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Resumo

Presentes em varios biomas do Cerrado, as espécies de Bauhinia L. (Fabaceae), sdo
popularmente conhecidas por "pata-de-vaca" e utilizadas por comunidades tradicionais
principalmente no tratamento do Diabetes mellitus (DM). Este trabalho teve como um
de seus objetivos identificar principios ativos das folhas de Bauhinia holophylla
(Bong.) Steud. por fracionamento bioguiado, em modelos in vivo de diabetes, aliado a
isolamento em escala semipreparativa. Através dessa metodologia de estudo foi
possivel isolar trés cianoglicosideos ndo-cianogénicos: (2E)-(4R,5S,65)-6-(B-D-
glicopiranosiloxil)-4,5-dihidroxiciclohex-2-en-1-ilideno-acetonitrila (1),  (2E)-2-
[(4R,55,65)-4,5,6-trihidroxiciclohex-2-en-1-ilideno]acetonitrila (2), e (-)-
litospermosideo (3). A estrutura dos compostos foi elucidada por ressonancia
magnética nuclear, massas de alta resolucdo e dicroismo circular eletronico. O
composto litospermosideo (3) apresenta forte atividade hipoglicemiante, observada
por meio de testes de tolerancia a glicose e avaliagdo da glicemia, comparado a
Metformina® e foi identificado como um dos principais compostos responsaveis pela
atividade hipoglicemiante de B. holophylla. Uma vez que a producdo de metabdlitos
secundarios nas plantas pode variar em fun¢do das condi¢des ambientais, este trabalho
teve como objetivo complementar o estudo das relagdes entre os padrdes de perfil
quimico e genético em diferentes regides fitogeograficas do Cerrado Brasileiro,
baseado em estudos de metabolomica por cromatografia de ultra eficiéncia acoplada a
espectrometro de massas de alta resolugdo e a influéncia do clima e componentes do
solo. Esse estudo foi realizado com as folhas de Myrcia bella Cambess. (Myrtaceae),
uma planta nativa do Cerrado com atividade hipoglicemiante, coletadas em 6 regides
geograficas do Brasil. Analises estatisticas revelaram um padrdo quimico com maior
similaridade entre os estados de Goids e Sao Paulo e em menor grau com Mato Grosso
do Sul. A composi¢do, especialmente de heterosideos de flavonoides, ¢ afetada pela
variagdo dos teores de alguns nutrientes presentes no solo como Fe, Al, Mg e pelo pH.
A andlise do perfil genético por amplificagdo de fragmentos polimorficos evidenciou
que este segue um padrao geografico, similar ao quimico. Este ¢ o primeiro trabalho
que mostra, sob a 6tica da quimica de produtos naturais, padrdes de similaridade entre
os Cerrados dos estados de Goids e Sao Paulo e em menor grau com Mato Grosso do
Sul, j& observados em estudos de composic¢ao floristica.

Palavras-chave: cianoglicosideos, diabetes, padrdes fitogeograficos, "pata-de-vaca"



Abstract
Present in several biomes of the Cerrado, the species of Bauhinia L. (Fabaceae), are
popularly known as "cow's-feet" and used by traditional communities mainly in the
treatment of Diabetes mellitus (DM). This work had as one of its objectives to identify
the active principles of the leaves of Bauhinia holophylla (Bong.) Steud. via bio
guided fractionation, through in vivo models of diabetes, combined with isolation in
semipreparative scale. Through this method of study was possible to isolate three
known non-cyanogenic glycosides: (2E)-(4R,5S,65)-6-(B-D-glycopyranosiloxyl)-4,5-
dihydroxyiciclohex-2-en-1-ylideno-acetonitrile (1), (2E)-2-[(4R,5S,6S)-4,5,6-
trihydroxyciclohex-2-en-1-ylideni]acetonitrile (2), and (-)-lithospermoside (3). The
structures of the compounds were elucidated by NMR, HRMS and ECD. The
compound lithospermoside (3) presents strong hypoglycemic activity observed by
glucose tolerance tests and evaluation of blood glucose compared to Metformin® and
has been identified as one of the main compounds responsible for the hypoglycemic
activity of B. holophylla. Since the production of secondary metabolites in plants may
vary depending on environmental conditions, this work aimed to study the relationship
between the chemical and genetic profile patterns in different phytogeographic regions
of the Brazilian Cerrado based on metabolomics studies by UHPLC-TOF-HRMS and
the influence of climate and soil components. This study was conducted with Myrcia
bella Cambess. (Myrtaceae), a native plant from Cerrado with hypoglycemic activity,
collected in 6 regions of Brazil. Statistical analyses revealed a pattern with greater
similarity between the States of Goias and Sao Paulo and, to a lesser extent with Mato
Grosso do Sul. The composition, especially of glycosides of flavonoids, is affected by
variation in the levels of some nutrients present in the soil as Fe, Al, Mg and pH. The
genetic profile analysis by AFLP showed that this follows a geographic pattern, as
well as the chemical profile. This is the first work that shows, from the perspective of
of natural products chemistry, patterns of similarity between the Cerrado of Goids and
Sao Paulo States and, to a lesser extent with Mato Grosso do Sul, already observed in

studies of floristic composition.

Key words: cyanoglucosides, diabetes, phytogeographic patterns, "pata-de-vaca'.



Introducao



1. Introducao

1.1. Isolamento de Produtos Naturais Bioativos

O estudo de quimica de produtos naturais, mais recentemente, estd associado
especialmente a busca de substancias ativas para o desenvolvimento de medicamentos.
Embora a humanidade venha utilizando as plantas como fonte de alimentos e
medicamentos por milénios, ha 200 anos temos o registro do primeiro isolamento de
uma molécula pura bioativa: a morfina. Atualmente, moléculas provenientes de fontes
naturais, chamadas de produtos naturais (PN's), continuam tendo grande importancia
na descoberta de novo compostos candidatos ao desenvolvimento de medicamentos
(LI & VEDERAS, 2009). Para se manter competitivo a outros métodos, 0s processos
de prospeccdo, isolamento e elucidagdo estrutural devem ser melhorados
constantemente.

Inicialmente, para a elucidacdo estrutural, era necessario grandes quantidades
(> dezenas de mg) de moléculas puras. Com os avangos na area de espectroscopia,
especialmente da ressonancia magnética nuclear em micro-escala e cromatografia com
alta resolucdo (UPLC-UV-HRMS / LC-SPE-NMR), a necessidade do isolamento em
grandes quantidades para elucidacdo estrutural tem se tornado cada vez menos
importante, ji que € possivel a identificacdo da estrutura completa em escala de
microgramas com o desenvolvimento de equipamentos com a tecnologia cryo-probe
(WOLFENDER et. al., 2012; WOLFENDER et al., 2005).

Apesar da elucidacdo estrutural ser possivel em quantidades cada vez menores,
paradoxalmente, o isolamento em larga escala (> dezenas de mg) de PN's ¢ um passo
essencial para se caracterizar as propriedades farmacologicas de PN's em testes
farmacologicos. Os testes farmacoldgicos em modelos in vivo sdo necessarios para se
investigar os mecanismos de acdo e ainda demandam grandes quantidades de PN's
puros (HOSTETTMAN et al., 1998).

Os primeiros estudos com PN's eram realizados a partir de testes biologicos
que avaliavam as propriedades farmacologicas de extratos brutos, ou seja, de PN's em
misturas. Este tipo de estudo apresenta algumas limitagdes para se determinar o
potencial farmacolodgico do extrato em decorréncia da complexidade das misturas, pois

nem todos os PN's conseguem atingir o alvo da andlise e/ou podem estar em



concentragdes muito baixas, impedindo a quantifica¢do da atividade de cada
componente. O extrato bruto pode conter também muitos compostos provenientes da
matriz de extragdo como lignina, celulose, aglcares livres, além da presenca de
compostos labeis que podem gerar artefatos, como os taninos, por exemplo.

Outra abordagem que tem se mostrado eficiente se baseia em testes bioldgicos
com fra¢des de menor complexidade quimica, sem a presenga de interferentes a partir
do extrato bruto. A remocdo dos compostos considerados interferentes por diferentes
meios de fracionamento, que t€ém como produto fragdes enriquecidas, permite a
identificacdo e avaliagdo com maior precisdo dos compostos ativos. Varias abordagens
de fracionamento tém sido publicadas (CAMP et al., 2012; WONG, et al., 2012) uma
delas, a estratégia tradicional de isolamento bioguiado, tem sido modificada e
adaptada para absorver as inovagdes tecnologicas e se explorar o universo quimico de
uma forma mais eficiente. Os laboratoérios modernos tém desenvolvido plataformas
que integram bioensaios mais sensiveis e técnicas cromatograficas que possibilitam a
identificacdo dos compostos ativos com experimentos miniaturizados, ou seja, poucos
mg do extrato bruto sdo fracionados em placas de 96 pocos para testes in vitro
(CHALLAL et al., 2014, FAVRE-GODAL et al., 2014; Queiroz et al., 2014a,
QUEIROZ et al., 2014b).

A identificagdo de PN's ativos em misturas complexas em pequena escala ¢ um
ponto chave para o isolamento alvo em larga escala de novos PN's com atividade
farmacologica. Através desta abordagem de microfracionamento bio-monitorado por
HPLC, em linha com experimentos in vitro, ¢ possivel identificar a regido ativa do
cromatograma, ou seja, a que contém os picos dos compostos que contribuem para a
atividade medicinal e desenvolver estratégias cromatograficas para o isolamento dos
compostos alvo em larga escala (dezenas de mg) para testes in vivo. O fracionamento
do extrato bruto por cromatografia tem vantagem sobre outros métodos, uma vez que a
subsequente purificagdo dos compostos alvo em larga escala ¢ feita também por
cromatografia, e assim ndo se corre o risco de ndo encontrar os PN's ativos das
fragdes, como ocorre em fracdes originadas por métodos de fracionamento nao-
cromatograficos.

Os métodos de micro-fracionamento por cromatografia sdo compativeis com
testes in vivo, porém, considerando-se somente microorganismos como bactérias e

fungos ou, mais recentemente, o modelo que utiliza larvas de zebrafish. J4 nos
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modelos de testes farmacologicos in vivo em mamiferos ainda existe uma grande
necessidade do isolamento em larga escala de PN's. O estudo de PN's em
camundongos, por exemplo, ¢ um passo determinante para se caracterizar a atividade
de novos PN's e aumenta as chances de transposicao e aplicacdo para os testes clinicos
em humanos. No diabetes, especialmente, uma patologia que envolve um quadro
fisiologico e hormonal complexo, os testes em camundongos sdo determinantes para a
elucidacdo dos mecanismos de ag¢do dos compostos em diferentes 6rgaos como o
pancreas endocrino e o figado, por exemplo.

Contudo, os passos cromatograficos tradicionais para se obter fracdes
enriquecidas, em quantidades suficientes para testes in vivo, sdo trabalhosos e
consomem muito tempo. Normalmente, se inicia o fracionamento do extrato na escala
de gramas por cromatografia em coluna aberta ou de média pressdo. A posterior
purificacdo dos compostos provenientes desta fracdes, apesar de eficiente, ¢ realizada
na escala de pg/mg e ¢ incompativel com testes bioldgicos em modelos in vivo. Além
disso, como boa parte dos métodos cromatograficos sao desenvolvidos empiricamente,
ha um alto consumo de solventes, além da baixa resolucdo das colunas abertas
empacotadas manualmente. Considerando os altos custos e o impacto no ambiente, na
ciéncia moderna, o processo do isolamento de moléculas deveria ser realizado somente
com substancias desconhecidas ou de interesse farmacoldgico.

Nesse contexto, uma nova alternativa ao fracionamento em colunas
cromatograficas abertas, utilizando a transferéncia de método cromatografico do
HPLC para MPLC, tem aumentado a eficiéncia do fracionamento e também do
isolamento de compostos alvo em larga escala (CHALLAL et al., 2015), o que
possibilita sua integragdo com experimentos bioguiados in vivo. Esta técnica
representa uma abordagem mais eficiente no isolamento de PN's ativos para diferentes
espécies vegetais de interesse medicinal, e permite ainda o isolamento em larga escala
de compostos alvo em um unico passo, reduzindo os gastos de solventes, uma vez que
os métodos sdo desenvolvidos e otimizados em escala analitica, e posteriormente,
transferidos para o MPLC. O método cromatografico ¢ desenvolvido primeiramente
em escala analitica (> 10 mg) por HPLC e posteriormente transferido
geometricamente para o MPLC, utilizando fases estacionarias com quimica e tamanho
de particulas padronizados, o que confere seletividade similar e melhora a predicdo do

tempo de retencao dos compostos alvo na coluna do MPLC (CHALLAL et al., 2015).
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Portanto, neste trabalho, esta abordagem mais eficiente para fracionamento e
isolamento de compostos alvo, com transposi¢ao dos métodos do HPLC para MPLC,
foi aliada ao estudo quimico tradicional bioguiado in vivo, para a identificacdo de
compostos ativos, em modelos de estudos de diabetes de espécies com indicacio

medicinal do Cerrado brasileiro.

1.2. Metabolomica Ambiental e Técnicas Associadas

Na ultima década vimos o surgimento de abordagens modernas que
revolucionaram a forma de andlise de processos envolvendo sistemas bioldgicos.
Essas abordagens modernas chamadas de "omics" utilizam tecnologias analiticas de
alta resolu¢do que geram conjuntos de dados complexos sobre um determinado
fendmeno bioldgico. Aliado as técnicas analiticas ressonancia magnética nuclear
(RMN), cromatografia liquida e gasosa acoplada a detector de massas (LC-MS e CG-
MS) (WOLFENDER, 2009), o tratamento e interpretacdo de dados sdo essenciais e
necessitam de andlises estatisticas apropriadas (THEODORIS, et al.,, 2011;
VERPOORTE, 2007). Essas técnicas ttm em comum a andlise de amostras com alto
nimero de variaveis e a geracdo de dados complexos, que quando interpretados
adequadamente nos permitem obter alta capacidade de predi¢do e padrdes na natureza,
e a identificagdo de biomarcadores importantes.

As analises quimiométricas tém ganhado espago nessas abordagens, tém se
mostrado robustas na modelagem de informagdes e eficientes na validagdo de dados
quimicos e bioldgicos. Ferramentas estatisticas como andlise de componentes
principais (PCA), andlise hierdrquica de agrupamentos (HCA), minimos quadrados
parciais (PLS) e PLS ortogonal (OPLS) tém se mostrado muito importantes na
interpretagdo da relacdo entre dados quimiométricos, bioldgicos e ambientais
(THEODORIS et al., 2011; VEERPORTE et al., 2007; VANDER, 2008; SAMPAIO
et al., 2016). A partir de analises discriminantes como OPLS, de duas classes ou mais,
utilizamos o S-plot como uma ferramenta de visualizagdo e interpretagdo de modelos
multivariados classificatorios. O S-plot apresenta tanto a covaridncia quanto a
correlacdo entre os metabolitos e a classe pertencente. Deste modo, o S-plot ajuda a
visualizar e identificar metabdlitos estatisticamente significantes e, consequentemente,

de importancia biologica (WIKLUND et al., 2008) . Os marcadores ideais sdo aqueles
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que apresentam alta covariancia combinada a alta correlacdo, em intervalos de
confidéncia pequenos. Portanto, quanto maior a correlagdo mais segura ¢ a selecdo de
um determinado composto, € quanto menor, maior ¢ o risco de se observar efeitos
originados de variag@o analitica e ruido.

Um dos equipamentos mais utilizados nessas analises ¢ o cromatografo liquido
de ultra pressdo acoplado a espectrometro de massas de alta resolucio (UHPLC-
HRMS). Apesar do UHPLC-TOF-HRMS ser um equipamento relativamente estavel
em analises rotineiras, em estudos envolvendo lotes com alto nimero de amostras,
potenciais variagcdes na precisdo e tempo de retencdo dos compostos podem ocorrer
por conta do tempo de andlise ao qual o equipamento ¢ submetido. Estas limitacdes
sdo potenciais flutuagdes na performance do cromatdgrafo e do espectrometro de
massas na precisdo e repetitividade do método, prejudicando a qualidade dos dados
obtidos. Essas limitagdes devem ser reconhecidas e esforcos devem ser feitos para se
evitar viés devido a mudangas graduais na performance do sistema. Para isso, as
amostras devem ser analisadas de forma aleatoria e amostras de controle de qualidade
(CQ) devem ser utilizadas para monitorar a performance do sistema
(MICHOPOULOS et al., 2009; ZELENA et al., 2009).

A Figura 1 abaixo apresenta um esquema de trabalho genérico e o utilizado

para as analises de perfil quimico com abordagem metabolomica.
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Figura 1. Fluxo de trabalho realizado para andlise quimica com abordagem
metabolomica por UHPLC-TOF-MS.

As amostras de CQ geralmente sdo padrdes comerciais ou podem ser, também,
uma amostra representativa feita a partir das amostras biologicas a serem testadas. As
amostras de CQ devem ser injetadas e analisadas repetidamente em intervalos
regulares entre as amostras a serem analisadas ao longo do experimento. Grandes
mudangas no tempo de retencdo, precisdo da massa e intensidade do sinal significam
que o sistema ndo esté estavel que e os dados obtidos sdo duvidosos.

O estudo de variacdes de perfil genético de populagdes, que pode ser associado
e complementar a metabolomica, tem sido realizado recentemente por amplificacdo
de comprimento de fragmentos polimorfico (AFLP). Essa técnica tem sido aplicada
em estudos recentes, especialmente em espécies vegetais, para identificar diversidade
genética dentro de populagdes, identificar e diferenciar cultivares, espécies que podem

ser dificeis de se caracterizar, devido as suas caracteristicas morfoldgicas semelhantes
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ou tragos indistintos e também identificar as plantas que contém genes de interesse,
responsaveis pela producio de substancias de interesse medicinal.

O procedimento utilizado nos experimentos de AFLP (Figura 2) envolve a
digestao do DNA utilizando Msel, realizado para gerar fragmentos de uma amplitude
especifica. Na rea¢do de ligacdo, adaptadores conhecidos se ligam ao final dos
fragmentos gerados na reagdo de ligacdo e formam modelos para a amplificacdo.
Primers complementares aos adaptadores sdo utilizados para aumentar o numero de

modelos disponiveis para a selecdo na reacdo chamada amplificagdo pré-seletiva.

DNA

A

y

1) Digestao

(MSel/EcoRl)

A

y

2) Ligacao do

s adaptadores

A

y

3) Amplificacdo Pré-Seletiva

A

y

4) Amplificacao Seletiva
[Cxx] e [Axx]

\

5) Andlise no ABI Prism 310

y

Figura 2. Procedimento realizado para os experimentos de amplificagdo de
comprimento de fragmentos polimoérficos (AFLP).

A amplificagdo seletiva ¢ usada para amplificar fracdes dos moldes pré
amplificados usando primers com 2 nucleotideos (ex: ACC e CAT; CAG e ACG;
ACA e CAA).

Finalmente, com os devidos esforcos para se obter dados integros, os
resultados obtidos desta abordagem podem ser aplicados para a resolugdo de questdes
em diferentes areas de estudo da Biologia. Nos estudos em Botanica, avangos recentes
na quimica analitica e bioinformadtica t€ém colocado a metaboldmica em destaque na

tentativa de se entender como sdo governadas as variagdes bioquimicas ao longo do
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tempo e do espago. Estudos com abordagem metabolomica fornecem meios para se
examinar o fenotipo funcional de individuos e geram dados precisos como, por
exemplo, respostas fisiologicas de plantas a variagdo de fatores abidticos em diferentes
escalas, como individuos de uma maneira menos enviesada (LAKE et al., 2009),
populacional (DAVEY et al., 2008) e até comunidade (FIELD et al., 2011). Estes
estudos sdo possiveis através da andlise de metabolomica e subsequente analise
estatistica multivariada de espécies distribuidas em varias populagdes e localidades.

