CLAE-DAD, quatro picos
majoritarios. A analise dos seus espectros de UV indicou a presenca do acido gélico
(1) e trés flavonoides (picos 2, 3 e 4).

A fracdo 7 (4,7 mg) obtida em MeOH 100% apresentou, na analise por CLAE,
uma mistura de 4 flavonoides. Porém, devido a quantidade de massa néo foi
possivel isolar seus componentes majoritarios, por isso, esta fracao foi submetida a
andlise por LC-MS (figura 55).
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Extrato EtOH folhas
(58)

Particdo Liquido-liquido

H,0

Hex AcOEt BuOH 2

1,2g

CCSilica gel
N\ Gradiente de AcOEt e MeOH N\
l N\ N\ ‘
1 13-14 20
56rg CCsilica-gel
ANAN N\ AcOEt/MeOH
o |
4 7 8
4,0 mg 4,7 mg

\ J
|

LC-MS: 4cido gélico (5) e flavondides em
mistura (substancias 15, 16 e 17)

Fluxograma 9. Fracionamento cromatografico da fase AcOEt das folhas de /. laurina

Ainda visando o isolamento das substancias bioativas de /. laurina submeteu-se
ao fracionamento por CC, a fase BuOH (2,09), utilizando como fase estacionaria
silica derivatizada (C18) eluida com gradiente de H,O/MeOH 95:5 até MeOH 100%
fornecendo 9 sub-fracbes. As fragdes com perfil cromatografico mais interessante
foram selecionadas porCLAE-DAD, e foram analisadas por RMN de 'H.A fragéo 5,
obtida em MeOH/H.O 1:1 apresentou elevado grau de pureza na analise por CLAE-

DAD apresentando um pico majoritario com tempo de retencao de 23,65 min.
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Extrato EtOH folhas
(58)

Particdo Liquido-liquido

H,O
Hex AcOEt BuOH 2
2,0¢g
CCsilica derivatizada C18
HZO/MeOH 9:1 até MeOH 100%
ANAN ANAN

‘ A\ A\
1 5 9

50 mg

Substancia 11

Fluxograma 10. Fracionamento cromatografico da fase BuOHdo extrato das folhas

de . laurina.

O extrato etandlico das folhas de /. laurina da segunda coleta foi submetido ao
ensaio antitumoral frente a linhagem de células HT-29 (cancer de c6lon humano)e
apresentou uma promissora atividade (EDsy 7,20 pg/mL), por isso foi selecionada
novamente para fracionamento cromatografico biomonitorado. O extrato foi
submetido a particdo com hexano, AcOEt e H>O, e as fases de particdo obtidas
foram submetidas ao referido bioensaio. A fragdo AcOEt foi a Unica que apresentou-
se ativa. Esta fragcdo foi submetida aCC em Sephadex LH-20 eluida com
AcOEt/MeOH 1:1 fornecendo 30 subfracdes, que apds analise por CCD foram
agrupadas em 8 fracoes. Estas oito frac6es foram submetidas ao bioensaio para
citotoxicidade contra células da linhagem HT-29 e apenas as fragdes 20-23 e 24-28
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apresentaram atividade citototéxica. Devido a quantidade de massa, apenas a
fracdo 24-28 (29 mg) foi selecionada para purificacdo dos metabdlitos ativos. Esta
fracdo foi entao submetida a CC de silica gel 60 eluida com AcOEt/MeOH,
fornecendo 10 subfracdes. A reunido das fracbes 1-2 nos forneceu 6,0 mg de uma
substancia pura, posteriormente identificada com outro derivado de galoil-

ramnopiranosideo: galato de 2-ramnopiranosil-3,5-diidroxifenila.

Extrato EtOH
folhas (5 g)

Particdo Liquido-liquido

Hex. AcOEt BuOH H,0
250 mg
Sephadex LH-20
N\ AcOFt /MeOH 1:1 N\
A\ A\ ‘
1_2 24'28 29_30
23 r-ngCCSiIica gel
\\ AcOEt/MeOH \ \
| D\ A\ |
1-2 10

6,0 mg

Substancia 18

Fluxograma 11. Segundo fracionamento cromatografico da fase AcOEt das folhas de

I. laurina



64

A fracdo 5 (100mg) foi selecionadapara continuar o estudo cromatografico
devido a quantidade de massa e por apresentar substancias fendlicas de interesse
como evidenciado na analise por CLAE-DAD. Esta fracao foi submetida a CC com
silica derivatizada C-18 eluida em gradiente de H.O/MeOH 9:1 até MeOH
fornecendo 10 sub-fragdes. A fracdo 10 (3 mg) apresentou duas substancias
fendlicas majoritariase, foi submetida a caracterizacdo por RMN de 'H (300 MHz) e
3G (75 MHz). Através da andlise dos dados espectrais foi possivel caracterizar
apenas uma das substancias, identificada como miricetina-3-O-(2”-O-galoil)-a-

ramnopiranosideo (substancia 19).
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Extrato EtOH
folhas (5 g)

Particao Liquido-liquido

AcOEt BuOH H,0

Hex.
250 mg
Sephadex LH-20
N\ AcOEt /MeOH 1:1 O\
B N
1-2 29-30
100 mg 24-28
CC silica derivatizada C18
\\ HZO/MeOH 9:1 at{éMeOH 100%
‘ A\ AN}
1 10

3,0 mg

Substancia 19

Fluxograma 12. Segundo fracionamento cromatografico da fase AcOEt do extrato

das folhas de . laurina
3.2.6.5 Estudo quimico da raque foliar de Inga laurina
O extrato etandlico da raque foliar de 1. laurina foi submetido ao fracionamento

em CC no modo reverso de eluicao (silica derivatizada C18, gradiente MeOH/ H,0),
fornecendo dez fracdes que, em seguida, foram analisadas por CLAE-DAD (coluna
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analitica C18, monitorado em 254nm, volume de injegdo: 20 pL, fluxo: 1 mL/min,
gradiente 5-100% MeOH em 50 min).

A avaliacao dos perfis cromatograficos das cinco primeiras fracbes mostrou baixa
resolucdo cromatografica e eluicao caracteristica de um pico bastante alargado em
cada cromatograma, indicando a presenca de taninos condensados. No entanto,
uma andlise detalhada dos espectros de UV permitiu também verificar a presencga do
acido galico (tir = 8,74 min) e um flavonéide (ir = 23,15 min), como constituintes
majoritarios da fracao 5 (40 mg), obtida em MeOH/H,O 1:1.

A fracédo 7 (5,1 mg), apresentou elevado grau de pureza na analise por CLAE-
DAD indicando a presenca de um flavondide (tr = 28,10 min), pelas bandas
apresentadas no espectro de UV, identificado como a flavona apigenina (substancia
20).

A analise da fragdo reunida por CLAE-DAD-UVdas fracbes 8 a 10 (figura
69)mostrou a presenca de cinco flavondides (picos 1, 2, 3, 4 e 5) diferentes
conforme evidenciaram seus espectros de UV, porém nao foi possivel caracteriza-
los por RMN devido a presenca de outras substancias.

Extrato EtOH Raque
foliar (900 mg)

CC silica derivatizada C18
HZO/MeOH 9:1 até MeOH 100%

N\
\\

7 8-10

51mg

Flavonoides em
Substancia 20 mistura

Cromatograma 13. Fracionamento cromatografico do extrato da raque foliar de .

laurina

Estudo quimico das flores de I. laurina
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O extrato etandlico das flores de I. laurina (54 mg) foi submetido a CCemmodo
reverso utilizando silica C18 e eluida com MeOH 10% em agua e MeOH 100%. As
duas fragdes obtidas foram analisadas por CLAE-DAD para obtengdo do perfil
cromatografico(figura 70).

3.2.6.6 Estudo quimico de Inga edulis

A espécie Inga edulis foi coletada em dois biomas diferentes: Cerrado (folhas
e raque foliares) e Amazoénia (folhas, raque foliar, sementes, polpa e casca dos
frutos).

O extrato bruto etandlico das folhas da coleta realizada no Cerrado foi
solubilizado em400 mL MeOH/H.O 8:2. Em seguida, realizaram-se particdes
sucessivas (ELL)com hexano 1:1 v/v, seguido por ACOEt 1:1 v/v e butanol1:1 v/v,
obtendo-se quatro fragdes com polaridades distintas. As fases hexanicas, AcOEt e
hidrometandlicas foram concentradas em rotaevaporador e a fracdo butandlica em
Speed vac.

A fracao hexanica (1,0 g) do extrato etanélico das folhas da coletada realizada
no Cerrado foi submetida ao CCemsilica gel eluida com misturas de polaridade
crescente dos solventes Hex, AcOEt e MeOH. As 50 fragbes obtidas foram
analisadas por CCD e aquelas que apresentaram manchas bem resolvidas foram
submetidas a analise por CCDP, a fim de se obter fracdes ricas em triterpenos. A
primeira fragdo (30 mg) apresentou-se na forma de um sélido amorfo de coloragao
laranja e foi analisada por RMN 1H, que indicou a presenca de um derivado graxo
poli-insaturado.

A fase butandlica (100 mg) deste mesmo extirato foi submetida ao
fracionamento cromatografico no modo reverso de eluicdo utilizando silica
derivatizada C18 e sistemas de H,O e MeOH. Foram obtidas 7 fragdes, que foram
posteriormente analisadas por CCD e CLAE-DAD no mesmo método empregado
nas analises anteriores. A fracao 1 (3,3 mg) indicou a presenca de saponinas, pela
formacao de espuma e através da coloracdo apresentada no revelador quimico
anisaldeido. Este fracionamento originou outras fragées, tais como as fracbes 5 (4,3
mg) e 7 (3,8 mg), que se mostraram atrativas para o estudo em funcdo da sua

composicao quimica flavonoidica.
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Figura 9. Cromatograma obtido via CLAE-DAD da Fragédo 5 do fracionamento da
FBu do extrato das folhas de /. edulis.
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Extrato EtOH
folhas (3 g)

Particao Liquido-liquido

Hex. AcOEt  BuOoH °

100 mg
CC silica derivatizada C18
HZO/MeOH 9:1 até MeOH 100%

ANAN
o

1 5 7

J T

saponinas em
mistura Substancia 21 em

mistura com
outros flavonoides

Fluxograma 14.Fracionamento cromatogréafico do extrato das folhas de /. edulis da
coleta Cerrado.

A fase hidrometandlica (400 mg) foi submetida aos mesmos fracionamentos
cromatograficos. A analise dos cromatogramas indicou a presenca do acido galico
na fracdo 1 (270 mg) como constituinte majoritario A evidéncia da presencga do &cido
galico foi comprovada pelasbandas de absorcédo do sistema benzilico, com maximos
na regiao do UV em 210-220 nm e entre 260-280 nm.

3.2.7 Estudo quimico de Inga edulis
3.2.7.1 Estudo quimico da espécie Inga edulis coletada no Bioma Amazénia

Investigacao das antocianinas presentes nas sementes de Inga edulis
Os tegumentos das sementes de Inga edulis possuem coloragcéo roxa e estao

envoltas por uma polpa branca flocosa. Nao foram encontrados estudos quimicos a



70

cerca da composicao quimica desse 6rgao vegetal na literatura avaliada e, por isso,
optamos por investigar a presenca desses pigmentos responsaveis pela coloracao e
possivelmente caracterizar através de técnicas analiticas hifenadas e espectroscopia
de RMN. Em estudos realizados com sementes de outras espécies de Fabaceae
observou-se que a coloragdo escura presente nos tegumentos desse 6rgao deve-se
principalmente a presenca de antocianinas. Nos tegumentos do feijao-caupi (Vigna
unguiculata)foram identificadas cinco tipos de antocianinas: delfinidina-3-glicosideo,
cianidina-3-glicosideo, petunidina-3-glicosideo, peonidina-3-glicosideo e malvidina-3-
glicosideo’?.

As sementes de Inga edulis obtidas da coleta realizada no Bioma Amazénia,
apos secas e moidas foram extraidas com agua. Imediamente apdés o contato do
solvente extrator com as sementes observou-se a formacdo de uma solugdo de
coloracgao lilas (figura 1a). A solucao foi posteriormente filtrada (filgura 1b) e seca

(figura 1c) em ar comprimido para posterior analise quimica dos pigmentos.

Figura 10. Imagens dos procedimentos de extracdo dos pigmentos da fracdo aquosa

das sementes de /. edulis.

Estudo similar dos constituintes quimicos das sementes foi realizado
anteriormente com a espécie Inga laurina. No entanto, a solugéo de coloracao lilas
ainda em contato com as sementes formada ap6s extracao com agua foi submetida
ao banho de ultrassom para extracao de outros fendlicos de alta polaridade. Porém,
observou-se mudanga na coloracao lilas para marrom, indicando possivelmente a
degradacdo das antocianinas responsaveis pela cor roxa dos tegumentos das
sementes. Esta mudanca no comprimento de onda maximo de absorcao pode ter
sido produzida pelas reacées que ocorrem com o cation flavilium levando a uma

configuragé@o estrutural das antocianinas em que, ocorre uma diminuicdo do numero



71

de ligacbes duplas conjugadas, associadas ao aumento nos maximos de absorcao
das substancias e a consequente coloracédo azul ou roxa. No caso das antocianinas
a diminuicdo no comprimento de onda maximo de absorcdo caracteriza
deslocamento hipsocrémico (para o vermelho) a perda da coloragcdo roxa. Assim
como também pela protonacdo do cation flavilium ou pela abertura do anel C,
gerando uma chalcona que absorve em comprimento de onda menor’®.As
antocianinas sao metabdlitos altamente instaveis e suscetiveis a degradacao.

Ainda visando a detec¢do de antocianinas nas sementes de Inga edulis, o
material vegetal obtido apds extracdo com agua foi subsequentemente extraido com
metanol. A fragdo metandlica (62 mg) apresentou coloragdo amarela, foi seca em ar
comprimido e em seguida analisada por CLAE-DAD (figura 11) monitorado em 520
nm nas mesmas condicdes da fracdo aquosa.

mAU kgf/cm2
6.0-P20nm,4nm (1.00) B.Conc.(Method)

] F170
5.5+ L

457
4.0
3.5%
2.5;

2.0

0.5 Feo

— T T T T T T T T T T T T T T T T T T
75 10.0 125 15.0 17.5 20.0 225 25.0 275 30.0 325 min

Figura 11. Cromatograma obtido via CLAE-DAD (520 nm) da fracdo metandlicado
extrato das sementes de /. edulis.

3.2.7.2 Investigacao dos fendlicos presentes nas folhas de Inga edulis

As folhas de Inga edulis, ap6s secas e moidas, foram extraidas com etanol
em banho de ultrassom por 20 min. O extrato etandlico (130 mg) foi solubilizado em
metanol e, em seguida, submetido a particdocom hexano para remocao do material
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lipofilico. A fracdo metandlica (65 mg) foi submetida ao processo de remocao de
interferentes apolares por extragcdo em fase sdélida (SPE) utilizando cartuchos de
C18. Aliquotas de 30,0 uL das amostras (1,0 mg/mL) foram analisadas por
CLAE/DAD nas mesmas condi¢cdes empregadas anteriormente (fase mével MeOH
/HAc (0,1%, v/v) e H.O/HAc (0,1%, v/v) na vazao de 1,0 mL/min, em coluna analitica
C18, em método de gradiente exploratorio: 5-100% B) para deteccdo das
substancias fendlicas e obtencdo de um perfil quimico micromolecular do extrato

desse 6rgao vegetal.

mAU
40-280nm,4nm (1.00)

.

