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(Fevereiro 2018). Prof®. Dr®. Lourdes C. dos Santos, Prof®. Dr?. Isabele R.
Nascimento, Daylin Gamiotea-Turro, Alexander B. Valerino Diaz, Ana C.
Zanatta, Felipe Hilario, Marcelo Amorim, Mayra Fonseca, Weslei Botero.

2. Proteccéo de Plantas (2013): Dra. Yarelis Ortiz Nufiez, Dr. Rubén Avilés,
Daylin Gamiotea Turro (Alelopatia).
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1 Spengler-Salabarria, I.; Nogueiras, C. e Gamiotea-Turro, D. Participagdo em
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(Griseb)”, 2012, Universidade de Havana, Cuba.
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Daylin Gamiotea-Turro.

Orientacbes

1 Supervisdo do desenvolvimento do TTC da aluna Thayna Henrique Marcondes,
estudante do curso de Bacharelado em Quimica do Instituto de Quimica de Araraquara;
onde desenvolve o projeto intitulado “Estudo fitoquimico comparativo de metabdlitos
secundarios produzidos pela espécie Jatropha multifida L. cultivada no Brasil e em Cuba”
com bolsa CUCA.



“Debes amar la arcilla que va en tus manos,
debes amar su arena hasta la locura;

y si no, no la emprendas que sera en vano,
Solo el amor alumbra lo que perdura,

s6lo el amor convierte en milagro el barro.
Debes amar la hora que nunca brilla

y si no, no pretendas tocar lo cierto

Solo el amor engendra la maravilla,

s6lo el amor consigue encender lo muerto”

(Silvio Rodriguez)



Dedicado a:

Delfin Adalberto Gamiotea Spengler

Meu Pai
In memoriam
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RESUMO

A espécie Jatropha aethiopica (Euphorbiaceae) é usada em Cuba como planta
ornamental e medicinal, conhecida como "Chaya" ou "mata diabetes". As pessoas
garantem que o cha feito das folhas é capaz ndo s6 controlar o diabetes, mas também
curd-la. Este trabalho teve como objetivo o estudo quimico através da identificacdo,
isolamento e elucidagdo estrutural dos metabdlitos presentes no extrato etandlico das
folnas de Jatropha aethiopica, assim como avaliar a atividade hipoglicemiante e a
citotoxicidade desse extrato. Técnicas cromatograficas de isolamento e purificacdo
(Sephadex LH-20, Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia acoplada ao Detector de
Arranjo de Diosdos (CLAE-DAD), Cromatografia Liquida de Media Pressdo (CLMP)),
assim como a otimizacado desses métodos, possibilitaram o isolamento e caracterizacéo
quimica de 12 substancias utilizando técnicas espectroscopicas e espectromeétricas.
Foram quantificados por CLAE-DAD tanto no extrato etandlico quanto na fracéao fendlica,
0os metabolitos secundarios identificados majoritariamente no DAD. A metodologia
analitica foi validada segundo as normas da ANVISA. A analise por Cromatografia Liquida
acoplada a espectrometria de massas com interface de ionizagao por electrospray (LC-
ESI-MS/MS), foi atil na confirmagdo da presenca de vérios isdbmeros de flavonoides e
compostos nitrogenados, bem como, na determinacdo do possivel mecanismo de
fragmentacdo dessas substancias. A atividade hipoglicemiante foi determinada usando
um modelo de camundongo swiss, no entanto a atividade citotoxica foi determinada
mediante o0s testes colorimétricos MTT (Brometo de 3-((4,5-dimetiltiazol)-2, il)-2,5-
difeniltetrazolio) e XTT (Hidrato de benzenilsulfito 3’-[1-[(fenilamino]-carbonil-3,4-tetrazélio]-bis-(4-
metoxi-6-nitro) de sodio) para linhagens tumorais e células normais, respectivamente. Das
27 substancias identificadas a partir do extrato etandlico das folhas de J. aethiopica,
foram isoladas e caracterizadas duas substancias nitrogenadas, trés acidos fendlicos e
sete flavonoides: 3-carboxiamida-1-metilpiridinium (1); N-(2-aminobutilamil)-N-(1-hidroxi-1-
isopropil)-N-2-oxo0-5-amino-5-pentanol (2); acido protocatecuico (3); quercetina 3-O-6-p-
galactopiranosideo [a-L-ramnopiranosil-(1"'—2")]-[a-L-ramnopiranosil-(1""'—6")] (4);
quercetina  3-O-B-pD-glicopiranosideo  [a-L-ramnopiranosil-(1"'—2")]-[a-L-ramnopiranosil-
(A"™—6")] (5); canferol 3-O-B-p-galactopiranosideo [a-L-ramnopiranosil-(1"'—4")]-[a-L-
ramnopiranosil-(1""—6")], descrita pela primeira vez nesse trabalho (6); canferol 3-O- 3-b-
glicopiranosideo [a-L-ramnopiranosil-(1""—2")]-[a-L-ramnopiranosil-(1""—6")] (7); rutina (8);
canferol-3-O-rutinosideo (9); acido cafeico (10); acido p-cumérico (11) e quercetina (12).
Na quantificagdo demonstrou-se os altos conteudos de flavonoides que apresenta o
extrato etandlico (62,5 mg g*) e a fracdo fendlica (61,7 mg g™). As demais estruturas das
substancias identificadas por analises de LC-ESI-MS, correspondem aos isdmeros dos
flavonoides isolados e outras estruturas ainda néo identificadas. O estudo de atividade
hipoglicemiante monstrou a potencialidade das folhas de J. aethiopica. Tanto os testes
antitumorais quanto os de viabilidade celular mostraram a baixa citotoxicidade dessa
espécie pelo qual pode-se sugerir que a mesma possa ser utilizada em formulagbes de
tintura. Portanto, os dados desse trabalho podem auxiliar no potencial uso de J.
aethiopica pela populagéo.

Palavras chaves: Jatropha aethiopica; atividade hipoglicemiante; quantificacao;
flavonoides triglicosideos; substancias nitrogenadas.



ABSTRACT

Jatropha aethiopica (Euphorbiaceae) leaves are used in Cuba both as ornamental and
medicinal plant. This species is known as "Chaya" or "mata diabetes". People have
hypothesized that consumption of the tea made from fresh leaves is capable of not only
controlling diabetes but also curing it. The main of this work was to study the chemical
composition through the identification, isolation and structural elucidation of the
metabolites present in the ethanolic extract of the leaves of J. aethiopica, as well as to
evaluate the antihyperglycemic activity and cytotoxicity of this extract. Isolation and
purification chromatography techniques (Sephadex LH-20, High Performance Liquid
Chromatography coupled to the Photodiode Array Detector (HPLC-PAD), Medium
Pressure Liquid Chromatography (MPLC)), as well as the optimization of these methods,
allowed the isolation and chemical characterization of 12 substances using spectroscopic
and spectrometric techniques. The secondary metabolites identified by DAD detection at
the ethanolic extract and the phenolic fraction, were quantified. The analytical
methodology was validated according to ANVISA standards. Liquid Chromatography
coupled to mass spectrometry with electrospray ionization interface (HPLC-ESI-MS/MS)
analysis, was useful in confirming the presence of several isomers of flavonoids and
nitrogen compounds, in addition to determinate the probable fragmentation mechanism of
these substances. Hypoglycemic activity was determined using a swiss mouse model;
nevertheless, cytotoxic activity was determined by the MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-
2,5-diphenyltetrazolium bromide) and XTT ((sodium 2,3,-bis(2-methoxy-4-nitro-5-
sulfophenyl)-5-[(phenylamino)-carbonyl]-2H-tetrazolium) colorimetric assays for tumor and
normal cell lines, respectively. Of the 27 substances identified from the ethanolic extract of
the J. aethiopica leaves, two nitrogenous substances, three phenolic acids and seven
flavonoids were isolated and characterized: 3-carbamoyl-1-methylpyridinium (1); 3-amino-
4-((5-amino-5-hydroxy-2-oxopentyl) (1-hydroxy-2-methylpropyl) amino) butanamide (2);
protocatechuic acid (3); guercetin 3-0-a-L-rhamnopyranosyl-(1"'—2")-[a-L-
rhamnopyranosyl-(1"'—6")]-B-p-galactopyranoside 4); quercetin 3-0-a-L-
rhamnopyranosyl-(1"'—2")-[a-L-rhamnopyranosyl-(1""—6")]-B-D-glucopyranoside (5);
kaempferol 3-0-a-L-rhamnopyranosyl-(1"'—4")-[a-L-rhamnopyranosyl-(1""—6")]-B-D-
galactopyranoside, descrita pela primeira vez nesse trabalho (6); kaempferol 3-O-a-L-
rhamnopyranosyl- (1"—2")- [a-L-rhamnopyranosyl- (1""—6")]-B-D-glucopyranoside (7);
rutin (8); kaempferol-3-O-rutinoside (9); caffeic acid (10); p-cumaric acid (11) e quercetin
(12). High content of the quantified flavonoids in the ethanolic extract (62.5 mg g™) and in
the phenolic fraction (61.7 mg g™*) were demonstrated. The remaining structures of the
identified substances by the LC-ESI-MS analysis correspond to isomers of the isolated
flavonoids and other structures not identified. The hypoglycemic activity study showed the
potentiality of J. aethiopica leaves. Both antitumor and cell viability tests showed the low
cytotoxicity of this species by which suggest it the use in tincture formulations. Therefore,
the data of this work can help in the potential use of J. aethiopica by the population.