Os dados disponiveis na literatura até hoje, seguindo esta abordagem, indicam que
o metabolismo secundério das plantas sofre maior influéncia das variagdes ambientais
que genéticas. O fenotipo estd mais relacionado a um padrdo regional, € em menor
grau as estruturas genéticas, em que as variacdes do perfil de metabdlitos estdo
relacionadas as variagdes geograficas e estagdes do ano de plantio. (FRANK et al.,
2009; MATSUDA et al., 2012; ROBINSON et al., 2007). A andlise de perfil quimico
de graos de Coffea arabica L. (Rubiaceae), por exemplo, possibilitou a identificacao
de padrdes de perfil de metabolitos relacionados a regides especificas de cultivo na
Colombia (CHOI et al., 2010), e das populagdes de tabaco da China e Zimbabue (LI et
al., 2008).

Como visto, alguns estudos mostram que a diversidade de padrdes de perfil
quimico ¢ gerada, principalmente, em reposta as variagdes ambientais e sdo de grande
importancia para a descoberta e padronizacdo de medicamentos naturais, uma vez que
diferengas na composi¢do quimica podem trazer variagdes na qualidade e valor
terapéutico de extratos. Além disso, a atividade bioldgica de uma espécie vegetal em
alguns casos, pode ndo depender de apenas uma substancia e estar baseada na sinergia
entre os diversos componentes majoritarios € minoritdrios que podem ter grande
variagdo no tempo e no espaco. Consequentemente, uma questdo importante
considerando plantas medicinais ¢ a variagao na composi¢do dos compostos ativos e a
sua relacdo com os efeitos medicinais (GLAUSER, et al. 2013).

O uso integrado dessas técnicas recentes, com abordagens inovadoras para a
quimica de produtos naturais, possibilita melhor quantificar funcionalidades da
biodiversidade, e tentar compreender os padrdoes de variagdo do metabolismo
secundario, espacialmente e temporalmente, em resposta as variagdes de solo e clima

em grandes centros de biodiversidade (SAMPAIO et al., 2016).
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O estudo de padrdes biogeograficos ¢ debatido desde os primeiros estudos da
ecologia, e varios avancos tecnologicos contribuiram para a elucidacdo da relacdo
entre fatores edaficos e os padrdes biogeograficos no globo Terrestre. No entanto,
esses estudos se concentraram, até entdo, na analise de levantamentos floristicos
(CASTRO, 1994; CASTRO & MARTINS, 1999; RATTER et al., 2001).

A diversificagdo de grandes nucleos de biodiversidade, principalmente no
Hemisfério Sul, ainda permanece pouco estudada por abordagens modernas
(BEHEREGARAY et al.,, 2008). O Brasil possui grande importincia para esses
estudos na América do Sul, por sua grande extensdo territorial e megabiodiversidade
de plantas (GIULIETTI et al., 2005). Uma regido de interesse fica no interior da
América do Sul Tropical Oriental, que apresenta estacdes de seca, ¢ ocupada por
fisionomias majoritariamente savanicas e florestas estacionais, compondo as
fisionomias do Cerrado. O Cerrado representa a savana mais biodiversa com alto grau
de endemismo. Originalmente, o Cerrado ocupava 2.039,386 km® do territorio
Brasileiro, porém devido ao desflorestamento para a agricultura, essa area tem sofrido
perdas constantes (KLINK E MACHADO, 2005).

A diversidade dos padrdes biogeograficos do dominio do Cerrado foram
estudados sob diferentes aspectos e, de maneira geral, tanto estudos floristicos quanto
filogeograficos geram padrdes geograficos similares. Os estudos fitogeograficos mais
amplos realizados até entdo encontraram padrdes que resultam em sete regides
floristicas, baseada na presenca/auséncia de taxons lenhosos (CASTRO, 1994;
CASTRO & MARTINS, 1999; RATTER et al., 2003). Os resultados destes diferentes
trabalhos estio amplamente em concordancia e sugerem que variagdes de perfil do
solo, clima e também eventos climaticos passados sdo as causas da formagdo destes
padrdes floristicos no Cerrado Brasileiro. Em relagdo ao solo, varios trabalhos
apontam as caracteristicas do solo como o principal fator responsavel pelas
fisionomias do Cerrado, determinando o gradiente desde o campo cerrado, onde
predominam arbustos, até o cerraddo, com presenga predominante de espécies
arboreas formando um dossel continuo. Quanto aos episddios passados de clima ainda
existe uma grande divergéncia e a expansdo, estabilidade e reducdo da sua extensdo
durante o Ultimo Maximo Glacial (aprox. 22 mil anos atras) foram propostas

(BEHLING & LICHTE, 1997; LEDRU , 2002; MAYLE, 2004)
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Portanto, sob o ponto de vista da Quimica de Produtos Naturais, as possiveis
variagoes de solo e clima representam um desafio a padronizacdo de extratos vegetais
para seu uso seguro, uma vez que o metabolismo vegetal também sofre grande
influéncia da disponibilidade de nutrientes no solo e do clima. Assim, neste projeto,
buscamos utilizar ferramentas e técnicas recentes como a metaboldmica integrada a
amplificacdo de fragmentos polimoérficos, para avaliar se os perfis quimico e genético
de uma espécie com ampla distribuicdo no Cerrado e de interesse medicinal, seguem

os mesmos padrdes fitogeograficos ja descritos na literatura.
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Capitulo 1

"Isolamento bio-guiado de compostos hipoglicemiantes das

folhas de Bauhinia holophylla (Bong.) Steud. (Fabaceae)"
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2.1. Introducao

Entre a diversidade de plantas nativas do Brasil em fragmentos de cerrado
ainda preservados, algumas se destacam pelo uso na medicina tradicional em
diferentes regides do pais. Presentes em varios biomas do cerrado, as espécies de
Bauhinia L. (Fabaceae Lindl.) sdo popularmente conhecidas por "pata-de-vaca" ou
"unha-de-boi" e identificadas pelo aspecto bilobado da folha (Figura 1). O género
Bauhinia pertence a tribo Cercidae e compreende aproximadamente 160 espécies
distribuidas nas regides tropicais (WUNDERLIN, 2010). O uso de espécies do género
Bauhinia na medicina tradicional ¢ relatado em diferentes partes do mundo, como
Africa, Asia, Américas Central e do Sul para diferentes tratamentos, como infecgdes,
dores, inflamacao e Diabetes mellitus (DM) (ACHENBACH et al., 1988; CECHINEL
etal., 2009; MOHAMED et al., 2015).

Figura 1. A) Espécime de Bauhinia holophylla (Bong.) Steud.. B) Detalhe da flor e
dos foliolos quase que totalmente fusionados. Fotos: Luiz L. Saldanha.

No Brasil, o uso de espécies de Bauhinia L. por comunidades tradicionais
ocorre principalmente no tratamento do DM. Folhas, cascas e raizes de varias espécies

de Bauhinia sdao usadas em formas de chds e fitopreparados para baixar os niveis de
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acucar sanguineo (CAVALCANTI & FAVORETO, 2005, CECHINEL FILHO, 2009;
GUPTA, 1995; MALI et al, 2007), indicando que estas espécies contém
potencialmente compostos com atividade hipoglicemiante. No territorio Brasileiro
ocorrem cerca de 98 espécies nativas, pertencentes a 3 subgéneros e seis se¢cdes (VAZ,
2001) amplamente distribuidas pelo pais, com ocorréncia nas regides Sul, Sudeste,
Centro-Oeste, Nordeste ¢ Norte (VAZ, 2010).

A espécie nativa do Brasil mais conhecida e utilizada no tratamento do DM ¢
Bauhinia forficata Link. uma espécie arborea considerada como a "pata-de-vaca"
"verdadeira" por algumas comunidades. O potencial terapéutico de B. forficata foi
confirmado primeiramente por estudos clinicos que mostraram atividade
hipoglicemiante (JULIANI, 1929), e depois confirmada em outros modelos
experimentais. Os resultados obtidos com essa espécie sdo controversos. Uma hipotese
da divergéncia de resultados pode ser a diferenga na composicdo de epimeros de
flavonoides, dependentes da idade dos espécimes utilizados para o preparo do extrato.
Estariam os compostos ativos presentes apenas em determinados estadios de
desenvolvimento da planta? Alguns estudos realizados com pacientes e camundongos
diabéticos ndo confirmam a atividade diabética (COIMBRA-TEIXEIRA, 1992;
RUSSO et al., 1990); j& outros estudos mais recentes demonstram efeito
hipoglicemiante tanto em camundongos normoglicémicos quanto em diabéticos (DA
SILVA et al., 2002; PEPATO et al, 2002). Além do efeito hipoglicemiante, estudos
com os extratos aquoso, etandlico e hexanico das folhas de B. forficata descrevem a
redugdo dos niveis de glicose, triglicérides, colesterol totais e HDL em camundongos
diabéticos, o que lhe confere um grande potencial para uso clinico no tratamento do
DM.

Apesar do efeito hipoglicemiante desta planta ser conhecido héd cerca de 80
anos, somente em 2004 esta atividade foi confirmada e relacionada a um composto em
particular. A atividade hipoglicemiante do composto kampferol-3,7-O-(a)-
dirhamnosideo (kaempferitrina), um flavonoide isolado a partir da fragdo n-butanol
das folhas de B. forficata, ¢ descrita em camundongos diabéticos, além da atividade
antioxidante, o que contribui para sua atividade hipoglicemiante. A administracdo oral
da kaempferitrina leva a um efeito hipoglicemiante em camundongos diabéticos e
normoglicémicos e teria como mecanismo de agdo o efeito insulinomimético no

consumo da glicose periférica, inibi¢ao da reabsorc¢ao de glicose no figado, retardo no
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catabolismo da insulina e/ou potencializacdo do efeito de insulina residual (DE
SOUSA et al., 2004). Uma patente (US 2004/0170714) descreve o uso de B. forficata
para o tratamento do DM e também atribui a atividade hipoglicemiante a presenca de
flavonas e outros flavonoides. Das fragdes AcOEt ¢ n-BuOH das folhas e flores de B.
forficata foram isolados heterosideos de flavonoides derivados de quercetina e
kaempferol (PIZZOLATI et al., 2003).

No México, Bauhinia divaricata L., conhecida como "pezuha-de-vaca",
apresentou atividade hipoglicemiante moderada em coelhos normoglicémicos que
receberam decocgdo das folhas (RAMOS et al., 1992), porém, os mecanismos de acao
permanecem desconhecidos. Espécies como B. monandra Kurz., B. rufa (Bong.)
Steud., B. longifolia (Bong.) Steud também sdo descritas na literatura brasileira por
apresentarem diversos efeitos medicinais, porém, até o presente momento ndo foi
publicado qualquer trabalho cientifico que caracterize o perfil quimico, os mecanismos
de acdo ou o potencial destas espécies no tratamento do DM.

As espécies de Bauhinia mais estudadas, do ponto de vista fitoquimico, sdo B.
manca Standl., B. candicans Benth., B. ungulata L., B. uruguayensis Benth., B.
purpurea L., B. forficata e B. splendens Kunth.. Estudos realizados com essas plantas
apontam a presenca de uma grande variedade de compostos das classes dos
flavonoides, terpenos, esteroides, alcaloides, acido aromaticos, bibenzinas e taninos
(CECHINEL FILHO, 2009; NETO et al., 2008). Os flavonoides estio amplamente
distribuidos em Bauhinia, sendo os flavondis a classe majoritaria, seguida das
flavanas e flavanonas (DA SILVA & CECHINEL FILHO, 2002). A partir destes
estudos foram identificados flavondis derivados de quercetina, kaempferol,
isorhamnetina e ombuina, flavonas derivadas de apigenina, luteolina e crisoeriol,
mondmeros de catequinas derivados de epiafzelequina, epi/catequina e galato de
epicatequina, além do 4cido linoleico e um acido graxo (MOHAMED et al., 2015). A
figura 2 apresenta um panorama das principais classes dos metabdlitos identificados
em Bauhinia.

O DM, uma doenca metabdlica, ¢ caracterizada pela hiperglicemia no sangue,
persistente acima de valores normais, causada em consequéncia de um defeito
progressivo na secrecao de insulina pelas células B pancreaticas e na agdo em tecidos

periféricos. O ndo tratamento deste quadro, caracterizando hiperglicemia cronica esta
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associado a disfungdo de diferentes 6rgdos como olhos, figado, nervos, coracdo e

vasos sanguineos e no aumento de fatores de risco como hipertensdo e obesidade.

Individuos portadores de DM com resisténcia a insulina, pelo menos em

estagios iniciais, podem melhorar sua qualidade de vida controlando os niveis de

glicose
A A1
OR,
RO o
OR
OH o H

Kaempferol R=R,=R,=R;=H Epiafzelequina R,=H R,=H

Quercetina R,=OH R=R,=R;=H Epi/Catequina  R,=H R,=OH

Isorhamnetina  R;=OCHj, R=R,=R;=H Galato de R,=gal R,=OH

Epicatequina
Ombuina R=H R,=OH R,=R,=CH,

HO.

Apigenina R=H
Luteolina R=0OH

CHa o

OH

Acido Linoleico

Figura 2. Principais classes de metabdlitos isolado de espécies Bauhinia: A) Flavonois,
B) monoméros de catquinas, C) Flavonas, D) Acido graxo. Adaptado de Mohamed et al.

(2015).

no sangue com mudangas no estilo de vida, tais como a pratica de exercicios, perda de

peso e mudancas na alimenta¢do. Porém, em casos de disfuncdo severa das células £,

onde ndo ha secre¢do residual de insulina, o individuo necessita de tratamento com

insulina ou agentes terapéuticos para sobreviver. Atualmente, o tratamento do DM ¢

realizado através de insulinoterapia e administragdo de drogas alopaticas como

sulfoniluréias (glibenclamida), biguanidas (Metformina®) e inibidores da o-

glicosidase e a-amilase (ascarbose, miglitol), podendo ou ndo ser administradas em
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conjunto. No entanto, estes medicamentos possuem muitos efeitos adversos (HSU,
BOYCO E FUJIMOTO, 2012).

Como a prevaléncia desta doenca tem aumentado expressivamente em todo o
mundo e estima-se que em 2025, 300 milhdes de pessoas serdo portadoras de DM, ha
uma necessidade constante da busca de novos compostos naturais para tratamentos
alternativos do DM.

Portanto, dada a necessidade pela busca de novas substancias hipoglicemiantes
e muitos trabalhos preliminares na literatura com novas espécies de Bauhinia, ¢
necessario o desenvolvimento de pesquisas interdisciplinares que relacionem
claramente a atividade medicinal a um composto em particular. Assim, como um dos
objetivos deste trabalho, este capitulo descreve a identificagdo de compostos
hipoglicemiantes isolados das folhas de Bauhinia holophylla, uma importante espécie
presente no Cerrado de Bauru/SP, ja estudada pelo nosso grupo anteriormente, com
atividade hipoglicemiante comprovada (CAMAFORTE, 2013). Este estudo se baseia
em uma nova abordagem, mais racional, de estudo bio-guiado in vivo aliado a
transferéncia de método cromatografico de HPLC para MPLC, recém desenvolvida e

mais eficiente para o isolamento alvo de substancias ativas.
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Material e Metodos



2.2 .Material e Métodos

Com excegdo da coleta do material vegetal e avaliacdo das atividades
famacologicas, todos os outros experimentos foram realizados durante estagio
realizado no exterior no Lab. de Fitoquimica e Produtos Naturais Bioativos sob
orientacdo do Prof. Dr. Jean-Luc Wolfender e do Prof. Dr. Emerson Ferreira Queiroz,

na Se¢do de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de Genebra, Suiga.

2.2.1. Coleta do material vegetal

Amostras de folhas de Bauhinia holophylla foram coletadas no Jardim
Botanico Municipal de Bauru as margens da Rodovia Comandante Jodo R. de Barros —
SP 225 (22°20°30” S e 49°00°30°> W) . Foi coletado aproximadamente 1 kg de
amostras de folhas frescas para os estudos fitoquimicos e ensaios bioldgicos. Ramos
férteis foram utilizados para identificagdo e herborizagdo. A herborizacdo e o
armazenamento ficaram a cargo de MSc. Luiz Leonardo Saldanha, e foram
identificados em parceria com a Prof. Dra. Angela M.S. da Fonseca Vaz, do Instituto
de Pesquisas Jardim Botanico do Rio de Janeiro, especialista em taxonomia de
Bauhinia. As exsicatas (voucher quimico) foram incluidas no Herbario do Instituto de
Pesquisas do Jardim Botanico do Rio de Janeiro, sob numero de registro RB 507.043.

(Autorizagao de Coleta, Acesso e Remessa do Patrimoénio Genético n® 010468/2014-5)

2.2.2. Obtencao dos extratos

As folhas de B. holophylla foram secas em estufa a 45 °C até completa
secagem. Em seguida, foram pulverizadas em moinho de facas (Marconi, SP, Brasil) a
fim de facilitar a extragdo de seus constituintes quimicos, sendo posteriormente
pesadas, embaladas, etiquetadas e armazenadas em local seco e escuro. A extracao foi
feita por percolagdo do p6 com EtOH 70 % (PRISTA, 1995). O material moido (686
g) foi previamente intumescido com 2 L de etanol 70 % (v/v) durante 2 h em béquer.
Apbs esse periodo, o percolador foi empacotado com a mistura (p6 + etanol 70 %),
sendo o empacotamento feito da forma mais homogénea possivel, evitando a formagao

de bolhas ou buracos no conteudo alocado dentro do percolador. A altura do
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enchimento obedeceu a propor¢do 5:1 (referente ao volume do percolador e do
material vegetal) em relagdo ao tamanho do percolador. A vazao do percolador ficou
entre 1-2,0 mL.min"'.Kg de material vegetal. Com este processo obteve-se o extrato
EtOH 70 % das folhas de B. holophylla, com rendimento de 29,5 % a partir de matéria

seca.
2.2.3. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

As andlises cromatograficas foram realizadas em cromatégrafo de alta
eficiéncia, modelo HP-1100 acoplado a detectores de arranjo de fotodiodos e
espalhamento de luz (HPLC-DAD-ELSD) (Agilent Technologies, Santa Clara, CA,
USA) com coluna X-Bridge C18 (5 um, 250 x 4,6 mm i.d.; Waters) ou ZEOprep” C18
(15-25 pm, 250 x 4,6 mm d.i.) e vazio do cromatégrafo de 1 mL.min". Os
cromatogramas ¢ espectros de UV foram obtidos pelo DAD em diferentes
comprimentos de onda, entre 190-600 nm. Os pardmetros do ELSD foram: pressao do

gas de secagem (Ny) 3,5 bar, temperatura de 45 °C, vazado de 500 pL/min, ganho 8.

2.2.4. Cromatografia Liquida a Vacuo

Uma aliquota de 9 g do extrato EtOH 70 % das folhas de B. holophylla foi
fracionado por cromatografia liquida a vacuo (VLC), utilizando um funil de vidro (250
mL, 110 mm d.i.) como empacotamento a seco com silica C18 ZEOprep® 60 A, 15-25
um (Zeochem, Suica) (140 g). O extrato foi fracionado em elui¢do isocratica em dois
segmentos, utilizando-se MeOH:H,O (3:7) (3,750 mL) e MeOH:H,O (8:2) (1,750 mL)
obtendo-se duas fracdes BHCIA (4 g) e BHFLA (1,1 g) respectivamente.