Figura 12. Cromatograma obtido via CLAE-DAD (280 nm) da fracdo metandlica

-——— [
5.0 10.0 15.0 20.0 25.0 30.0 35.0 40.0 min

obtida do extrato das folhas de /. edulis.

No entanto, o método empregado ndo foi eficiente na separacdo dos
constituintes quimicos desta fracdo, tendo em vista, que as substancias aromaticas
extraidas majoritariamente em metanol possuiam polaridades semelhantes e foram
observadas nos Ultimos minutos da corrida cromatografica. E interessante notar que
diferente das folhas da coleta realizada no Cerrado nao observamos concentracdo
expressiva de taninos, acido galico, galato de metila, catequinas e flavonoides
glicosilados nesta andlise que, sao usualmente eluidos em propor¢do maior do
solvente aquoso no método empregado. Uma varredura a 400 nm nos mostrou a
presenca de trés picos com espectros de UV de substancias ainda nao detectado
nas espécies estudadas neste trabalho, cujas caracteristicas (bandas no espectro de
UV e polaridade) indicam possivelmente a presenca de pigmentos, tais como
carotendides, que ocorre em tecidos foliares.



73

mAU
-400nm,4nm (1.00)

80 |

\
o |
s |

] |
4(%2 “

20
] “ |
10 M\\

] m | INVARN
Oim / UJL\_ﬂ /_/_"_/_/_,_/\/MM

Figura 13. Cromatograma obtido via CLAE-DAD (400 nm) da fracdo metandlica
obtida do extrato das folhas de /. edulis.
O espectro de UV das substancias associadas aos trés picos
analisados apresentou uma banda em torno de 400 nm: pico 1 (410 nm), pico 2
(403 nm), pico 3 (409 nm).
Tentativas de otimizagdo do método foram realizadas, afim de separar os
fendlicos desta fragdo e, possivelmente caracteriza-los em mistura através de

Espectroscopia de RMN. A mesma fracdo foi novamente analisada por CLAE-DAD
no método descrito abaixo.

Tabela 2. Gradiente de eluicdo cromatografica otimizado para anélise dos
metabdlitos secundarios da fracao metandlica do extrato das folhas de /. edulis.

Gradiente
Tempo (min) %B (Metanol)

0,01 60
15,00 70
25,00 85
37,00 100
42,00 100
45,00 60

55,00 60
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Figura 14. Cromatograma obtido via CLAE-DAD (254 nm) da fracdo metandlica
obtida das folhas de /. edulis.

O método de eluicdo empregado nesta analise forneceu uma boa
separacdo dos picos, porém, a analise do espectro de RMN nao forneceu
informagdes conclusivas acerca da natureza desse grupo de substancias com
absorcao em 400 nm. Devido a quantidade de massa da fracdo e da complexidade

da mistura ndo foram conduzidas analises de isolamento no modo preparativo.
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Figura 15. Cromatograma obtido via CLAE-DAD (400 nm) da fragdo metandlica do

extratodas folhas de /. edulis.
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Este grupo de substancias com absor¢cao em 400 nm, também foi investigado
em outras partes do vegetal. Na fracdo metandlica das sementes, onde foram
detectadas as antocianinas, também se observou um pico (tir = 31,59 min) no
cromatograma com perfil similar (A\(nm): 227/397).
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Figura 16. Cromatograma obtido via CLAE-DAD monitorado em 280 nm (A) e 400
(B) da fracdo metandlica obtida do extrato das sementes de /. edulis.

3.2.7.3 Caracterizacao de fendlicos presentes nas sementes de /. edulis através
de RMN de 'H obtida da analise em LC-SPE-TT

A fracdo metandlica das sementes de Inga edulis apresentou na analise por
CLAE-DAD picos bem resolvidos e, ap6s andlise de seus espectros de UV, verificou-
se que a mesma era constituida principalmente por substancias fendlicas como
acidos organicos e flavondides.

A analise por LC-SPE-TT desta fracao (25 mg) nos forneceu 7 subfracdes e,
apds obtencdo de seus espectros de RMN de 'H (600 MHz) foram caracterizadas
cinco substancias.

3.2.8 Estudos de desreplicacao das folhas das espécies de Inga
3.2.8.1 Analise por CLAE-DAD

Os estudos de desreplicagdo das espécies de Inga iniciaram-se com o
desenvolvimento de uma metodologia baseada em analises por CLAE-DAD na
tentativa de realizar a identificacao direta dos metabdlitos secundarios presentes nas
matrizes estudadas (extratos de folhas) empregando experimentos de co-injecao de
padrbées auténticos. Inicialmente foi realizada a investigacao dos extratos EtOH das
folhas das trés espécies em que 5 mg de cada extrato foi dissolvido em uma mistura

de MeOH/H20 (1:1, v/v), submetidos a extracao em fase sélida (SPE) para remocéao



76

dos interferentes e constituintes de baixa polaridade e injegdo de 20 uyL em CLAE
analitico. As andlises cromatograficas foram feitas com a utilizacdo de uma coluna
de RP18 e a fase mével utilizada foi gradiente de MeOH/H20. Durante a eluicao dos
componentes quimicos presentes em cada extrato, o gradiente exploratério de 5-
100% de MeOH foi empregado na obtencao dos perfis cromatograficos dos extratos.

As substancias fendlicas foram identificadas através dos tempos de retengéo
e espectros de UV obtidos pela analise em CLAE-DAD, e pela comparagao com o
tempo de retencao de padrdes auténticos.

A presenca de substancias como flavondides, catequinas, taninos e derivados
de acido galico pode ser detectada com o auxilio do detector DAD realizando
varredura na faixa espectral de 200-600 nm. Os flavondides, fenélicos majoritarios
das fracbes analisadas, apresentam tipicamente duas bandas no espectro de UV,
referentes aos anéis cinamoila e benzoila. O &acido gdlico e seus derivados
apresentam uma Unica banda intensa em 270 nm. As catequinas exibem no
espectro de UV uma banda fraca em torno de 280 nm, um ombro préximo de 220 nm
e maximo entre 205-210 nm.

A escolha dos padrdes foi baseada na quimiossistematica do género Inga e
incluiu as substancias listadas na Tabela 3.

Tabela 3. Padrbes e seus respectivos tempos de retencdo utilizados nas analises
por CLAE-DAD.

Substancia padrao Tempo de retencdo (min)
Quercetina 28,42
Quercetrina 16,00

Rutina 24,12
6-hidroxiflavanona 32,09
Acido cinamico 28,51
Acido sinapico 22,01
Acido cafeico 18,50
Acido vanilico 18,34
Acido p-cumarico 21,84
Acido chiquimico 24,18

Acido clorogénico 16,55
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Acido 2,4 - hidroxicinamico 19,40
Chalcona 35,76
Triptofano 12,52

Acido galico 9,06
Acido protocateuico 14,50
Galato de metila 18,80
Acido benzéico 24,87

Acido 2,5-diidroxibenzéico 17,06

Acido 2,4-diidroxibenzéico 19,37

Acido 3,4-diidroxibenzéico 13,07

Acido 4-hidroxi-3-metoxibenzéico 22,24

Uma aliquota da mistura dos padrées foi co-injetada com a amostra das
folhas de cada espécie na proporcao 1:4 e injetada novamente no cromatografo nas
mesmas condi¢cdoes cromatograficas. Apos a obtencao dos cromatogramas, avaliou-
se a intensidade dos picos com o intuito de verificar a presenca dos padrbes em

cada amostra.

3.2.8.2 Analise por HPLC-MS

As anadlises foram realizadas com os extratos EtOH das folhas das trés
espécies e foram desenvolvidas com a mesma coluna cromatografica e mesmo
método empregado nos experimentos de co-injecdo de padrbes. As substancias
foram identificadas com base nos dados obtidos das substancias isoladas,

quimiotanoxomia do género e nos dados espectrométricos disponiveis na literatura.

3.2.8.3 Analise por CCD e GC-MS das fracoes de baixa polaridade

As andlises por CCD das fragdes menos polares indicaram a presenca de
terpenoides, por isso foram submetidas a analise qualitativa por Cromatografia em
Fase Gasosa, CG-FID (Varian model CP-3800) usando padrdes auténticos dos
triterpenos a-amirina, B-amirina, lupeol, fridelanol, fridelina, taraxerol e acido

oleandélico.
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3.2.9Perfil quimico das partes dos frutos de /. edulis

Para a obtencado de perfis metabdlicos através de CLAE-DAD,as amostras
foram submetidas ao processo de remocao de interferentes apolares por extracao
em fase sdélida (SPE) utilizando cartuchos de C18. Aliquotas de 30,0 pL das
amostras (1,0 mg.mL-1) foram analisadas por CLAE-DAD usando fase mével MeOH
/HAc (0,1%, v/v) e H20O/HAc (0,1%, v/v) na vazdao de 1,0 mL.min-1, em coluna
analitica C18, em método de gradiente exploratério: 5-100% B, 0-50min.

3.2.9 Caracterizacao de fendlicos presentes nas sementes de /. edulis através

de LC-SPE-TT

O sistema hifenado HPLC-SPE-TT (High Performance Liquid Chromatography
- Solid Phase Extraction - Transfer Tube) é composto por um extrator de fase sélida
(SPE) como interface entre um HPLC (Cromatografo Liquido de Alta Resolucéo) e
um transferidor e prepador automatico de amostras de RMN (TT). Neste sistema,
apds a amostra ser analisada por HPLC, os picos e interesse sdo selecionados e
coletados online em cartuchos pré-condicionados (sistema SPE) em coletas
multiplas  (multitrapping), que permitem a concentragdo das substancias.
Os cartuchos sado entdo secos em um fluxo de nitrogénio gasoso, a amostra é
resolubilizada em solvente deuterado e transferida diretamente para tubos de 3 mm.
Todo o processo utilizando apenas cerca de 300 pL de solvente deuterado.

A fragdo metandlica do extrato das sementes de [ edulis foi analisada
inicialmente por CLAE-DAD, onde foram observados fendlicos como flavondides e
acidos organicos, evidenciados por seus perfis no UV.
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Figura 17. Cromatograma obtido via CLAE-DAD monitorado em 280 nm da fragdo
metandlica obtida do extratodas sementes de I. edulis.

Esta fracdo foi analisada nas mesmas condicdes empregadas anteriormente
e, apos analise dos seus espectros de UV, foi submetida a analise por LC-SPE-TT
para a caracterizacao das substancias de interesse.

As condi¢cdes de andlise estao descritas nas tabelas abaixo:

Tabela 4. Condig¢des de analise da amostra por LC-SPE-TT

Tempo de corrida Fluxo Pressao Solventes Volume
(min) (ml/min)  Min/Max [bar] (pL)
60,00 0,80 0/400 A: H20 + 0.1% HAC 30,0

A: CH30H + 0.1% HAC

Tabela 5. Gradiente de eluicdo cromatografica desenvolvido para aanalise por LC-
SPE-TT

Gradiente
Tempo (min) %A (agua) %B (Metanol)
0,0 95,0 5,0
40,0 0,0 100,0
45,0 0,0 100,0
47,0 95,0 5,0
60,0 95,0 5,0

As amostras foram preparadas na concentracdo de 25 mg/mL e foi realizado
um total de 20 injecdes. Este experimento foi desenvolvido com a mesma coluna
cromatografica (Phenomenex Luna C18) utilizada na analise por CLAE-DAD.
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Figura 18. Trapeamento dos picos obtidos via LC-SPE-TT dafracdo metandlicado

extrato das sementes de /. edulis.

Os cartuchos trapeados mudaram a partir da analise 13, devido ao
deslocamento dos picos (devido a mudanca na temperatura da sala ou sobrecarga
da coluna).

Foram obtidas 7 fracbes (7 cartuchos) que, ap6s secas em nitrogénio liquido
no mesmo equipamento, foram analisadas por RMN de 'H (600 MHz) em tubos de 3
mm. Os dados obtidos foram analisados e comparados com a literatura para

identificacdo dos constituintes quimicos presentes em cada amostra.

3.2.11 Avaliacao da citotoxicidade
Todos os extratos dos érgaos das espécies de Inga foram submetidos a analise
de citotoxicidade frente as células T98G (glioma humano), utilizando doxorubicina

como controle positivo. Este ensaio foi realizado na Faculdade de Farmacia da
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Universidade Estadual Paulista - UNESP (Araraquara - SP) sob supervisdao da Profa.
Dra. Christiane Pienna Soares.

Para o ensaio de citotoxicidade por Sulforrodamina B (SRB), foi utilizada uma
suspensao de 1,5x104 células/pocgo da linhagem HepG2. As células foram cultivadas
em placas de 96 cavidades, e apds 24 horas de cultivo, foram adicionadas as
substancias puras, seguindo uma diluicdo seriada 1:2 a partir da concentracéo de 40
pMg/mL, (realizado em células T98G), pois no teste de genotoxicidade, foram
utilizadasas células HepG2. Ap6s 24 horas do tratamento, foram adicionados 50 pL
de acido tricloroacético (TCA) 50% a baixa temperatura e as placas foram incubadas
por 1 hora a 4 °C, posteriormente a solucdo de TCA foi removida e as placas foram
lavadas, com agua corrente de 3 a 4 vezes. Adicionou-se entao 50 pL da solugao de
SRB a 0,4% (diluida em acido acético) e as placas foram incubadas por 20 minutos
a temperatura ambiente. Apds a remocao da SRB, as placas foram lavadas de 3 a 4
vezes com acido aceético a 1%, secas e o corante dissolvido com Tris Base 10 mM
(Sigma). Ap6s 5 minutos de incubacdo a temperatura ambiente, as leituras
espectrofotométricas da absorbancia, foi realizada em comprimento de onda de 570
nm, no leitor de placas iMark Microplate Reader (Bio-Rad Laboratories, Hercules,
CA, EUA).

Os testes foram realizados em trés experimentos independentes e a
porcentagem de células vivas foi calculada em relagdo ao controle negativo,
representando a citotoxicidade de cada tratamento, segundo proposto por ZHANGe

colaboradores .
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Figura 19. Quadro de substancias caracterizadas nas espécies de Inga.

O estudo quimico das espécies . marginata, I. laurina e I. edulis permitiram a
caracterizacao de fendlicos e triterpenos ja descritos na familia Fabaceae. No
entanto, alguns destes metabdlitos estdo sendo descritos pela primeira vez no
género, assim como o estudo das antocianinas presentes nos tegumentos das
sementes de /. edulis.

A Anadlise preliminar dos extratos brutos das folhas das espécies de Inga
apresentou atividade antioxidante em teste com solucdo de [-caroteno e inibiu a
peroxidacdolipidica em modelo de lipossomas usando Fe** como iniciador de
reacdes radicalares’’. Apds andlise cromatografica dos extratos das folhas das trés
espécies, optou-se por iniciar os estudos quimicos com as folhas del. marginata.