Key words: Jatropha aethiopica, hypoglycemic activity; quantification; triglycosilated
flavonoids; nitrogens compounds.
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1 INTRODUCAO

Desde a antiguidade as pessoas procuravam drogas na nhatureza em busca de
amenizar as doengas. O inicio do uso das plantas medicinais foi instintivo, como é o caso
dos animais (HALBERSTEIN, 2005). De fato, a demanda por fontes naturais aumentou de
8% a 15% ao ano na Europa, América do Norte e Asia nos ultimos vinte anos (VERMA;
SINGH, 2008). No entanto, pesquisadores pertencentes a diversas areas do
conhecimento como quimica, biologia e farmacologia, tém direcionado esforcos para
reunir informacdes e validar o conhecimento desta medicina tradicional (FABREGA Jr.,
2012).

Pesquisadores de diferentes paises tém reunido informacdes sobre a composicéo
quimica de espécies vegetais, assim como sobre seu uso com interesse farmacolégico e
medicinal (INTA et al., 2013; PRABHU et al., 2014). Portanto, é importante que exista um
interesse em pesquisas com espécies vegetais para o conhecimento de sua composicao

guimica e seu potencial farmacoldgico.

1.1. EUPHORBIACEAE

A familia Euphorbiaceae (também conhecida como familia Spurge), possui mais de
300 géneros e cerca de 7.500 espécies segundo varios autores (GOVAERTS; FRODIN;
RADCLIFFE-SMITH, 2000; WEBSTER, 1994). Essa familia estd dividida em cinco
subfamilias devido, principalmente a critérios morfologicos (WEBSTER, 1994). Vérias
plantas da familia Spurge sdo de consideravel importancia econémica. Entre as plantas
proeminentes estdo a mandioca (Manihot esculenta), uma das principais fontes de amido
na alimentacdo humana; a mamona (Ricinus communis) e o pinhdo-manso (Jatropha
curcas) devido ao seu potencial para extracdo de 6leo. Por outro lado, Hevea brasiliensis
conhecida como borracha do Para ou seringueira, € a principal fonte de borracha natural,
além de plantas ornamentais, como a poinsétia (Euphorbia pulcherrima) (WEBSTER,
1994) (Figura 1, Pagina 25). No entanto, a espécie Croton antisyphiliticus (pé-de-perdiz)
utilizado pelas suas propriedades medicinais no tratamento de eczemas, depurativo do
sangue, Ulceras e anti-sifilis (RODRIGUES; CARVALHO, 2001).
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Figura 1 — Espécies de importancia econdmica dentro da familia Euphorbiaceae

Manihot esculenta Euphorbia pulcherrima Hevea brasiliensis
(Mandioca) (Poinsétia) (Seringueira)

Ricinus communis Croton antisyphiliticus
(Mamona) (pé-de-perdiz)

g "o

Euphorbiaceae apresenta-se como uma familia com grande potencialidade
medicinais devido as suas propriedades biologicas, assim como uma fonte importante de
metabdlitos pelo que podem contribuir para a descoberta de novas moléculas
biologicamente ativas.

Na medicina algumas espécies de Euphorbiaceae sao utilizadas pelas suas
propriedades antissépticas e citotoxicas, (RAHMAN; AKTER, 2013). Estudos ja
publicados relatam varios grupos de substancias isoladas a partir de espécies da familia
Euphorbiaceae. Entre elas podemos mencionar alcaloides, terpenos (monoterpenos,
diterpenos, triterpenos e sesquiterpenos), flavoniodes, lignanas, cumarinas, cumarinas-
lignoides, outros compostos fendlicos, entre outros (AMINAH; KRISTANTI; TANJUNG,
2014; SABANDAR et al., 2013).
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1.2 JATROPHA.

O género Jatropha € constituido por cerca de 170 espécies e pertence a familia
Euphorbiaceae, subfamilia Crotonoideae e tribo Jatropheae (SUJATHA; BAHADUR,;
REDDY, 2013; BAHADUR; PULLAIAH; MURTHY, 2013). Por ser um género de
crescimento rapido, facil propagacdo e adaptacdo, apresenta uma vasta distribuicao
(DEHGAN, 1982). O género abrange espécies africanas, indianas, sulamericanas,
antilhanas e das regibes meso- americanas. Algumas espécies de Jatropha foram
naturalizadas na América do Sul e nas regides meso-americanas, México, Cuba, Peru,
Bolivia, Costa Rica, Paraguai, Jamaica, Brasil, El- Salvador, Guatemala, Argentina,
Republica Dominicana, Colombia, Nicaragua e nos estados americanos de Arizona e
Texas. (SABANDAR et al., 2013; HELLER, 1996). A distribuicdo dessas plantas
encontra-se majoritariamente nas Ameéricas (Central e Sul), de onde a maior parte &
nativa.

Devido a esta distribuicdo, € um género morfologicamente diverso, composto por
plantas herbaceas perenes, suculentas, facultativas anuais, geofitas, arbustos,
subarbustos rizomatosos e arvores lenhosas, cada uma com uma regido geogréfica
especifica para o seu desenvolvimento (SUJATHA; BAHADUR; REDDY, 2013;
SABANDAR et al., 2013; DEHGAN, 1982). Esta diversidade morfoldgica permitiu que
varias espécies fossem cultivadas como plantas ornamentais devido a beleza das flores
e folhas (SUJATHA; BAHADUR; REDDY, 2013).

1.2.1 Substancias isoladas do género Jatropha.

Véarios produtos naturais bioativos foram descritos a partir de extratos de
espécies de Jatropha, e estes sao recursos promissores para o desenvolvimento de
farmacos potenciais e outros produtos. Nesta revisdo resumimos 0 Pprogresso
fitoquimico e listamos alguns compostos isolados do género Jatropha (Tabela 1, Pagina
27).

Como observado, a diversidade de metabdlitos do género Jatropha compreende
substancias fendlicas, terpenos, compostos nitrogenados, entre outros. Essa
caracteristica faz de Jatropha um género com espécies de alto valor na medicina
tradicional e, portanto, justificando seu estudo quimico e bioldgico (SABANDAR et al.,
2013).
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Tabela 1 — Exemplo de metabdlitos obtidos de espécies do género Jatropha.

N. Nome comum Nome IUPAC Estrutura Espécie/PP Referéncia
1 Integerrimene Acetato de 1,2,3,3a,4,5,8,9,10,11-deca- J.integérrima  RAVINDRANATH
hidrociclopenta-anulen-1-il-(6Z,  12E)  -2,5,11- etal, 2004a
trimetil-4,10-dioxo-8- (prop-1-en-2-il) o Caule
2 Palmarumicina 5-hidroxi-4H-espiro  [naftaleno-1,2"-nafto [1,8-de] J.integérrima  RAVINDRANATH
CP1 [1,3] dioxina] -4-ona et al.,, 2004a
Caule
3 38,12-diidroxi-13- (2S, 4aS, 10aR) -1,1,4a,7-tetrametil-1,2,3,4,4a, J. curcas RAVINDRANATH
metilpodocarpano-  9,10,10a-octa-hidrofenantreno-2,6-diol etal., 2004b
8,10,13-trieno Partes
aéreas
4 Friedelina (4R, 4aS, 6aS, 6bR, 8aR, 12aR, 12bS, 14aS, 14bS) J. curcas RAVINDRANATH
-4,4a, 6b, 8a, 11,11,12b, 14a-octametilicosa- Partes etal., 2004b
hidropiceno-3 (2H) -ona aéreas
5 - (1R, 2R, 5S, 6S, 7S, 10S) -5-Epieudesm-4 (15) - J. GARCIA et al,
eno-1R, 2a, 6R-triol neupaucifiora 2006
Casca

27



Introducao

Tabela 1 — Continuagéo...

N. Nome comum Nome IUPAC Estrutura Espécie/PP Referéncia
6 Gossipidieno Succinato de dimetil (2E, 3E) -2- (benzo-[1,3]- e J. DAS et al., 1999.
dioxol-5- ilmetileno) -3 - ((5,6-di-hidrobenzo-[1,3]- <OO> gossypiifolia
dioxol-5-il) metileno)
O OOO X O Caule
N\
7 Jatrofan (E) -3- (benzo-[1,3]-dioxol-5-ilmetileno) -4- (3,4- 0 J. BANERJI et al.,
dimetoxibenzil)-di-hidrofuran-2 (3H) -ona <O O AN gossypiifolia 1984
O
o Caule, raizes
H

l e sementes
MeO

8 Propacina (2R, 3R) -3- (4-hidroxi-3-metoxifenil) -5-metoxi-2- MeO N J. DAS et al., 2001
metil-2,3- di-hidro-9H- [1,4] dioxino [2,3] cromen-9 - gossypiifolia
ona (0] 6]

Planta inteira

OMe

9  5-hidroxipirrolidin-  5-hidroxipirrolidin-2-ona J curcas STAUBMANN et

H
2-0na Ho_N~=0° al., 1999
\<j Folhas
H

10 Pirimidina-2,4- Pirimidina-2,4-(1H, 3H)-diona J. curcas STAUBMANN et

diona O%I/N o al.,, 1999
HN \/j Folhas
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Tabela 1 — Continuagéo...