2.2.5. Fracionamento por Cromatografia de Média Pressiao (MPLC-UV)

O fracionamento por cromatografo liquido a média pressio (MPLC) foi
composto por um sistema de bombeamento bindrio Biichi C-681 equipado com
detector UV Knauer e coletor de fragdes Biichi C-684 para tubos de 250 mL. O
fracionamento foi realizado em coluna com silica C18 Zeoprep” 60 A, 15-25 pm

(Zeochem, Suiga) 49 x 460 mm d.i..
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2.2.6. Experimentos de rotacao dtica ([a]p)

Os espectros de [a]p das moléculas isoladas foram obtidos em polarimetro
Jasco F1030, utilizando-se rotagdo otica, fonte de luz de Na, temperatura dde 22,6 °C
e comprimento de onda em 589 nm. As amostras foram suspensas em MeOH e as

leituras realizadas com voltagem < 350.

2.2.7. Analises de massas em alta resolucao

Os espectros de massa de alta resolu¢do foram obtidos em espectrometro de
massa (Waters, Mass., USA) (Mircromass LCT Premier) de tempo de voo (TOF) com
interface de electro spray (ESI) acoplado a um sistema UPLC (Waters, Mass., USA).
Coluna BEH C18, 1,7 um, 150 mm x 2,1 mm d.i.. (Waters Acquity, Milford, MA,
EUA). As temperaturas do injetor automatico de amostras e do forno de coluna foram
fixadas em 10 e 60 °C, respectivamente. As condi¢des da interface electrospray (ESI)
foram definidas como da seguinte forma: voltagem capilar de 2,8 kV, cone de tensdo a
40 V, temperatura da fonte 120 °C, temperatura de dessolvatacdo 250 °C, fluxo de gas
de dessolvatacao 600 L/h, A vazao de solvente utilizada foi de 600 uL/min e volume
de injecao de 1 puL. A deteccdo foi realizada em modo negativo (m/z 100-1000), com
scan a cada 0,25 s no modo centroide.

Uma solugdo de Leucina (Sigma-Aldrich, Steinheim, Alemanha) foi injetada a
5 png/mL por meio de uma sonda Lock Spray™, numa taxa de vazdo de 20 pL/min por
uma segunda bomba (Shimadzu LC-10ADvp, Duisburg, Alemanha).

Os dados obtidos foram analisados no software MassLynx v.4.1 (Waters
Corporation, Milford, MA, EUA). A anélise de composi¢do elementar considerando
C, H, N e O foi realizada para se obter as possiveis formulas moleculares dos

compostos.
2.2.8. Analise de Ressonancia Magnética Nuclear
Os espectros de ressonancia foram obtidos em espectrdmetro de Ressonédncia

Magnética Nuclear (RMN) (Unity Inova® 500 MHz Varian®) operando em 11,7 T em
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500 MHz para 'H e 125 MHz para °C. As amostras foram dissolvidas em D,O e

analisadas em diferentes concentragdes entre 0,5-10 mg.

2.2.9. Dicroismo Circular Eletronico

Os espectros de dicroismo circular eletronico foram obtidos em espectrometro
Jasco F-815 em tubos de 1 cm. As amostras foram analisadas em solu¢ao metandlica
com fluxo de nitrogénio a 6 L/min e temperatura de 20 °C. Os espectros foram obtidos
por arranjo de dados linear, com inicio em 600 nm e término em 200 nm, com leitura
de 100 nm/min.

As andlises conformacionais para isomeria E/Z do compostos foram realizadas
em parceria com o Departamento de Fitoquimica, Plantas Medicinais e Instituto de
Pesquisa de Farmacos da Universidade Shahid Beheshti do Teerd, Iran - pelo Dr.
Samad Nejad Ebrahimi, utilizando o software MacroModel 9.1 (SCHRODINGER
LLC, New York) com Potencial Otimizado para Simula¢des de Liquidos (OPLS 2005)
de campos de for¢a em H,O. Conformagdes ocorrendo na faixa de energia de 1,0
kcal/mol do minimo global foram escolhidas para otimiza¢do geométrica e calculo da
energia, usando a Teoria Funcional de Densidade (DFT) com fun¢cdo B3LYP e base
631G** na fase gasosa com o programa Gaussian 09 (FRISCH, 2009). Anélises
vibracionais foram feitas no mesmo nivel para confirmacdo minima. TD-
DFT/B3LYP/6-31G** foi realizado em MeOH, usando método SCRF, com modelo
CPCM. As curvas de dicroismo circular eletronico foram construidas com base na
velocidade de rotagdo (Rvel), e no comprimento (Rlen) e calculados com meia-banda

de 0,2 eV usando SpecDis v1.61. (BRUHN, 2013).

2.2.10. Estudo de atividade hipoglicemiante

As fragdes e o composto puro foram submetidos a testes farmacoldgicos para
identificacdo dos principios ativos em parceria com o Laboratério de Fisiologia do
Pancreas Endocrino da Faculdade de Ciéncias de Bauru/UNESP, coordenado pelo
Prof. José Roberto Bosqueiro e participagdo das alunas Nathalia Aparecida Camaforte

e Priscilla Maria Ponce Vareda.
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Foram utilizados camundongos machos Swiss com 60 + 10 dias de idade,
provenientes do Biotério Central da UNESP. Os animais foram mantidos no biotério
do Laboratério de Fisiologia do Pancreas Endoécrino da UNESP — Bauru, sob
temperatura controlada (23 + 2 °C) em ciclo de iluminacdo claro-escuro (12 h), com
livre acesso a comida e agua.

Para inducdo do diabetes, os camundongos receberam uma inje¢do Unica
intraperitoneal de Estreptozotocina (150 mg/kg p.c., diluido em tampao Citrato de
Sédio pH 4,5). Apos sete dias da indugdo, os animais tiveram a glicemia de jejum
mensurada e aquele que apresentaram glicemia > 250 mg/dL foram incluidos no
experimento.

Os camundongos foram divididos nos seguintes grupos (n=10):

« CTLSAL: Camundongos normoglicémicos tratados com salina via gavagem
(0,1%) durante 7 dias.

 STZMET: Camundongos diabéticos tratados com Metformina® na dose de
300 mg/kg.

« STZSAL: Camundongos diabéticos tratados com veiculo salina (0,1 %) via
gavagem durante 14 dias.

« STZMeOH 80%: Camundongos diabéticos tratados com fragdo enriquecida
em flavonoides na dose de 50 e100 mg/kg durante 7 dias.

« STZMeOH30%: Camundongos diabéticos tratados com fra¢do enriquecida
em cianoglicosideos na dose de 50 e 100 mg/kg durante 7 dias.

« Litospermosideo (BH-21): Camundongos diabéticos tratados com composto

litospermosideo (BH-21) na dose de 10 mg/kg durante 28 dias.

2.2.11. Avaliacio da glicemia de jejum

Camundongos de todos os grupos foram deixados em jejum de 10 a 12 h e tiveram a

glicemia medida com glicosimetro (One Touch Jonshon & Jonshon) ao final do tratamento.

2.2.12. Teste de tolerancia a glicose (ipGTT):

Para verificar a acdo das fracdes ricas em flavonoides e cianoglicosideos em

camundongos diabéticos, foi realizado o teste de tolerancia a glicose intraperitoneal
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(ipGTT). Apos 7 dias de tratamento com as fragdes, os camundongos foram
submetidos a jejum de 10-12 h, antes do procedimento experimental. No dia do
experimento, os camundongos receberam gavagem referente ao seu grupo [salina,
MeOH 80 % (flavonoides), MeOH 30 % (cianoglicosideos) ou litospermosideo (BH-
21)] e ap6s 30 min foram anestesiados com Tiopental® (15 mg/kg) e, em seguida, foi
coletado sangue para a dosagem de glicemia inicial dos animais (Tempo 0°). Apds a
dosagem de glicemia, glicose na dose de 2 g/kg foi administrada intraperitonealmente
e, a partir de entdo, a glicemia foi coletada nos tempos 15, 30, 60, 90 ¢ 120 min. A
coleta de sangue foi realizada pela cauda do animal e a glicemia medida utilizando o

glicosimetro (One touch, Johnson & Johnson).
2.2.13. Analise estatistica
Os resultados foram expressos como média + erro padrdo da média. Para

comparagao multipla de resultados paramétricos foi utilizado ANOVA seguido de post

test tukey. O nivel de significincia adotado foi P < 0,05.
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2.3. Resultados e Discussao

2.3.1. Estudo quimico de Bauhinia holophylla

O perfil cromatografico do extrato EtOH 70 % (EEtOH70%) das folhas de B.
holophylla (EEtOH70%) foi obtido por HPLC-DAD-ELSD. Apds as corridas iniciais
com gradiente exploratorio (5-95 % de MeOH em 60 min), o extrato foi analisado em
coluna X-Bridge (5 um, 250 x 4.6 mm d.i.) com gradiente otimizado: 5-33 % de
MeOH (A) em H,O (B) em 15 min, 33-60 % de A em B em 40 min e 60-100 % de A
em B em 50 min com vazio de 1 mL.min". A Figura 2 apresenta os cromatogramas

com gradiente otimizados obtidos em 254 nm, 360 nm ¢ ELSD.
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Figura 2. Cromatograma analitico obtido por HPLC-DAD-ELSD do EEtOH70% das
folhas de Bauhinia holophylla. Solventes: MeOH (A) e H,O (B) com 0,1 % é&cido
formico. Coluna: X-Bridge (250 x 4,6 mm d.i., 5 um). Gradiente: 5-33 % de A em B
em 15 min, 33-60 % em 40 min e 60-100 % em 50 min. Vazdo de 1 mL.min".
Temperatura da coluna: 21°C. Vol. de injecao: 10 pL.
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A partir do cromatograma analitico da figura 2, a andlise dos espectros de UV-
vis (Figura 3) obtidos dos picos, pode-se observar duas classes de compostos naturais
majoritarias. Na primeira parte do cromatograma se observa picos relativamente mais
polares, com tempo de retengdo entre 0 e 15 min e com espectros de UV com Apsx =
259 nm. J4 os picos com tempo de retencdo entre 15 e 35 min, apresentam espectros
de UV com Amsx = 260 nm e 340-370 nm, tipico de flavonoides com insaturacdo nos
carbonos C2 e C3, os quais sdo reconhecidos por apresentarem a Banda II, com
maximos na faixa espectral de 240-290 nm, atribuida ao anel-A e da Banda I, com
maximos na faixa espectral de 300-390 nm, atribuida ao anel-B (MERKEN e
BEECHER, 2000).

O cromatograma obtido pelo ELSD nos chama atencdo para a regido dos picos
dos compostos relativamente mais polares, pois indica a presenca de um pico
majoritario. Uma vez que o ELSD ¢ um detector semi-universal e quantitativo, pois
detectamos compostos que ndo evaporam com a fase movel, concluimos que havia
uma grande quantidade desses compostos presentes no EEtOH70% em relacdo aos

picos com espectros tipicos de flavonoides.
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Figura 3. Espectros de ultravioleta (UV-vis) obtidos por DAD caracteristicos de
cianoglicosideos (1) e flavonoides com insaturagdo no C2 e C3 (2).

A partir dessas informagdes, foram elaboradas estratégias para o fracionamento
por cromatografia do extrato a fim de se obter fragcdes enriquecidas com cada regido
do cromatograma e identificar a classe de compostos ativos desta planta no tratamento
do DM e consequentemente a identificagdo dos compostos ativos responsaveis pela
atividade hipoglicemiante do EEtOH70%.

O EEtOH70% das folhas de B. holophylla foi fracionado por cromatografia

liquida a vacuo (VLC) preparativa, a fim de se obter fragdes enriquecidas com as
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principais classes dos compostos presentes. As condi¢des para fracionamento por VLC
foram previamente otimizadas, utilizando-se cartuchos de SPE (500 mg/3mL) em
escala analitica (25 mg do EtOH 70 %), e transferidas para condi¢des preparativas (9 g
do EtOH 70 %). O sistema de VLC foi montado utilizando-se um funil de vidro (250
mL,110 mm d.i.) com empacotamento a seco, com 140 g de Silica gel C18 Zeoprep®™
60 A, 15-25 pum (Zeochem, Suiga).

O EEtOH70% foi fracionado sucessivamente, com dois segmentos isocraticos,
utilizando MeOH:H,O (3:7; v/v) (3,750 mL) ¢ MeOH:H,O (8:2; v/v) (1,750 mL).
Deste modo foram obtidas duas fragdes: MeOH 30 % (4 g) e MeOH 80 % (1,1 g). As
fracdes foram analisadas por HPLC-DAD para se obter o perfil quimico (Figura 4).
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Figura 4. Cromatogramas analiticos obtidos por HPLC-DAD das fra¢des obtidas por
VLC. Solventes: MeOH (A) e H,O (B) com 0.1 % acido féormico. Coluna: X-Bridge
(250 x 4.6 mm d.i., 5 pm). Gradiente: 5-33 % de A em B em 15 min, 33-60 % em 40
min e 60-100 % em 50 min. Vazdo de 1 mL.min"'. Temperatura da coluna: 21°C. Vol.
de injecao: 10 pL.
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Novamente o rendimento das fracdes obtidas nos chamam a atencdo pela
quantidade em massa da primeira fracdo, com compostos mais polares, em relagdo a
fracdo flavonoidica. O perfil quimico obtido das fragdes e a andlise do espectros UV
dos picos presentes nos cromatogramas mostram que a fragdo MeOH 30 % concentrou
os compostos com espectros de UV com Apsx = 259 nm, e a fracdo MeOH 80 %, os

picos com UV e tempo de retengdo tipico de flavonoides.

2.3.2. Teste de Tolerancia a glicose

O Teste de Tolerancia a Glicose (GTT) ¢ amplamente utilizado em préticas
clinicas para detectar desordens no metabolismo de glicose que podem estar
relacionadas ao diabetes ou outras sindromes metabolicas (ANDRIKOPOULOS et al.,
2008). Ao final de 7 dias de tratamento, os camundongos de todos os grupos
experimentais foram mantidos em jejum de 10 a 12 h. A glicemia de jejum foi medida
no tempo 0’. Em seguida, os camundongos foram tratados via gavagem oral de acordo
com a divisao dos grupos. Apds 30 minutos dos tratamentos, os mesmo receberam
injecdo intraperitoneal de solucdo de glicose (2 g/kg). A glicemia foi medida nos
tempos 15, 30, 90, 60 ¢ 120 min depois da administracdo de glicose, utilizando-se

glicosimetro (One touch, Johnson & Johnson), como mostra a figura 5.
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Figura 5. Glicemia apds injecdo intraperitoneal de glicose (2 g/kg) (A) e éarea sob a
curva (B) de camundongos controles normoglicémicos (CTL SAL) e diabéticos
tratados por 7 dias com veiculo solu¢do salina (STZ SAL) , Metformina® (STZ MET)
(300 mg/kg), flavonoides (STZMeOH 80%) e compostos polares (STZMeOH 30%)
(50 e 100 mg/kg). Letras diferentes indicam diferenca estatistica significativa. Valores
expressos em média = EPM, n =10, p < 0,05. ANOVA seguido de teste Tukey.
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Na curva glicémica, nossos resultados demonstraram que todos os grupos de
camundongos diabéticos apresentaram aumento da glicemia inicial (tempo 0’) em
relacdo ao grupo normoglicémico CTLSAL (Fig. 5, p<0,05). Apo6s 30 minutos da
ingestao de solucdo de glicose, os grupos diabéticos STZMeOH 80% 50 mg/kg (519.4
+ 30.4), STZMeOH 80% 100 mg/kg (506.7 = 23.4) , STZMeOH 30% 50 mg/kg (542.9
+ 20.9) e STZMeOH 30% 100 mg/kg (531.5 + 21.9) apresentaram menor glicemia
comparada aos grupos diabéticos STZSAL (811.8 = 53.1) e STZMET (678.1 £41.8) e
a mesma se manteve menor no decorrer do experimento nos tempos 30, 60, 90 e 120
minutos (Fig. 5, p<0,05). Em relacdo a area sob a curva, podemos notar que os grupos
STZSAL e STZMET apresentaram maior intolerancia a glicose (29805.06 + 1964 e
22179 +917.01; p<0,0001) quando comparado ao grupo CTLSAL (15454,72 £1701).
Em contra partida, os grupos STZMeOH 80% 50 mg/kg (3788,25 + 1068), STZMeOH
80% 100 mg/kg (6638.84 + 747.47), STZMeOH 30% 50 mg/kg (4614 + 677,61) e
STZMeOH 30% 100 mg/kg (4270 + 305,8) apresentaram menor area, sugerindo
melhora na tolerancia a glicose, em relagdo ao grupo CTLSAL (15454,72 +1701,
p<0,0001). Nao houve diferenca estatistica significativa entre os grupos tratados com
as fragoes (p>0,05).

Uma vez que obtivemos resultamos de melhora na tolerancia a glicose no
grupo STZMeOH 30% 100 mg/kg (4270 + 305,8), algo inédito na literatura, quando
comparado ao grupo STZMeOH 80% 100 mg/kg (6638.84 + 747.47), o grupo
STZMeOH 30% 100 mg/kg foi selecionado para continuidade dos estudos e posterior

fracionamento e purificacdo de compostos.
2.3.3. Isolamento dos compostos alvo

O EEtOH70% foi purificado, com foco nos compostos polares presentes na
fragdo com atividade mais promissora (BHCIA), por cromatografia de média pressao
(MPLC), usando silica Zeoprep C18 (15—25 pum, 460 x 49 mm d.i., Zeochem) como
fase estacionaria, ¢ gradiente linear com MeOH (A) e H,O (B) acidificados (0,1 % Ac.
Formico) (5-33 % de A em B em 7:35 h, 33-60 % de A em B em 9:40 h e 60-100 % de
A em B em 6:40 h) a 35 °C (Figura 6).

Uma mistura de silica (45 g) ZEOprep” 60 A C18/40-63 um e de extrato (15 g)

foi acondicionada em um cartucho (11,5 % 2,7 cm d.i.) conectado em linha entre as
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bombas e a coluna do MPLC para carregamento do extrato na coluna cromatografica.
A vazao foi ajustada em 15 mL/min e a detecgdo UV em 254 nm.

As condi¢des cromatograficas utilizadas em escala analitica foram
geometricamente transferidas para escala preparativa, utilizando-se uma metodologia
desenvolvida no laboratorio e com o software HPLC calculator 3.0. (CHALLAL et
al., 2015). Para a anélise em modo analitico foi usada coluna com FE com as mesmas
dimensdes da fase preparativa, Silica gel C18 ZEOprep® 60 A, 15-25 pm, 250 x 4,6
mm d.i. (Zeochem, Suica). As condigdes de andlise analitica e preparativa estdo

descritas na Tabela 1.

Tabela 1. Condigdes analiticas e preparativas utilizadas no isolamento direcionado de
cianoglicosideos.

CLAE-DAD MPLC-UV
(analitico) (preparativo)
Coluna
Altura (mm) 250 460
Diametro (mm) 4,6 49,0
Tam. de 15-25 15-25
Particula (um)
Aplicacao (g) 0,01 12
Temp. coluna °C 35 35
Vazio (mL/min) | 15
Dwell  volume 0,95 12
(mL)
Vol. morto da 2.64 510
coluna (mL)
Gradiente t(min) %B t(h) %B
0 5 0 5
45 33 7:35 33
90 60 17:15 60
100 100 23:53 100

A andlise dos cromatogramas obtidos (Figura 6) mostra que ao se usar
particulas de silica padronizadas, ou seja, de mesmo tamanho, conseguimos uma

transferéncia do método mais robusta e maior precisdo para prever o tempo de
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retencdo dos compostos de interesse. Nota-se um deslocamento do cromatograma
semipreparativo em relagdo ao cromatograma analitico pela diferenca na temperatura
do solvente e da coluna nos dois experimentos. Na separa¢@o analitica a coluna estava

condicionada em 21 °C, ja a fase movel e a coluna semipreparativa em 35 °C.
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Figura 6. Cromatogramas do EEtOH70% das folhas de Bauhinia holophylla. A)
HPLC-DAD em 254 nm com coluna analitica ZEOprep C18 (250 x 4,6 mm d.i., 15-25
um). Vol. Inj. 15 pL (10 mg/mL). Temperatura da coluna: 21 °C. Vazio: 1 mL/min.
B) MPLC-UV em 254 nm com coluna semi-preparativa ZEOprep C18 (49 x 460 mm
d.i., 15-25 pm). Inj. 15 g. Temperatura da coluna e do solvente: 35 °C. Vazdo: 15
mL/min.