4.1 Estudo quimico de Inga marginata

4.1.1 Estudo quimico das folhas de /. marginata
Estudo dos constituintes de baixa polaridade (Hex.) das folhas de I. marginata:
Caracterizacdo de triterpenos em mistura através de RMN de 'H e **C

A fase hexanica desta espécie apresentou-se ativa no ensaio de inibicdo da
atividade da enzima acetilcolinesterase, por isso foi escolhida para estudo quimico
detalhado’’.Com o intuito de obter um perfil quimico prévio do extrato e verificar a
presenca de possiveis metabdlitos, assim como auxiliar nos processos de
fracionamento, iniciaram-se 0s estudos pela analise da fracdo hexanica através de
CCD e RMN de 'H (300 MHz, CDCls). A anélise minuciosa deste espectro permitiu
verificar sinais de hidrogénios hidroximetinicosem 643,6, protons metilicos em 640,8
e sinais sobrepostos em &y [1,2-4,1]. Este conjunto de sinais sugere a estrutura de
acido carboxilico de cadeia longa esterificado com uma unidade de etilenoglicol,
indicando possivelmente a presenca do éster dodecanoato de 2-hidroxietila isolado
anteriormentedas folhas e ramos de Ingalaurina’”.

A presencga de compostos aromaticos foi observada em baixa concentragdo em
relacdo aos compostos alifaticos.

A analise do espectro de RMN de 'H da fragdo 1 (230 mg) mostrou dois
conjuntos de sinais de proétons olefinicos e um sinal de préton carbinélico em mistura
com &cidos graxos, as quais sao substancias de larga distribuicdo em foliolos
vegetais, pois possui funcdo protetora, como impermeabilizar as superficies das
folhas e proteger contra a perda excessiva de agua pela transpiracao.
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As fracdes que se apresentaram semi purificadas (fracées 3 e 5) pela analise em
CCD foram analisadas por RMN 'H e C. A analise quimica destas fragdes resultou
na identificacdodos triterpenoslupeol (1), éster graxo da a-amirina (2), éster do
olean-18-eno(3) e a fridelina (4) em mistura.

No espectro de RMN 'H da mistura da fracdo 3 foram observados singletos entre
0,8 e 1,2 ppm, 0s quais sao caracteristicos de hidrogénios metilicos de esqueletos
triterpénicos. Adicionalmente, a maioria dos sinais no espectro de RMN de '*C
encontra-se na regiao entre 14 e 35 ppm, referente aos carbonos metilicos e
metilénicos. O lupeol foi identificado no espectro de RMN 'H pela presenca adicional
de um dupleto largo em & 4,68 (dl, J=2,1 Hz) e um duplo dupleto largo em & 4,56
(ddl, J=1,5 e 2,1 Hz) integrando para um hidrogénio cada, caracteristicos dos
hidrogénios olefinicos geminais. O espectro de RMN '*C confirmou a proposta
estrutural através dos sinais observados, com destaque para os sinais de carbonos
olefinicosem 109,3 (C29) e 151,0 ppm (C20).

A anélise dos deslocamentos quimicos dos carbonos sp? do espectro de RMN
de C da fracdo 5 em mistura sugeriu que a mesma era composta
detriterpenoscomestrutura do éster da a-amirina (139,4 ppm, para o C-13 e 124,3
ppm para o C-12). O espectro de RMN de '*C também apresentou sinal de carbono
carbonilico em 210,0 ppm e sinal de um grupo metila em 6,80 ppm, tipicos do
triterpenofridelina. Adicionalmente, os sinais em 142,4 (C-18) e 129,4 ppm (C-19),
bem como os sinais dos grupos metilicos indicaram a presenca do triterpenoolean-
18-eno esterificado com &cido graxo.

Os sinais em 142,4 (C-18) e 129,4ppm (C-19), bem como os sinais dos grupos
metilicos indicaram a presencga do triterpeno olean-18-eno esterificado com acido

graxo.

_/

fr——
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Figura 20. Estruturas dos triterpenos identificados nas folhas de I. marginata.

Este estudo mostrou que utilizando os dados de RMN de 'H e '*C, é possivel, em
muitos casos, identificar substancias triterpénicas em misturas quando o objetivo é
apenas registrar a composicao quimica da mistura.
Estudo dos constituintes das fasesAcOEt e BuOH das folhas de I. marginata
As fases de particaio AcOEt e BuOH foram fracionadas em coluna
cromatografica aberta e suas fragdes foram analisadas por CCD e RMN de 'H para
obtencéao de substancias puras ou fracdes semipurificadas.
A fracdo 5 (2,0 mg) do fracionamento cromatografico da fase AcOEt do
extrato de I. marginataapresentou dois picos majoritarios, nesta analise, com tempos

de retencao de 18,45 min e 19,06 min.
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Figura 21. Cromatograma obtido via CLAE-DAD da fragdo 5 do fracionamento
cromatografico da fase AcOEt das folhas de Inga marginata.
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Figura 22. Espectros de UV obtidos via CLAE-DAD da fragdo 5 do fracionamento

cromatografico da fase AcOEt das folhas de Inga marginata.

A substancia associada ao pico 2 (ir = 19,0 min) foi obtida com excelente
grau de pureza na fracdo 6-7, e ap6s analise de RMN de 'H foi caracterizada como
sendo um derivado trimetilado do &acido galico (substancia 8).

A analise do tempo de retencao (tr = 18,45 min) e das bandas apresentadas
no espectro de UV (A(nm): 261/291) da substancia associada ao pico 1permitiu

identifica-la como acido vanilico (substéancia 7).

HO O

OCH,
OH

Figura 23. Estrutura do acido vanilico (7).

A reunido das fragbes 6-7 (12 mg)apresentou, nesta analise, um pico
majoritario no tempo de retencéo de 18,92 min. Aanalise por RMN de 'H (300 MHz)
mostrou ser o derivado tri-metilado do acido galico (acido 3,4,5-trimetoxi-
benzo6ico)(8) [DMSO-ds; g4 7,20 (2H, s; H-2/H-6), 3,80 (9H, s; H-8)].O tempo de
retencdo desta substancia condiz com a sua estrutura, uma vez que o galato de
metila apresentou tempo de retencao em torno de 10 min nas mesmas condigdes de

analise em estudos anteriores.
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Figura 24. Cromatograma obtido via CLAE-DAD da fracdo 6-7 do fracionamento
cromatografico da fase AcOEt das folhas de Inga marginata.
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Figura 25. Espectro de RMN de 'H (300 MHz) da fracdo 6-7 do fracionamento

cromatografico da fase AcOEt das folhas de l.marginata.
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HO @)

HaCO OCHj
OCH,

Figura 26. Estrutura do acido 3,4,5-trimetoxi-benzéico (8).

A reuniao das fragdes 13-15 (15 mg) apresentou um composto majoritario,que
aposandlise por RMN de 'H (300 MHz), revelou a presenca do &cido galico (5)
[DMSO-dG; dy 6,92 (S, 2H)].
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Figura 27. Espectro de RMN de 'H (300 MHz) da fracdo 13-14 do fracionamento
cromatografico da fase AcOEt das folhas de . marginata.
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Figura 28. Estrutura do acido galico (5)
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A primeira fragdo do fracionamento cromatografico da fase AcOEt do extrato
de . marginata (C18, eluicdo em H,O/MeOH até MeOH 100%)foi submetida aos
mesmos procedimentos cromatograficos fornecendo uma fragdo com elevado grau
de pureza.O espectro de RMN de 'H desta fragdo mostrou um sinal em 6,93 ppm
integrando para 2H e um sinal em 3,73 integrando para 3H, sugerindoa presenca do
galato de metila (substancia 6), que foi confirmado através dos sinais observados
no espectro de RMN de '°C

3.744
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Figura 29. Espectro de RMN de 'H (300 MHz) da fracdo 1 do fracionamento
cromatografico da fase AcOEt das folhas de l.marginata

HsCO_ O
=

HO OH
OH

Figura 30. Estrutura do galato de metila (6)
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A fragdo menos polar do fracionamento da subfragdo obtida em MeOH 100%
forneceu uma substancia fendlica queapds analise espectral foi caracterizado como
acido p-cumarico (substancia 9) através dos sinais em g47,60 (d, J = 16 Hz) e
3u6,31(d, J = 16 Hz)e dos pares de dupletos em 6y7,43(J = 8,4 Hz) e 6,81 ppm (J =
8,4 Hz), caracteristicos dos hidrogénios aromaticos H-2/H-6 e H-3/H-5,
respectivamente.
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Figura 31. Espectro de RMN de 'H (300 MHz) da fragdo 10 (4cido p-cumarico) do
fracionamento cromatograficoda fracdo MeOH 100% da fase AcOEt das folhas de

l.marginata.

HO

HO

Figura 32. Estrutura do acido p-cumarico (9)

As fracdes obtidas do fracionamento cromatografico da fragdo 1 foram
analisadas por CLAE-DAD pelo mesmo método (C18, gradiente MeOH/H,0, fluxo 1

ml/min) utilizado para obtencgéo dos perfis cromatograficos e, em seguida, analisadas
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por RMN de 'H. A andlise dos cromatogramasdas fragdes mais polares indicou a
presenca de um composto majoritario, que apos analise do seu espectro de UV e
comparacdo do tempo de retengdo com padrao auténtico foi identificado
comoflavonoide miricetrina (miricetina-3-O-a-ramnopiranosideo) (substancia 15).

Figura 33. Espectro de UV e estrutura da miricetrina

A subfracdo 6 (2,5 mg) obtida do fracionamento da fase BuOH (C18,
gradiente MeOH/H-0, fluxo 1 ml/min)apresentou uma substancia fendlica majoritaria
(figura 8), conforme indicaram seus dados de RMN de 1H: [DMSO-d¢; 6y 7,36 (d; J =
3,0 Hz), 6,93 (dd; J = 8,4 e 3,0 Hz), 6,62 (d; J = 8,4 Hz), além de sinais para uma
unidade de Ramnose], sugerindo tratar-se do acido gentisico (acido 2,5-
dihidroxibenzbico). Porém, devido a pequena quantidade de massa para obtencéo
de espectros de RMN de C e 2D e, por estar em mistura com outras

substanciasnao foi possivel confirmar a presencga desta substancia.
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Figura 34. Espectro de RMN de 1H (300 MHz) da fracdo 6 do fracionamento
cromatografico da fase BuOH das folhas de I. marginata

A analise minuciosa dos espectros de RMN de 'H da fracdo2 mostrou sinais
referentes a um derivado do &cido pipecélico ja isolado de Inga®® também
encontrada na fase AcOEt. No entanto, as saponinas mostraram-se constituintes
majoritarios nesta fase, que apresentou formacaoabundante de espuma, as quais
foram detectadas por meio de reagentes colorimétricos e RMN de 'H. Algumas
fragbes ricas em saponinas foram analisadas por RMN de 'H e 'C para
caracterizacdo das mesmas, porém a andlise dos dados espectrais ndao forneceu

resultados conclusivos a cerca da estrutura destas substancias.

4.2 Fracionamento biomonitorado:Avaliacao da atividade antitumoral
(citotoxicidade)
Todos os extratos das partes vegetativas das espécies de Inga foram

submetidas a andlise decitotoxicidade frente as células HT-29 do cancer do colon
humano (Seo et al.,, 2001), utilizando doxorubicina como controle positivo. As
amostras com potencial antitumoral foram selecionadas para estudo quimico
detalhado.
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Tabela 6. Valores de Dose Efetiva 50 (ED 50; pg/mL) obtidos do efeito citotéxico dos
extratos das partes vegetativas das trés espécies de Inga sob as linhagens tumorais

de cancro do c6lon humano (HT-29).

l.laurina l.edulis l.marginata
Folhas 7.5 >20 >20
Raque foliar >20 >20 13.8
Flores >20 - -
Polpa do fruto - - -
Casca do fruto >20 - -
Semente 15.2 - -

As amostras que se apresentaram ativas no ensaio avaliado foram selecionadas

para estudo quimico detalhado.

4.2.1 Estudo quimico da raque foliar de I. marginata

O extrato etandlico da raque foliar de I. marginata apresentou uma promissora
atividade antitumoral (EDsy = 13,8 pg/mL) no ensaio avaliado, por isso, foi
selecionado para a purificacdo dos seus constituintes quimicos. O extrato bruto foi
submetido a particio com Hexano e MeOH, e as duas fases de particdo obtidas
foram avaliadas quanto ao seu potencial antitumoral.A fase metandlica (100 mg)
apresentou melhor atividade (EDso = 7,4 pg/mL) em comparacao afase hexanica
(EDsp = 20,0 pg/mL), e por isso foi submetida a purificacdo de seus metabdlitos
utilizando cromatografia liquida de média pressdao (MPLC). Foram obtidas 60
subfracbes que, apds analise em CCD, foram reunidas em 5 fracdes que, em
seguida, foram analisadas por CLAE-DAD.
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Figura 35. Cromatograma obtido via CLAE-DAD dos 5 grupos do fracionamento
cromatografico da raque foliar de Inga marginata.

No entanto, devido a complexidade da mistura e da reduzida quantidade de

massa, nao foi possivel isolar os componentes ativos ou caracteriza-los em mistura.
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4.3Estudo quimico de Ingalaurina
4.3.1 Estudo quimico da polpa dos frutos de /. /aurina

A fracdo 5 (5,3 mg) obtida em H,O/MeOH 4:6 do fracionamento dafracéo
metandlica da polpa do fruto forneceu uma substancia com elevado grau de pureza
(tr = 25 min), que ap6s andlise de UV, RMN de '"H [300 MHz, CDs;OD; g4 8,02 (dd; J
=8,4e1,5Hz;2H), 757 (t; J=7,5e 1,5 Hz, 1H), 7,46 (tq; J=7,5 e 1,5 Hz; 2H)] e
3C [75 MHz, CD3OD; 133,4 (1CH), 130,1 (2CH), 129,4 (2CH)], mostrou ser o acido
benzébico (substancia 10).
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Figura 36. Cromatograma e espectro de UV do acido benzéico (tr = 25 min) isolado
da polpa dos frutos de Inga laurina.
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Figura 37. Espectro de RMN de 1H(300 MHz) do &cido benzéico (10) isolado da
polpa dos frutos de Inga laurina.
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Figura 38. Espectro de RMN de 13C(75 MHz) do &cido benzéico (10) isolado da
polpa dos frutos de Inga laurina.



97

HO @)

Figura 39. Estrutura do acido benzdico (10)

A fragdo aquosa da casca dos frutos mostrou a presenca de um flavonoide
quando analisado por CLAE, no entanto, sua composicao quimica apresentou-se
visivelmente rica em acgucares livresna analise por RMN de 1H e por isso nao foi

possivel caracteriza-lo.

4.3.2 Estudo quimico das cascas dos frutos de /. laurina

A fracdo 5 (5,7 mg)obtida do fracionamento da fracdo metandlica do extrato
das cascas dos frutos de /. laurinamostrou uma substancia majoritaria na analise por
CLAE-DAD. O espectro de UV e o tempo de retencdo mostraram-se similares aos
dogalato de 2-ramnopiranosil-4,6-diidroxifenila (substancia 11), ja isolado das folhas

desta espécie, permitindo sua identificacao.
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Figura 40. Cromatograma obtido via CLAE-DAD da fragdo 5 do fracionamento

cromatografico da casca dos frutos de Inga laurina.
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Figura 41. Estrutura do galato de 2-ramnopiranosil-4,6-diidroxifenila (11)
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A fracdo 1 foi analisada por CLAE-DAD e RMN de 'H, cujos dados permitiram

sua identificacao como proantocianidina A-2 (substancia 12)

Figura 42. Cromatograma obtido ia CLAE-DAD da proantocianidina isolada do

fracionamento cromatografico da casca dos frutos de Inga laurina

Tabela 7. Dados de RMN de 'H (400 MHz; CD3;0D) da proantocianidina A-2.