N. Nome comum Nome IUPAC Estrutura Espécie/PP Referéncia
11 Curcamida N-(3-acetamidopropil)-cinamamida o] J. curcas YAO et al., 2012
AN N/\/\N)K
| | Semente
H H
12 Fraxetina 7,8-di-hidroxi-6-metoxi-2H-cromen-2-ona MeO N J. PARTHASARAT
(7,8-diidroxi-6- glandulifera HY etal., 1984
metoxicumarina) HO o~ "o
OH Raizes
13 Vitexina Acido (S)-4-(((5,7-di-hidroxi-2-(4-hidroxifenil)-4-oxo- 0Glu OH J. SANKARA et al.,
4H- cromen-8-il)-oxi)-amino)-5-oxopentanoico HO o O gossypiifolia 1971
O | Folhas
OH O
14 Apigenina 5,7-di-hidroxi-2-(4-hidroxifenil)-4H-cromen-4-ona OH J. SANKARA et al.,
e 1971
HO o O gossypiifolia
O | Folhas
OH O

PP: Parte da Planta
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1.2.2 Usos

O género Jatropha destacou-se nas ultimas décadas, particularmente, pelo dleo
proveniente das suas sementes, que € considerado uma potencial matéria-prima para a
producédo de biodiesel (da SILVA et al., 2014). A espécie J. curcas € a mais estudada
do género pelas suas sementes serem ricas em 6leo, o que levou nos ultimos 20 anos
ao aparecimento de vastas areas de plantacdes dessa espécie em alguns paises da
Asia, Africa e América do Sul (DEVAPPA; MAKKAR; BECKER, 2010; de OLIVEIRA et
al., 2009). Ap6s a extragdo do Oleo da semente, a torta restante é usada na
desintoxicacdo e alimentacdo do gado (MAKKAR; ADERIBIGBE; BECKER, 1998;
DEVAPPA; SWAMYLINGAPPA, 2008).

O nome Jatropha € derivado das palavras gregas "jatros" (médico) e "trophe"
(nutricdo), o que justifica seu uso medicinal e na alimentacdo (KUMAR; SHARMA,
2008). Alguns de seus nomes populares sdo: 6leo de noz selvagem, jatropha, pinhao,
crioulo. (Fonte: Centro Mundial Agroflorestal [base de dados Agroforestree],
http://tinyurl.com/yfvod37).

Este género é utilizado como planta medicinal por mais de 80% da populacao
mundial, onde destacamos a Asia, América Latina e a Africa (DEVAPPA; MAKKAR;
BECKER, 2010; SABANDAR et al., 2013). Trés espécies podem ser destacadas por
serem as mais utilizadas como medicinais: J. gossypiifolia, J. multifida e J. curcas.
(SABANDAR et al., 2013) (Figura 2, Pagina 31).

Este género é conhecido pelo efeito purgativo do 6leo proveniente das suas
sementes as quais sdo usadas para sintomas digestivos, diarreia, disenteria, vémitos,
nausea e dor de estdmago. Quanto as folhas de algumas das espécies, também
apresentam semelhante efeito purgativo. Por outra parte, o 6leo da semente, o latex, as
folhas, a casca do caule ou da raiz trituradas, sado aplicadas sobre a pele para tratar
eczemas, coceiras, furinculos, bolhas na boca, feridas e inchagos, assim como séo
igualmente aplicadas no tratamento de doencas venéreas e de trato urinario
(DEVAPPA, MAKKAR e BECKER, 2010). As raizes das espécies J. gossypiifolia é
usada no tratamento de lepra (FELIX-SILVA, 2014).
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Figura 2 — Espécies do género Jatropha.

J. curcas

Fotos: Fornecidas pelo autor

O latex das espécies J. curcas e J. mollissima é usado como antidoto do veneno
de cobra, concentrado para o uso externo e diluido com agua para uso interno
(SABANDAR, et al., 2013; DEVAPPA; MAKKAR; BECKER, 2010). Os extratos aquosos
e alcodlicos do caule e da casca da espécie J. macarantha sdo usados como
estimulante sexual masculino. (DEVAPPA; MAKKAR; BECKER, 2011)

1.2.3 Atividade biologica de compostos fendlicos isolados do género Jatropha.

A maioria das atividades bioldgicas relacionadas ao género Jatropha na literatura,
sdo atribuidas aos compostos fendlicos, incluindo flavondis, dos quais uma grande
variedade esta presentes nessas espécies. Estas propriedades incluem efeitos
anticoagulante (FELIX-SILVA et al., 2014), anti-inflamatério (OLIVEIRA et al., 2010),
antimalarico (JANSEN et al., 2010), antimicrobiano (DHALE; BIRARI, 2010; GAIKWAD
et al.,, 2012), cicatrizacdes de feridas cutaneas (SANTOS et al.,, 2006), citotoxica
(MATOS, 2004; NAZEEMA; GIRIJA, 2013), antitumoral (MATOS, 2004; MARIZ et al.,

2010; DEVAPPA; MAKKAR; BECKER, 2011; NAZEEMA,; GIRIJA, 2013; SABANDAR et
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al., 2013), antioxidante (NAZEEMA; GIRIJA, 2013), antiviral (MARIZ et al., 2010),
antitlceras (SABANDAR et al., 2013), entre outras.

Os flavonoides tém sido avaliados pelas suas propriedades citotoxicas. Devido as
caracteristicas estruturais, as flavonas e pterocarpanos apresentam valores de ClMsq
que podem ser reconhecidos pelo Instituto Nacional do Céncer, que requer um valor
CIMso menor que 30 pug/mL para os extratos brutos ativos contra células cancerigenas
(OSKOUEIAN et al., 2011; BOIK, 2001). Portanto, uma vez que um extrato apresente
um valor de CIMso inferior ou igual a exigida pelo Instituto Nacional do Cancer, este
pode ser considerado uma fonte promissora de substancias bioativas que podem, na
sequéncia, serem purificadas para o desenvolvimento de drogas anticancer,
(OSKOUEIAN et al., 2011).

Segundo SONODA et al., (2004), flavonas hidroxiladas nas posi¢oes 2’, 3’,5e 7
nos anéis A e B, apresentam maior atividade citotoxica quando testada frente a células
leucémicas (CIMso=9,5 pm), seguido de outras substéncias que n&o possuem
substituintes na posicdo 3 do anel C (Tabela 2, Pagina 33). Por outro lado, SAK;
KASEMAA; EVERAUS (2016), mostraram a atividade citotoxica da luteolina contra
melanoma com CIMso=10 mg mL™. Com esses valores de CIMso as substancias podem
ser avaliadas como muito ativas e portanto, estabelecem um padrdo de comparacao
com os metabolitos isolados da espécie em estudo.

Diabetes mellitus (DM) é uma doenca metabdlica caracterizada pela
hiperglicemia/hipoglicemia cronica causada por defeitos na acdo da insulina e/ou a
secrecdo dela, que afeta o metabolismo de proteinas, gorduras e carboidratos
(BAVILONI et al., 2010). Além disso, DM é considerada pela Organizacdo Mundial de
Saude (OMS) como uma das quatro principais doencas nao transmissiveis (NCDs) e
gue afetam a muitas pessoas (WHO, 2016).

Diabetes Mellitus Tipo 1 é caracterizado pela deficiéncia absoluta de producao de
insulina e representa 5-10 % de todos os casos de diabetes e resulta de uma destruicao
auto-imune de células B pancreaticas. No Diabetes Mellitus tipo 2, que representa 90 a
95% dos casos de diabetes, a resisténcia a insulina e a faléncia progressiva das células
B (diminui a massa celular B8, a sensibilidade a glicose e a capacidade secretdria) sdo
caracteristicas e varios farmacos sdo usados para aumentar a sensibilidade a insulina
configuragdes (WHO, 2016).
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Tabela 2 — Resumo de estudos de atividade hipoglicemiante (ICso) de algumas
espécies de Jatropha.

Espécie (Ref)

Extrato (parte da
planta) /Substéancia

ICso (Mg mML™)

Estruturaisolada

testada
J. curcas Hidroalcodlico 400
(KUMAR et al., (folhas)
2016)
J.gossypifolia* Metanol (raizes) <400
(SALEEM et al., Metanol (folhas) <400
2016) Diclorometano 392,41+ 0,68
(folhas) 213,45+ 0,12
Acetato de etila 218,47+0,23
(folhas)
n-butanol (folhas)
3. gossypifolia** Metanol (folhas) 135
OCH
al., 2015) 30H
Acetato de etila >200 HO O 0 O OCH,
(folhas)
5,7,4'-tri-hidroxi-3',5'- OH O
dimetoxiflavanona
Vitexina >200
J. curcas™
(EL-BAZ et al., Metanol (folhas) -
2014) Rutina

o-glicosidase

** absorcdo de glicose em miotubos resistentes a insulina
***mecanismo nao determinado

A diabetes aumenta 2-3 vezes o risco de ataque cardiaco e derrame cerebral

(SARWAR et al., 2010). Suas opcodes de tratamento incluem a aplicacdo de insulina

exdgena ou combinando-a com outras drogas como metformina, glibenclamida e

inibidores de alfa-glucosidase (acarbose e miglitol), que agem diminuindo a glicemia no

jejum através de muitas vias. No entanto, o uso prolongado desses medicamentos é
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susceptivel de produzir efeitos colaterais adversos e também pode levar a um declinio
na sua eficacia (SARWAR et al., 2010).