Por desta abordagem foi possivel isolar, em um Unico passo, 3 compostos com
os seguintes rendimentos e pureza por RMN de hidrogénio: BH-14 (6,8 mg, 88 %),
BH-15 (11 mg, 80 %) and BH-21 (244 mg, 98 %).

42




2.3.4. Analises espectrométricas dos compostos isolados

Os compostos isolados foram submetidos a andlises espectrométricas para
identificacdo estrutural (TOF-HRMS e RMN) e determinagcdo da configuracio
absoluta da estrutura (dicroismo circular eletronico). Os dados obtidos foram similares
aos dados encontrados na literatura para cianoglicosideos (HAN et al., 2001; JOSIEN-
LEFEBVRE & LE DRIAN, 2007).

» Composto BH-14

O composto BH-14 foi obtido como s6lido branco amorfo; [o]p>>*-11,95° (c =
0,5 MeOH); UV Apmsx (log €) 260 nm; 'H-RMN (D,0, 499,9 MHz) ver Tabela 2; ESI-
MS (modo negativo): m/z 328,1 [M-H]; HRMS: m/z 328,1055 [M-H] (célculo téorico
C14HsNOsg, 328,1032, A ppm = 7,0) ver Tabela 3.

O espectro de RMN de 'H do composto BH-14 (Figura 7) apresentou trés
sinais de hidrogénios olefinicos. Observa-se deslocamentos em o 6,67 (H2, dd, J=
10,1; 2,3 Hz), 6 6,21 (H3, dt, J/= 10,1; 2,0 Hz) e 6 5,85 (H7, s) (Figura 8). Outros sinais
em o 4,42 (H4, dt, J= 8,3; 2,3), 6 3,74 (HS, ddd, J=10,5; 8,3; 2,0 Hz) e 6 4,62 (H6, dd,
J=1,5; 2,3 Hz). Foram observados também sinais referentes a unidade de agucar em o
4,79 (H1', anomérico, d, J = 7,3 Hz) indicando a posi¢ao 3 da ligacdo do agucar, o 3,52
H2' (overlap) & 3,54 (H3', d, J = 9,1 Hz), 6 3,89 (H6'a, dd, J= 12,4; 1,5 Hz), & 3,75
(H6'b, J=12,9), 6 3,93 (dd, J = 12,4; 2,1 Hz), ¢ 3,75 (dd, J= 12,4; 5,4 Hz). Os dados

sdo apresentados na Tabela 2.
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Figura 8. Ampliacio do espectro de RMN de 'H (5 2,5 a & 7,5 ppm) do composto BH-

14 (D,0, 499,9 MHz).

A partir do espectro de gHSQC (Figura 9) determinamos as atribuigdes para os

carbonos da molécula. No espectro de HMBC (Figura 10) podemos ver a correlacio

do sinal do H1' (anomérico) em 6 4,79 com o do C6 em 82,1 ppm, confirmando a

44

4500

4000

3500




posicao do actcar na estrutura da aglicona.
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Figura 10. Ampliacao do mapa de contorno gHMBC (6 3 a § 7 ppm) do composto
BH-14.

46



A Figura 11 mostra a estrutura do composto BH-14 a partir dos dados obtidos por

RMN.

Figura 11. Estrutura molecular do composto BH-14. As setas indicam as correlagdes
heteronucleares obtidas por gHMBC.

Portanto, o composto BH-14 foi identificado como sendo o cianoglicosideo nao-
cianogénico (2E)-(4R,5S,6S5)-6-(B-D-glicopiranosiloxil)-4,5-dihidroxiciclohex-2-en-1-
ilideno-acetonitrila.

» Composto BH-15

O composto BH-15 foi obtido como solido branco amorfo; [a]p™>+ 7,12° ¢ =
0,1 MeOH); UV Amsx (log €) 260 nm; H RMN (D,0, 499,9 MHz) ¢ *C RMN (D0,
125,7 MHz): para dados de RMN de 'H e *C ver Tabela 2; ESI-MS (modo negativo):
m/z 166,0 [M-H]; HRMS: m/z 168,0694 [M+H]", A ppm = 14,6 (Calculado para
CgH;oNO;3, 168,0661) (ver Tabela 3).

O espectro de RMN de H (Figuras 12 e 13) do composto BH-15 apresentou
sinais com deslocamento ¢ 6,65 (H2, dd, J/=10,1; 2,0 Hz) ¢ 6 6,18 (H3, dt, /= 10,1; 2,0
Hz) além dos sinais em ¢ 4,31(H4, dt, /=8,1; 2,0 Hz), 6 3,51 (H5, dd, J= 10,4; 8,1
Hz), 6 4,37 (H6, dd, J=10,4; 2,0 Hz) ¢ 6 5,65 (H7, s). Os dados de RMN de 'HenC

sdo apresentados na Tabela 2.

A correlagdo dos hidrogénios e carbonos foi determinada através dos

experimentos de gHMBC e gHSQC (Figuras 14 e 15).
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Figura 12. Espectro de RMN de 'H (3 0 a & 8,5 ppm) do composto BH-15 (D,0,
499,9 MHz).
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Figura 13. Ampliacio do espectro de RMN de 'H (8 3 a & 7,5 ppm) do composto BH-
15 (D,0, 499,9 MHz).
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Figura 15. Ampliagdo do mapa de contorno gHSQC (6 3 a 6 7 ppm) do composto
BH-15.

A partir dos experimento de RMN foi possivel propor a estrutura do composto BH-15

(Figura 16).

N

f‘ \\\\\\ OH

OH

Figura 16. Estrutura molecular do composto BH-15. As setas indicam as correlagdes
heteronucleares obtidas por gHMBC.

Ap6s interpretacao dos espectros obtidos, o composto BH-15 foi identificado
como (2E)-2-[(4R,5S,6S5)-4,5,6-trihidroxiciclohex-2-en-1-ilideno]acetonitrila, sendo

outro cianoglicosideo ndo-cianogénico.

» Composto BH-21
O composto BH-21 foi obtido como s6lido amorfo; [a]p**°-209,12° (¢ = 0,1
MeOH); UV A (log €) 260 nm; H RMN (D,0, 499,9 MHz) e *C RMN (D0, 125,7
MHz): para dados de RMN de 'H e "’C (500 MHz, D,0, & em ppm) ver Tabela 2; ESI-
MS (modo negativo): m/z 328,1 [M-H]; HRMS: m/z 328,1059, A ppm = 8,2 [M-H]
(calculado para Ci4H;sNOs, 328,1032) ver Tabela 3.

O espectro de RMN de 'H do composto BH-21 (Figura 17) apresentou trés
sinais de hidrogénios olefinicos. Observa-se deslocamentos em 6 6,36 (H2, dd, J =
10,2; 1,8 Hz), 6 6,14 (H3, dd, J=10,2; 3,2 Hz) e (H7, s). Outros sinais em ¢ 4,31 (H4,
m, overlap), 6 3,97 (HS, dd, J=8,2; 6,1 Hz), 5 4,86 (H6, dd, J=8,2; 1,7 Hz) e 6 5,65.

Foi observado também sinais referentes a unidade de actcar em & 4,90 (HI',
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anomérico, d, J = 7,8 Hz), 6 3,52, 6 3,54 H3' (overlap), & 3,44 (H4', overlap), o 3,45
(HS', overlap), 6 3,93 (dd, J = 12,4; 2,1 Hz), 6 3,75 (dd, J = 12,4; 5,4 Hz). Os dados de
RMN de 'H e "°C sio apresentados na Tabela 2.
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Figura 17.

Ampliagio do espectro de RMN de 'H (5 7,5 a & 1,5 ppm) do composto
BH-21 (D0, 499.9 MHz). *(continua proxima pagina).
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Figura 17. Ampliagdo do espectro de RMN de 'H (8 7 a & 3 ppm) do composto BH-21

(D20, 499.9 MHz).

As atribuicdes dos hidrogénios e carbonos foram feitas através dos
experimentos de gHMBC e gHSQC (Figuras 18 e 19). Analise do espectro de gHMBC

(Figura 18) confirmou a posi¢cdo do agucar pela correlacdo do hidrogénio anomérico

(H1") em 6 4,90 ppm e 0 C6 em J 78,6 ppm.
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Figura 18. Ampliacdo do mapa de contorno gHMBC (8 2,6 a 6 7 ppm) do composto

BH-21.
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A estrutura do composto BH-21 pode ser proposta a partir dos experimentos de RMN
(Figura 20).

T
mo

OH

\

Figura 20. Estrutura molecular do composto BH-21 (litospermosideo). As setas
indicam as correlagdes heteronucleares obtidas por gHMBC.

J& o composto BH-21 foi identificado como litospermosideo, outro composto

também pertencente a classe dos cianoglicosideos.

A Tabela 2 apresenta os dados de deslocamentos quimicos dos compostos BH-

14, BH-15 e BH-21 (litospermosideo).
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Table 2. Deslocamentos quimicos de RMN de 'H (D,0, 499,9 MHz) ¢ C (D,0,

127,5 MHz) do compostos BH-14, BH-15 e BH-21.

BH-14 BH-15 BH-21 (litospermosideo)
Posicdo oc ou (J em Hz) oc og(Jem HMBC  oc ou (Jem HMBC*
Hz) ¢ Hz)
CN -- 120,7 120,5
(CN) (CN)
1 160,0 -- 162.,4 158,1
©) ©) ©
2 126,6 6,65 (dd, 126,6 6,65(dd, 10,1; 1,6,7  129,8 6,36 (dd (10,2; 1,3,4,6,
(CH) 10,1;2,0)  (CH) 2.0) (CH) 1,8) 7
3 141,3 6,19 (dd, 141,7 6,18 (dd, 10,1; 1,5 139,0 6,14 (dd (10,2; 1,5
(CH)  10,1;2,0)  (CH) 2.0) (CH) 3,2)
4 74,3 4,42 (dt, 74,6 4,37 (dt, 8,1; 2,3,5 72,7 4,31 (m) 2,3,5
(CH) 8,3; 2,0) (CH) 2.0) (CH)
5 79,1 3,74 (ddd, 79,7 3,51 (dd, 10,4, 6 76,7 3,97 (dd, 8,2, 1,3
(CH) 10,5; 8.3; (CH) 8,1) (CH) 6,1)
2,0)
6 82,1 4,62; (dd, 74,5 431 (dd, 10,4, 1,57 78,6 4,86 (dd, 8,2; 1,2,4,
(CH) 10,5; 2,0) (CH) 2,0) (CH) 1,7) 57,1
7 96,9 5,85 (s) 95,2 5,65 (s) 1,2, 99,9 5,65 (s) 1,2,6,
(CH) (CH) 6, CN (CH) 8
r 106,2 4,79 (d, 7,8) 102,62 4,90 (dd 7,8; 2!
(CH) (CH) 2,35)
2’ 76,4 3,45 (m) 75,6 3,52
(CH) (CH)
3’ 78,6 3,54; (,9,1) 78,7 3,52 2'
(CH) (CH)
4 72,3 3,46 72,5 3,44 3'
(CH) (CH)
5’ 78,8 3,46 78,9 3,45 13,4
(CH) (CH)
6’a 63,3 3,89 (dd, 63,7 3,93 (dd 12.,4; 45
(CHy)  12,5; 1,6) (CH>) 2,1)
6’b 63,3 3,75 (d, 63,7 3,75 (dd, 12,4 45
(CH) 12,5) (CH) 5.4)
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2.3.5. Analise dos compostos por UPLC-TOF-HRMS

Os espectros de massas de alta resolugdo foram obtidos em espectrometro de
massa acoplado a um cromatégrafo (UPLC-ToF-HRMS). Na anélise de composi¢ao
elementar do espectro da amostra BH-14, identificamos no modo positivo o ion
([M+H]") de m/z 168,0694. Ja nos espectros das amostras BH-15 ¢ BH-21 obtidos no
modo negativo identificamos os ions ([M-H]) de m/z 328,1055 e de m/z 328,1059

respectivamente. A Tabela 3 apresenta os dados obtidos.

Tabela 3. Anélise da composi¢ao elementar das féormulas moleculares dos compostos
isolados do EEtOH 70% das folhas de Bauhinia holophylla.

Composto  Férmula Modo de m/z m/z Desvio
molecular Ionizacio experimental tedrico (ppm)
BH-15 CsHioNO3 ESI + 168,0694 168,0661 14,6
(IM+H]")
BH-14 C14H3NOg ESI - 328,1055 328,1032 7,0
(IM-HJ)
BH-21 Ci14H3NOg ESI - 328,1059 328,1032 8,2
(IM-H])

2.3.6. Determinacio da configuracio absoluta dos compostos isolados por DCE e

[a]”

A diferenciacdo dos isdmeros (E/Z) foi determinada por dicroismo circular
eletronico. A diferencia¢do ¢ possivel através da interacdo diferencial com a luz das
diferentes configuragdes. Dentre os métodos para determinagdo da configuragdo total
de moléculas provenientes de fontes naturais estdo: Raio-X, para cristais, RMN apos
derivatizacdo quiral, sintese quimica e métodos Opticos-quiral (DCE, DEV) para
solu¢des incolores (MeOH, H,O, Hexano, etc) (BEROVA et al., 2007).

No dicroismo circular eletronico, os isOmeros absorvem a luz circulante
polarizada a esquerda e a luz circulante polarizada a direita. O efeito Cotton foi

observado proximo de 230 e 270 nm para o isdmero (Z) e em 230 nm para o isdmero
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(E) (Figura 21). Abaixo sdo apresentados os espectros de DC obtidos dos compostos

isolados (BH-14, BH-15 ¢ BH-21).
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Figura 21. Comparagdo dos espectros de dicroismo circular eletronico experimental e
teorico dos comspostos isolados do extrato EtOH 70% das folhas de Bauhinia
holophylla. *Compound 1 = BH-14; Compound 2 = BH-15; Compound 3 = BH-21.

As andlises de rotagdo Optica também auxiliam para a determinacdo correta da
configuragio total dos compostos. Os resultados obtidos no experimento de [0]° com
os compostos isolados foram: BH-14 [a]p*>®-11,95° (¢ = 0,5 MeOH), BH-15 [a]p™**
+7,48° ¢ = 0.1 MeOH) e BH-21 [a]p**°-209,12° (c = 0,1 MeOH).

A partir dos dados espectroscopicos obtidos por RMN, UV e [a]p dos
compostos e comparacdo com a literatura e calculos tedricos e experimentais de DCE,
foi possivel propor a configuragdo absoluta dos compostos como (2E)-(4R,5S,6S5)-6-
(B-D-glucopiranosiloxi)-4,5-dihidroxiciclohex-2-en-1-ilidene-acetonitrila (BH-14)
(Josien-Lefebvre & Le Drein, 2003), (2E)-2-[(4R,5S,6S)-4,5,6-trihidroxiciclohex-2-
en-1-ylidene]acetonitrila (BH-15) (ZHANG et. al., 2004) e (-)-litospermosideo (BH-
21) (WU et al., 1979) (Figura 22).
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Figura 22. Proposta da configuragdo total dos compostos isolados do EEtOH70% das
folhas de Bauhinia holophylla.

O composto litospermosideo foi isolado das raizes de Lithospermum purpureo,
Lithospermum officinalis, Thalictrum rugosum, Thalictrum revolutum e Griffonia
simplicifolia. Este composto foi isolado também das cascas de Cercis siliquastrum.
Outros cianoglicosideos nao-cianogénicos similares aos identificados nesse estudo
foram isolados de outras espécies consideradas medicinais, como por exemplo:
simmondsina, bauhinina, purshianina e dasycarponina. Contudo, este ¢ o primeiro
estudo que demonstra claramente a atividade hipoglicemiante de cianoglicosideos nao-
cianogénicos por meio de testes de tolerancia a glicose em camundongos diabéticos.

Para se aprofundar o conhecimento acerca das propriedades hipoglicemiantes
desta classe de substancia, o composto litospermosideo foi testado isoladamente e sua
atividade hipoglicemiante avaliada por meio do teste de tolerdncia a glicose, como

descrito a seguir.

2.3.7. Teste de tolerancia a glicose e avaliacdo da glicemia de jejum

Do processo de fracionamento por MPLC-UV do EEtOH70%, somente a
fracdo BH-21 foi obtida com rendimento suficiente para a realizag¢do dos testes in vivo,
para se relacionar a atividade bioldgica do extrato a um composto em particular.
Portanto, somente a fracdo BH-21 foi submetida aos teste de tolerancia a glicose.

Durante o tratamento, a glicemia foi mensurada nos dias 0, 7, 14, 21 e 28 dias
nos animais normoglicémicos e diabéticos tratados. Nossos resultados mostram que os

grupos diabéticos apresentaram glicemia de jejum maior que o grupo CTLSAL. No
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entanto o grupo tratado com litospermosideo (BH-21) (358,5 £+ 32,5) apresentou
reducdo da glicemia de jejum logo apos 7 dias do inicio do tratamento quando
comparado aos grupos (454,9 + 25,8) e STZMET (465,8 + 12,1) e ao final do
tratamento, essa redu¢do chegou a 50 % quando comparado ao grupo STZSAL (544,9
+ 28,3) (Figura 23).
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Figura 23. Glicemia durante o ipGTT (2A) e AUC (2B) dos animais controles
normoglicémicos e diabéticos tratados com salina, Metformina® (300 mg/kg) e
composto litospermosideo (BH-21) (10 mg/kg). a vs. CTLSAL, b vs. STZSAL, c vs.
STZMET. Valores expressos em média + EPM, n = 10, p < 0,05. ANOVA seguido de
teste Tukey.
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Ao final dos 28 dias de tratamento foi realizado o teste de tolerancia a glicose
em animais normoglicémicos e diabéticos. Nossos resultados mostram que os animais
tratados com o composto Litospermosideo (BH-21) também apresentaram melhora da
tolerancia a glicose, quando comparados ao grupo STZSAL (13188.8 + 1674 e 29805
+ 1964 respectivamente), (p<0,001), sendo que ndo houve diferenca estatistica
significante com o grupo STZMET (14118.7 £+ 3660) (p>0,05). Apesar de nao haver
diferenca estatistica entre os grupos STZMET e Litospermosideo, este ultimo foi

avaliado em concentracdo 30 vezes mais baixa em relagdo ao primeiro.
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Figura 24. Glicemia de jejum dos animais normoglicémicos e diabéticos tratados
com salina, Metformina® ou litospermosideo (BH-21) durante 28 dias. a vs.
CTLSAL, b vs. STZSAL, ¢ vs. STZMET. Valores expressos em média £ EPM, n =
10, p <0,05. ANOVA seguido de teste Tukey.

Esse ¢ um dado importante, visto que a Metformina® ¢ um farmaco
amplamente utilizado para melhora do quadro de resisténcia a insulina e diabetes. A
Metformina®, uma droga sintética, ¢ muito similar ao composto galegina, isolado de
Galega officinalis, uma espécie pertencente a Fabaceae, mesma familia a qual

pertencem espécies do género Bauhinia, considerada a primeira planta com atividade

antidiabética claramente elucidada (PERLA & JAYANTY, 2013). A dose de
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Metformina® utilizada para o tratamento foi maior que a administrada aos
camundongos do grupo litospermosideo (BH-21), por ser uma concentracao
padronizada para este modelo de diabetes em camundongos. Além disso, o tratamento
com litospermosideo (BH-21) mostrou ser eficiente para a prevencao da perda de peso
dos animais, visto que o grupo diabético tratado com salina apresentou acentuada
perda de peso durante todo o tratamento, sendo que aos 28 dias apresentou redugdo
estatistica significativa em comparacdo aos grupos STZMET e litospermosideo (BH-
21).