Anel H Qexperimental *Bliteratura
C 3 4,08 (d; 3,2) 4.06 (d, 3.4)
4 4,42 (d; 3,6) 4.41 (d, 3.4)
A 6 6,02 (d; 2,4) 6.01 (d, 2.4)
8 6,09 (d; 2,8) 6.07 (d, 2.4)
B 10 7,17 (d; 2,4) 7.14 (d, 2.2)
13 6,83 (d, 8,0) 6.81 (d, 8.3)
14 7,04 (dd; 8,0 e 2,0) 7.02 (dd, 8.3, 2.2)
F 2 4,95 (br.s) 4.92 (brs)
4,26 (m) 4.24 (m)
4a’ 2,78 (dd; 17,2 e 2.4) 2.76 (dd, 17.2, 2.3)
43 2,97 (dd; 17,2 e 4,8) 2.95 (dd, 17.2,4.9)
6’ 6,11 (s) 6.10 (s)
8’ - -
D 10’ 7,15 (d; 2,4) 7.15(d, 2.1)
E 13’ 6,82 (d; 8,4) 6.81 (d, 8.2)
14’ 7,00 (dd; 8,0 e 2,0) 6.98 (d, 8.2, 2.1)
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Figura 43. Espectro de RMN de 1H(400 MHz) da fracao 1 obtida da anélise em

CCDP dascascas dos frutos de Inga laurina

OH
OH

Figura 44. Estrutura da proantocianidina A-2 (12) isolada das cascas dos frutos de /.

laurina.

As proantocianidinassdo também conhecidas como taninos condensados e

constituem a segunda classe mais abundante de compostos fenélicos de origem

natural depois das ligninas™.
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4.3.4 Estudo quimico das sementes de I. laurina

O extrato etanodlico (4,5 g) das sementes de /. laurina foi submetido a particao
liquido-liquido com AcOEt e H,O, fornecendo 500 mg da fase orgéanica e 4,0 g da
fase aquosa. Ambas as fracdes foram analisadas por RMN de 'H (400 MHz) a fim de
conhecer melhor a composicdo quimica e direcionar as etapas de purificagdo. O
espectro de RMN da fracdo AcOEt indicou uma complexidade de metabdlitos de
baixa polaridade, no entanto, foi observado um singleto em 9,5 ppm caracteristico de
préton ligado a Nitrogénio. A fracdo aquosa concentrou as substancias de interesse
(fendlicos e nitrogenados), porém, rica em agucares livres.

A fragdo aquosa foi submetida a coluna cromatografica utilizando Diaion HP-20.
Neste procedimento os compostos contendo ligacado dupla (s) e/ou grupo aromatico
sao retidos pela resina enquanto outros sao eluidos através da coluna. Os
carboidratossdo usualmente separados por este procedimento. Ao aumentar a
percentagem de MeOH, os compostos mais lipofilicos sdo eluidosresultando na
separacao dos acucares dos demais fendlicos. A coluna foi eluida inicialmente com
agua para obtencado dos acucares livres e, em seguida com MeOH, para obtencao
dos demais compostos fendlicos (figura 3). Ambas as fracoes foram analisadas por
RMN de 'H (400 MHz) e CLAE-DAD.

uJ T HMMJM WL

11

55 a5 3.5 2.5 1.5

a 3 2 1 o 11.0 9.5 8.5 7.5 6.
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0.5

Figura 45. Fracdo H.O 100% (1), rica em acucares livres, e fragdo MeOH 100% (2),

obtida da CC do extrato etandlico das sementes eluida sobre Diaion.

A fracdo metandlica (350 mg) foi submetida a andlise por cromatografia em
coluna em silica derivatizada C18 e eluida com os sistemas: MeOH 40% (1), MeOH
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70% (2) e MeOH 100% (3). As trés fracdes obtidas foram submetidas ao bioensaio
para avaliagdo de citotoxicidade (com células tumorais da linhagem HT-29) e
analisadas por RMN de "H (400 MHz) e CLAE-DAD.

A fracdo obtida em metanol puro (fragcdo 3) apresentou sinais referentes a
alcaldides, ainda nao identificados no género Inga. No entanto, ndo apresentou
potencial antitumoral no ensaio realizado. As fracbes 1 (MeOH 40%) e 2 (MeOH
70%) apresentaram EDsy de 9.2 e 7.6 pg/mL, respectivamente.

Foram obtidos espectros de RMN de 1H das trés fragdes com o intuito de
observar os sinais em comum e possivelmente relacionar as substancias presentes

responsaveis pelo potencial citotéxico.

Seed_Diaion_MeOH_2
Seed_Diaion_MeOH_2 1H
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Tl L
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Figura 46. Espectro de RMN de 1H(400 MHz) da fracdo 2 e da fracdo 3 obtida do
fracionamento dascascas dos frutos de Inga laurina

Uma analise comparativa dos sinais presentes no espectro da fragdo mais ativa
(fracdo 2) com a fracdo nao ativa (fragdo 3) mostrou que os constituintes presentes
em baixa concentracdo, informacdo obtida pela a integracdo dos sinais, sdo 0s
responsaveis pelo potencial citotéxico, tendo em vista que a composi¢ao quimica da
fracao ativa apresenta maior concentracdo da substancia majoritaria na fracao nao
ativa. O espectro de RMN de 'H da fracdo 2 apresentou sinais de, pelo menos, duas
substancias aromaticas. Esta fracao (45 mg) foi submetida a CC em silica gel 60 e
eluida com AcOEt/MeOH 1:1 até MeOH puro, fornecendo 10 subfragdes que, apds
analise em CCD foram reunidas em 4 grupos.A fragdo mais polar, obtida em MeOH
100%, foi a Unica que apresentou boa atividade (EDsy = 4,0 pg/mL) no ensaio
avaliado. A analise do espectro de RMN de 1H desta fracdo mostrou uma mistura de
fendlicos, e ap6s minuciosa analise espectral foi possivel inferir a presenca do acido
para-hidroxi-benzbico[CD3;0OD; 6y 8,00 (d, J = 8,4 Hz), 6,90 (d, J = 8,4 Hz)]
(substancia 13) e do glicosideo do 4-vinil-fenol (substancia 14), que foi identificado
principalmente pelos sinais caracteristicos da unidade vinilica [g4 5,94 (dd, J = 17,2
e 10,8 Hz), 5,25 (dd, J= 17,2 e 1,2 Hz), 5,08 (dd, J = 10,8 e 1,2 Hz)] e dos prbétons
aromaticos [gn 7,59 (dd, J=7,6 e 1,6 Hz), 7,49 (dd, J= 7,6 e 1,6 Hz), 6,97 (d, J= 7,6)
e 6,93 (d, J= 7,6)]. Seuderivado metoxilado 4-vinil-2-metoxi-fenol ja foi amplamente

reportado em espécies da familia Fabaceae’®.

O~_ _OH CH,

OH OGili
13 14

Figura 47. Estruturas do acido para-hidroxi-benzéico e do glicosideo do 4-vinil-fenol

As fragcdes (2, 3, 4 e 5) obtidas do fracionamento da fracdo 1 em Sephadex

LH-20 que apresentaram melhor separacdo na analise por CCD em fase reversa
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foram submetidas a analise por CLAE-DAD (coluna analitica C-18 (250mm x
4,60mm e 5 um), eluida em gradiente de H,O/MeOH 95:5 até MeOH puro durante 50

min, fluxo de 1mL/min) para a obtencédo de um perfil quimico.
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Figura 48. Cromatograma obtido via CLAE-DADdas fragbes 2, 3, 4 e 5 obtidas do

fracionamento da fracao 1.

Andlise da corrida cromatografica em varios comprimentos de onda revelou
numerosas substancias nas fracoes investigadas.
A andlise dos espectros de UV dos picos mais resolvidos das fracoes 2 e 5
sugeriu principalmente, a presenca de acidos organicos (bandas em 270-280 nm) e
catequinas (bandas em torno de 285 nm).
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Figura 49. Espectros de UV de alguns picos das fragdes do fracionamento da fragao
2.

O extrato das folhas de [. laurina apresentou maior atividade no ensaio de
citotoxicidade frente a linhagens tumorais de cancer de colén (HT-29) e por isso, foi
submetida aos fracionamentos cromatograficos para a obtengdo de compostos puros

ou fracdes semipurificadas.

4.3.5 Estudo quimico das folhas de Inga laurina

O extrato das folhas de [. laurina apresentou maior atividade no ensaio de
citotoxicidade frente as linhagens tumorais avaliadas e por isso, foi selecionado para
investigacdo detalhada.O extrato foi submetido a particdo liquido-liquido com
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solventes de polaridade crescente, fornecendo quatro fracbes: hexano, AcOEt,
BuOH e agua. As fases de particio foram analisadas por CCD e RMN de 'H, com o
intuito de obter um perfil quimico e selecionar as condi¢cdes de fracionamento
cromatografico. A partir destas analises inferimos que a fase hexanica apresentou
triterpenos como constituintes majoritarios, enquanto na fase butandlica
concentraram-se as saponinas, 0s compostos nitrogenados aromaticos e,
possivelmente os aminoacidos nao proteicos, muito comuns no género. Na fase
AcOEt observou-se a presenca de compostos de média polaridade, enquanto na
fase hidrometandlica foi possivel verificar grande concentracdao de fendlicos
glicosilados, acido galico e taninos.

Todas as fases de particdo obtidas foram fracionadas e suas fragdes foram
analisadas por CCD, CLAE-DAD e RMN 'H e '3C para obtencdo de substancias
puras ou fragdes semipurificadas.

Com o intuito de obter as substancias bioativas isoladas anteriormente dessa
espécie’’, todas as fases de particdo foram investigadas quanto a presenca desses
metabdlitos. Dentre as fases de particdo analisadas, a fracdo AcOEt e a BuOH
apresentaram sinais referentes a essas substancias, porém, devido a presencga de
saponinas na fragdo BuOH, optou-se por iniciar os estudos com a fracdo AcOEt.

A fracdo AcOEt (1,2 g) foi fracionada em coluna de silica gel e as fragbes mais
polares foram analisadas porCLAE-DAD afim de orientar a purificagdo dos
compostos de interesse e contribuir para uma avaliacao prévia da natureza quimica
das substancias presentes. A analise dos cromatogramas indicou a presenca do
acido galico(banda intensa em 270 nm no espectro de UV) nas fracdes mais polares
que foi confirmada pelos sinais observados no espectro de RMN de 'H (um singleto
em 7,1 ppm).As fragdes obtidas em AcOEt/MeOH 1:1 até MeOH puro

forneceramfracdes ricas em flavonoides e outros fendlicos(cromatograma abaixo).
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Figura 50. Cromatograma obtido via CLAE-DAD da fracdo 11-12 do fracionamento
da FAcdas folhas de [. laurina.

A fracao 3 (4,5 mg) apresentou um pico (ir = 43,2 min) no final da corrida
cromatografica com espectro de UV diferente das classes de substancias
caracterizadas nas espécies de Inga com Amax em 404 nm. Outras substancias com
esse perfil foram observadas nas folhas de /. edulis, proveniente da coleta realizada

no bioma Amazonia.
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Figura 51. Cromatograma obtido via CLAE-DAD da fragao 13-14.3 do fracionamento
da FAc das folhas de /. laurina.

A fracdo 4 (4,0 mg) mostrou, na analise por CLAE-DAD, quatro picos
majoritarios. A analise dos seus espectros de UV indicou a presenca do acido gélico
(1) e trés flavonoides (2, 3 e 4).
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Figura 52. Cromatograma obtido via CLAE-DAD da fragdo 13-14.4 do fracionamento
da FAc das folhas de [. laurina.

Figura 53. Espectros de UV obtidos via CLAE-DAD dos principais picos da fragéo
13-14.4 do fracionamento da FAc das folhas de /. laurina.

Esta fracdo foi submetida a analise por LC-MS para caracterizacdo de seus

constituintes.
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Figura 54.Espectro de massas associado ao pico em tr =6,55 min obtido em modo
negativo da analise por LC-MS da fracao 13-14.4 do fracionamento da FAc das
folhas de [. laurina.

A andlise do espectro do pico associado ao tempo de retencdo de 6,55 min
apresentou um pico no espectro de massas com m/z 168,8 [M-H], confirmando a
presenca do acido galico (MW = 170).
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A analise do pico associado ao tempo de retencao de 14,22 min mostrou um pico de
m/z  462,9[M-H], sugerindo a presenca do flavonoide miricetina-3-O-

ramnopiranosideo (MW = 464) (substancia 15).
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Figura 55.Espectro de massas associado ao pico em tr =14,22 min obtido em modo
negativo da analise por LC-MS da fracao 13-14.4 do fracionamento da FAc das

folhas de I. laurina.

Figura 56. Estrutura da miricetina-3-O-ramnopiranosideo (15)
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A analise do pico associado ao tempo de retencao de 14,26 min mostrou um pico

de m/z 319 [M+H], sugerindo a presenca do flavonoide miricetina (substancia 16)

na forma aglicona (MW = 318) em mistura com outro flavonoide.
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Figura 57.Espectro de massas associado ao pico em tr =14,26 min obtido em modo
negativo da analise por LC-MS da fragdo 13-14.4 do fracionamento da FAc das

folhas de I. laurina.

Figura 58. Estrutura da miricetina (16)
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A fracdo 7 (4,7 mg) obtida em MeOH 100% apresentou, na analise por CLAE,
uma mistura de 4 flavonoides. Porém, devido a quantidade de massa nao foi
possivel isolar seus componentes majoritarios, por isso, esta fracao foi submetida a
analise por LC-MS para identificacao dos constituintes em mistura.
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Figura 59. Cromatograma obtido via CLAE-DAD da fragdo 13-14.7 do fracionamento
da FAc das folhas de [. laurina.

O pico 1 apresentou espectro de UV caracteristico de catequina (banda em 285

nm).

T T T T T T T T T T T T T T T T T
190 200 210 220 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 nm

Figura 60. Espectro de UV obtido via CLAE-DAD do pico 1 da fracao 13-14.7
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Figura 61.Espectro de massas associado ao pico em tr =18,2 min obtido em modo
negativo da analise por LC-MS da da fragdo 13-14.7 do fracionamento da FAc das

folhas de I. laurina.

A andlise deste pico por LC-MS, realizada no modo positivo, apresentou um pico
no espectro de massas com m/z 579 [M+H], sugerindo tratar-se uma procianidina
(MW = 578) (substancia 17).

Figura 62. Estrutura da procianidina B (17)

Esta substancia tem sido reportada na espécie Inga edulis.
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As procianidinas B1 (epicatequina-(4p —8)-catequina) e B2 (epicatequina-(4
—8)-epicatequina) tem sido reportadas anteriormente nas folhas de Inga edulis®.