A Tabela 2 (Pagina 33) apresenta estudos de extratos de diferentes polaridades,
de varias partes de espécies de Jatropha, e a avaliacdo do potencial hipoglicemiante
desses extratos. Como observado, extratos de varias polaridades tem sido avaliados
pelas suas propriedades hipoglicemiantes, porém, poucos compostos foram testados.
Por outro lado, a natureza das substancias identificadas em extratos ativos é
majoritariamente flavonais.

Existem varias drogas utilizadas para induzir o diabetes no modelo de estudo
estabelecido. Nesse caso, a estreptozotocina (STZ), uma glicosamina-nitrosureia, €
comumente usada para produzir o diabetes. A STZ é um potente agente alquilante de
DNA, altamente toxico, carcinogénico e diabetogénico, devido a destruicdo seletiva das
células beta produtoras de insulina provocando assim o diabetes (MARINI, 2014; SILVA,
2011).

1.3 Jatropha aethiopica.

Jatropha aethiopica Muell-Arg (Euphorbiaceae) foi introduzido em Cuba, de local
e data ndo conhecidos (FUENTES-FIALLO et al., 2001). E uma arvore de até 4 m de
altura e sua base possue mais do que 20 cm de diametro. A arvore tem também muitos
ramos e produz uma seiva leitosa (ROIG Y MESA, 1974). Apesar da floracdo abundante
que caracteriza a espécie, poucos frutos sdo produzidos, quase escassos (FUENTES-
FIALLO et al., 2001) (Figura 3). A espécie J. aethiopica é usada em Cuba como planta
ornamental e medicinal e em varias cidades é conhecida como "Chaya" ou "mata
diabetes". As pessoas garantem que o cha feito das folhas nédo so controla o diabetes,
mas também cura (ROIG Y MESA, 1974). Embora, as folhas de J. aethiopica sejam
usadas na medicina popular, ndo ha evidéncia experimental, provando suas
propriedades hipoglicemiantes (ROIG Y MESA, 1974) e sua composi¢cao quimica ainda
nao foi definida.
Considerando todos estes dados apresentados e a grande importancia da
validacéo do uso de plantas usadas na medicina tradicional, o estudo da espécie Jatropha
aethiopica contribuird com o enriquecimento do género Jatropha, assim como da familia

Euphorbiaceae, visto que esta espécie ainda ndao possui estudos quimicos e biolégicos
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citados na literatura até o momento.

Figura 3 — Espécie Jatropha aethiopica Muell Arg.

Foto: Fornecida pelo autor
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2. Objetivos

2.1 Objetivo geral:

Identificar, isolar e elucidar estruturalmente os metabdlitos presentes no extrato etandlico
das folhas de Jatropha aethiopica, assim como avaliar a atividade antihipoglicemiante e
a citotoxicidade desse extrato.

2.2 Objetivos especificos:

- Realizar o perfil cromatografico por CLAE-DAD do extrato etandlico das folhas de

Jatropha aethiopica;

- Fracionar o extrato etandlico por técnicas cromatograficas convencionais até o

isolamento dos metabdlitos secundarios;

- Elucidar ou determinar as estruturas das substancias isoladas por técnicas

espectrométricas e espectroscopicas (RMN mono e bidimensionais, EM, UV);

- Identificar metabdlitos secundarios do extrato etandélico das folhas de J. aethiopica por
LC-ESI-QTOF-MS/MS;

- Quantificar os metabolitos isolados a partir do extrato etandlico das folhas de J.
aethiopica,
- Realizar o ensaio de atividade hipoglicemiante de frac6es enriquecidas de compostos

nitrogenados e fendlicos, assim como do extrato etandlico das folhas de J. aethiopica,;

- Realizar o ensaio antitumoral do extrato etandlico das folhas de J. aethiopica;
- Realizar o ensaio de viabilidade de células normais com o extrato etanélico das folhas

de J. aethiopica.
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3. PARTE EXPERIMENTAL

3.1 Materiais, Reagentes e Soluc¢des.

Os procedimentos experimentais foram realizados utilizando solventes grau PA:
acetato de etila, n-butanol, etanol, cloroférmio, metanol, n-propanol (Synthlab); para as
analises em CLAE foram utilizados solventes grau CLAE: metanol (Tedia) e agua Milli-Q
(Millipore®); para as andlises em espectrometro de massas foram utilizados solventes
grau LC/MS: metanol, agua e &cido formico (Merck) e para a analise em RMN das
substancias isoladas nos procedimentos cromatogréaficos foi utilizado solvente deuterado:
DMSO- ds (Aldrich).

Cartuchos de extracdo em fase sélida (SPE) de adsorvente de fase reversa a base
de octadecilsilano (RP18) com 500 mg mL™ (33 pm, Supelco®) foram usados na etapa de
preparo das amostra dos extratos e fracbes, sendo as solugdes resultantes filtradas em
membranas de PTFE (politetrafluoroetileno, teflon®, Millipore®) com poro de 0,45 ou 0,22
pMm antes de analise por CLAE.

Foram utilizadas placas de camada delgada de silica gel 60 em suporte de
aluminio (Merck®) (20 x 20 cm x 0,2 mm) na triagem fitoquimica das fracdes. A eluic&o foi
realizada em cuba saturada com as fases moveis n-BuOH/CH3;COOH/H,O (80:18:2,
v/Ivlv), CHCI3/MeOH/H,0 (65:25:10, v/vlv, fase organica) ou CHCIl3/MeOH/H,0O (43:37:20,
vivlv, fase orgéanica). A revelacdo das placas foi feita com luz UV (Camara com luz UV
254 nm - Chromatovue®) e anisaldeido/H,SO,, nesta ordem.

3.2 Procedimentos gerais instrumentais

Os extratos e fracdes foram concentrados em rotaevaporador rotativo sob
pressdo reduzida (Heidolph®, Laborota 4001 — efficient) equipado com bomba a vacuo
(Heidolph®, Rotavac valve control).

As balancas analiticas Bioprecisa® FA2104N (capacidade 200 g e precis&o de 0,1
mg) e Shimadzu® modelo AY-220 (capacidade para 220 g e precisdo de 0,0001 mg)
foram usadas na pesagem das folhas, dos extratos e fracdes, respectivamente.

O fracionamento por cromatografia de permeacéo em gel foi realizado em colunas
®

de vidro com 80 cm de altura por 2 cm de diametro interno, empacotada com Sephadex
LH-20 (Pharmacia). O solvente foi bombeado para a coluna com o auxilio de uma bomba
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peristéltica (Pharmacia) a uma vazao de 3,0 mL min™. As fracdes foram coletadas em um
coletor automatico Redifrac (Pharmacia).

As analises cromatograficas foram realizadas em um cromatégrafo liquido de alta
eficiéncia (analitico gradiente quaternario) modelo PU-2089 (Jasco®), acoplado a um
detector de arranjo de foto diodos, modelo MD-2018 (Jasco®) e a um injetor automatico
modelo AS-2055 (Jasco®). No entanto, as separacdes foram realizadas em um
cromatografo liquido semi-preparativo de gradiente binario (Jasco®), acoplado a um
detector de arranjo de foto diodos com faixa de varredura de 195-650 nm e intervalo
minimo de 1 nm (Jasco®). A aquisicdo e processamento dos dados cromatograficos foi
realizada com o software ChromNAV (Cromatec®). As colunas utilizadas tanto no modo
analitico quanto no semi-preparativo, estdo sendo reportadas na Tabela 3.

Testes foram feitos por CLAE com detector de indice de refracdo (IR) modelo
Knauer—Azura, com detector smartline 2300, com duas bombas modelos Pump 1 ASM
2.1L Knauer (10 mL/min) e Pump 2P 6.1 L Knauer (50 mL/min), foi utilizado no modo

analitico utilizando as colunas da Tabela 3.

Tabela 3 — Colunas RP18 utilizadas no presente trabalho.

Modelo Caracteristicas Modo
1 Thermo Hypersil Gold 250 x 4,6 mm x 5 um Analitico
2 Luna Phenomenex® 250 x 4,6 mm x 5 um Analitico
3 Luna Phenomenex® 250 x 10 mm x 5 pm Semipreparativo
4 Synergi Hydro RP 250 x 4,6 mm x 5 um Analitico
5 Synergi Hydro RP 250 x 10 mm x 5 pm Semipreparativo
6  HILIC Phenomenex® 250 x 4,6 mmx5um  Analitico

Em todas as condi¢Bes foram usadas coluna guarda (4 x 3 mm)

A cromatografia liquida de media pressdo (CLMP) foi realizada em um sistema
Buchi®, equipado com uma bomba Gerente C-615.