Este ¢ o primeiro trabalho que demonstra a atividade hipoglicemiante desta
classe de compostos pouco explorada do ponto de vista bioldgico, e em especial, do
composto Litospermosideo, considerando a literatura disponivel. Esse composto foi
brevemente relatado e identificado em Bauhinia fassoglensis Kotschy ex Schweinf,,
uma trepadeira com uso tradicional no tratamento de diarreia e febre, em tribos na
Tanzania (FORT & NELSON, 2001). Esse composto foi identificado também nas
raizes de espécies de Lithospermum L. (Boraginaceae), Griffonia simplicifolia Baill.
(Fabaceae) e Thalictrum L. (Ranunculaceae) (JOSIEN-LEFEBVRE & LE DRIAN,
2003).

A maior parte dos cianoglicosideos na natureza ¢ cianogénica, pois através de
reagdes enzimaticas de hidrolise, sdo capazes de gerar HCN (Figura 25)

(YAMASAKI, 1999).

20

Ry B-glicosidase H oxinitrilase

agucar=—0 Ry + - (=R + HCN

C=N

Figura 25. Esquema mostrando a liberacdo de cetona e cianureto de hidrogénio pela
hidrolise de glicosideos cianogénicos por B-glicosidase.

Este processo, chamado de cianogénese, estd amplamente presente nas
angiospermas. Atualmente se conhece 5 vias biossintéticas diferentes para estes
compostos. Os cianoglicosideos sintetizados a partir da tirosina estdo presentes em
familias das ordens Magnoliales e Laurales. Os cianoglicosideos presentes em

Fabaceae e Sapindaceae sdo similares aos derivados da leucina. Os cianoglicosideos

61



ndo cianogénicos, como litospermosideo, formam um pequeno grupo, pois nao
apresentam o grupo nitrila adjacente ao acucar, o que os torna nido cianogénicos.
Outros compostos nao-cianogénicos com estruturas similares a do litospermosideo
foram isolados de plantas medicinais. Portanto, por se tratar de um glicosideo ndo-
cianogénico, o litospermosideo possui um grande potencial para uso terapéutico como

demonstrado nesse trabalho.
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24. Conclusao

Através do estudo de fracionamento e isolamento, empregando transposicao
das condi¢des cromatograficas, da escala analitica para semipreparativa, em linha com
teste intraperitoneal de tolerancia a glicose (IpGTT) em camundongos diabéticos, foi
possivel isolar e identificar, pela primeira vez na lituratura, cianoglicosideos ndo-
cianogénicos ativos, responsaveis pela atividade hipoglicemiante de Bauhinia
holophylla. Apesar do efeito hipoglicemiante descrito na literatura para flavonoides
isolados de outras espécies de Bauhinia e também nos experimentos de IpGTT neste
estudo, os derivados de cianoglicosideos ndo-cianogénicos se mostraram ativos
também, o que comprova que sdo compostos hipoglicemiantes, responsaveis em parte
pela atividade anti-diabética de B. holophylla. O litospermosideo possui um forte
efeito hipoglicemiante similar & metformina, em doses mais baixas, comprovado pelos
testes de IpGTT e, portanto, possui um alto potencial para o desenvolvimento de
medicamento hipoglicemiante via oral. Dado a atividade potencial do composto e dos
resultados de atividade hipoglicemiante de cianoglicosideos serem inéditos na
literatura, um pedido de patente foi registrado junto ao Instituto Nacional de
Propriedade Industrial, em parceria com as universidades UNESP e a Universidade de
Genebra - Suica (UNIGE), para a obtencdo de fragdes enriquecidas com

cianoglicosideos ndo-cianogénicos de Bauhinia e seu uso no tratamento do diabetes.
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Capitulo 2

"Influéncias geografica e das condicoes de solo no perfil

quimico de Myrcia bella Cambess. (Myrtaceae) baseado em

estudos de metabolomica por UPLC-TOF-HRMS"
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3.1. Introducao

Uma importante fonte de compostos naturais de interesse da medicina
tradicional brasileira no tratamento do DM e alvo de varios estudos sdo as espécies da
familia Myrtaceae. O género Myrcia, pertence a subtribo Myrciinae, ¢ um dos maiores
géneros americanos de Myrtaceae, com mais de 300 espécies distribuidas do México
até o sul do Brasil (MARCHIORI, 1997). Tribos indigenas e comunidades tradicionais
do Brasil t€ém usado espécies do género Myrcia para o tratamento de D. mellitus, entre
outras doencas (PEPATO et al., 1993; RUSSO et al., 1990). Myrcia multiflora (Lam.)
DC. ¢ uma das espécies amplamente utilizadas na medicina tradicional e
comercializada em farmacias na América do Sul para o tratamento de D. mellitus
(RUSSO et al., 1990; PEPATO et al.,, 1993; FERREIRA et al., 2006). Estudos
realizados pelo nosso grupo de pesquisa mostraram que o extrato bruto de M. bella
(Figura 1) apresenta atividade hipoglicemiante em camundongos diabéticos induzidos
por estreptozotocina, uma vez que apresentaram diminui¢do significativa da glicemia
de jejum ja a partir do sétimo dia de tratamento. O tratamento com o extrato também
levou a diminuicdo dos niveis séricos de colesterol total e triglicérides em animais

normoglicémicos (VAREDA et al., 2014).

Figura 1. A) Espécime de Myrcia bella Cambess. B) Detalhe da flor com estames
numerosos, tipico de Myrtaceae. Fotos: LLS.
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Ferreira et al., (2011) demonstraram que compostos isolados de Myrcia
multiflora DC. possuem algumas propriedades farmacoldgicas, como atividade
hipolipidémica e antiobesidade. Pepato et al. (1993) mostraram que ratos diabéticos
tratados com extrato aquoso de Myrcia uniflora Barb. Rodr. apresentaram melhora nos
parametros metabolicos relacionados a homeostase glicémica. Em um estudo mais
aprofundado, realizado com uma classe de flavonoides isolados de Myrcia uniflora,
myrciacitrinas, Matsuda et al. (2002) demonstraram diminui¢do na atividade da
enzima aldose redutase. Estudos desenvolvidos pelo nosso grupo de pesquisa,
mostraram que o extrato EtOH 70 % das folhas de M. bella apresenta heterosideos de
flavonoides derivados de quercetina, miricetina, kaempferol e 4acidos fendlicos

(Figura 2) (SALDANHA et al., 2013).
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Figura 2. Principais metabélitos identificados nas folhas de Myrcia bella: A) Acidos
fenolicos e acido quinico, B) Heterosideos de flavonois acilados.

No Brasil, as espécies de Myrcia ocorrem naturalmente nos biomas do

Cerrado, também conhecido como a savana brasileira. O Cerrado pode ser considerado
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como um complexo de biomas distribuidos em mosaico (BATALHA, 2011), que se
estende da margem da Floresta Tropical Pluvial do Dominio Amazdnico e Ombrofila
Densa do dominio da mata atlantica até as areas dos Estados de Sdo Paulo e Parana, na
regido Sudeste e Sul do Brasil. Situa-se entre 5 e 20° de latitude Sul e de 45 a 60° de
longitude Oeste (SILVA et al., 2008) e apresenta variagdo de altitude de 300 a 1100 m
(COUTINHO, 2002). Originalmente, a savana ocupava aproximadamente 23 % do
territorio brasileiro (RATTER et al., 1997).

A érea geografica que a savana brasileira abrange (Figura 2) estende-se por
regides caracterizadas por diferentes condi¢cdes ambientais, o que resulta em padrdes
floristicos regionais distintos (DURIGAN et al, 2003). Estudos das fisionomias do
Cerrado mostraram que a vegetagdo das areas de Cerrado no oeste de Sao Paulo,
predominantemente cerraddao e ecotono cerrado/floresta, distingui-se claramente da
flora do cerrado semsu lato presente em areas vizinhas, situadas em estados como
Minas Gerais, Goias ¢ Mato Grosso do Sul (DURIGAN et al, 2003; RATTER et al.,
2003).

Figura 2. Distribuicdo dos biomas de Cerrado em diferentes regides do Brasil
(destacado em cinza). Retirado de Ratter et al., 1997.
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Os critérios que guiam a diversidade das fisionomias na superficie terrestre sao
complexos e relacionam-se principalmente com os climas e, dentre os seus elementos,
mais diretamente com a temperatura e a precipitacdo, seja a quantidade de chuva, seja
a sua distribui¢c@o ao longo do ano (WALTER, 1986).

No caso do Cerrado, em principio, a diversidade da vegetacdo deveria,
predominantemente, estar relacionada a frequéncia do fogo (COUTINHO, 1982) e as
mudangas dindmicas ocorridas nos periodos Terciario e Quaternario, na génesis do
solo pela rocha matriz. Porém, atualmente, o fator antroépico deve ser incluido na
tentativa de se identificar os critérios que guiam a diversidade do Cerrado.

O Cerrado apresenta dois tipos de clima predominantes, segundo Koeppen, Aw
(megatérmico ou tropical umido, com inverno seco e chuvas maximas no verao) e
Cwa (mesotérmico ou temperado quente, com inverno seco e temperatura média do
més mais quente maior que 22°C) (SILVA et al., 2008). O periodo da estagdo seca,
historicamente, se inicia nos meses de abril e maio se estende até setembro a outubro;
a estagdo chuvosa se inicia nos meses de setembro a outubro e se estende até margo e
abril, com uma variagdo dos niveis de precipitagdo média anual de 400 a 2200 mm
(SILVA et al., 2008). Em algumas regides de Cerrado, estudos sugerem que existe
relacdo entre a fertilidade do solo e a diversidade de fisionomias do Cerrado. Os solos
das regides de Cerrado no Brasil sdo Latossolos, Neossolos Quartzarénicos e
Agrissolos (REATTO et al., 2008) e, de maneira geral, sdo profundos, permeaveis,
bem drenados, 4cidos, com baixa capacidade de troca catidnica, baixa soma de bases e
alta concentragdo de aluminio (COUTINHO, 2002). As fisionomias mais abertas estao
associadas a solos mais pobres em nutrientes € com maior teor de aluminio
(MORENO et al., 2008). Outros estudos ndo corroboram esses resultados e sugerem
que ha relagdo com o componente granulométrico do solo, sendo o teor de argila mais
elevado nas areas de cerradio (MARIMON-JUNIOR & HARIDASAN, 2005).

Os fatores antropogénicos, como a fragmentacdo das areas de Cerrado,
influenciam ndo somente a diversidade de suas fisionomias, mas também a diversidade
genética e quimica das populagdes de plantas (EGYDIO-BRANDAO et al., 2016).
Devido a expansdo de monoculturas de milho, soja e cana-de-actcar nos estados de
Goids e Sao Paulo, e da agropecudria no Mato Grosso do Sul, o Cerrado passa por um
processo de fragmentagdo, mesclando-se com éreas de cultivo de cana-de-agucar ou

soja. Como os solos dessas regides apresentam baixa fertilidade e pH acido, se faz
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necessaria a adicao de calcério para o cultivo da soja e cana-de-agucar, assim alterando
as condic¢des de disponibilidade de nutrientes do solo. Essa condi¢do, consequéncia da
acdo do homem, modifica a paisagem e os fatores ecoldgicos que guiam a diversidade
dos padrdes de vegetacdo desse fragmentos, atribuindo maior importancia a areas de
entorno dos fragmentos. Dessa situacdo, espera-se mudancas ndo somente na
paisagem, mas também nas respostas das plantas a variagdes no ambiente natural.

As pressdes abioticas, como mudancas na disponibilidade de nutrientes,
irradiagdo e temperatura representam desafios para as plantas em termos de capacidade
de crescimento e competi¢cdo com plantas vizinhas, e podem ter grandes variagdes em
escalas espaciais (WALTERS, 2004).

A plasticidade fenotipica permite as plantas se adequarem ao dinamismo
ambiental, a curto e a longo prazo, e ¢ regulada por genes que determinam ndo
somente as caracteristicas, mas também a capacidade de resposta da planta frente a
estimulos ambientais (BRADSHAW, 2006). Essa resposta ¢ avaliada na habilidade da
planta de mudar seus tragos morfologicos e funcionais, assim como a vias metabolicas.

As mudancas ecofisiologicas, ou seja, respostas quimicas, representam uma
interface entre as plantas e o ambiente circundante. Variagdes temporais e espaciais no
conteudo total, bem como as proporgdes relativas de metabolitos secundarios em
plantas ocorrem em diferentes niveis (sazonais e didrias; intraplanta, inter- e
intraespecifica) e, apesar da existéncia de um controle genético, a expressdo pode
sofrer modificacdes resultantes da interacdo de processos ecoldgicos e evolutivos
(FORBEY et al., 2013).

Estudos de extratos vegetais com abordagens holisticas que avaliem padrdes de
perfil quimico em diferentes areas e que relacionem modificacdes genéticas e filtros
ambientais, contribuem para o entendemento e sistematizacdo do uso de plantas
medicinais (GLAUSER, et al. 2013; WOLFENDER et al. 2013) e s@o questdes que
direcionam este trabalho. Os efeitos medicinais de plantas sdo principalmente
resultantes da a¢ao de produtos do metabolismo secundario.

Portanto, uma vez que o extrato de Myrcia bella possui substancias de interesse
no tratamento do diabetes e possui ampla distribuicdo nos biomas do Cerrado, este
trabalho teve como objetivo avaliar se os seus perfis quimico e genético apresentam
variagdes em funcdo do local (regides fitogeograficas), condi¢des climaticas (estacao

seca/chuvosa) e/ou ambientais (composicdo quimica e pH do solo).
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3.2. Material e Métodos

3.2.1. Coleta do material vegetal

As coletas de amostras de Myrcia bella foram realizadas em biomas do cerrado
com ocorréncia destas espécies, com base em consultas a cole¢des bioldgicas
disponiveis na base de dados: speciesLink (http://splink.cria.org.br/). As areas de
coleta foram estabelecidas nos estados: Goias (16° 40" 00" S, 49° 15" 00” W), no
municipio de Chapadao do Céu, no Parque Nacional das Emas; Mato Grosso do Sul,
em Trés Lagoas (20° 45" 4" S, 51° 40’ 42" W), Campo Grande (20° 26’ 34" S, 54° 38’
45" W) e Bonito (21° 07" 15" S, 56° 28’ 55" W), e Selviria (20° 22' 1" S, 517 25' 8" W)
em areas da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul; Sdo Paulo em Bauru (22°
18" 54" S, 49° 3' 39" W), no Jardim Botanico Municipal de Bauru e em Pratania (22°
48' 28" S, 48° 39’ 57" W). *Autorizacao de Coleta, Acesso e Remessa do Patrimonio
Genético n® 010468/2014-5.

Nas areas selecionadas, sorteamos trés pontos (coordenadas) com o auxilio de
um sistema de Global Position System (GPS) dentro da area total; coletamos os
espécimes de cada espécie que se encontravam mais proximos a cada ponto sorteado.
Coletamos ainda os dados de altitude, longitude e latitude utilizando um sistema de
GPS em cada area sorteada. Coletamos no total aproximadamente 25-55 espécimes de
cada espécie por localidade. Coletas na estacdo seca e chuvosa foram realizadas em
duplicata em cada area. Todos os individuos foram coletados no estadio vegetativo e
devidamente etiquetados. Utilizamos ramos férteis para identificacdo e herborizacao
das espécies. Exsicatas (vouchers quimicos) de espécimes representantes de cada
localidade de coleta foram incluidas no Herbario da Universidade Estadual Paulista
“Julio de Mesquita Filho” no campus de Bauru - UNBA - sob numero de registro:
Parque Nacional das Emas - GO UNBA 6028, Pratania - SP, UNBA 6029, Trés
Lagoas - MS UNBA 6030; Bonito - MS UNBA 6031; Selviria - MS UNBA 6032;
Campo Grande - MS UNBA 6033; Jardim Botanico Municipal de Bauru - SP, UNBA
5508. Um espécime foi doado ao Herbario da Universidade Federal de Sao Jodo Del
Rei - HUFSJ para determinacdo da espécie por um especialista em taxonomia de
Mpyrcia e esta depositado sob numero de registro HUFSJ 4731.

Coletamos de 10 a 20 amostras simples de solo, com profundidade de coleta de

10 a 20 cm para a elaboragdo de amostras compostas nas areas de coleta. Aliquotas de
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500g de amostra composta foram avaliadas para determinacdo quimica (CaCly, Al, Ca,
K, Mg) e de pH. As analises foram realizadas no Departamento de Recursos Naturais,
Area de Ciéncias do Solo da Faculdade de Ciéncias Agronémicas da UNESP no
campus de Botucatu.

Coletamos ~ 300 g de folhas frescas para o estudo quimico de cada espécie e as
secamos em estufa a 45 °C por 72 h. Em seguida trituramos as folhas secas em moinho
de facas (Marconi, SP, Brasil).

Coletamos ~ 1 g de folhas para a extragdo de DNA. As folhas foram
armazenadas separadamente em sacos pldsticos hermeticamente vedados e contendo

silica gel na propor¢ao de 1:20 g e armazenadas em freezer -80 °C até a extragao.

3.2.2. Extracao de DNA

As analises de perfil genético foram realizadas em estagio no Laboratorio de
Fitoquimica do Departamento de Botdnica da Universidade de Sao Paulo sob a
supervisdo da Profa. Dra. Claudia Maria Furlan. A extracdo foi feita através da
trituragdo de 30-50 mg de pequenos pedacos de tecido foliar secos em nitrogénio
liquido em tampao de extracdo (Tris-HCI 100 mM pH 8,0; CTAB 2 %, NaCl 1,4 M;
PVP 1 %; EDTA 20 mM; 2-mercaptoetanol 0,2 %) (modificado de Ferreira &
Grattapaglia 1996). Todos os procedimentos envolvendo reagdes de restri¢cao, ligacdo
e amplificagdo seguiram as instru¢des do protocolo da Applied Biosystems “AFLP
Plant Mapping”, disponivel no endereco eletronico www.appliedbiosystems.com. As
reacOes de restricao e ligagdo utilizaram a acdo das enzimas Msel, EcoRI e T4 DNA-
ligase. Para a primeira reagdo de amplificagdo adicionou-se solu¢do contendo os
iniciadores especificos para as extremidades coesivas resultantes da digestdo por
EcoRI e Msel, avaliando-se o resultado por eletroforese em gel de agarose 1,5% em
presenga de brometo de etideo e marcadores moleculares “1 Kb DNA Ladder”
(Invitrogen Life Technologies). Para a segunda reacdo de amplificagdo foram
utilizadas 15 das possiveis combinagdes do kit de iniciadores para as reagdes de
amplificacdo seletiva em PCR “Regular plant genome” (50-6000 pb) - Apllied
Biosystems - para as enzimas EcoRI (E) e Msel (M). Nos iniciadores para
amplificacdo pré-seletiva, E e M correspondem a C e G, respectivamente. Nos

iniciadores para amplificagdo seletiva, M corresponde a CAA, CAC, CAG, CAT,
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CTA, CTC, CTG ou CTT, enquanto E corresponde a ACT, ACA, AAC, ACC, AGC,
AAG, AGG OU ACG. Os fragmentos amplificados foram finalmente analisados em
sequenciador para se determinar o tamanho do fragmento gerado com as combinagdes
de nucleotideos utilizados. Foram utilizadas 4 combinag¢des para cada amostra com 0s
seguintes nucleotideos: ACG/CTG, ACC/CTT, ACA/CAA e ACC/CAT. Os produtos
da segunda amplificacdo seletiva foram analisados em seqlienciador automatico ABI
Prism 310 (Applied Biosystems) em presenca de padrdes “GenScan-500 Rox”
(Applied Biosystems).