Os flavan-3-6is, mon6meros das procianidinas,tém uma ocorréncia natural
bastante distribuida e disseminada, especialmente sob a forma de agliconas. Estao
registrados principalmente em plantas de interesse alimentar e em seus produtos
alimentares. Esta classe de substancias é muito freqliente em uvas, macas, peras,
cerejas, péssegos, ameixas, morangos, groselhas, mirtilos, ruibarbos, e framboesas.
Nas Leguminosae esta documentada a presenca, em baixas quantidades, em favas,
em feijdo (pinto e branco) e em lentilhas’’.

As fragdes mais interessantes observadas pela anadlise em CLAE-DAD do
fracionamento cromatogréaficoda fase BuOH de 1. laurina, foram analisadas por RMN
de "H.A fracdo 5, obtida em MeOH/H,O 1:1 apresentou elevado grau de pureza na
analise por CLAE-DAD apresentando um pico majoritario com tempo de retencao de
23,65min.
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Figura 63. Cromatograma obtido via CLAE-DAD da fracdo 5 do fracionamento da
FBUOH das folhas de . laurina.

A anélise minuciosa do espectro de RMN de 'H desta fragdo permitiu identifica-la
com o galato de 2-ramnopiranosil-4,6-diidroxifenila (11) [CD3sOD; gn 12,67(s;
OH),6,89 (s), 6,37 (d, J = 2 Hz), 6,20 (d, J = 2 Hz), 5,2 (d, J = 1,5 Hz), 4,0 (m), 3,5
(m), 3,3 (m), 3,1 (m) 0,8 (d, J =6,5)], isolado anteriormente dessa espécie’".
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Figura 64. Espectro de RMN de 1H(400 MHz; DMSO-ds) da fracdo 5 do
fracionamento cromatografico da fase BuOH das folhas de Inga laurina.
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Figura 65. Estrutura do o galato de 2-ramnopiranosil-4,6-diidroxifenila

O extrato etandlico das folhas de /. laurina da segunda coleta foi submetido ao
ensaio antitumoralfrente a linhagem de células HT-29 do cancro do célon humanoe
apresentou uma promissora atividade (EDsy 7,20 pug/mL), por isso foi selecionada
novamente para fracionamento cromatografico biomonitorado. O extrato foi
submetido a particao com hexano, AcOEt e H.O, e as fases de particdo obtidas
foram submetidas ao referidobioensaio. A fracao AcOEt foi a Unica que apresentou-
se ativa. Esta fracao foi submetida ao fracionamento cromatografico em coluna de
Sephadex LH-20 fornecendo 30 subfracdes, que apds analise por CCD foram
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agrupadas em 8 fracoes. Estas oito fracbes foram submetidas ao bioensaio para
citotoxicidade e apenas as fracdes reunidas 20-23 e 24-28 apresentaram atividade
citotéxica. Devido a quantidade de massa, apenas a fragdo 24-28 (29 mg) foi
selecionada para purificacdo dos constituintes quimicos.Esta fracao foi submetida a
CCde silica gel 60 eluida com AcOEt/MeOH, fornecendo 10 subfragcbes. A reuniao
das fragdes 1-2 forneceu 6,0 mg de uma substancia pura (substancia 18), que apos
analise  espectral mostrou ser o galato de 2-ramnopiranosil-3,5-
diidroxifenila|CD30D; gy 7,07 (sl; OH), 6,97 (2H, s), 6,39 (1H, d, J = 2 Hz), 6,22 (1H,
d, J=2Hz),5,34 (1H, d, J = 1,6 Hz), 4,24 (1H, m), 3,80 (1H, m), 3,53 (1H, m), 3,36
(1H, t, J = 6,00 0,98 (3H, d, J = 6,0)], também isolado anteriormente dessa

espécie’".
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Figura 66. Espectro de RMN de 1H(400 MHz; CD3;OD ) da fracao 24-28.1-2 do

fracionamento cromatografico da fase AcOEt das folhas de Inga laurina.
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Figura 67. Estrutura do galato de 2-ramnopiranosil-3,5-diidroxifenila (18)

Esta substancia foi avaliada quanto ao seu potencial antitumoral frente as células
tumorais do cancro do célon humano HT-29e células tumorais do cancer de mama
MCF-7, porém, ndo mostrou-se ativa nos ensaiosrealizados.

Foi também investigada a presenca dos derivados de tirosina nas fracdes do
extrato foliar, porém, ndo foram observados sinais associados a estescompostos.
Possivelmente esses metabdlitos se acumulam apenas em folhas jovens, ja que
estas geralmente experimentam taxas muito mais altas de herbivoria do que as
folhas maduras da mesma plantaem &rvores de florestas tropicais®’.As folhas
jovens, diferente das folhas maduras, ndo podem ser defendidas por tecidos
estruturais inelasticos (lignina) durante a fase de expanséao, resultando em teor de
energia e de nutrientes das folhas jovens mais elevado em relacdo as folhas
maduras, sendo entdo uma fonte de alimento preferido para muitos herbivoros. Na
auséncia de resisténcia, as folhas jovens sao principalmente defendidas por
aleloquimicos. Assim, substancias associadas a defesa quimica sdo mais propensas
a serem vistas em folhas jovens, em vez de folhas maduras®.

O acido galico e seu derivado, galato de metila, foram encontrados em alta
concentragdo nessa parte do vegetal.Da fase hexanica foram obtidas fragdes ricas
em triterpenos e pigmentos.Algumas fragbes também foram submetidas a andlise
por CG-Fid em comparacao com padrdes de triterpenos, no entanto, nao foi possivel
caracterizacao de nenhuma substancia, possivelmente trata-se de uma composicao
terpénica diferenciada dos padrdes utilizados.

A fragdo 5 (100mg) foi escolhida para continuar o estudo cromatogréfico
devido a quantidade de massa e por apresentar substancias fenédlicas de interesse
na analise por CLAE-DAD. Seu fracionamento nos forneceu a miricetina-3-O-(2”-
Ogaloil)-a-ramnopiranosideo(3 mg) que foi caracterizada através de seus espectros
de RMN de 'H (300 MHz) e '*C (75 MHz).



116

Determinacao estrutural da substancia 19 (miricetina-3-O-(2”-Ogaloil)-a-
ramnopiranosideo)

A andlise do espectro de RMN de 1H (Figura 68) apresentou
sinaiscaracteristicos de flavonoides, porém com intensidades diferentes, permitindo
inferir a presenca de uma mistura, de pelo menos, duas substancias.

O espectro de RMN de H apresentou sinais com deslocamentos quimicos em
0 6,38 (sl) e 0 6,20(sl) caracteristicos dos hidrogénios H-6 e H-8 de flavonoide (anel
A). O singleto em ¢ 6,95foi atribuido aos hidrogénios 2’ e 6’ do anel B e o singleto na
regiao de 6412,60 (1H) indicou a presenca de uma hidroxila em C-5 do anel A. Os
sinais observados no espectro de RMN de 1Hsao caracteristicos da aglicona
miricetina.

O dubleto em ¢ 5,50 (1H) foi atribuido ao hidrogénio anomérico da unidade
glicosidica, mediante comparag¢ao com dados da literatura (Cavalheiro et al., 2011).
O O dubleto observado em ¢ 0,94 (J= 5,5 Hz) foi atribuido ao hidrogénio H-6"
metilico da ramnose. Foi ainda observado um duplo dubleto em ¢ 5,47 referente ao
H-2” da porcao glicosidica, e um singleto em ¢ 6,92 sugerindo a presenca de uma

unidade galoila em C-2”.

Tabela 8. Dados de RMN 1H para miricetina-3-O-(2"-O-galoil)-a-ramnopiranosideo
(300 MHz) *"8.

H Sencontrado *Bliteratura

6 6,20 (sl) 6,20 (sl)

8 6,38 (sl) 6,38 (sl)
2eb 6,95 (s) 6,95 (s)

1" 5,50(d, J=1,5Hz) 5,50(d, J= 1,5Hz)

2" 5,47 (dd, J=1,5 Hz) 5,47 (dd, J=1,5 Hz)

3",4"e 5" 3,8-3,3 (M) -

% 0,94(d,J=5,5Hz) 0,90(d,J=5,5Hz)
2" e 6" 6,92 (s) 6,92 (s)
5-OH 12,60 (sl) 12,61 (sl)
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Figura 68. Espectro de RMN de 1H(300 MHz) da fracdo 15 do fracionamento

cromatografico da fragao 2 das folhas de Inga laurina.

A andlise do espectro de RMN de *C desta fragdo apresentou sinais
caracteristicos da aglicona miricetina. A unidade glicosidica apresentou 6 sinais,
dentre os quais, dois sinais em 6 98,8 e 6 17,5 atribuidosaos carbonos C-1” e C-6”,
respectivamente, sendo que o sinal em 17,5 ppm é caracteristico de carbono
metilico de ramnose.

Os sinais em 6 119,7,108,0, 145,8 e136,6confirmaram a presenca do grupo
galoil, assim como o sinal em & 164,5, tipico de carbonila de éster. O estudo
comparativo dos dados obtidos com dados da literaturapermitiu identificar como
sendo o flavondide miricetina-3-0-(27-Ogaloil)-a-ramnopiranosideo em mistura com

outra substancia minoritaria.
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Figura 69. Espectro de RMN de 13C(75 MHz) da fracdo 15 do fracionamento
cromatografico da fragao 2 das folhas de Inga laurina.

Posicdo e
2 156,5
3 134,3
4 177,8
6 98,8
7 164,5
8 93,6
9 156,5
10 104,0
1’ 119,7
2eb 108,0

3eb 145,8



4 108,0
5-OH 161,3
Rhamnose

17 98,8

27 71,4

3” 70,6

47 70,0

5 70,5

6” 17,5

2”-O-galoil

17 119,7

2”7 e6” 108,0
37eb5” 145,8

4” 136,6

C=0 164,5
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Tabela 9. Dados de RMN 1H para miricetina-3-O-(2"-O-galoil)-a-ramnopiranosideo

(75 MHz)

OH

HO OH
OH

Figura 70. Estrutura da miricetina-3-O-(2”-Ogaloil)-a-ramnopiranosideo.
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Esta substancia ja foi reportada anteriormente na espécie /. laurina®.

4.3.6 Estudo quimico da raque foliar de I. laurina

O extrato etandlico da raque foliar de 1. laurina foi submetido ao fracionamento
em CC no modo reverso deeluicdo e as fracdes obtidas foram analisadas por CLAE-
DAD.

A avaliacao dos perfis cromatograficos das cinco primeiras fracbes mostrou baixa
resolucdo cromatografica e eluicdo caracteristica de um pico bastante alargado em
cada cromatograma, sugerindoa presenca de taninos condensados. No entanto,
uma andlise detalhada dos espectros de UV permitiu também verificar a presencga do
acido galico (tir = 8,74 min) e um flavonéide (ir = 23,15 min), como constituintes
majoritarios da fracao 5 (40 mg), obtida em MeOH/H,O 1:1.
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Figura 71. Cromatograma obtido via CLAE-DAD da Fragado 5 do fracionamento da
raque foliar de /. laurina.

A fracédo 7 (5,0 mg), apresentou elevado grau de pureza na analise por CLAE-
DAD indicando a presenca de um flavondide (tir = 28,10 min), pelas bandas
apresentadas no espectro de UV. O espectro de UV e o tempo de retencao
sugeriram tratar-se do flavondéide apigenina (substancia 20), detectada também nas
flores de Inga laurina.
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Figura 72. Cromatograma obtido via CLAE-DAD da Fragédo 7 do fracionamento da
raque foliar de /. laurina.
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Figura 73. Estrutura da apigenina (20)
A reuniao das fracdes de 8 a 10 mostraram a presenca de cinco flavonoides
(picos 1, 2, 3, 4 e 5) diferentes quando analisados seus espectros de UV, porém nao
foi possivel caracteriza-los por RMN devido a presenca de outras substancias.
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Figura 74. Cromatograma obtido via CLAE-DAD da Fracéo 8-10 do fracionamento da
raque foliar de /. laurina.

4.3.7 Estudo quimico das flores de /. laurina

O extrato etandlico das flores de /. laurina (54 mg) foi submetido a cromatografia
em coluna no modo reverso de eluigdo utilizando silica C18 e eluida com MeOH
10% em agua e MeOH 100%. As duas fracdes obtidas foram analisadas por CLAE-
DAD para obtencéao do perfil cromatogréfico.

MeOH 10% MeOH 100%

15.44min
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Figura 75. Cromatograma obtido via CLAE-DAD e espectros de UV das fracdes das
flores de /. laurina.

A partir da analise dos cromatogramas, verificamos uma mistura complexa de
compostos fendlicos, e apds analise dos espectros de UV dos picos mais resolvidos
foi possivel inferir a presenga de acido galico, taninos e flavondides. O
cromatograma da fracdo MeOH 100% mostrou um pico majoritario com tempo de
retencdo de 30,0 min, sugerindo ser uma flavona pelas bandas apresentadas no
espectro de UV. Os espectros de UV de flavonas exibem duas bandas de absorcao
gue sdo comumente referidos como banda 1(300-380 nm) e banda Il (240-280 nm). A
andlise do espectro de RMN de 'H desta fracdo mostrou sinais referentes ao
glicosideo da flavona apigenina[CDsOD; g4 7,63 (m), 6,92 (2H, d, J8,0 Hz), 6,56 (1H,
s), 6,46 (1H, d, J 2,4 Hz), 6,23 (1H, d, J = 2,4 Hz), 4,34-089 (m)] e o experimento
TOCSY permitiu confirmar os acoplamentos entre os hidrogénios do mesmo anel,
corroborando a estrutura da substancia proposta (glicosideo da flavona apigenina).
O cromatograma da fracdo MeOH 10% apresentou uma mistura bastante complexa
(Figura 74), para a qualnao foi possivel inferir a presenga de metabdlitos conhecidos.

4.4 Estudo quimico de Inga edulis

A espécie Inga edulis foi coletada em dois biomas diferentes: Cerrado (folhas
e raque foliares) e Amazobnia (folhas, raque foliar, sementes, polpa e casca dos
frutos).

A fragdo hexanica do extrato etandlico das folhas da coleta realizada no
Cerradoforneceu fracoes ricas em triterpenos e um derivado graxo poli-insaturado.
A fase butandlica indicou a presenca de saponinas, pela formacao de espuma e
através da coloragdo apresentada com uso do revelador quimicoanisaldeido em
CCD. O fracionamento em CC (silica derivatizada C18, eluicado em H,O/MeOHaté
MeOH 100%) desta fase originou fragdes enriquecidas em substancias fendlicas,
tais como a fracao 5 (4,3 mg)que mostrou a presencga de quatro flavonoides.
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Figura 76. Cromatograma obtido via CLAE-DAD da Fragdo 5 do fracionamento

daFBu das folhas de /. edulis.

Figura 77.Espectros de UV obtido via CLAE-DAD dos picos da fracdo 5 do

fracionamento daFBu das folhas de /. edulis.