Os experimentos de RMN mono e bidimensionais de *H e *C, HSQC, HMBC,
TOCSY e HMBC-'N, foram obtidos em espectrometro de Ressonancia Magnética
Nuclear Bruker® Avance Ill HD 600 (14,1 Tesla), usando uma sonda criogénica 5 mm,
deteccdo inversa de trés canais (*H, 3C, **N), um gradiente z, além de ajuste (do inglés:
tuning) automéatico e correspondéncia (ATM) dimetilsulfoxido deuterado (DMSO-dg
(Aldrich) ou agua deuterada (D,O (Aldrich)). O software Top Spin versao 3.5 foi utilizado
durante aquisicdo dos deslocamentos quimicos de cada espectro, assim como na

interpretacdo dos dados.

38



Parte Experimental

Os experimentos de espectrometria de massas foram realizados no laboratério de
“Bioprospeccdo de Produtos Naturais” do Campus Litoral Paulista (UNESP-SP),
coordenado pelo Prof. Dr. Wagner Vilegas e participacdo do Dr. Marcelo Tangerina. A
analise das amostras foi realizada por inje¢do direta em um analisador lon Trap (sigla em
inglés IT) Thermo Scientific LTQ XL equipado com uma fonte de ioniza¢ao por eletrospray
(ESI) (Thermo, San Jose, CA, EUA) (FIA-ESI-IT-MS). Utilizou-se tubo capilar de silica
fundida a 280°C, voltagem de pulverizacdo de 5,00 kV, voltagem do capilar de -35 V,
voltagem da lente de -100 V e uma vaz&o de 5,0 uL min™. As amostras foram analisadas
no modo negativo com varredura completa registrada na faixa m/z de 100-2000.

As fragmentacdes em multiplos estagios (ESI-MS") foram realizadas utilizando o
método de dissociacdo induzida por colisdo (CID) com hélio para ativacdo dos ions. O
primeiro evento foi um espectro de massas de varredura completa para monitoramento da
intensidade de todos os ions produzidos nessa faixa m/z. Os experimentos de
fragmentacdo MS" para as substancias de interesse foram realizados utilizando uma
energia de colisdo de 30% e um tempo de ativacdo de 30 ms. Os ions produto foram
entdo submetidos a sucessivas fragmentacdes nas mesmas condi¢cdes, até que nao
foram observados mais fragmentos.

A analise por UPLC-ESI-IT-MS foi realizada num equipamento de cromatografia
liquida de ultra eficiéncia Thermo Scientific®, consistindo num injetor automatico (Accela
AS), uma bomba quaternaria (Accela 600) acoplada a um espectrdmetro de massas LTQ
XL descrito acima, operando nas mesmas condi¢cdes. As separacbes cromatograficas
foram realizadas numa coluna RP-C18 ACQUITY UPLC BEH C18 (2,1 x 50 mm de
diametro, 1,7 mm a temperatura ambiente. As fases moveis consistiram no eluente A
(0,1% de acido férmico em agua, v/v) e no eluente B (0,1% de acido férmico em metanol,
v/v). A O volume de injegdo utilizado para cada amostra foi de 10 yL e a vazdo de 0,350
mL min™ com um programa de gradiente linear: 5-100% B de 0 a 8,0 min. Depois de
manter 100% de B durante 5 min, a coluna foi recondicionada a condicé&o inicial para as
analises realizadas em sequéncia.

Os espectros de massas foram adquiridos no modo negativo e processados no
software Xcalibur (versdo 2.0). Para a identificacdo e proposta das substancias
encontradas, foi utilizado uma biblioteca de metabdlitos e uma base de dados de
referéncia online (METLIN, KNApSAcK Core System e SciFinder®).

Os experimentos de LC/MS no modo positivo foram realizados no laboratério do

Prof. Dr. Norberto Peporine Lopes do Nucleo de Pesquisa em Produtos Naturais e
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Sintéticos e da Central de Espectrometria de Massas de Micromoléculas Organicas na
USP de Riberéo Preto e com a participacao do Dr. Alan Pilon. Os espectros foram obtidos
num espectrémetro de massas modelo Bruker Maxis Impact e configuracdo ESI-QqTOF-
MS. A separacdo cromatogréfica foi realizada numa coluna kinetex 2.6 um XB-C18 100
Angstroms (100 x 2.1 mm) a uma vazdo de 0.4 mL min™. A condic&o inicial: 5% de B
(ACN + 0.1% acido formico), temperatura de coluna: 40°C. Como condi¢cdo de eluicdo
usou-se 5% B a 35% B (23 min), 35% a 100% B (40 min), manteve-se em 100% B (48
min), 100% B a 5% B (50 min), manteve-se em 5% B até 60 min Solvente A: agua + 0.1%
acido formico. Os parametros do massas: End Plate: 500V Voltagem do capilar: 4500V
Nebulizador: 4.5. Bar Dry gas: 9.0 L min™ e temperatura: 200°C, Configurado em modo
Auto-MS/MS.

Os espectros de massas adquiridos no modo positivo foram processados no
software DataAnalysis 4.1. Para a identificacdo e proposta das substancias encontradas,
foi utilizado uma biblioteca de metabdlitos e uma base de dados de referéncia online
(METLIN, KNApSAcK Core System e SciFinder®).

3.3 Metodologia

3.3.1 Etapa Botanica.

As folhas de J. aethiopica Muell-Arg. foram obtidas de alguns espécimes adultos
no municipio de Boyeros, em Havana - Cuba, de agosto a setembro de 2014. Os
espécimes foram autenticados pelo Dr. Victor Fuentes-Fiallo, pesquisador titular da
Estacdo Experimental de Plantas Medicinais "Dr. Juan T. Roig ", Cuba. Uma exsicata
(INIFAT # 1165) foi depositada no Herbario do Instituto de Pesquisas Fundamentais em

Agricultura Tropical (INIFAT), em Havana.

3.3.2 Preparacgao dos extratos
a) Secagem

O material botanico coletado e identificado foi seco em estufa em ar circulante a
40°C.
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b) Moagem

O material botanico foi finamente dividido em moinho de facas com rotor vertical
MAO 90 CF a fim de se facilitar a extracdo de seus constituintes quimicos na etapa

seguinte.

3.3.3 Etapa Quimica

3.3.3.1 Extracéao

O po6 obtido na moagem foi extraido com etanol por meio da percolacéo exaustiva.
Uma quantidade do p6 (800,0 g) foi intumescida em 1,5 L do solvente extrator (etanol)
durante 2 horas. Em seguida, o percolador foi empacotado homogeneamente com a
mistura pé e etanol e o efluente foram coletados na vazéo de 1,0-2,0 mL min™* Kg™.

Foi padronizado o procedimento operacional da percolacdo para a etapa de
obtencéo de extratos mantendo-se constante a razao droga vegetal: solvente extrator (1:5
m/v). Apés a extracdo, o solvente extrator foi rotoevaporado sob pressdo reduzida em
evaporador rotativo em temperatura inferior a 40°C. O extrato etandlico (EE) foi
transferido para vidro tarado e deixado em capela até completa eliminacédo do solvente. A
massa de EE obtido foi 80,0 g (10%).

3.3.3.2 Extracéo liquido-liquido

O extrato etandlico das folhas de J. aethiopica foi submetido a um processo de
particdo liquido-liquido com solventes de polaridade crescente. Para isso, foram
solubilizados 40,0 g do EE das folhas em 150 mL de etanol e depois foi adicionado 1850
mL de agua para uma relacao final de 1:50 (m/v). Na sequéncia, a solu¢cdo aquosa foi
particionada como n-hexano, acetato de etila e n-butanol. Cada processo foi repetido por
trés vezes (600 mL x 3), a fim de esgotar os compostos sollveis nesses solventes. As
fracOes obtidas foram concentradas em rotaevaporador rotativo sob presséo reduzida a
35°C, transferidas para vidros tarados e deixadas em capela até completa eliminagao dos

solventes.

41



Parte Experimental

3.3.3. Etapa cromatografica

3.3.3.1 otimizacdo do perfil cromatografico do extrato etanodlico (EE) das folhas de J.
aethiopica por CLAE-DAD

O EE foi passado pelo cartucho de SPE (ver secao 3.1), posteriormente foi seco e
redissolvido numa concentragéo de 5 mg mL™ na mistura MeOH:H,O (9:1) para injecéo
no CLAE.

As analises cromatogréficas foram realizadas em cromatografo liquido de alta
eficiéncia (CLAE) (descrito na secdo 3.2) no modo analitico, onde foram usadas varias
colunas segundo a Tabela 3 (Pagina 38). O volume de injecédo foi de 10 uL, a vazéo
utilizada de 1 mL.min™ e a temperatura do forno ajustada para 25°C. A composicéo da
fase movel utilizada foi: agua (eluente A) e metanol ou acetonitrila (eluente B),
acidificados com 0,1% de TFA em todos os casos, sendo que as otimizacOes
cromatograficas decorreram de acordo com a resolucdo dos picos cromatograficos, sendo

necessarias modificacdes na propor¢cédo da fase mével e no tempo de andlise.