3.2.3. Extracio e preparo das amostras

Para o estudo de metabolomica, foi separada uma aliquota de 100 mg de folhas
trituradas em moinho de esferas (esfera de 2 cm; frequéncia 30 Hz; 4 min; 5 mL de
MeOH-H,0 85:15 % v/v) (Retsch MM200, Schieritz & Hauenstein AG, Arlesheim,
Suica). Os extratos foram pré tratados para a remocdo de compostos hidrofobicos
utilizando-se cartuchos de extracdo em fase solida (Finisterre C18, 100 mg/1 mL).
Apo6s condicionamento (1 mL MeOH, 1 mL MeOH-H,0 (85:15 % v/v), o extrato (5
mg) foi dissolvido em 1 mL de MeOH-H,O (85:15 % v/v), aplicado e eluido no
cartucho. O eluente (50 pL) foi diluido em 250 pL. de MeOH-H,0O (85:15 % v/v)
grau HPLC.

As amostras foram secas por liofiliza¢do rdpida em um sistema de evaporacao

a baixa pressao (Genevac HT-4SII & HT4X Series II).

3.2.4. Analises por UHPLC-TOF-HRMS

As andlises por UPLC-ToF-HRMS foram realizadas durante um estagio no
exterior no Lab. de Fitoquimica e Produtos Naturais Bioativos, sob orientacdo do Prof.
Dr. Jean-Luc Wolfender na Universidade de Genebra, Suica,

O perfil quimico dos extratos foi obtido em espectrometro de massa (Waters,
Mass., USA) (Mircromass LCT Premier) de tempo de voo (TOF), com interface de
ionizagdo por electro spray (ESI) acoplado a um sistema UPLC (Waters, Mass., USA).
As condigdes da interface electrospray (ESI) foram definidas da seguinte forma:

voltagem capilar de 2,8 kV, cone de tensdo a 40 V, temperatura da fonte 120 °C,
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temperatura de dessolvatagdo 250 °C, fluxo de gas de dessolvatacdo 600 L/h. A vazio
do solvente utilizado foi de 600 puL/min e volume de injecdo de 1 pL. A deteccdo foi
realizada em modo negativo (m/z 100-1000) com scan a cada 0,25 s no modo
centroide.

Uma solucdo de Leucina (Sigma-Aldrich, Steinheim, Alemanha) foi injetada a
5 pug/mL por meio de uma probe Lock Spray™ numa vazio de 20 pL/min por uma
segunda bomba (Shimadzu LC-10ADvp, Duisburg, Alemanha).

Os espectros e cromatogramas obtidos foram manipulados, usando-se o

software MassLynx v. 4.1(Waters, Mass., USA).

3.2.5. Processamento dos dados e analises multivariadas

Os dados obtidos das analises dos extratos por UHPLC-TOF-HRMS foram
previamente tratados e processados para as andlises estatisticas multivariadas. Os
dados de massas obtidos no modo negativo foram convertidos para o formato .cdf
através do software Bridge - MassLynx. Os dados convertidos foram processados no
software MZmine 2.10 para detec¢do dos picos, filtragdo destes, deconvolugdo do
cromatograma, alinhamento de cromatogramas e preenchimento de lacunas.

Os dados processados foram entdo exportados como tabelas categorizadas de
acordo com a area do pico, massa exata e tempo de retencdo para cada amostra de
extrato para, entnao, serem submetidos a analises multivariadas.

Os dados ambientais obtidos das andlises de nutrientes do solo e do clima
foram processados de acordo com o tipo do conjunto de dados. Os dados de
precipitagdo foram expressos como a média mensal de precipitacdo acumulada em mm
para cada regido de coleta durante os 24 meses de estudo. Os dados do solo para K, Ca
e Mg foram expressos em mmolc/dm’ e para P, Fe, Cu, Zn, Mn, Be S em mg/dm3. Os
niveis de matéria organica foram expressos em g/dm’.

Para o estudo dos padrdes de perfil quimico e da variacdo dos compostos nas
diferentes regides e estacdes de coleta, os resultados obtidos foram analisados no
software SIMCA-P 14.1 (Umetrics®). Os resultados obtidos foram separados em trés
conjuntos de variaveis: quimico (resultado da anélise dos extratos por UHPLC-TOF-
HRMS), ambientais (clima e solo) e genéticas (AFLP). Estas variaveis foram

utilizadas para se realizar as andlises multivariadas ndo supervisionadas como analise
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dos componentes principais (PCA) e andlise hierdrquica de agrupamento (HCA) além
das supervisionadas como analise ortogonal dos quadrados parciais discriminantes

(OPLS-DA).
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3.3. Resultados e Discussao

3.3.1. Coletas regionais e estacionais

As coletas de amostras de folhas de Myrcia bella foram realizadas em
diferentes regides fitogeograficas do Brasil nos biomas do Cerrado localizados nos

estados de Goias, Mato Grosso do Sul e Sao Paulo (Figura 3).
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Figura 3. Mapa com indicagdo dos locais de coleta de Myrcia bella em diferentes

regides do Cerrado.

Com excecdo do Parque Nacional das Emas/GO, as coletas sazonais foram
realizadas em duplicata (n = 2) apds um periodo de seca e apds um periodo chuvoso
em cada localidade. A Tabela 1 apresenta os locais e as datas em que foram realizadas

as coletas.
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Tabela 1. Coletas estacionais de amostras de folhas de Myrcia bella em diferentes regides

do Brasil.
Local Codigo Coordenadas Ne° de Data (més/ano)
(Cidade/estado) espécimes
Estacio seca Estacido chuvosa
Bonito/MS BT S21°07" 15", W 56° 28" 55" 34 06/13 - 07/14 03/13 — 04/15
Campo Grande/MS CG S 20°30'29.3", W 54° 361" 25 06/13 - 07/14 03/13 — 04/15
59.3"
Jardim Botanico JBB  §22°20'30", W49°00'30" 55 08/13 —07/14 04/13 — 04/15
Municipal de
Bauru/SP
Parque Nacional das PNE S 18°07' 17", W 52° 54’ 41 06/14 03/15
Emas /GO 30"
Pratania /SP PT S 22°48'28", W 48° 39" 57" 55 09/13 - 07/14 04/13 - 03/15
Selviria/MS S S 20°64.4'73.6", W 51° 34 06/13 - 07/14 03/13 — 04/15
76.4'92.4"
Trés Lagoas/MS TL S 20° 46'39.5",W 51° 40’ 48 06/13 - 07/14 03/13 — 04/15
25.5"
Total: 308

As coletas estacionais obedeceram os climatogramas (Figura 4) de cada regido

de coleta para se obter amostras integras dos periodos de seca e chuva. A andlise dos

climatogramas mostra que a estacdo seca ocorreu entre os meses de junho e setembro

em 2013 e 2014, apresentando grandes varia¢des nas diferentes localidades.
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Figura 4 . Dados climdticos obtidos nas regides de coleta durante os 24 meses de
estudo. Precipitacdo € apresentada como média dos valores mensais de precipitacao
total acumulada por més. As dreas cinzas indicam as estagdes de chuva e brancas
estacdes de seca.

A estagdo chuvosa ocorreu entre os meses de margo e abril em 2013, 2014 ¢
2015. Quando possivel as coletas obedeceram a variacdo de cada localidade.

Ao final do periodo de amostragem (2013, 2014 e 2015) foram coletadas no
total 308 amostras de folhas de M. bella. As amostras foram acondicionadas em sacos

de papel e levadas do campo para o laboratorio para secagem.
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3.3.2. Analise da composi¢io de solo

Com excecdo da area BT, foram coletadas amostras de solo para andlise
quimica. Foram determinados o pH, os teores de matéria organica (M.O), fosforo (P
resina), fosforo (P), aluminio (AI’"), potassio (K), acidez potencial (H+Al), calcio
(Ca), magnésio (Mg), ferro (Fe), soma das bases (SB), capacidade de troca de cations
(CTC%), enxofre (S), saturagdo por bases (V%), além de boro (B), cobre (Cu),

manganés (Mn) e zinco (Zn). Os dados obtidos sdo apresentados na Tabela 2 e 3.

Tabela 2. Niveis de micro e macronutrientes nos solos das areas de coletas das folhas
de Myrcia bella.

Area de coleta AP K Ca Mg SB CTC B Cu Fe Mn Zn

Campo Grande/MS 16 0,7 10 2 13 96 1,11 2,3 24 38,0 0,2
Selviria/MS 1 27 23 11 37 88 033 6,2 33 44 14

Trés Lagoas/MS 4 05 13 4 17 35 0,59 02 24 09 0,1
PN das Emas/GO 8 06 11 3 15 70 043 02 61 0,7 03
Pratania/SP 7 13 10 3 15 47 084 03 54 4,0 1,1
Bauru/SP 9 06 11 3 15 57 087 0,5 38 2,0 0,1

*P, Fe, Zu, Mn, B e S apresentados em mg/dm3 ; K, Ca e Mg apresentados em mmol/dm’.

Os resultados obtidos pela analise quimica das amostras de solo mostram uma
grande diversidade na composi¢do das variaveis analisadas. O solo da area de coleta
em Campo Grande/MS apresentou os maiores valores na concentragdo de Mn (38
mg/dm’), CTC (96 mmol./dm’), B (1,1 mg/dm’), A" (16 mmol./dm’), H+AI (83
mmol./dm’) e P-resina (15 mg/dm®). Os maiores teores de M.O. (59 mg/dm®), SB (37
mmol/dm’), K (2,7 mmol/dm®), Ca (23 mmol/dm’®), Mg (11 mmol/dm®), Cu (6,2
mg/dm’) e Zn (1,4 mg/dm®) foram encontrados em Selviria/MS. Os dados de M.O., H

+ Al, P-resina, pH e saturagdo de bases sdo apresentados na tabela 3.
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Tabela 3. Outros indicadores da composi¢ao mineral dos solos das areas de coleta das
folhas de Myrcia bella.

pH
Area de coleta  (CaCly) M.O. Pugna H+Al SB  CTC V%

Campo Grande/MS 4,0 23 15 83 13 96 13

Bonito/MS 4,9 59 8 51 37 88 42
Trés Lagoas/MS 4,7 6 3 18 17 35 48
PN das Emas/GO 4,2 26 3 55 15 70 22

Pratania/SP 43 13 4 33 15 47 31

Bauru/SP 4,1 12 3 41 15 57 27

*Matéria Organica (M.O.) apresentadas em g/dm’; Capacidade de troca catiénica (CTC)
em % e potencial 4cido do solo (H+Al) apresentado em mmol,/dm’; Soma de bases (SB)
apresentadas em %.

O solo da érea de coleta de Campo Grande/MS apresentou o valor mais baixo
para o pH (pH = 4), o que pode ser atribuido aos altos teores de Al, Mn, H+Al e alta
CTC caracteristicos de areas de cerraddo. Nossos dados e os obtidos de outros
trabalhos mostram que o solo dos Cerrados de Mato Grosso do Sul apresenta indices
mesotroficos, ou seja, possui teores moderados a alto de nutrientes (RATTER et al.,
2003). Algumas espécies presentes no Cerrado, como as dos géneros Qualea e
Vochysia, sdo exemplos de espécies acumuladoras de aluminio como adaptagdo a
condi¢do de elevada acidez.

O solo das areas de Sao Paulo, Goids e Trés Lagoas/MS apresentaram maior
similaridade e apresentaram baixos teores para todas as varidveis determinadas,
indicando a prevaléncia de solos distroficos. Esta similaridade fica evidente na analise
de componentes principais (PCA) para as varidveis edaficas das areas de coletas
(Figura 5).

J& para Campo Grande/MS, os dados obtidos mostram uma baixa SB, tipico de
solos pobres. A alta saturagcdo por Al ocorre em solos acidos e estd de acordo com o
valor do pH determinado nesta 4rea (pH = 4,0), sendo o mais baixo em rela¢do as

areas amostradas.
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Figura 5. Andlise de componentes principais (PCA) das variaveis edaficas das 6 areas
de coletas em diferentes regides do Brasil. *BT=Bonito/MS; CG=Campo Grande/MS;
JBB=Jardim Botanico de Bauru/SP; PNE=Parque Nacional das Emas/GO;
PT=Pratania; TL=Trés Lagoas/MS.

A proporgdo da matriz X explicada pelo modelo foi de R*X = 47 % para PC1 e
R’X = 33 % para PC2. O agrupamento das areas de Sio Paulo (JBB e PT) e Goias
(PNE), proxima da origem dos eixos, torna evidente a similaridade da composicao
quimica dos solos dessas areas. Ja as areas de Mato Grosso do Sul (BT, e CG e TL)

estdo dispersas, o que indica serem distintas entre si e em relagdo as areas de Sao

Paulo e Goias, quanto aos teores medidos.

O Bi-plot (Figura 6) apresenta num mesmo plano os objetos e as varidveis e
suas diregdes variaveis podem ser interpretadas. A distancia do centro do plano ¢
importante pois, quanto mais distantes do centro o comportamento do objetos ¢ mais
explicado e interpretado. Quanto maior ¢ a distancia de uma varidvel do centro do

plano, maior ¢ seu poder discriminatdrio para a interpretacdo do fenomeno observado.
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Figura 6. Bi-plot da andlise de componentes principais (PCA) com variaveis edaficas
das 6 areas de coletas em diferentes regides do Brasil. *SE = Selviria/MS; CG =
Campo Grande/MS; JBB = Jardim Botanico de Bauru/SP; PNE = Parque Nacional das
Emas/GO; PT = Pratania; TL = Trés Lagoas/MS.

A analise do Bi-plot obtido a partir dos dados coletados sugere que, exceto a
variavel Fe, que possui baixo poder discriminatério paras as areas de coletas, parte
das variaveis possui poder discriminatorio para as areas S e CG. Para a drea CG, Mn,
AI**, H+Al e B possuem poder discriminatorio em correlagio positiva. Para a area SE,
K, Ca, Mg e SB possuem poder discriminatério em correlagdo positiva. Assim, as
regides de Mato Grosso do Sul, principalmente S e CG, agrupam-se na regido do
grafico com altos valores para as varidveis edaficas determinadas, exceto para o teor
de Fe. Portanto, teoricamente, os espécimes coletados em S e CG estariam em solos
mais similares entre si e diferentes dos solos das areas do Estados de Sdo Paulo e

Goias na estagdo coletada.
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Diversidade Genética

3.3.3. Extracao de DNA

O DNA obtido (Figura 7) do tecido foliar de M. bella foi submetido & andlise
de amplificagdo de fragmentos polimoérficos (AFLP) para obtengdo e analise do

fingerprint do genoma dos espécimes de M. bella coletados em diferentes regides do
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Figura 7. Corrida de eletroforese em gel de agarose 15 % em solugdo tampao TBE 1x
(50V; 400A) de amotras de DNA extraidos do tecido foliar de espécimes de Myrcia
bella. Vol. da amostra 3uL.*TL=Trés Lagoas/MS; PT=Pratania/SP; PNE=Parque Nac.
das Emas/GO; CG=Campo Grande/MS; JBB=Jardim Botanico de Bauru
S=Selviria/MS.

b

A analise por amplificagdo de fragmentos polimoérficos (AFLP) usando primers
com 4 combinagdes (ACC/CTT - 316; ACC/CAT - 291; ACG/CTG - 225 ¢
ACG/CAG - 196 fragmentos) gerou 1028 fragmentos da analise de 45 espécimes. Os
dados do sequenciador foram processados no software ABI Prism GenoTyper

(Applied Biosystems).
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Uma tabela global de presenga/auséncia para cada tamanho de fragmento (bp)
gerado para cada uma das 4 combinacdes de nucleotideos utilizadas de cada amostra
foi elaborada e exportada para o Excel. Esta tabela foi submetida a PCA, utilizando
padronizagdo por pareto. A propor¢io da matriz X explicada pelo modelo foi de R*X=
8% para PC1 e R*X = 5 % para PC2 ¢ a capacidade de predi¢io Q*(Y) = 69 %. Com
exce¢do da populagdo de M. bella de Bonito/MS (BT), foram analisados fragmentos
de DNA de 40 espécimes coletados em diferentes regides do Brasil.

A PCA dos fragmentos gerados a partir do DNA extraido das amostras de
tecido foliar revelou um agrupamento formado majoritariamente por espécimes das
populacdes de Goids (PNE) e Sao Paulo (JBB e PT) e outro grupo formado por
espécimes das populacdes de Mato Grosso do Sul (S, TL e CG) além de espécimes de

PT (Sao Paulo) (Figuras 8 ¢ 9).
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Figura 8. Analise dos componentes principais (PC1 vs PC2) gerados pela andlise por
AFLP (n = 40) das amostras de DNA de espécimes de Myrcia bella coletados em
diferentes regides do Brasil. *CG; Campo Grande/MS; JBB - Jardim Botanico de
Bauru/SP; PNE - Parque Nacional das Emas/GO; Pratania/SP; S = Selviria/MS; TL -
Trés Lagoas/MS.
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Figura 9. Analise hierarquica de agrupamento (HCA) extraida dos componentes
principais (PC1 vs PC2) gerados pela analise por AFLP (n = 40) das amostras de DNA
de espécimes de Myrcia bella coletados em diferentes regides do Brasil. *Grupo 1
(G1) formado por: CG; Campo Grande/MS; JBB - Jardim Botanico de Bauru/SP; PNE
- Parque Nacional das Emas/GO; Pratania/SP; S = Selviria/MS; TL - Trés Lagoas/MS.

Esse padrio de agrupamento observado na PCA sugere que o genoma dos
espécimes de M. bella das populagdes de Sdo Paulo e Goias sdo mais similares, e
distintos dos espécimes das populacdes amostradas em Mato Grosso do Sul, que
formam outro grupo, composto por espécimes das populagdes de Selviria (S), Trés
Lagoas e Campo Grande (CG), e alguns espécimes de Pratania (PT - Sao Paulo).
Apesar dos grupos majoritario formados na PCA e HCA, nota-se uma maior
heterogeneidade genética das populacdes de Sao Paulo pela presenca de espécimes de
PT e JBB agrupados as populagdes de TL, S e CG. Nota-se que o inverso nio ¢
observado, ou seja, as populacdes de Mato Grosso do Sul formam um unico grupo

mais bem conectado.
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3.3.4. Etapa de desreplicacdo do extrato de Myrcia bella por UPLC-TOF-HRMS

Numa primeira etapa, para viabilizar o estudo de metabolomica, foi realizado
um estudo de desreplicagdo do extrato MeOH 85 % por UPLC-TOF-HRMS, uma vez
que varios compostos ja foram isolados e identificados nas folhas de de M. bella
(SALDANHA et al., 2013). As folhas de M. bella apresentam em sua constituicao
quimica, entre outros compostos ainda ndo identificados, heterosideos de flavonoides
derivados de quercetina e miricetina, e também heterosideos com grupo galoil,
isolados do extrato hidroalcoolico das mesmas.

Como resultado da desreplicagdo, 17 substancias ja descritas em M. bella
foram identificadas e outros compostos ndo identificados tiveram sua formula
molecular destacadas (Tabela 4) no cromatograma de ions do extrato MeOH 85 %

(Figura 10), obtido por UPLC-TOF-HRMS.
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Figura 10. Cromatograma de ions obtidos do extrato MeOH 85% das folhas de
Mpyrcia bella por UPLC-TOF-HRMS, em modo negativo, utilizado para desreplicagao.
ACN/H,0 - Grad.: 5-50 % B em 4 min; 50-95 % B em 7 min; 95 % B em 8 min; 5 %
B em 10 min. Vazdo: 0,750 pl/min; Col.: BEH C18 (2,1 x 100 mm d.i., 1,7 um).
Temperatura da coluna: 60 °C. Inj.: 2 pL.
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Tabela 4. Dados da etapa de desreplicacao do extrato das folhas (MeOH 85 %) de Myrcia

bella em modo negativo por UPLC- TOF-HRMS.