Através de experimentos de co-injecdo com padroes, foi possivel identificar

apenas o pico 2 (tr = 23,7 min) como o flavonoide quercetrina (substéancia 21).
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Figura 78. Estrutura da quercetrina (21)

A fase hidrometandlica (400 mg) foi submetida aos mesmos fracionamentos
cromatograficos. A analise dos cromatogramas indicou a presenca do acido galico
na fracdo 1 (270 mg) como constituinte majoritario.
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Figura 79. Cromatograma obtido via CLAE-DAD da Fragdo 1 do fracionamento
daFHa das folhas de /. edulis.

Um estudo prévio comparativo da composi¢cao quimica das folhas e das raque
foliares desta espécie dos diferentes biomas (Cerrado e Amazdnia) realizado por
CLAE-DAD indicou composicao diferenciada. No entanto, o flavonoide observado
em tr=24min parece ser constante nessa espécie. A presenca do acido galico e do

seu derivado metilado s6 foram observados na espécie coletada no Cerrado.
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Figura 80. Cromatograma obtido via CLAE-DAD (C18, gradiente MeOH/H0O, fluxo 1
ml/min)do extrato EtOH das folhas da espécie Inga edulis coletada na Amazo6nia (1)
e no Cerrado (2).
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Figura 81. Cromatogramas obtido via CLAE-DAD (C18, gradiente MeOH/H,0, fluxo
1 ml/min)do extrato EtOH das raque foliares da espécie Inga edulis coletada na
Amazénia (1) e no Cerrado (2).

4.4.1 Estudo quimico da espécie Inga edulis coletada no Bioma Amazoénia
Investigacao das antocianinas presentes nas sementes de Inga edulis

Os tegumentos das sementes de /. edulis possuem coloracao roxa e estao
envoltas por uma polpa branca flocosa. Na literatura avaliada ndo foram encontrados
estudos quimicos a cerca da composicdo quimica desse 6rgao vegetal, por isso,
optamos por investigar a presenca desses pigmentos responsaveis pela coloracéo e
possivelmente caracterizar através de técnicas analiticas hifenadas e espectroscopia
de RMN. Porém, estudos boténicos ja indicam a presenga das antocianinas nos
cotilédones das espécies de Inga, mas nao faz referéncia a cerca da constituicao
fitoquimica das sementes.Estudos realizados com as folhas de /. punctata indicou
baixa quantidade de antocianinas. Umaexplicagdo para a sua presenca € que elas
estdo presentes nas folhas para proporcionar foto-proteccdo, mas nao estéao
suficientemente em elevada concentracédo para transformar as folhas em coloracéao
vermelha. Os autores também sugerem que a presenca de antocianinas podem

impedir o ataque de formigas cortadeiras’®. Este dado é de grande importancia, uma
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vez que esta espécie, Inga edulis, apresentou potencial contra formigas cortadeiras
em ensaios anteriores realizados pelo nosso grupo de pesquisa.

Em estudos realizados com sementes de outras espécies de Fabaceae
observou-se que a coloragao escura presente nos tegumentos desse 6rgao deve-se
principalmente a presenga de antocianinas. Nos tegumentos do feijao-caupi foram
identificadas cinco tipos de antocianinas: delfinidina-3-glicosideo, cianidina-
glicosideo, petunidina-3-glicosideo, peonidina-3-glicosideo e  malvidina-3-
glicosideo’.

As antocianinas sao metabdlitos altamente instdveis e suscetiveis a
degradacao, cuja estabilidade pode ser afetada por fatores como pH, temperatura de
armazenamento, concentracdo, luz, oxigénio, solventes, presenca de enzimas,
proteinas e ions metalicos 8818283

O cromatograma (figura 82) desta fracdo monitorado em 254 e 280 nm
apresentou apenas dois picos no inicio da corrida cromatografica, sugerindo a
presenca de duas substancias de alta polaridade. Com o intuito de detectar as
antocianinas presentes na amostra realizou-se uma varredura na faixa de 520 nm
(figura 82), tendo em vista que esta classe de substancia possui uma absorcéo
méxima observada nas regides de 500-535 nm 3¢,
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Figura 82. Cromatograma obtido via CLAE-DAD (254 nm) da Fragdo aquosa obtida
das sementes de /. edulis.
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Figura 83. Cromatograma obtido via CLAE-DAD (520 nm) da fracao aquosa obtida
das sementes de /. edulis.

O espectro de UV do pico principal (tir = 4,66 min) indicou duas bandas de
absorcdo em 275nm e 522 nm,confirmando a presenga de antocianinas (As
antocianinas possuem duas bandas especificas uma em 270nm e a outra em
520nm).Analisando o espectro de UV de uma antocianina é possivelmente extrair
importantes informagdes sobre sua estrutura.

Diversos estudos mostram que a analise do espectro no UV/VIS fornece
informacdes preliminares importantes sobre a estrutura de uma antocianina incluindo
a natureza da aglicona, a posicdo do glicosideo e a presenca de 4cidos fenélicos’'.
Quando as antocianinas sao diglicosiladas é possivel prever se estes glicosideos
estdo na posicdo 3 apenas, ou estdo nas posicoes 3 e 5 analisando o espectro na
regiao de 440nm que apresentam um ombro caracteristico quando os glicosideos
estdo nas duas posices*®. A presenca de &cido cinamico ou um derivado na
estrutura pode ser prevista analisando a regido em 310nm, sendo que uma banda
intensa nesta regido indica que ha na molécula este acido ou algum derivado.
Porém, a acilagdo com acido acético e acido malénico ndo apresenta a banda em
310nm, pois estes acidos ndo absorvem na regido do ultravioleta & 8" 88 Desta
forma, analisando o espectro de UV da antocianina presente nesta amostra nao

verificamos a presenca de ombros em 440 nm, nem bandas em torno de 310 nm.
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Com isso, inferimos que esta substancia ndo possui glicosideos nas posi¢des 3 € 5
simultaneamente e nem tampouco &cido cinamico ou derivado deste.

Esta fracdo foi submetida & andlise por Espectroscopia de RMN de 'H,
Espectrometria de Massas (infusao direta) e LC-MS.

O espectro de massas obtido por infusdo direta mostrou uma imensa
quantidade de acucar livre, possivelmente devido a baixa concentracdo dos
pigmentos na amostra ndo foi possivel extrair informagdes relevantes acerca da
estrutura quimica da antocianina investigada. Também nao foi possivel observar o
pico no espectro de massas referente a essa antocianina devido a baixa

concentracdo na amostra em relacao aos agucares livres
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Focus Active Sat Capillary 3500 v Set Dry Heater 180 °C
Scan Begin 50 miz Set End Plate Offsat =500V Set Dry Gas 4.0 Umin
Scan End 1500 miz Set Charging Voltage 2000 VW Set Divert Valve Source

Set Corona 0 na Set APCI Heater 0 Cc

Intens,{ SementeH20000001.d: +MS, 0.2-0.4min #10-25
x104]
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1
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44 104.1070130.0500
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Figura 84. Espectro de Massas da fragdo aquosa obtida das sementes de /. edulis

No entanto, o espectro de RMN de 1H assim como as informacdes obtidas
da analise por CLAE-DAD (tempo de retencao e espectro de UV) forneceu valiosas
informacgdes sobre a estrutura quimica desta antocianina.

A analise do espectro de RMN de 1H (figura 84) mostrou, como esperado,
uma imensa quantidade de acucar livre. Esta informacdo foi obtida com base na
intensidade dos sinais na regido dos agucares e nas integrais em relacdo aos sinais
dos hidrogénios aromaticos.

Uma analise minuciosa da expanséo do espectro de RMN de 'H (figura 85) na
regiao dos aromaticos, apos integracao, mostrou quatro sinaisprincipais. A presenca
de um singleto em &+ 8,7 integrando para 1H associado ao H4, dois dubletos em
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OH7,52 (1H) e 6,66 (1H) com constante de acoplamento em meta (J = 3 Hz), e um
singleto em &+ 7,44(2H) forneceu indicios de um derivado da antocianina delfinidina-
3-glicosideo. Devido a grande quantidade de agucares livres, nao foi possivel inferir

0 numero de glicosideos ligados a aglicona.

N N

12.0 10.5 9.0 8.0 7.0 6.0 5.0 4.0 3.0 2.0 1.0 0.0
f1 (ppm)

Figura 85. Espectro de RMN de 1H(600 MHz; D,O) da fracao aquosa das sementes

de Inga edulis.
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Figura 86. Expanséo do espectro de RMN de 1H(600 MHz; D,O) da fragdo aquosa
das sementes de Inga edulis.
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Figura 87. Esqueleto da antocianina da fracdo aquosa das sementes de Inga edulis
A analise do espectro do UV-Vis desta substancia (A(nm): 275/522) condiz
com os dados da literatura para antocianinas com este padrdo de substituicao,
Anm): 271/522%,
Adicionalmente, observou-se a presenca de um singleto em OH 9,44,
caracteristico de H-4 de antocianinas. Porém, nao foi possivel associar este sinal a

uma outra estrutura desta classe.
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Ainda visando a deteccdao de antocianinas nas sementes de Inga edulis, o
material vegetal obtido ap6s extracdo com agua foi extraido com metanol. A fragdo
metandlica (62 mg) apresentou coloracao amarela, foi seca em ar comprimido e em

seguida analisada por CLAE-DAD nas mesmas condi¢des da fracao aquosa.

kgf/cm2
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] F170

60

L T e e LA e B e I B A S I T S e e A B e e HL A A A S
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Figura 88. Cromatograma obtido via CLAE-DAD (520 nm) da fracdo metandlica
obtida das sementes de /. edulis.
A analise do cromatograma desta fracdo em 520 nm mostrou a presenca de

cinco antocianinas.
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Figura 89. Espectros de UV das antocianinas obtidos via CLAE-DAD (520 nm) da
fracao metandlica das sementes de /. edulis.

E interessante notar que os cincospicos referente asantocianinas (tabela 10)
possuem, além das bandas em torno de 270nm e 520nm, (caracteristica principal
desta classe de substancia) uma banda em torno em 330-350 nm sugerindo

acetilagdo com acido cin@mico ou derivado deste na molécula de agucar.

Tabela 10. Tempos de retencdo e comprimentos maximos de absorcdo das

antocianinas encontradas na fracdo metandlica das sementes de /. edulis.

Tempo de retencéo (min) Maximos de absorgcéao (nm)
14,79 274; 335;516
15,32 274; 349; 520
17,39 271; 335; 530
18,86 273; 337; 520
20,16 280; 337; 531

Pesquisas indicam que a presenca de grupos acetilados esta relacionada com
a estabilidade do pigmento®. Estudos realizados por MINIATI e
colaboradores®’indicaram que a adicdo de fendlicos como o &acido galico, a
quercetina e a catequina aumentam a estabilidade do pigmento em solugdo. E
importante mencionar que estas substancias foram detectadas nesta fracdo quando
analisadas por CLAE-DAD.

No entanto, as antocianidinas detectadas nesta fracdo nao foram
caracterizadas devido a baixa concentracdo em relagdo aos outros metabdlitos
extraidos nesse solvente. Foram realizadas anélises de LC-MS e RMN de 'H, porém
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nao forneceram resultados conclusivos acerca da estrutura quimica destas

substancias.

Investigacao dos fendlicos presentes nas sementes de Inga edulis

A fracao aquosa de coloracgao lilas obtida das sementes de Inga edulis, apés
analise por CLAE-DAD, mostrou outra substancia (tr = 4,75 min) coeluindo com a
antocianina (1). A comparagao do espectro de UV junto com o tempo de retencao do
padrao nos permitiu identificar como sendo o tanino acido tanico (substancia 22)
(pico 2).

mAU
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700+ |
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500% /|
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200%

100 ‘
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4.0 4.5 5.0 55 6.0 6.5 7.0 7.5 8.0 8.5 min

Figura 90. Cromatograma obtido via CLAE-DAD (254 nm) da fracdo aquosa obtida

das sementes de /. edulis.
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Figura 91. Espectro de UV obtido via CLAE-DAD do pico 2 (acido tanico) da fracao
aquosa obtida das sementes de /. edulis.
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Figura 92. Estrutura do acido tanico (22)

Investigacao dos fendlicos presentes nas folhas de Inga edulis

As folhas de Inga edulis, ap6s secas e moidas, foram extraidas com etanol
em banho de ultrassom por 20 min. O extrato etandlico (130 mg), preparado em
pequena escala, foisubmetido a particao com hexano para remo¢ao do material
lipofilico. A fracdo metandlica foi analisada por CLAE-DAD (Figura 92).
Cromatograma obtido via CLAE-DAD (280 nm) da fracdo metandlica obtida das
folhas de 1. edulis.

mAU
40-280nm,4nm (1.00)

35
30
25

20+

|

Figura 93. Cromatograma obtido via CLAE-DAD (280 nm) da fracdo metandlicado

5.0 10.0 15.0 20.0 25.0 30.0 35.0 40.0 min

extratodas folhas de /. edulis.
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No entanto, o método empregado ndo foi eficiente na separacdo dos
constituintes quimicos da fracdo, tendo em vista, que as substancias aromaticas
extraidas no metanol possuiam polaridade semelhantes e foram observadas nos
Gltimos minutos da corrida cromatografica. E interessante notar, que diferente das
folhas da coleta realizada no Cerrado ndo observamos concentracdo expressiva dos
taninos, acido gdlico, galato de metila, catequinas e flavonoides glicosilados que,
sao eluidos em uma concentragédo maior do solvente aquoso no método empregado.
Uma varredura na regiao de 400 nm nos mostrou a presenca de trés compostos

pertencentes aumdistintinto grupo de substancias ainda nao detectado nas espécies
estudadas neste trabalho.
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" s0 100 150 200 250 300 350 400  min

Figura 94. Cromatograma obtido via CLAE-DAD (400 nm) da fracao metandlica
obtida das folhas de /. edulis.

soffigm

Ay
By

Figura 95. Espectros de UV obtidos via CLAE-DAD dos trés picos observados em
400 nm da fragdo metandlica obtida das folhas de /. edulis.
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O espectro de UV dos trés picos analisados apresentou além da banda em
225 nm, uma outra banda em torno de 400 nm, pico 1 (225; 410 nm), pico 2 (225;
403 nm), pico 3 (225; 409 nm). Possivelmente essas substancias sao pigmentos que
ocorrem nos tecidos foliares, tais como derivados de carotendide ja caracterizado
nas espécies de Inga®'. Os carotenoides abosrvem luz na regido de 400-500 nm do
espectro visivel, cuja caracteristica confere as cores amarela/vermelha a esses
pigmentos®.

Foi desenvolvido um método para separacdo dessas substancias que se

mostrou eficiente nesta analise.

mAU _kgflcm2
1254nm 4nm (1.00) B.Conc.(Method -

30 90
25-] 80
1 -7
20 70
60

F50

Figura96. Cromatograma obtido via CLAE-DAD (254 nm) da fracdo metandlica
obtida das folhas de /. edulis.

O método de eluicdo empregado nesta anadlise forneceu uma boa
sepracdo dos picos, porém, a analise do espectro de RMN nao forneceu
informagdes conclusivas a cerca da natureza desse grupo de substancias com
absorcdo em 400 nm. Devido a quantidade de massa da fracdo e da complexidade

da mistura nao foram conduzidas analises de isolamento no modo preparativo.
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Figura 97. Cromatograma obtido via CLAE-DAD (400 nm) da fracdo metandlica
obtida das folhas de /. edulis.