3.3.3.2 Fracionamento em Sephadex LH-20 do extrato de acetato de etila das folhas de J.

aethiopica

A fracdo acetato de etila (3,0 g) foi solubilizada em metanol (10,0 mL),
utilizando ultrassom por 10 minutos e centrifugado por 15 minutos. O sobrenadante
foi filtrado em papel de filtro e passado por coluna de Sephadex LH-20 (85 x2,5¢cm, H
x d.i.) com bomba peristéltica e coletor automatico, utilizando metanol como eluente.

As fracbes com aproximadamente 3 mL foram recolhidas em coletor automatico
Redifrac (Pharmacia). Foram obtidas 186 fracdes, as quais foram eluidas em
cloroformio:metanol:agua, (65:25:15, viviv) e (43:37:20, viviv) e reveladas sob luz UV.
Estas fracbes foram reunidas por CCD, de acordo com a coloracéo e o Ry, resultando

em 18 fra¢Oes. Da fragdo 17 (F;7) foi isolada a substancia 12 (6 mg).
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3.3.3.3 Separacoes em CLMP

Na sequéncia, submeteu-se o0 extrato etanodlico (20 g) a CLMP equipado com
coluna de modo reverso C18 (90 g), para se obter duas fracbes: uma fracdo de
compostos nitrogenados (Fr¢-01 - FCN) e outra de fendlicos (Frg-02 - FF). Para evitar um
prejudicial alargamento da banda extra-coluna, devido ao volume de injecao, foi
preparada uma disfusdo em fase sdlida da amostra. Portanto, no fracionamento foram
pesados cada vez 1,5 g do extrato etandlico das folhas de J. aethiopica para 4,5 g de
areia de quartzo branco (50-70 mesh, SIGMA-ALDRICH).

3.3.3.4 Separacdes em CLAE-DAD semi-preparativo

A fracdo Fg (190 mg), obtida do fragdamento em sephadex LH — 20, foi
submetida a um procedimento de purificagdo por CLAE- DAD (semi-preparativo,
gradiente). A amostra foi solubilizada em 3,8 mL de fase mével (MeOH/H,0, 9:1, v/v) e
fitrada em membranas de PTFE (politetraflouroetileno, teflon®, Millipore®) com poro de
0,45 um. A separacdo dos compostos foi realizada em uma coluna de modo reverso
RP18 (Tabela 3, Pagina 38). O volume injetado foi de 400 uL, e a vazéo de 13,0 mL min®
! A fase mével utilizada consistiu de 4gua 67 % (eluente A) e metanol 33 % (eluente B)
contendo 0,1 % de TFA. O método de eluicdo foi o gradiente com uma rampa de elui¢do
de 25 min, variando a proporcdo de MeOH de 33 a 50 %. Este procedimento de
separacéo forneceu cinco picos denominadas 3 (5 mg), 8 (59 mg), 9 (6 mg), 10 (6 mg) e
11 (4 mg). As substancias foram identificadas segundo dados dos experimentos de RMN
mono e bidimensionais e com coinjecdo de padrdes auténticos existentes em nosso

laboratorio.

A fracdo dos compostos nitrogenados (Fr¢-01 FCN) (145 mg) obtida do
fragdbamento por CLMP, foi sujeita a CLAE-DAD semi-preparativo utilizando a coluna 5
(Tabela 3, Pagina 37) no modo isocratico 10% de metanol (%B) em 10 min. No entanto,
para fracdo fendlica (Fr¢c-02 FF) (160 mg) foi utilizado um gradiente 5-13% em 10 min
seguido de gradiente de 13-65% de metanol (%B) em 20 min. Deste procedimento foi
possivel obter as substancias 1+2 (4,1 mg) a partir de FCN e 4+5 (2,9 mg) e 6+7 (2 mQ)

de FF, respectivamente.
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3.3.3.5 Etapa de quantificagdo no extrato etandlico e fragdo fendlica das substancias
isoladas

A quantificacdo de alguns das substéncias isoladas de J. aethiopica foi realizada
por CLAE-DAD utilizando um padrdo de calibracdo externo (RIBANI et al.,, 2004,
ROBARDS, 2003). Os flavonoides glicosilados identificados no extrato etandlico (EE) e
na fracdo fendlica (FF) das folhas de J. aethiopica, assim como o acido protocatecuico

identificado no EE, foram quantificados.

As curvas foram construidas utilizando padrdes de acido protocatecuico,
quercetina e canferol (Sigma). Solucdes estoque de 1000 pg mL™ dos padrées foram
preparadas realizada a diluicdo seriada de 250 - 3,90 yg mL™* e 500 - 7,8 ug mL™,
respectivamente. Cada nivel de concentracéo foi analisado em triplicata e as medicdes
foram monitoradas a 254 nm. As areas médias dos picos cromatograficos obtidos foram
interpoladas em fung&o da concentragéo utilizando regresséo linear e foram utilizadas
para gerar as curvas analiticas. O coeficiente de correlacéo (r?), coeficientes lineares (a)
e angulares (b) foram obtidos a partir das curvas analiticas de cada padrao. O limite de
deteccao (LD) e o limite de quantificacdo (LQ) foram calculados utilizando as expressfes
| e Il, respectivamente (MARCUCCI, 2011):

LD
LQ

3.3s/S I
10 s/S I

Onde s representa o desvio padrdo da intersec¢cdo com o eixo Y e S representa

o coeficiente angular da curva analitica.

A precisdo do método de CLAE-DAD foi estimada a partir dos testes de
recuperacdo das substancias isoladas, o acido protocatecuico (AcP) e a rutina. Nesse
caso, o extrato foi fortificado com trés niveis de concentra¢cdes conhecidas (baixa, média
e alta) dos compostos (3,15 e 62 yg mL™ para AcP e 15, 62 e 250 ug mL™ para a rutina).

O valor médio de recuperacéo foi calculado utilizando a férmula (ll1):
% de recuperacdo = [(Cf/ Cnf+ Cpd)] x 100 [l

Onde Cf corresponde a concentracdo fortificada, Cnf corresponde a
concentracéo néo fortificada e Cpd corresponde a concentracdo do padréo adicionado. O
ensaio de repetitividade (preciséo) foi realizado com as solu¢des estoques dos padrdes

(1000 pg.mL™), os quais foram diluidos a trés niveis de concentragbes. As solucdes
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utilizadas nos ensaios intra-dia e inter-dia foram preparadas individualmente para cada

dia de injecao.

3.3.4 Etapa de avaliacdo da atividade biologica

3.3.4.1 Avaliacdo da atividade hipoglicemiante

O extrato etandlico e as fracbes fendlicas e nitrogenadas, foram submetidas a
testes farmacolégicos em parceria com o Laboratério de Fisiologia do Pancreas
Endécrino da Faculdade de Ciéncias de Bauru/UNESP, coordenado pelo Prof. Dr. José

Roberto Bosqueiro e com participacao da Dra. Nathalia Aparecida de Paula Camaforte.

3.3.4.1.1 Animais

Camundongos suicos machos (com 60 dias de idade, pesando 40,0 g) foram
obtidos do Biotério Central em Botucatu (SP, Brasil) da Universidade Estadual Paulista
"Julio de Mesquita Filho" (UNESP). Os animais foram mantidos sob condicées ambientais
padrao: 22 + 2°C, 12/12h ciclo luz/escuriddo. Eles foram mantidos com alimentos
industrializados (Labina®, Purina, Brasil) e 4gua ad libitum. O Comité de Etica local (CEP-
FC) aprovou os procedimentos, que seguiram todas as recomendacfes para o uso ético
de animais declarado pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA)

(www.cobea. org.br).

3.3.4.1.2 Inducéao de diabetes experimental

A inducao do diabetes foi realizado utilizando uma unica injecdo de 150 mg/kg de
peso corporal de estreptozotocina (STZ, Sigma-Aldrich®, St. Louis, MO, EUA) em
camundongos em jejum durante 12-14 h. A STZ foi dissolvida em tampé&o citrato (pH 4,5)

e injetada imediatamente por via intraperitoneal. Os animais foram mantidos em jejum
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durante 3 h ap6s a inducdo e, nas proximas 24 h, receberam uma solucdo de glicose
(10%) para prevenir a hipoglicemia. No sétimo dia apds a injecdo de STZ, os animais com
glicemia de jejum superior a 250 mg dL™ foram incluidos no estudo (VAREDA et al.,
2014).

3.3.4.1.3 Tratamento com extrato etandlico de J. aethiopica e medi¢do de glicemia

Os animais foram divididos aleatoriamente em cinco grupos (n = 8/grupo):
CTLSAL - camundongos ndo diabéticos tratados com solucdo salina; CTLEXT —
camundongos nao diabéticos tratados com extrato de J. aethiopica a 500 mg kg™ b.w.;
STZSAL - ratos diabéticos tratados com solucdo salina; STZMET - camundongos
diabéticos tratados com metformina a 300 mg kg* b.w.; STZEXT - camundongos
diabéticos tratados com o extrato de J. aethiopica a 500 mg kg™ de peso corporal. Tanto a
solucdo salina quanto o extrato e a metformina, foram administrados por via oral por
sonda uma vez por dia durante 14 dias consecutivos. A glicemia de jejum foi medida

semanalmente usando um glucémetro (One touch, Johnson & Johnson).