ID Rt Massa Formula Composto atribuido®
(min) monosiotopica molecular

1 0,37 191,0708 Ci1 Hy O3 acido quinico

2 0,38 481,0618 Ca H17 014 n.i.

3 0,48 331,0665 C13 H15 010 n.i.

4 0,66 449,1295 Cigs Has Og3 miricetina-3-O-a-xylopiranosideo

5 0,87 577,1346 C30 H25 012 1’11

6 0,99 189,0712 Cis Hi3 Og n.i.

7 1.15 465,0669 C20H17013 n.i.

8 1.16 635,0884 C27 H23 018 n.i.

9 1,20 729,1483 Czo H17 014 n.i.

10 1,28 631,0935 CasHy; Oy7 miricetina-O-(0-galoil)-hexosideo

11 1,37 479,0826 C21 Hi9 O3 miricetina-3-O-B-D-galactopiranosideo
12 1,45 433,0429 CioHi3 012 n.i.

13 1,48 449,0758 CyHi7 O12 miricetina-3-O-a-arabinopiranosideo
14 1,50 615,1088 Cas Ho4 Oy miricetina-O-(0-galoil)-pentosideo
15 1,54 449,0806 Cy Hig Oz miricetina-3-O-o-arabinofuranosideo
16 1,61 463,0877 Cy1 Hyo O12 miricetina-3-O-a-L-rhamnopiranosideo
17 1,65 463,0877 C21 Hi9 Op2 quercetina-3-O-f-D-galactopiranosideo
18 1,79 601,0875 C27H21016 miricetina-O-(0-galoil)-pentosideo
18 1,81 433,0819 Cy Hi7 Opy quercetina-3-O-B-D-xilosideo

19 1,90 447,0982 Ca1 Hi9 Oy quercetina-3-O-a-L-rhamnopiranosideo
20 2,00 615,1011 Cas H23 Oy quercetina-3-0-(6"-O-galoil)- B-

galactopiranosideo

21 2,01 585,0886 Cy7 Hz1 Oy quercetina-O-(O-galoil)-pentosideo
22 2,02 317,0287 C15HoOg miricetina

23 2,03 417,0865 Czo H17 010 n.i.

24 2,14 431,1000 Ca1 Hi9 Oy n.i.

25 2,29 301,0354 Cis Ho Oy quercetina

26 3,09 711,3994 C30 He3 O3 n.i.

27 3,10 711,3994 C3() H63 Olg n.i.

28 3,68 501,3216 Cs0 Has Og n.i.

29 3,96 503,3398 Cso Ha7 Og n.i.

30 4,10 485,3308 Ca3 Ha9 Oy n.i.

31 4,31 487,3471 C23 H51 010 n.i.

32 4,39 487,3471 C23 H51 010 n.i.

33 5,27 471.3472 C23 H51 09 1’11

*Comparagdo dos dados com a literatura (SALDANHA et al., 2013); n.i. = compostos
ndo identificados.

96



3.3.5. Desenvolvimento da extracio e preparo de amostras para analise

metabolomica

Ap6s as coletas realizadas durante as estagdes de chuva e seca em 2013, 2014 ¢
2015, em diferentes regides de Cerrado do Brasil, iniciamos o estudo quimico com
abordagem metaboldmica.

Neste trabalho, adaptamos o procedimento de extracao desenvolvido por Gratta
et al (2009). Para a extracdo, foram pesados 100 mg do material vegetal seco e
triturado de cada amostra, em uma mesma balanga analitica, os quais foram
submetidos a extracdo em moinho de esferas (didmetro de 2 cm), com frequéncia 30
Hz, durante 2 min e centrifugagdo a 4000 rpm/min, utilizando 5 mL da solugdo para
extragdo com duas concentragdes de metanol, MeOH/H,O (50:50 %, v/v) e

MeOH/H»O (85:15 %, v/v).

Para se calcular o rendimento em massa, as amostras foram secas por
liofilizagdo em um sistema de evaporagdo com rotacao a pressao reduzida. A Tabela 5

apresenta os parametros utilizados:

Tabela 5. Parametros e condigdes empregadas na liofilizagdo das amostras obtidas.

Condicoes
Parametros 1 2 3 4
Suporte 40°C 0°C 0°C 40°C
Camara 25°C 0°C 0°C 30°C
Rotacio (g) 500 500 500 500

Apo6s a secagem a massa de cada amostra foi determinada e as amostras foram

dissolvidas em MeOH:H,O (85:15 % v/v) na concentragdo final 1 mg/mL.
A analise sistematica realizada no software MzMine dos cromatogramas de

ions totais obtidos por UHPLC-TOF-MS (dados ndo apresentados), mostra que o

procedimento desenvolvido utilizando-se MeOH:H,0O (85:15 % v/v) apresentou maior
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nimero de ions no cromatograma quando comparado com o procedimento B

(MeOH:H,0 50:50 % v/v) (Figura 12).
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Figura 12. Chromatogramas analiticos de ions totais obtidos por UHPLC-TOF-MS das amostras de
controle de qualidade (MeOH 50 % e 85 %) das folhas de Myrcia bella e do solvente utilizado na
extragdo (MeOH : H,O, 85:15 v/v). Condigdes: solventes Acetonitrila (A) H,O (B), gradiente linear:
5-50 % de A em B em 4 min, 50-95 % de A em B em 7 min ¢ 95 % de A em 8 min ; Vazao: 0.750
pl.min”. Coluna: 2.1 x 100 mm i.d., 1.7 pm. Temperatura da coluna: 60 °C Injecio: 2 ul.

Posteriormente a determinacao do solvente extrator, avaliamos a repetibilidade

e eficiéncia do método de extragdo empregado.

3.3.6. Validacao do método de extracgao

A validacdo foi realizada para garantir que o método de extragdo empregado
tivesse eficiéncia e repetitividade para todas as amostras, de forma satisfatoria, a partir
da matriz vegetal. Para se avaliar a eficiéncia, uma amostra foi submetida a 4
extragdes sucessivas com SmL de MeOH:H,O (85:15% v/v), em moinho de esferas

(didmetro de 2 cm; 30 Hz por 2 min; 4000 rpm/min). Outras 4 amostras foram
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submetidas a0 mesmo processo de extracdo para se avaliar a repetitividade da

metodologia. Os resultados obtidos sdo apresentados na figura 13 a seguir.

A Etapa de Extracio  Rendimento (mg) B Etapa de extracio =~ Rendimento (mg)
1 32 1 30
2 43 2 33
3 1,6 3 31
4 0,4 4 32
Média 31,5 £1,29
35 4 60 - [
30 -
| 50 -
25 -|
\ 40 -
_a] R"2=0,99996 _
£ ‘\ g I
8’ 154 g) 30 H []
3 ; 3
> 10 > 20
\\\
N Y
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0 o B
1 2 3 4 1 2 3 4
Extractions Extractions

Figura 13. Validacdo do procedimento de extragdo para amostras de folhas de Myrcia
bella. A) Eficiéncia. B) Repetitividade.

Os dados obtidos mostram que na primeira extrac¢ao a eficiéncia foi de 83,5 %
da massa total, a partir da matriz vegetal. No outro experimento realizado, a
repetibilidade foi considerada satisfatoria, visto que o desvio padrdo (31,5 + 1,29) foi
baixo para esse tipo de andlise.

Uma vez que os dados obtidos foram satisfatorios esta metodologia foi

considerada adequada para ser aplicada a todas as amostras coletadas.

3.3.7. Analise por UPLC-TOF-HRMS para estudo de metabolomica

Apesar do UHPLC-TOF-MS ser um equipamento preciso, em analises de lotes
com alto nimero de amostras, limitagdes potenciais podem ocorrer por conta do tempo
ao qual o equipamento ¢ submetido para a realiza¢do das andlises. Estas limitacdes sdo

potenciais flutuacdes na performance do cromatografo e do espectrometro de massas,
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na precisdo e repetitividade do método, prejudicando a qualidade dos dados obtidos.
Essas limitagdes devem ser reconhecidas e esforcos devem ser feitos para se evitar
vieses devido a mudancgas graduais na performance do sistema. Para isso, as amostras
devem ser analisadas de forma aleatéria e amostras de controle de qualidade (CQ)
devem ser utilizadas para monitorar a performance do sistema (MICHOPOULOS et
al., 2009; ZELENA et al., 2009).

As amostras de CQ geralmente sdo padrdes comerciais ou podem ser também
uma amostra representativa feita a partir das amostras biologicas a serem testadas. As
amostras de CQ devem ser injetadas e analisadas repetidamente em intervalos
regulares entre as amostras a serem analisadas ao longo do experimento. Grandes
mudangas no tempo de retencdo, precisdo da massa e intensidade do sinal significam
que o sistema ndo esta estavel e que os dados obtidos sdo duvidosos, podendo levar a
falsas conclusdes.

Portanto, as amostras foram injetadas aleatoriamente e intercaladas, a cada 20
amostras, com amostras de controle de qualidade (CQ), para monitorar a precisdo do
sistema, ou seja, a proximidade dos resultados obtidos em uma série de medidas de
uma amostragem multipla de uma mesma amostra. Uma aliquota de 1uL de cada
amostra a ser analisada foi reunida em um tnico vial e usada como CQ. As inje¢des
foram feitas em cromatdgrafo de ultra eficiéncia, acoplado a detector de massas de alta
resolugdo (UPLC-TOF-HRMS) utilizando-se coluna a 60 °C (BEH CI8:
2,1 x 100 mm d.i., 1,7 um), fase movel composta por ACN (A) e H,O (B) acidificada
(0,1% Ac. formico) e vazdo de 0,750 mL/min. O perfil quimico das amostras foi
obtido em gradiente rapido de 7 min (5-50 % de A em B em 4 min, 50-95 % de A em
B em 7 min).

Neste trabalho foi utilizado CQ feito a partir das amostras bioldgicas e analises
da assimetria e forma dos picos, precisdo da massa, tempo de retencdo e intensidade
do sinal para monitoramento da estabilidade dos ions. O agrupamento coeso das
amostras de CQ e proximo a origem dos eixos indica um nivel aceitdvel da qualidade
dos dados.

Os parametros obtidos para assimetria dos picos, forma do pico, estabilidade
do sinal de intensidade das amostras de CQ, precisdao de massa e tempo de retencao
dos picos presentes nas amostras foram utilizados como critérios para se avaliar a

estabilidade do UHPLC e HRMS e sdo apresentados nas Figuras 14 e 15.
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A andlise dos cromatogramas de ions das amostras de CQ (Figura 14) obtidos
do inicio ao final da corrida, se mostrou satisfatoria quanto a assimetria, a forma dos
picos e a estabilidade da intensidade do sinal (CQ1 = 2,39 e4; CQ2 = 1,70 e4 ¢ CQ16

= 2,40 e3) apesar de ter ocorrido queda do sinal ao final do experimento.
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Figura 14. Cromatograma de ions obtidos das amostras de CQ das folhas de Myrcia
bella por UPLC-TOF-HRMS, em modo negativo, mostrando boa precisdo através da
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repetitividade e estabilidade na intensidade do sinal mesmo apds 30,3 h de andlise.
CQ-1 ap6s 3,3 h de analise; CQ-7 apo6s 25,6 h de andlise; CQ-16 apos 50,3 h de
analise. ACN/H,0 - Grad.: 5-50 % B em 4 min; 50-95 % B em 7 min; 95 % B em 8§
min; 5 % B em 10 min. Vazdo: 0,750 pl/min; Col.: 2,1 x 100 mm, 1,7 pm.
(Temperatura: 60 °C). Inj.: 2 pl.

A estabilidade do sistema (UPLC-TOF-MS) foi monitorada através da andlise
do tempo de retencdo e precisdo de varios compostos (dados ndo apresentados)
identificados na etapa de desreplicagdo em Myrcia bella e presentes nos extratos. A
Figura 15 apresenta os dados para quercetina-3-O-a-rhamnopiranosideo (Tr - 1,90;
FM = 448,3769; C,1H00,;, ver Tabela 4), previamente identificada nas folhas de M.
bella (SALDANHA et al., 2013).

Quercetina-3-0-a-rhamnopiranosideo (C,;H,,04,)

A Tempo de Retengdo B Precisdo
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Figura 15. Andlise da estabilidade do sistema (UPLC-TOF-MS) utilizando o
composto quercetina-3-O-o-rhamnopiranosideo, um flavonoide presente nas folhas de
Mpyrcia bella, como padrao. A) Tempo de retencdo (UPLC). B) Precisdo da massa
(TOF-MS).

Umas vez que o sistema se mostrou estavel durante todo o experimento, e
apresentou resolucao satisfatoria e baixa supressao de ions em um grande nimero de

amostras, os dados foram exportados do equipamento para o processamento dos

dados.

102




3.3.8. Processamento dos dados obtidos

Os cromatogramas de ions obtidos foram processados utilizando o programa
MarkerLynx. As variaveis utilizadas no método de processamento de dados estdo

apresentados na Tabela 6.

Tabela 6. Variaveis utilizadas no método de processamento dados dos
cromatogramas de ions obtidos por UHPLC-TOF-MS.

Variaveis Parametros
Rt inicial (min) 0,0
Rt final (min) 7,0
Menor massa (m/z) 100
Maior massa (m/z) 1000
Tolerancia da massa (Da) 0,02
Nivel eliminagdo de ruido 10
Intensity thersholde 250
(counts)

janela de Rt (min) 0,5
Janela de massa 0,05

Apobs o processamento dos cromatogramas, os dados foram exportados para
uma tabela global no Excel®, contendo variagdes da intensidade do sinal de uma
determinada massa (m/z) de tempo de retengdo especifico.

Nesta mesma tabela global, avaliamos a proximidade dos resultados obtidos na
série de analises cromatograficas, através da estabilidade dos ions detectados nas
amostras de CQ, quantitativamente, por meio do célculo do Coeficiente de Variacao
(CV), expresso em %. Agéncias reguladoras como Food and Drug Administration
(FDA), do Estados Unidos da América, aceitando até 20 % de variabilidade do sinal
para validacdo de métodos bioanaliticos (VISWANATHAN et al., 2007). Seguimos,
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portanto, uma adaptacdo desse critério para analises de full scan, sem o uso de
marcadores internos ou transigdes MRM, aceitando ions com CV < 30 % como
recomendado por Theodoridis et al. (2011), dada a auséncia destas recomendacdes em
orgdos reguladores nacionais na literatura disponivel.

Com esta andlise quantitativa da estabilidade de ions, pudemos detectar sinais
referentes a impurezas da fase movel, e artefatos gerados durante o processo de
obtencdo das amostras, que podem levar a falsos resultados na determinacdo de
marcadores quimicos, por exemplo. A situacdo ideal ¢ obter 100 % dos ions com CV <
30 %, contudo, matrizes contendo CV > 80 % indicam uma boa qualidade dos dados

obtidos.

3.3.9. Analise de Componentes Principais (PCA) dos dados de perfil

quimico

As andlises de PCA foram realizadas com a matriz global elaborada na
tentativa de se identificar padroes de perfil quimico de espécimes de M. bella em
diferentes regides do Brasil.

A matriz inicial foi elaborada com 308 amostras (observagdes) ¢ 135 variaveis
(Tr e m/z), com CV <30 %, e submetida a andlise estatistica multivariada. A primeira
analise foi realizada com 308 amostras e a segunda, com modifica¢des na planilha,
sem outliers continha 294 amostras. As duas andlises apresentaram resultados
similares, porém, na segunda os padrdes de similaridade, sem outliers, sdo mais claros.
A proporc¢ao da matriz X explicada pelo modelo foi de 22 % para PC1 e 7 % para PC2
e capacidade de predigio R*(X) = 70 %. A capacidade de predi¢do por validago
cruzada foi Q*(X) = 41 %. A padronizacio dos dados foi estabelecida por pareto, onde
as diferencgas na intensidade dos sinais sdo importantes.

A PCA (Figura 16), mostra a formagdo de 2 grandes grupos pelas populagdes de
M. bella de Sao Paulo e de Goids em relagdo ao eixo 1 (tl1) e outro formado pelas
populacdes de Bonito, Campo Grande, Selviria e Trés Lagoas em Mato Grosso do Sul.
Nao foi detectada diferenca na composicdo quimica das folhas deste espécie, entre as
estagdes seca e chuvosa, utilizando este modelo de estudo e durante o periodo de

amostragem. A PC1 explica 7,3 % da variagdo total e a PC2 2,2 % da variancia total.
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Apesar dos eixos explicarem uma baixa porcentagem de variagdo, os grupos formados

sdo concisos e possibilitam as discriminagdo dos individuos.
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Figura 16. Analise dos componentes principais (PC1 vs PC2) gerados pela anélise por
UPLC-TOF-MS (n = 294) das amostras de folhas de espécimes de M. bella coletadas
em diferentes regides do Brasil. *BT = Bonito/MS. CG; Campo Grande/MS; JBB -
Jardim Botanico de Bauru/SP; PNE - Parque Nacional das Emas/GO; Pratania/SP; S =
Selviria/MS; TL - Trés Lagoas/MS. QC= amostras controle de qualidade.

O perfil quimico analisado por PCA mostra que as populacdes de M. bella de

Sao Paulo e de Goias estdo bem conectadas, formando um grande grupo conciso. O

outro agrupamento, das popula¢des de Mato Grosso do Sul,

mostra que Bonito e

Campo Grande estdo mais conectadas entre si, assim como Trés Lagoas e Selviria,

formando dois subgrupos. Esses dados foram plotados em mapa do Brasil com a

vegetacdo do Cerrado em destaque (Figura 17).
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Figura 17. Ampliagdo do mapa da area do Cerrado com os pontos de coletas e
agrupamento das populacdes de Myrcia bella por perfil quimico baseado na andlise
dos componentes principais (PCA). *BT = Bonito/MS. CG; Campo Grande/MS; JBB -
Jardim Botanico de Bauru/SP; PNE - Parque Nacional das Emas/GO; Pratania/SP; S =
Selviria/MS; TL - Trés Lagoas/MS.

Os resultados obtidos na PCA da andlise do perfil quimico das folhas de M.
bella, quando plotados no mapa da figura 17, apresentam um padrdo muito similar aos
obtidos por Ratter et al., (2003), nos quais a analise floristica de fragmentos de
Cerrado mostraram similaridade entre os fragmentos de Cerrado de Goias e Sao Paulo
do que com os de Mato Grosso do Sul.

Os resultados aqui apresentados mostram que existe um forte padrdo geografico
de perfil quimico de populagdes de Myrcia bella em algumas regides do Cerrado
brasileiro e reafirmam, de um modo mais amplo, a diferenca entre os Cerrados de
Mato Grosso do Sul e de Sao Paulo e Goids, ja evidenciada em outros trabalhos
floristicos. Castro (1994) e Castro e Martins (1999) analisaram 145 areas de cerrado e
reconheceram trés principais grupos fitogeograficos: Cerrado Sul, nomeado de Sao

Paulo, Cerrado Central, nomeado Planalto Central e Cerrado Norte. O mesmo padrao
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foi obtido por Ratter et al. (2003) baseado em um estudo mais amplo, realizado em
376 éreas de Cerrado de similaridade floristica. Em outro estudo filogeografico
realizado com 32 populagdes (287 espécimes) de Dalbergia miscolobium (Fabaceae),
uma espécie endémica e amplamente distribuida no Cerrado Brasileiro, também foram
encontrados resultados similares, ao se analisar a estrutura genética dessas populagdes,
mostrando claramente as particularidades dos Cerrados do Nordeste e Sudeste e,

também, da diferenciacdo das porcdes leste e oeste (NOVAES et al., 2016).