Este grupo de substancias com absor¢do em 400 nm, também foi investigado
em outras partes vegetativas desta espécie. Na fracdo metandlica das sementes,
onde foram detectadas as antocianinas, também se observou um pico (tr = 31,59
min) no cromatograma com este mesmo perfil (A\(nm): 227/397).
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Figura 98. Cromatograma obtido via CLAE-DAD monitorado em 280 nm (A) e 400
(B) da fracdo metandlica obtida das sementes de I. edulis.

4.5 Caracterizacao de fendlicos presentes nas sementes de /. edulis através de
RMN de 'H obtida da analise em LC-SPE-TT

A fracao metandlica das sementes de Inga edulis, apresentou na analise por
CLAE-DAD, picos bem resolvidos e, ap6s andlise de seus espectros de UV verificou-
se que a mesma era constituida principalmente por substancias fendlicas como

acidos organicos e flavondides.
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Figura 99. Cromatograma obtido via CLAE-DAD monitorado em 280 nm da fragdo
metandlica obtida das sementes de /. edulis analisada pela técnica LC-SPE-TT.

A analise por LC-SPE-TT desta fracao (25 mg) nos forneceu 7 subfracdes e,
apds obtencdo de seus espectros de RMN de 'H (600 MHz)foram caracterizadas

cinco substancias.

4.5.1 Analise da fracao 1 (pico 1, tr = 27,0 min)

O espectro de RMN de 'H desta fragdo apresentou um par de dupletos em dH
7,40 e 0 6,16 com larga constante de acoplamento (J = 15,6 Hz) tipicos de um
sistema trans-cinamico, um duplo dupleto em 6,96 (1H, J = 8,4 e J = 1,8 Hz)
acoplando em meta com o dupleto em 7,00 (1H, J = 1,8Hz) e em orto com o dupleto
em 6,77 (1H, J = 8,4 Hz) indicando a estrutura do acido cafeico (substancia 23).

Tabela 11. Dados de RMN 1H para o acido cafeico (600 MHz, MeQOD).

Posicéo oH

7 7,40 (1H, d, J = 15,6)

2 7,00 (1H,d,J=1,8)

6 6,96 (1H,J=8,4¢e 1,8 Hz)
5 6,77 (1H,d, J =1,8)

8 6,16 (1H, d, J = 15,6)

O
HO
X OH

HO
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Figura 100. Espectro de RMN de 1H(600 MHz) da fracdo 1 obtida da analise em LC-
SPE-TT da fragdo MeOH das sementes de /. edulis.

7.45 7.30 7.15 7.00 6.85 1 (pp?ﬁgo 6.55 6.40 6.25 6.10
4.5.2 Analise da fracao 2 (pico 2, tr = 28 min)

O espectro de RMN de 'H da fragdo 2 apresentou dois dupletos em 3H 7,64 e &
6,35 com constante de acoplamento de 16 Hz, integrando para 1H, caracterizando
um sistema trans-olefinico, dois duplos dupletos em dH 7,56(J =9,0e J=1,8 Hz) e &
6,97 (J = 9,0 e J = 1,8 Hz) integrando para 2H e um singleto em &H 3,85 (3H),
indicando a estrutura do acido cindmico substituido em para por uma metoxila

(substancia 24).

HaCO



Tabela 12. Dados de RMN 1H para o acido p-metoxicinamico (600 MHz, MeOD).

Posicao oH
7 7,64 (1H, J = 16 Hz)
2,6 7,56(2H,J=9,0e J=1,8 Hz)
3,5 6,97 (J=9,0ed=1,8Hz)
8 6,35 (1H, J = 16 Hz)
4-OCHgs 3,85 (3H, s)

QI
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141

5 28 383
oo™ ~ ‘g (IR RV
nQ = N
© ° N I % il
NN n a
‘%‘j km
e & & & @ 0w
8o o o S LB
T T T T H \N \N T H T T T T T m T T T ° °\ ° T
10.5 95 90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15
f1 (ppm)



142

Figura 101. Espectro de RMN de 1H(600 MHz) da fracdo 1 obtida da analise em LC-
SPE-TT da fragdo MeOH das sementes de /. edulis.
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Figura 102. Expansao do espectro de RMN de 1H(600 MHz) da fracdo 2 obtida da
analise em LC-SPE-TT da fracdo MeOH das sementes de /. edulis.

4.5.3 Analise da fracao 3 (pico 3, tr = 30 min)

O espectro de RMN de 'H da fragdo 3 mostrou uma mistura de duas substancias
aromaticas e sinais de hidrogénios alifaticos. No entanto, com base nas integrais e
no espectro de UV obtido da analise em CLAE-DAD foi possivel caracterizar a
substancia majoritaria como sendo o acido p-hidroxibenzéico (substancia 13)
através dos pares de dupletos em &H 7,80 (2H, dd, J = 9,0 e 2,4Hz) e &H 6,85 (2H,
dd, J =9,0 e 2,4Hz).

HO O

OH
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Figura 103. Espectro de RMN de 1H(600 MHz) da fracdo 3 obtida da analise em LC-
SPE-TT da fragdo MeOH das sementes de /. edulis.

4.5.4 Analise da fracao 4 (pico 4, tr = 32,0 min)

O espectro de RMN de 1H da fracdo 4 apresentou uma complexidade de sinais
na regido dos hidrogénios alifaticos, indicando claramente tratar-se de uma mistura
através da intensidade dos sinais e das integrais. Analisando a regidao dos
hidrogénios aromaticos, observamos a presenca de dois dupletos e dois singletos.
ApéGs integracdo dos sinais constatamos a presenca de duas substancias, na
proporcao de 1:2, aproximadamente. Com base no espectro de UV das substancias
aromaticas da mistura, foi possivel detectar derivados do acido benzéico. Os pares
de dupletos em 6H7,89 (d, J = 9,0 Hz) e 6H6,95 (d, J = 9,0 Hz) acoplando em orto e
integrando para 2H, assim como o singleto em 3,90 (s, 3H), tipico de metoxila
aromatica,sugeriram a presenca do acido benzédico metoxilado empara. O &cido 4-
metoxibenzoico (substancia 25) , conhecido principalmente pelo nome acido
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anisico, € um derivado metilado do acido 4-hidroxibenzdico detectado na fracao
anterior (pico 3).

HO @)

Lo

_r6.637

6.601

__6.962
\6.947

7895
% ~\-7.880
X
T

& AN @ 6K ©®
e oy N N
T T N T \N ° o\ T T T T \m T T T m G e T T T
85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 05

f1 (ppm)

Figura 104. Espectro de RMN de 1H(600 MHz) da fracéo 4 obtida da analise em LC-
SPE-TT da fracdo MeOH das sementes de /. edulis.

4.5.5 Analise da fracao 5 (pico 5, tr = 33,0 min)

O espectro de RMN de 1H da fracdo 5 apresentou uma complexidade de
sinais na regiao dos hidrogénios aromaticos e alifaticos e, por isso nao foi
possivel caracterizacao de nenhuma substancia.

4.5.6 Analise da fracao 6 (pico 6)

O espectro de RMN de 1H da fracao 6 mostrou uma mistura de, pelo menos,
duas substancias aromaticas e sinais de hidrogénios alifaticos. Com base nos
tempos de retencdo e nos espectros de UV da regiao em que foi coletada a
fracdo, foi possivel inferir a presenca de um acido organico em mistura com um

flavonoide.
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Figura 105. Espectro de RMN de 1H(600 MHz) da fracédo 6 obtida da analise em LC-
SPE-TT da fracdo MeOH das sementes de /. edulis.

Uma analise minuciosa da regido dos hidrogénios aromaticos nos permitiu
identificar a presenca do acido ferulico (substancia 26) através dos dupletos dH
7,61(1H) e 6 6,35 (1H) com constante de acoplamento de 16 Hz, caracterizando o
sistema trans-cinamico, do duplo dupleto em &H 7,84 (1H, J = 9,0 e J = 1,8 H2z)
acoplando em meta com o dupleto em &H 6,90 (1H, J = 1,8 Hz) e em orto com o
dupleto em 6H 6,86 (1H, J = 9,0 e J = 1,8 Hz) e da presenca do grupamento metoxila
em OH 3,75 (s, 3H).

—

HO

OCHj
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Figura 106. Espectro de UV e estrutura do acido ferulico
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Figura 107. Expansao do espectro de RMN de 1H(600 MHz) da fragdo 6 obtida da
analise em LC-SPE-TT da fracdo MeOH das sementes de /. edulis.

O espectro de UV associado a esse pico obtido da analise por CLAE-DAD
corrobora este tipo de estrutura.

Os demais sinais encontrados na regido dos hidrogénios aromaticos,
possivelmente provém de um flavonoide. O singleto em &H 6,6 é caracteristico de H-
3 de flavona e as bandas observadas no espectro de UV (figura 27) desta regido

condizem com esta classe de substancia.
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Figura 108. Espectro de UV do flavonoide da mistura da fracdo 6 obtida da anélise
em LC-SPE-TT da fracdo MeOH das sementes de /. edulis.

4.5.7 Analise da fracao 7 (pico 7, tr = 34,0 min)
O espectro de RMN de 1H da fragdo 7 apresentou apenas sinais de hidrogénios

alifaticos e néo foi possivel caracterizar seus constituintes quimicos.

4.6 Estudos de desreplicacao das folhas das espécies de Inga
4.6.1 Analise por CLAE-DAD

Os estudos de desreplicagdo das espécies de Inga iniciaram-se com o
desenvolvimento de metodologia baseadaem analises por CLAE-DADvisando
realizar a identificacao direta dosmetabdlitos secundarios presentes nas matrizes
estudadas (folhas) empregandoexperimentos de co-injecao de padrbes auténticos.
Inicialmente foi realizada a investigagcdo dos extratos EtOH das folhas das trés
espécies em que 5 mg de cada extrato foi dissolvido em uma mistura de MeOH/H20
(1:1, v/v), submetido a extragcdao em fase soélida (SPE)para remocgao dos interferentes
e constituintes de baixa polaridade, seguidada injecao de 20 uL emCLAE analitico.
As analisescromatograficas foram feitas com a utilizacdo de uma coluna RP18 e a
fase movel gradiente deMeOH/H20. Durante a eluicdo dos componentes quimicos
presentes em cada extrato, o gradiente exploratério de 5-100% de MeOH foi
empregado na obtencao dos perfis cromatograficos dos extratos.

As substancias fendlicas foram identificadas através dos tempos de retencéo e
espectros de UV obtidos pela analise em CLAE-DAD, pela comparagéo com o tempo
de retencao de padrdes auténticos.

A presenca de substancias como flavondides, catequinas, taninos e derivados
de acido galico pode ser detectada com o auxilio do detector DAD realizando
varredura na faixa espectral de 200-600 nm. Os flavondides, fendlicos majoritarios
das fracbes analisadas, apresentam tipicamente duas bandas no espectro de UV,
referentes aos anéis cinamoila e benzoila. O &acido galico e seus derivados
apresentam uma Unica banda intensa em 270 nm. As catequinas exibem no
espectro de UV uma banda fraca em torno de 280 nm, um ombro proximo de 220 nm

e maximo entre 205-210 nm.
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Desta forma, ap6s a obtencdo dos cromatogramas das folhas das espécies em
estudo foi realizada uma varredura em todos esses comprimentos de onda a fim de
verificar a presenca desta classe de metabdlitos e, posteriormente caracteriza-los
através dos experimentos de LC-MS.
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Figura 109. Cromatogramas obtido via CLAE-DAD (C18, gradiente MeOH/H.0, fluxo
1 ml/min, detecgao a 254 e 365nm) do extrato das folhas de . marginata.
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Figura 110. Cromatogramas obtido via CLAE-DAD (C18, gradiente MeOH/H;0, fluxo
1 ml/min) das folhas de /. edulis.



AU

1254nm, 4nm (1.00)

3257

3007

2757

2257

7Conc.(Method)|

Figura 111. Cromatogramas obtido via CLAE-DAD ((C18,

fluxo 1 ml/min) das folhas de /. laurina.

170

160

150

140

130

120

110

100

90

80

70

60

kgf/em2

149

225

200

1754

1504

1257

100

50

25

mAU
365nm,4nm (1.00)

257

-50

gradiente MeOH/H0,

A mistura dos padrbes, de concentracdo igual, foi injetada nas mesmas

condicdes cromatograficas.
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Figura 112. Cromatograma obtido via CLAE-DAD (254) da mistura dos padroes.

A escolha dos padrées foi baseada na quimiossistematica do género /Inga.

Tabela 7.Padrbes e seus respectivos tempos de retencao utilizados na analise por

CLAE-DAD.



150

Tabela 13. Padrdes e seus respectivos tempos de retencao utilizados na analise por
CLAE-DAD.

Substancia padrao Tempo de retengdo (min)
Quercetina 28,42
Quercetrina 16,00

Rutina 24,12
6-hidroxiflavanona 32,09
Acido cinamico 28,51
Acido sinapico 22,01
Acido cafeico 18,50

Acido vanilico 18,34

Acido p-cumarico 21,84
Acido chiquimico 24,18
Acido clorogénico 16,55
Acido 2,4 - hidroxicinamico 19,40
Chalcona 35,76
Triptofano 12,52

Acido galico 9,06

Acido protocateuico 14,50
Galato de metila 18,80
Acido benzéico 24,87
Acido 2,5-diidroxibenzéico 17,06
Acido 2,4-diidroxibenzéico 19,37
Acido 3,4-diidroxibenzéico 13,07
Acido 4-hidroxi-3-metoxibenzéico 22,24

Através deste experimento foi possivel verificar apenas a presengca dos
metabdlitos acido galico e galato de metila em Inga marginata, do acido galico, do
galato de metila, do acido protocateuico e da quercetrina na espécie Inga edulis e do
acido galico, galato de metila, acido p-cumarico e acido cindmico na espécie Inga
laurina. A presencga dos outros metabdlitos pode nao ter sido verificada devido sua
concentracdo na amostra das folhas em virtude do sistema empregado na extracéo
das substancias (mistura de MeOH e agua) ou pode nao ter sido produzida pela

espécie ou ainda estar presente em quantidade nao detectavel pelo sistema
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empregado. Por isso, andlises por LC-MS foram necessarias a fim de comprovar a

existéncia desses metabdlitos na amostra analisada.

4.6.2 Analise por HPLC-MS
4.6.2.1 Analise das folhas de . marginata

O pico em tr =7,6 min apresentou um ion precursor de m/z 95 [M+H], 217
[M+Na]. Este dado em conjunto com os dados de seu espectro de UV e tempo de
retencdo permitiram a identificacdo do acido ferulico (MW = 194), identificado

previamente nas sementes de /. edulis.

3.0e5 1 195.0\217'3
2.0e5 1
1.0e54
0 233.2
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m/z, Da
Figura 113. Espectro de massas associado ao pico em tr =7,6 min obdito em modo

positivo da analise por LC-MS das folhas de I. marginata.