3.3.4.1.4 Teste de tolerancia oral a glicose (0GTT) apds o tratamento com J. aethiopica

Para o teste, todos os grupos foram submetidos a jejum durante 8-10h e
receberam o respectivo tratamento por gavagem 30 min antes da medi¢édo da glicemia no
tempo zero. Depois disso, os animais receberam uma carga oral de D-glicose (2,0 g kg™
por peso) e, em seguida, mediu-se a glicemia em 15, 30, 60, 90 e 120 minutos apods a
administracdo da glicose. As amostras de sangue foram obtidas a partir da ponta da
cauda sob anestesia (Tiopental® 60 mg kg™ b.w.) e os niveis de glicose foram medidos
usando o kit enzimatico (Dolles®, Goias, Brasil). O desvio na concentracéo de glicose no
sangue a partir do valor basal foi analisado e representado como glandula sanguinea
delta.
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3.3.4.1.5 Teste de tolerancia oral a glicose (0GTT) para a determinacdo da dose das

fracGes nitrogenadas e fendlicas

Os animais foram divididos em oito grupos (n = 10/grupo): CTLSAL:
camundongos ndo diabéticos tratados com solucdo salina; STZSAL: camundongos
diabéticos tratados com solucéo salina; FCN50: camundongos diabéticos tratados com 50
mg kg™ de fracdo de compostos nitrogenados; FCN100: camundongos diabéticos tratados
com 100 mg kg* de fracdo de compostos nitrogenados; FCN200: camundongos
diabéticos tratados com 200 mg kg’ de fracdo de compostos nitrogenados; FF50:
camundongos diabéticos tratados com 50 mg kg™' de fracdo de compostos fendlicos;
Camundongos diabéticos FF100 tratados com 100 mg kg* de fracdo de compostos
fendlicos e FF200: camundongos diabéticos tratados com 200 mg kg’ de fracdo de
compostos fendlicos. Todos os grupos estavam em jejum durante 8-10h, receberam o
respectivo tratamento por gavagem 30 minutos antes da medicdo da glicemia no tempo
zero. Depois disso, os animais receberam uma carga oral de D-glicose (2,0 g kg™ por
peso) e, em seguida, mediu-se a glicemia em 30, 60 e 90 min apds a administracdo de
glicose. As amostras de sangue foram obtidas a partir da ponta da cauda, sob anestesia
(Tiopental® 60 mg kg™ b.w.), e os niveis de glicose foram medidos usando o kit enzimatico
(Dolles®, Goiés, Brasil). O desvio na concentracéo de glicose no sangue a partir do valor

basal foi analisado e representado como glandula sanguinea delta.

3.3.4.1.6 Tratamento com fracbes dos compostos nitrogenados e fendlicos; medicédo da

glicemia

Os animais foram divididos aleatoriamente em cinco grupos (n = 8 /grupo):
CTLSAL - camundongos ndo diabéticos tratados com solucdo salina; STZSAL -
camundongos diabéticos tratados com solucdo salina; STZMET - camundongos
diabéticos tratados com metformina a 300 mg kg™ b.w.; FCN50 - camundongos diabéticos
tratados com a fracdo de compostos nitrogenados a uma dose de 50 mg kg™ b.w; FF200 -
camundongos diabéticos tratados com a fragdo de compostos fendlicos a uma dose de
200 mg kg™ b.w. A solucdo salina, as fraces e a metformina foram administradas por via
oral por sonda uma vez ao dia durante sete dias consecutivos. A glicemia de jejum foi

medida semanalmente usando um glucémetro (One touch, Johnson & Johnson).
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3.3.4.1.7 Teste de tolerancia oral a glicise (0GTT) apdés o tratamento com as fragdes

Todos os grupos estavam em jejum durante 8-10h e receberam o respectivo
tratamento por gavagem 30 minutos antes da medigdo da glicemia no momento zero.
Depois disso, 0os animais receberam uma carga oral de D-glicose (2,0 g kg™ de peso
corporal) e, em seguida, a glicemia foi medida aos 15, 30, 60 e 90 min apos a
administracdo de glicose. As amostras de sangue foram obtidas a partir da ponta da
cauda sob anestesia (Tiopental® 60 mg kg™ b.w.) e os niveis de glicose foram medidos
usando o kit enzimético (Dolles®, Goias, Brasil). O desvio na concentracdo de glicose no
sangue a partir do valor basal foi analisado e representado como glandula sanguinea
delta.

3.3.4.1.8 Parametro bioquimicos

No final do tratamento com o extrato etandlico, as fragbes de compostos
nitrogenados ou fendlicos, os animais estavam em jejum durante 8-10 h e as amostras de
sangue foram coletadas e centrifugadas a 1500 rpm durante 10 min para obter soro e
armazenadas a -80°C. A ureia, proteinas totais, colesterol total (TC), HDL-colesterol e
triglicerideos (TG) foram medidos por espectrofotometria usando o equipamento Al5 da
Bioclin® usando kits Biosystems. O colesterol VLDL foi medido de acordo com a férmula:

VLDL = TG/ 5. Todos os testes foram realizados em duplicata.
3.3.4.1.9 Anédlise estatistica

Os resultados foram expressos como médias = desvio padrdo (DP). A analise
estatistica foi realizada usando o software Instat 3°. Para comparagdes multiplas, a

ANOVA foi utilizada, seguida do teste de Tukey e para comparacao entre dois grupos, 0

teste t de Student foi utilizado. O nivel de significancia adotado foi p <0,05.
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3.3.4.2 Avaliacdo da atividade citotoxica pela técnica de MTT (Brometo de 3-((4,5-

dimetiltiazol)-2, il)-2,5-difeniltetrazdlio)

A avaliacdo da atividade citotoxica foi realizada no Departamento de Analises
Clinicas da FCFAr - Unesp Araraquara sob a supervisdo da Prof?. Dr? Iracilda Z. Carlos.
O ensaio de viabilidade celular seguiu a metodologia descrita por MOSMANN (1983).

3.3.4.2.1 Ajuste das concentracdes das suspensdes das células tumorais

A linhagem tumoral adenocarcinoma de pulmdo murino (LP07) e adenocarcinoma
de mama humano (MCF-7), foram cedida pelo Instituto de Oncologia Angel H. Roffo —
Buenos Aires — Argentina e pelo Banco de Células de Rio de Janeiro — Rio de Janeiro.

As células LPO7 e MCF-7 foram cultivadas em meio RPMI-1640-C, suplementado
com 10 % de soro fetal bovino, 2 mM L-glutamina e 80 pg.mL™ de antibiético em frascos
plasticos (Corning) em estufa a 37°C, com atmosfera imida e tenséo constante de 5 % de
CO,. Foram realizados repiques trés vezes por semana. O numero de células foi
determinado pela contagem em céamara hemocitométrica tipo Neubauer (Boeco) e

ajustado a uma concentracdo de 5 x 10* células.mL™.

3.3.4.2.2 Ajuste das amostras avaliadas

A solucdo-mée do extrato avaliado foi preparada em concentragdo maxima de
DMSO de 5 % v/v, conforme os métodos convencionais. A solugéo foi diluidaa em MEM
(Minimum Essential Medium) por diluicdo sucessiva nas concentragcdes de 1000, 500,
250, 125, 62.5, 31.2, 15.7 e 7.8 pg.mL ™,

3.3.4.2.3 Ensaio de viabilidade celular de células tumorais LPO7 e MCF-7

A determinacdo da citotoxicidade do extrato sobre as células tumorais foi
guantificada pelo método baseado na capacidade das células viaveis de reduzirem o MTT

pela acdo de enzimas desidrogenasses presentes na mitocondria ativa formando cristais
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de formazana (MOSMANN, 1983). As amostras (200 pL) de LP07 e MCF-7 (5 x 10*
células.mL™) foram adicionadas em placas de 96 pocos e entdo pré-incubadas na
auséncia do extrato investigado por 24 h para que as células se adaptem antes da adicao
dos agentes de teste. Ap6s 24 h de incubacdo, formado o tapete celular, os
sobrenadantes foram removidos e os extratos foram adicionados (200 pL; 1000 — 7,8
ug.mL™). O efeito do extrato sobre as células foi determinado apés 24 h de incubagado. Os
sobrenadantes foram removidos, e a solucdo de MTT (100 uL; 1 mg.mL™) foi adicionada a
cada poco contendo as amostras. O ensaio de MTT foi realizado e as placas foram
incubadas durante 3 horas, o contetdo da placa foi novamente vertido e 100 pL de alcool
isopropilico foram adicionados a cada orificio para solubilizar os cristais formados.
Somente células e meio de cultura foram utilizados como controle, equivalendo a 100 %
de viabilidade celular. A leitura da absorbancia foi realizada no Fotocolorimetro multicanal
UV-Vis Multiscan Ascent (Labsystems), em comprimento de onda de 540 nm e filtro de
referéncia 620 nm.