3.3.10. Diferenca da composicio quimica entre os grupos

Para uma maior precisdo dos componentes que geram grandes variagdes de
perfil quimico entre os espécimes de Sao Paulo (Jardim Botanico de Bauru - JBB) e de
Mato Grosso do Sul (Bonito - BT) nas analise de PCA, foi realizada a andlise
supervisionada por OPLS-DA (Figura 18) (por classes, onde a classe 1 ¢ representada
por Bonito (MS) (esquerda) e a classe 2 por Jardim Botanico de Bauru (SP) (direita).

A andlise OPLS-DA (Figura 18) resultou em 1 predicio e 1 componente
ortogonal (1 + 1) e com validagdo-cruzada da capacidade de predigdo Q*(Y) = 97 %.
A variabilidade total explicada por esse modelo foi R*(X) = 33 %. Metabélitos com
significancia estatistica relacionados a classes JBB e BT foram selecionados a partir

do S-plot (Figura 19).
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Figura 18. Anélises OPLS-DA (A) e S-Plot (B) das classes 1 (BT-MS) e 2 (JBB-SP).
Os pontos em azul (esquerda) e em vermelho (direita), representam as variaveis que
influenciam na separacdo das classes.

Os compostos encontrados em maior concentracdo, com diferenca estatistica,

para a classe JBB retirados do S-plot foram: miricetina-O-(O-galoil)-hexosideo (Tr =

1,28; m/z 631), quercetina-3-O-3-D-xilopiranosideo (Tr = 1,45; m/z 433), quercetina-

3-0O-a-L-rhamnopiranosideo (Tr = 1,89; m/z 447). Para BT, quercetina-3-O-3-D-

xilofuranosideo (Tr = 1,79; m/z 433) e miricetina-O-(O-galoil)-deoxihexosideo (Tr =

2,00; m/z 615).
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Figura 19. Varidvel Importante na Proje¢do (VIP) extraido das analises de S-Plot das
populacdes de (A) Bonito/MS e (B) Jardim Botanico de Bauru/SP. Os compostos
(setas) miricetina-O-(O-galoil)-hexosideo (Tr = 1,28; m/z 631), quercetina-3-O-3-D-
xilopiranosideo (Tr = 1,45; m/z 433), quercetina-3-O-a-L-rhamnopiranosideo (Tr =
1,89; m/z 447) sao varidveis que influenciam fortemente a separacdo da classes JBB.
Para BT sdo quercetina-3-O-3-D-xilofuranosideo (Tr = 1,79; m/z 433) e miricetina-O-
(O-galoil)-deoxihexosideo (Tr = 2,00; m/z 615). *Identificacio dos compostos por
desreplicacdo, ver se¢cdo 2.2.4.

A variacdo de flavonoides derivados de miricetina e quercetina em M. bella,
principalmente seus heterosideos com grupos galoil, ¢ um dado importante
considerando-se a sua aplicagdo como planta hipoglicemiante e a capacidade destes
compostos em inibir enzimas cataliticas envolvidas na clivagem hidrolitica de
oligossacarideos. Os flavonoides quercetina, miricetina, miricetina-3-O-f-D-(0-6"-
galoil)-galactopiranosideo de Mpyrcia palustris DC. foram identificados como
inibidores da enzima a-glicosidase, uma enzima chave envolvida no processo de
liberagdo de a-glicose a partir de carboidratos (WUBSHET et al., 2016). O grupo
galoil possui grande importancia para os flavonoides, com relagdo a atividade

inibitoria de a-glicosidase, aumentado-a. Ja seus andlogos, com auséncia do grupo
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galoil, por exemplo miricetina- ou quercetina-3-O-B-D-galactopiranosideo, ndo

possuem atividade inibitéria (WUBSHET et al., 2016).

3.3.11. Relagbes entre perfil quimico, genético e influéncia do solo

Baseado nos resultados obtidos (Figura 20), ¢ possivel predizer que as
caracteristicas quimicas das folhas de M. bella seguem padrdes, primeiramente em
relagdo a origem geografica, tendo em conta as variagdes de perfil quimico observdas
pela diferenca entre certos metabolitos secundarios, em diferentes regides de Cerrado e
também do perfil genético. Em relacdo ao perfil quimico, considerando as diferengas
genéticas na producdo de metabolitos, os resultados obtidos sugerem que o perfil
genético das populacdes tem menor influéncia em relagdo ao perfil de nutrientes no
solo onde foram coletadas.

Podemos destacar também que o principal padrdo de separacdo dos grupos na
PCA da andlise quimica das folhas de M. bella se baseia principalmente na posicao
geografica, e ndo nas estacdes de seca e chuva, mostrando que, bioquimicamente, as
amostras foram agrupadas de acordo com a origem da coleta. Cabe ressaltar que os
fatores ambientais como temperatura, radiacdo solar, umidade e temperatura assim,
como a variacdo sazonal de macro e micronutrientes parecem nao exercer um efeito
constante no metabolismo geral da planta, sendo que cada 6rgdo da planta responde

diferentemente as mudangas no ambiente (SAMPAIO et al., 2016).
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Figura 20. Compilagdo dos resultados obtidos da PCA da anélise metabolomica das
folhas de Myrcia bella, PCA da andlise genética por AFLP e da PCA da andlise
quimica do solo da areas de coleta.

De acordo com a PCA e HCA do perfil genético por AFLP, o perfil quimico das

folhas das populagdes de M. bella foram agrupados primeiramente em um padrio

geografico, principalmente relacionado a disponibilidade de certos nutrientes do solo.

O solo das areas de coletas em Sdo Paulo e Goids possuem um solo similar, distréfico,

com baixos teores de micronutrientes. Diferentemente, o solo de Campo Grande

apresentou o pH mais baixo (pH = 4,0 ) em relacdo ao das outras areas e os maiores

teores de Al, Mn, H+Al, além de alta CTC. Em Bonito (BT), foram encontrados altos

teores de K, Ca, Mg, SB. A presenca de nutrientes do solo como Ca, Mg e K podem

ter influéncia nas raizes de M. bella, alterando varias funcdes fisiologicas com as quais

estdo relacionados em plantas superiores € podem modular o metabolismo secundario

(MARSCHNER, 1995; SAMPAIO et al.,, 2016). As maiores concentracdes de
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heterosideos de flavonoides acetilados foram encontradas nas regides de Sao Paulo,

em solos com baixas concentra¢des de nutrientes.
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Conclusao



3.4. Conclusao

Os dados obtidos nesse trabalho mostram que o perfil quimico das folhas dos
espécimes de Myrcia bella seguem um padrdo geografico e ndo sazonal, com maior
influéncia das condi¢des do solo, e em menor grau do perfil genético. Este padrdo
encontrado ¢ similar aqueles obtidos em estudos de floristica, mostrando que o solo
pode modular ndo somente as fisionomias do cerrado, mas também a composi¢do
quimica das populacdes vegetais nele presentes. Esse dados sdo importantes para a
sistematiza¢do e padroniza¢do dos extratos desta espécie, uma vez que o conteudo de
flavonoides, compostos importantes para as propriedades medicinais, apresenta

variagoes entre as populagdes.

114



Referéncias



3.5. Referéncias

BATALHA, M. A. The Brazilian cerrado is not a biome. Biota Neotropica v. 11 n.1,
2011.

BEHLING, H.; LICHTE, M. Evidence of dry and cold climatic conditions at glacial
times in tropical southeastern Brazil. Quaternary Research, v. 48, p. 348-358, 1997.

BRADSHAW, A. Unravelling phenotypic plasticity — why should we bother? New
Phytologist, v. 170, p. 644-648, 2006.

Castro, A. A. J. F. 1994. Comparacao floristico-geografica (Brasil) e fitossociologica
(Piaui-Sao Paulo) de amostras de Cerrado. Tese. Universidade Estadual de Campinas,

Campinas, 1994.

CASTRO, A. A. J. F.; MARTINS, F. R. Cerrados do Brasil ¢ do Nordeste:
caracterizagdo, area de ocupacgao e consideragdes sobre a sua fitodiversidade. Pesquisa

em Foco, Sao Luis v. 7, p. 147, 1999.

COUTINHO, L. M. 1982. Ecological effects of fire in Brazilian Cerrado. In: B. J.
Huntley & B.H. Walker (Eds.). Ecology of Tropical Savannas. Berlin: Springer-
Verlag. p. 273-291.

COUTINHO, L. M. 2002. O bioma Cerrado. In: Eugen Warmin e o cerrado brasileiro:
um século depois. (A.L. Klein, org.). Editora UNESP, Sao Paulo, p. 77-91.

Durigan, G, Ratter, JA, Bridgewater S, Siqueira MF & Franco, GADC.. Padrdes

fitogeograficos do cerrado paulista sob uma nova perspectiva regional. Hoehnea. v.

30, p. 39-51, 2003.

EGYDIO-BRANDAO, A. P. M.; FURLAN, C. M.; SANTOS, D. Y. A. C. Genetic

Diversity and Structure of Populations of Annona crassiflora MART. of Brazilian

116



Savanna and Its Association with Chemical Variability Chem. Biodiversity, v. 13, p.

990 — 997, 2016.

FERREIRA, A. C.; NETO, J. C.; DA SILVA, A. C.; KUSTER, R. M.; CARVALHO,
D.P. Inhibition of thyroid peroxidase by Myrcia uniflora flavonoids. Chemical
Research in Toxicology, v. 19, n. 3, p. 351-5, 2006.

FERREIRA, E.A.; GRIS, E.F.; REBELLO, J. M.; CORREIA, J. F.; DE OLIVEIRA,
L. F.; PEDROSA, R. C. The 2'4',6'-trihydroxyacetophenone isolated from Myrcia
multiflora has antiobesity and mixed hypolipidemic effects with the reduction of lipid

intestinal absorption. Planta Medica, v.77, p. 1569-1574, 2011.

FORBEY, J.S.; DEARING, M. D.; GROSS, E. M.; ORIANS, C. M.; SOTKA, E. E;
FOLEY, W. J. A pharm-ecological perspective of terrestrial and aquatic plant-
herbivore interactions. Journal of Chemical Ecology. v. 39, n. 4, p. 465-480, 2013.

GLAUSER, G.; BOCCARD, J; WOLFENDER, J.-L.; RUDAZ, S. (2013)
Metabolomics: Application in Plant Sciences, in Metabolomics in Practice. Successful
Strategies to Generate and Analyze Metabolic Data (eds M. Lammerhofer and W.
Weckwerth), Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim, Germany.

GRATA, E.; GUILLARME, D.; GLAUSER, G.; BOCCARD, J.; CARRUPT, P.-A;
VEUTHEY, J.-L.; RUDAZ, S.; WOLFENDER, J.-L. Metabolite profiling of plant
extracts by ultra-high-pressure liquid chromatography at elevated temperature coupled
to time-of-flight mass spectrometry. Journal of Chromatography A. v. 1216, n. 30, p.
5660-5668, 2009.

HOSTETTMANN, K.; MARSTON, A.; HOSTETTMANN, M. Preparative

chromatography techniques: applications in natural product isolation, 2nd edition.

Berlin, New York: Springer; 1998.

117



KLINK, C.A.; MACHADO, R.B. Conservation of the Brazilian Cerrado.
Conservation Biology,v. 19, n. 3, p. 707-713, 2005.

LEDRU, M.-P. (2002) Late quaternary history and evolution of the Cerrados as
revealed by palynological records. In: Oliveira PS, Marquis RJ, editors. The cerrados
of Brazil: ecology and natural history of a neotropical savanna. NewYork: Columbia

University Press. pp. 33-68.

MARCHIORI, J. N. C.; SOBRAL, M. Dendrologia das angiospermas- Myrtales,
Santa Maria: Ed. da UFSM, 1997.

MARSCHNER, H. (2011) Functions of Mineral Nutrients In: Marschner, H. Mineral
Nutrition of Higher Plants. Elsevier Science Ltd., pp. 229-404.

MARIMON-JUNIOR, B. H.; HARIDASAN, M. Comparagdo da vegetagao arbdrea e
caracteristicas edaficas de um cerraddo e um cerrado sensu strictu em areas adjacentes

sobre solo distrofico no leste de Mato Grosso do Sul, Brasil. Acta Botanica Brasilica,

v. 10, p. 913-926, 2005.

MATSUDA, H.; NISHIDA, N.; YOSHIKAWA, M. Antidiabetic principles of natural
medicines. V. Aldose reductase inhibitors from Myrcia multiflora DC. (2): structures

of myrciacitrins III, IV, and V. Chemical Pharmaceutical Bulletin, v. 50, n. 3, p. 429—
431, 2002.

MAYLE, F. E. Assessment of the Neotropical dry forest refugia hypothesis in he light
of palaeoecological data and vegetation model simulations. Journal of Quaternary

Science, v. 19, p. 713-720, 2004.

MICHOPOULOS, F.; LAI, L.; GIKA, H.; THEODORIDIS, G.; WILSON, I. D.
UPLC-MS based analysis of human plasma for metabonomics using solvent
precipitation or solid phase extraction. Journal of Proteome Research, v. 8, p. 2114—

2121, 2009.

118



MORENO, M. 1. C.; SCHIAVINI, 1., HARIDASAN, M. Fatores edaficos
influenciando na estrutura de fitofisionomias do cerrado. Caminhos de Geografia. v.9,

p. 173-194, 2008.

NOVAES, R. M. L.; RIBEIRO, R. A.; LEMOS-FILHO, J. P.; LOVATO, M. B.
Concordance between Phylogeographical and Biogeographical Patterns in the
Brazilian Cerrado: Diversification of the Endemic Tree Dalbergia miscolobium

(Fabaceae). Plos One, v. 8, n. 12, 2013.

OKSMAN-CALDENTEY, K.M.; SAITO, K. Integrating genomics and metabolomics
for engineering plant metabolic pathways. Current Opinion in Biotechnology, v. 16, p.

174-179, 2005.

PEPATO, M. T.; OLIVEIRA, J. R.; KETTELHUT, 1. C.; MIGLIORINI, R. H.
Assessment of the antidiabetic activity of Myrcia uniflora extracts in streptozotocin

diabetic rats. Diabetes Research, v. 22, p.49-57, 1993.

RATTER, J. A.; BRIDGEWATER, S.; RIBEIRO, J. F. Analysis of the floristic
composition of the brazilian cerrado vegetation III: comparison of the woody

vegetation of 376 areas Edinburgh Journal of Botany, v. 60 n. 1, p. 57-109, 2003.

RATTER, J. A.; RIBEIRO, J. F. L.; BRIDGEWATER, S. Brazilian Cerrado
vegetation and threats to its biodiversity. Annals of Botany, v. 80, p. 223-230, 1997.

REATTO, A.; CORREIA, J. R.; SPERA, S. T.; MARTINS, E. S. 2008. Solos do
bioma Cerrado: aspectos pedoldgicos. In Cerrado: ecologia e flora (S.M. Sano, SP

Almeida & JF Ribeiro, eds). Embrapa Informagao Tecnologica, Brasilia, v. 1, p. 107-
149.

RUSSO, E. M.; REICHELT, A. A.; DE-SA, JR. et al. Clinical trial of Myrcia uniflora
and Bauhinia forficata leaf extracts in normal and diabetic patients. Brazilian Journal

of Medical and Biological Research v. 23, p. 11-20, 1990.

119



SAMPAIO, B. L.; EDRADA-EBEL, A.; DA COSTA, F.B. Effect of the environment
on the secondary metabolic profile of Tithonia diversifolia: a model for environmental

metabolomics of plants. Scientific Reports v. 6, 29265, 2016.

SALDANHA, L. L.; VILEGAS, W.; DOKKEDAL, A. L. Characterization of
flavonoids and phenolic acids in Myrcia bella Cambess using FIA-ESI-IT-MS and
HPLC-PAD-ESI-IT-MS combined with NMR. Molecules, v. 18, n. 7, p. 8402-8416,
2013.

SILVA, L. O. et al. Levantamento floristico e fitossociologico em duas areas de
cerrado sensu stricto no Parque Estadual da Serra de Caldas Novas, Goias. Acta

Botanica Brasilica, Sdo Paulo, v. 16, n. 1, 2002.

SILVA, F. A. M.; ASSAD, E. D.; EVANGELISTA, B. A. 2008. Caracteriza¢ao
climatica do bioma Cerrado. In Cerrado: ecologia e flora (S.M. Sano, SP Almeida &

JF Ribeiro, eds). Embrapa Informagao Tecnologica, Brasilia, v. 1, p. 69-68.

THEODORIDIS, G.; GIKA, H. G.; WILSON, I. D. Mass spectrometry-based holistic
analytical approaches for metabolite profiling in systems biology studies. Mass

Spectrometry Reviews, v. 30, p. 884 — 906, 2011.

VANDER-HEYDEN, Y. Extracting information from chromatographic herbal
fingerprints LC-GC Europe. v. 21, p. 438, 2008.

VAREDA, P. M. P.; SALDANHA, L. L.; CAMAFORTE, N. A. P. D.; VIOLATO, N.
M.; DOKKEDAL, A. L.; BOSQUEIRO, J. R. Myrcia bella leaf extract presents
hypoglycemic activity via PI3K/AKT insulin signaling pathway. Evidence-Based
Complementary and Alternative Medicine, v. 2014, p.1-10, 2014.

VEERPORT, R.; CHOI, Y. H.; KIM, H. K. NMR-based metabolomics at work in
phytochemistry. Phytochemistry Reviews, v. 6, p. 3, 2007.

120



ZELENA, E.; DUNN, W. B.; BROADHURST, D.; MCINTYRE, S. F.; CARROLL,
K. M.; BEGLEY, P.; O'HAGAN, S.; KNOWLES, J. D.; HALSALL, A.; WILSON, I.
D.; KELL, D. B. Development of a robust and repeatable UPLC-MS method for the

longterm metabolomic study of human serum. Analytical Chemistry, v. 8, p. 1357—

1364, 2009.

WIKLUND, S.; JOHANSSON, E.; STROIM, L.S.; MELLEROWICZ, E. J;
EDLUND, U.; SHOCKCOR, J. P.; GOTTFRIES, J.; MORITZ, T.; TRYGG, J.
Visualization of GC/TOF-MS-Based Metabolomics Data for Identification of
Biochemically Interesting Compounds Using OPLS Class Models. Analytical
Chemistry, v. 80, p. 115-122, 2008.

WECKWERTH, W. Metabolomics in systems biology. Annual Review of Plant
Biology, v. 54, p. 669-689, 2003.

WALTER, H. 1986. Vegetagdo e zonas climaticas. EPU, Sdo Paulo.

WALTERS, R. Towards an understanding of photosynthetic acclimation. Journal of
Experimental Botany, v. 56, p. 435447, 2004.

WOLFENDER, J.-L.; QUEIROZ, E. F.; HOSTETTMANN, K. Phytochemistry in the
microgram domain — a LC-NMR perspective. Magnetic Resonance in Chemistry. V.

43, p. 697-709, 2005.

WOLFENDER, J.-L.; GLAUSER, G.; BOCCARD, J.; RUDAZ, S. MS-based plant
metabolomic approaches for biomarker discovery. Natural Products Communications,

v. 10, p. 1417, 2009.
WOLFENDER, J.-L.; QUEIROZ, E. F. New approaches for studying the chemical

diversity of natural resources and the bioactivity of their constituents. Chimia, v. 66, p.

324-329, 2012.

121



WONG, W. R.; OLIVER, A. G.; LININGTON, R. G. Development of antibiotic
activity profile screening for the classification and discovery of natural product

antibiotics Chemical Biology, v. 19, p. 1483-1495, 2012.

122