HO
OCH,

O pico em tr = 14,25 min apresentou um ion precursor de 463 [M-H]. O tempo de
retencédo da substancia associada a esse pico e o espectro de UV obtido por CLAE-
UV-DAD sao compativeis com a substancia miricetina-3-O-a-raminopiranosideo

(miricetrina), previamente caracterizada na espécie . laurina.
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Figura 114. Espectro de massas associado ao pico em tr =14,25 min obtido em

modo negativo da analise por LC-MS das folhas de I. marginata.
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4.6.2.2 Analise das folhas de /. edulis
O pico no tempo de retencao 14,44 min apresentou um ion precursor de 449

[M+H]. O tempo de retengao da substancia associada a esse pico e o0 espectro de
UV obtido por CLAE-UV-DAD com padrao auténticosdo compativeis com a

substancia quercetrina (quercetina-3-O-a-raminopiranosideo)
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Figura 115. Espectro de massas associado ao pico em tr =14,25 min obtido em

modo negativo da analise por LC-MS das folhas de /. edulis.
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4.6.3 Analise das folhas de /./aurina
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Figura 116. Espectro de massas associado ao pico em tr =17,0 min obtido em modo
negativo da analise por LC-MS das folhas de /. laurina.
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O pico no tempo de retencédo 12,35 min apresentou os ions precursores de 631,2
[M-H] e 541,5 [M-H]. O tempo de retengédo da substancia associada a esse pico € o0
espectro de UV obtido por CLAE-UV-DAD sugeriram a miricetina-O-(O-galoil)-

hexose em mistura com outro fendlico.
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4.6.4 Analise por CCD e GC-MS das fracoes de baixa polaridade

A analise por CCD das fracbes menos polares indicou a presenca de
terpenoides, por isso, foram submetidas a analise qualitativa por Cromatografia em
Fase Gasosa, CG-FID (Varian model CP-3800 gas chromatograph) usando padroes
auténticos dos triterpenos a-amirina, B-amirina, lupeol, fridelanol, fridelina, taraxerol
e acido oleandlico. Os estudos de desreplicacao de triterpenos em desenvolvimento
com as trés espécies de Inga sao de extrema importancia, a fim de possibilitar a
comparacado da presenca destes metabdlitos nas diferentes partes do vegetal e
contribuir para estudos sobreo seu papel no metabolismo secundario do vegetal.

O extrato etandlico das folhas e das raques foliares das trés espécies foram
previamente analisadas por CCD, a fim de se obter um perfil quimico preliminar da
composicao e da semelhanca entre as espécies e entre as partes do vegetal. Esta
analise indicou a presenca de compostos fluorescentes (Rf = 0,77; Hex/AcOEt 8:2),
possivelmente em maior concentracao nas espéciesl. edulis e I laurina. Os
compostos derivados graxos poliinsaturados (Rf = 0,95) extraidos dos extratos das
folhas ndo foi encontrado nas raques, sugerindo que a funcéo destes metabdlitos no
vegetal possa estarrelacionada com a proteg¢éao dos foliolos.
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Embora o perfil quimico das espécies seja semelhante, alguns compostos
foram detectados em apenas uma das espécies. Além deste fato, ha uma grande
variacdo na concentracdo dos compostos entre as espécies, abrindo perspectivas
para estudos sobre parametros edaficos ou outros que interfiram com a producao

e/ou armazenamento destes metabdlitos.

4.7 Ensaio de Citotoxicidade e genotoxicidade frente as espécies de /nga
e Citotoxicidade em T98G (glioma humano) das espécies de /nga e analise

quimica do material bioativo.

Todos os extratos das partes vegetativas das espécies de Inga foram submetidos
a analise de citotoxicidade frente as células T98G (glioma humano), utilizando
doxorubicina como controle positivo.
Tabela 14. Valores de Dose Efetiva 50 (EDsg; ug/mL) obtidos do efeito citotoxico dos
extratos das partes vegetativas das trés espécies de Inga sob as linhagens tumorais

de glioma humano (T98G).

l.laurina l.edulis l.marginata
Folhas >20 >20 >20
Raque foliar >20 >20 >20
Flores >20 >20 -
Polpa do fruto >20 >20 -
Casca do fruto >20 18,6 -
Semente 14,4 >20 -

Observou-se que, com excecdo do extrato das sementes de [I. aurina e da
cascas dos frutos da espécie /. edulis, o material vegetal obtido das trés espécies de
Inga nao apresentou efeito citotoxico frente a esta linhagem de célula tumoral. As
sementes de [ laurina também apresentaram potencial antitumoral no ensaio
realizado frenteaslinhagens tumorais de cancro do célon humano (HT-29) e foram
submetidas a procedimentos cromatograficos para caracterizacdo de suas
micromoléculas. Do estudo das sementes da espécie . laurina obteve-seuma

mistura de duas substancias aromaticas com pronunciado efeito citotéxico. No
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entanto, mais estudos sdo necessarios a fim de esclarecer quais sdo as substancias
responsaveis por este efeito.

O extrato das cascas dos frutos (900 mg) de /nga edulis foi submetido a uma
particao liquido-liquido, fornecendo duas fases de polaridades distintas: hexano (270
mg) e MeOH (470 mg). As fases de particdo obtidas foram avaliadas no mesmo
bioensaio, e apenas a fase MeOH (EDsyp = 12,0 pg/mL) apresentou potencial
citotéxico. Desta forma, pode-se inferir que as substancias responsaveis pelo
potencial antitumoral possuem polaridade mais elevada. A fim de se obter um perfil
quimico de ambas as fragdes e conhecer melhor a composi¢cao quimica do material
mais ativo, estas fases foram analisadas por CLAE-DAD nas mesmas condi¢des

empregadas anteriormente.
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Figura 117. Cromatograma obtido via CLAE-DAD (254 e 365 nm, C18, gradiente
MeOH/H,0, fluxo 1 ml/min, das fases Hexanica (1) e metandlica (2) obtidas da

particao liquido-liquido das cascas dos frutos de /. edulis.

A analise do cromatograma da fase mais ativa (MeOH) mostrou elevado teor
de substancias fendlicas, com destaque para os flavonoides e acidos organicos.
Uma andlise mais detalhada dos tempos de retencéo e dos espectros de UV dos
picos mais resolvidos em comparagcao com as substancias isoladas previamente das
outras espécies nos permitiu verificar a presenca apenas do acido benzéico (ir =

24,6 min) e do acido vanilico (tr = 17,6 min).
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Figura 118. Acidos organicos identificados na fase metandlica obtida da particao
liquido-liquido das cascas dos frutos de /. edulis.

E importante ressaltar que na busca de novos agentes anticancer, as
substancias fendlicas tem sido apontadas como potenciais candidatos terapéuticos.
Compostos que possuem esqueleto catecol em sua estrutura (naturais ou sintéticos),
tem fornecido uma perspectiva estilumante no tratamento de gliomas® %.

Esta fase de particio mostrou-se rica em acucares livres e, devido a
quantidade de massa e complexidade da mistura, optou-se por nao realizar a

purificacdo de seus constituintes.

e Ensaio de genotoxicidade

Os experimentos de genotoxicidade pelo ensaio do cometa, quemede
quebras de fita simples e dupla no DNA,demonstraram que os extratos brutos
foliares avaliados ndo causam danos genotoxicos. Estes resultados séao
encorajadores, tendo em vista, que os danos ao DNA podem ser nocivos para 0s
seres humanos e pode estar relacionado ao desenvolvimento da maioria dos

tumores malignos, desordens degenerativas, anomalias genéticas, entre outros.

4.8 Perfil quimico dos extratos das folhas, frutos e raque foliardas espécies de
Inga
Perfil quimico das partes do fruto

As analises do perfil quimico dos extratos da polpa e da casca dos frutos da
espécie Inga laurinaindicam composicao quimica muito semelhante entre ambos.As
sementes, no entanto, apresentaram composicao quimica diferenciada, visto que

neste 6rgdo vegetal é esperado encontrar substéncias classificadas como
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componentes estruturais, materiais de reserva armazenados e produtos

secundarios, além de se observar teores mais elevados de proteinas e lipidios.
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Figura 119. Cromatograma obtido via CLAE-DAD (C18, gradiente MeOH/H20, fluxo
1 ml/min) da fracdo metandlica obtida do fracionamento em XAD 4 da polpa dos

frutos de I. laurina.
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Figura 120.Figura 111. Cromatograma obtido via CLAE-DAD (C18, gradiente
MeOH/H0, fluxo 1 ml/min) em XAD 4 das sementes de /. laurina.
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Figura 121. Cromatograma obtido via CLAE-DAD (C18, gradiente MeOH/H20, fluxo
1 ml/min) da fragdo metandlica obtida do fracionamento em XAD 4 das cascas dos

frutos de [. laurina.

Comparacao da composicao quimica das fases Hexanicas dos extratos das

folha

s das espécies de /Inga

A andlise por CLAE-DAD possibilitou a avaliagao dos perfis quimicos dos extratos

hexanicos das trés espécies de Inga, apds a etapa de clean up com cartuchos de

C18. Verificou-se que as espécies possuem perfis quimicos semelhantes e que os

principais picos nos cromatogramas indicam a presencga de flavondides.
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Figura 122. Cromatograma obtido via CLAE-DAD (C18, gradiente MeOH/H20, fluxo
1 ml/min) da fracdo hexanica das folhas de /Inga edulis.
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Figura 123. Cromatograma obtido via CLAE-DAD (C18, gradiente MeOH/H20, fluxo
1 ml/min) da fracdo hexanica das folhas de Inga marginata.
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Figura 124. Cromatograma obtido via CLAE-DAD (C18, gradiente MeOH/H20, fluxo
1 ml/min) da fracdo hexanica das folhas de Inga laurina.
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Estudo comparativo por CLAE-DAD da composicao quimica dos extratos das

folhas e das raques foliares das espécies de /nga

Inga edulis - FOLHA
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Figura 125. Cromatograma obtido via CLAE-DAD (C18, gradiente MeOH/H20, fluxo
1 ml/min) do extrato EtOH das folhas de Inga edulis.
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Figura 126. Cromatograma obtido via CLAE-DAD (C18, gradiente MeOH/H20, fluxo
1 ml/min) do extrato EtOH das raque foliar de Inga edulis.
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Inga marginata - FOLHA
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Figura 127. Cromatograma obtido via CLAE-DAD (C18, gradiente MeOH/H20, fluxo
1 ml/min) do extrato EtOH das folhas de /. marginata.
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Figura 128. Cromatograma obtido via CLAE-DAD (C18, gradiente MeOH/H20, fluxo
1 ml/min) do extrato EtOH da raque foliar de /. marginata
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Figura 129. Cromatograma obtido via CLAE-DAD (C18, gradiente MeOH/H20, fluxo
1 ml/min) do extrato EtOH das folhas de /. laurina.
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Figura 130. Cromatograma obtido via CLAE-DAD (C18, gradiente MeOH/H20, fluxo
1 ml/min) do extrato EtOH da raque foliar de . laurina.
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Uma analise prévia dos cromatogramas dos extratos brutos indicou que o acido
galico e galato de metila foram identificados como constituintes majoritarios das
fases hidrometandlica e butandlica, as quais sdo também ricas em taninos
condensados, o que dificultou as analises por CLAE. As fragcdes obtidas do
fracionamento da fase metandlicado extrato da raque foliar da espécie Ingalaurina
apresentou picos alargados muito acima da linha de base, indicando possivelmente
a presenca de taninos condensados.Os taninos sao substancias fendélicas de grande
interesse econdmico e ecoldgico. Estudos revelam que forragens taniniferas
possuem atividade antihelmintica, podendo contribuir no controle de parasitas na
pecuaria®®. Outra importante propriedade dos taninos é sua atividade antioxidante,
que esta relacionadoa sua capacidade de quelagcdo de metais de transicdo, de
radicais livres, inibicdo enzimatica e ainda a ativagdode proteinas de
defesa/destoxificadoras®’.

A substancia galato de 2-ramnopiranosil-4,6-diidroxifenila (tr = 23,6 min) foi
observada nas folhas das trés espécies e na raque foliar da espécie Inga marginata.

Mais estudos sdo necessarios a fim de elucidar o seu papel no vegetal.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Os estudos realizados com as espécies de Inga(l. edulis, I. laurina e |.
marginata) permitiram o isolamento e caracterizacdo de substancias fendlicas e
terpenoides ja descritos na familia Fabaceae e obtencao de fracdes enriquecidas
com outros metabdlitos interessantes.As andlises cromatograficas permitiram
também a selecao de amostras a serem avaliadas por seu potencial antitumoral para
identificagdo das substancias bioativas.

Os dados de CLAE-DAD analisados em conjunto com os dados deHPLC-MS,
e comparados com tempos de retencdo e absorcdo no UV desustancias padrdes,
possibilitaram a caracterizagao dos perfis flavonoidicosdas trés espécies em estudo,
evidenciando a presenca de flavondides na forma aglicona e heterosideos,
catequina, &cido galico e outros acidos fendlicos.

Os estudos realizados através de CLAE-DAD e RMN de 1H com os
tegumentos das sementes de Inga edulis forneceram valiosas informacdes a cerca
da natureza quimica das antocianinas extraidas nas fragdes polares. Através dos
dados de UV obtidos desta analise foi possivel inferir a presenga de antocianinas
altamente glicosiladas na fracdo aquosa e antocianinas com unidades de derivados
de acidos cinamico na fracao metandlica, porém em baixa concentracdo em relacao
aos demais metabdlitos. A deteccdo e caracterizacdo parcial desta classe de
metabdlitos no género Inga é de grande relevancia quimiossistematica, uma vez que
poucos metabodlitos pertencentes a esta classe de produtos naturais tem sido
reportados na familia Fabaceae.

A avaliagédo da bioatividade dos extratos brutos das folhas, raque foliar e das
partes dos frutos (polpa, casca e semente) das espécies de Inga, bem como de suas
fases de particdo orientou a selecdo das fracdes bioativas para investigacao
fitoquimica detalhada na busca por substancias antitumorais, gerando fracées com
expressivo potencial citotoxico frente as linhagens de células avaliadas, encorajando
estudos futuros para o isolamento dos componentes ativos.

O perfil quimico das partes vegetativas das espécies obtido por CLAE-DAD
indicou composigao quimica semelhante. No entanto, alguns compostos ocorrem em
apenas uma das espécies. Aléem deste fato, ha uma grande variagdo na
concentracdo dos compostos entre as espécies.
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Estudos anteriores realizados pelo nosso grupo de pesquisacom essas trés
espécies mostraram resultados promissorespara as fases de particdo obtidas das
espécies . edulis el. laurinano ensaio de avaliacdo do potencial inibidor para
formigas cortadeiras, 0 que sugere a presenca de substdncias com atividade
inseticida em suas fragdes. Assim como também mostrou potencial antimalarico para
espécie Inga edulis e atividade inibitéria de AChE no ensaio de bioautografia em
CCD para al. marginata.O estudo quimico detalhado destas espécies realizado
neste trabalho torna-se de crucial importancia para o entendimento do potencial
bioldgico apresentado nestes bioensaios.

Os experimentos de genotoxicidade pelo ensaio do cometa, que mede
quebras de fita simples e dupla no DNA, demonstraram que 0s extratos brutos
foliares avaliados ndo causam danos genotoxicos.

De modo geral, os resultados obtidos neste trabalho corroboram a
importdncia de estudos de bioprospeccdo envolvendo técnicas analiticas
contribuindo para a exploracao racional da biodiversidade com vistas a deteccéao de
protétipos bioativos para o desenvolvimento de agentes terapéuticos.
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