Os valores correspondentes a concentracdo que reduz em 50 % a viabilidade
celular (CIM) dos extratos foram quantificados através de curvas dose-resposta
Concentragdo da Amostra x Viabilidade Celular utilizando o software Origin® 8.0. O

experimento foi realizado em triplicata.

3.3.4.3 Avaliacdo da atividade citotoxica frente a células normais pela técnica de XTT
(Hidrato de benzenilsulfito 3-[1-[(fenilamino]-carbonil-3,4-tetrazélio]-bis-(4-metoxi-6-nitro) de

s6dio)

A avaliacdo da atividade citotoxica frente a células normais foi realizada no
Laboratério de Mutagénese na Universidade de Franca sob a supervisdo da Prof® Dr®.
Denise Crispim Tabares e participacdo da pos-graduanda Fernanda Diniz de Sousa. O
ensaio de viabilidade celular seguiu a metodologia descrita por BERRIDGE; HERST;
TAN, (2005).
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3.3.4.3.1 Ajuste das concentracdes das suspensdes das células normais

A avaliacdo atividade citotoxica foi utilizando o ensaio colorimétrico do XTT
(ROEHM et al., 1991) -Kit XTT (Roche Diagnostics). A linhagem normal de fibroblasto de
pulmdo humano (GM07492A), foi gentilmente cedida pelo Laboratorio de Mutagénese da
Universidade de Sao Paulo do Campus de Ribeirdo Preto, Sdo Paulo.

As células encontram-se estocadas em nitrogénio liquido (—195°C), em aliquotas
de 1 x 10° células mL™ em uma solucdo de congelamento composta de 50% de meio de
cultura (HAM F10 + DMEM, na proporgéao 1:1, Sigma-Aldrich, 40% de soro bovino fetal
(Nutricell) e 10% de DMSO (Sigma-Aldrich). Para realizacdo dos experimentos as células
foram descongeladas e colocadas em cultivo em meio de cultura HAM F10 + DMEM, na
proporcao 1:1. O meio de cultura foi suplementado com 10% de soro bovino fetal, 1,2 g L
! de bicarbonato de sédio (Sigma-Aldrich), 0,1 g L™ de estreptomicina (Sigma-Aldrich) e
0,06 g L™ penicilina (Sigma-Aldrich). As células foram cultivadas em monocamada com 10
mL de meio de cultura utilizando frascos descartaveis de 25cmz2 (Corning) a 36,5°C em
estufa de CO, (Sanyo) em atmosfera de 5% de gas carbodnico (CO). A cada dois ou trés
dias, as células foram sub cultivadas, usando PBS para lavé-las e tripsina (solucdo 10x,
Sigma-Aldrich) na proporcéo 1 tripsina: 9 PBS, para desprender as células da superficie
interna do frasco de cultura. Ap6s o desprendimento das células 1,5 mL de meio de
cultura completo (suplementado com 10% de soro bovino fetal) foi adicionado ao frasco
para inativacdo da tripsina e homogeneizado. Em seguida, 200 pL de células foram
colocados em cultivo em novos frascos contendo 10 mL de meio de cultura completo e
incubado a 36,5°C. Para a realizacdo dos ensaios, a linhagem celular escolhida

(GM07492A) foi utilizada a partir da quarta passagem até a décima quarta passagem.

3.3.4.3.2 Ensaio de viabilidade celular com as células normais GM07492A

A atividade citotoxica na linhagem celular foi avaliada ap6s 24 horas de
tratamento. A metodologia utilizada foi de acordo com orientacdes do fabricante com
algumas modificagcdes. O extrato etanolico (EE) das folhas de J. aethiopica foi
diretamente diluido em meio de cultura (HAM F10 + DMEM 1:1) suplemento com 10% de

soro bovino fetal nas diferentes concentracdes que variam de 2500 a 19,50 ug mL™.
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Para realizar os experimentos, 1x103 células foram semeadas em microplacas de
96 pocos. Em cada poco, o volume maximo foi de 100 yL de meio de cultura (HAM F10 +
DMEM 1:1) suplementado com 10% de soro bovino fetal. Apés 24 h, as culturas foram
tratadas com as diferentes concentragdes do EE acima descrito. Os grupos controles
negativos (sem tratamento), solvente (DMSO 0,4%) e positivo (DMSO 25%), foram
incluidos nos pocos. Na sequéncia, as placas foram incubadas a 36,5°C por 24 horas.
Depois desse periodo de tratamento, o meio de cultura foi removido e as células foram
lavadas com 100 pyL de PBS para retirar o tratamento evitando possiveis alteragdes no
resultado e expostas a 100 yL de meio cultura HAM-F10 sem vermelho de fenol. Entéo,
25 yL de XTT foram adicionados em cada poc¢o e as microplacas incubadas a 36,5°C por
17h. A absorbancia das amostras foi determinada através de um leitor de multiplacas
(Elisa —Asysm programa Microwin 2.000) no comprimento de onda de 450 nm e
comprimento de referéncia de 620 nm. A quantidade de produto soluvel formado
(formazan) foi proporcional ao numero de células viaveis. Os experimentos foram
realizados em triplicata e os resultados de ICso (concentracdo que inibe 50% de
crescimento) obtidos para as células normais ou sadias, GM07492A.

Os resultados obtidos foram analisados estatisticamente por analise de variancia
(ANOVA) e foi utilizado o método Tukey para a comparacao dos diferentes tratamentos.
As diferencas estatisticamente significativas foram consideradas quando P < 0,05. Todas

as analises foram realizadas no GraphPad Prisma, V. 5.00.
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES

O fracionamento do extrato etandlico (EE) das folhas de Jatropha aethiopica,

assim como um resumo das etapas de trabalho desenvolvidas, sdo apresentadas na
Figura 4.

Figura 4 — Fluxograma de preparo e fracionamento do EE das folhas de J. aethiopica.
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O fluxograma da Figura 4 apresenta as etapas desenvolvidas durante a pesquisa.
A partir do material vegetal seco e moido, foi obtido o extrato etandlico (EE) por
percolacado (80,0 g). Na sequéncia, o extrato foi dividido em cinco partes para realizar os
estudos quimicos (70,0 g) e bioldgicos (10,0 g). A partir do extrato etandlico obtiveram-se
as fracbes de compostos nitrogenados (FCN) e de compostos fendlicos (FF) mediante
CLMP tanto para isolamento de substancias quanto para testes biologicos. Os perfis
cromatograficos por CLAE-DAD e LC-MS, foram otimizados variando os diferentes
parametros até atingir uma boa resolucdo. O isolamento das substancias (3,8,9,10,11 e
12) foi realizado a partir da fragdo acetato de etila obtida da particao liquido-liquido do EE
com solventes de diferente polaridade e das fracbes FCN e FF. Esta etapa possibilitou a
caracterizacdo de 6 substancias em mistura (1+2 e 4+5, 6+7, respectivamente). A
quantificacdo de algumas das substancias isoladas assim como a validagcdo do método
analitico desenvolvido foi feito a partir do EE e FF. Paralelamente foram feitos os testes
de atividade hipoglicemiante, citotoxicidade e viabilidade celular a partir do EE das folhas

de Jatropha aethiopica, assim como no primeiro caso também para as fracdes FCN e FF.

4.1. Etapa guimica

4.1.1 Obtencdo dos extratos das folhas de espécies de Jatropha aethiopica por

percolacéo.

O extrato etandlico (EE) das folhas de J. aethiopica foi obtido por percolacéo do
poé com etanol. Apesar de que a populacdo de Cuba consume a infusdo ou decoccao a
partir das folhas frescas, selecionou-se o extrato etandlico para facilitar o estudo quimico

da planta, assim como avaliar as propriedades biolégicas desse extrato.

4.1.2 Perfil cromatografico.

O perfil cromatografico tracado por CLAE-DAD é de grande utilidade no estudo
de extratos polares. Através da comparagdo dos espectros no UV, assim como pelo
tempo de retencéo (tr) de compostos conhecidos ou padrdes auténticos (comerciais ou

ja isolados em laboratério) com as substancias presentes num extrato/fracéo, € possivel

54



Resultados e Discussoes

inferir ou identificar a classe de substancias presentes na amostra (RINALDO et al.,
2010; RODRIGUES et al., 2008).

Durante o processo de otimizacéo do perfil cromatografico do extrato etandlico a
partir das folhas de J. aethiopica, assim como para o isolamento das substancias, foram
desenvolvidas véarias metodologias para atingir os melhores resultados como por
exemplo a resolucdo de bandas e otimizacdo do tempo de eluicdo. Variacbes nas
caracteristicas das colunas como a porosidade das particulas, atividade dos grupos
silanois, assim como as interagdes intermoleculares foram avaliadas na selecdo. Outros
aspectos analisados foram a forca de eluicdo e a natureza do solvente (MeOH e ACN)
(dados nao apresentados). As condicbes otimizadas para cada processo, foram
descritas na secao “Parte Experimental”. A Figura 5 apresenta o cromatograma

otimizado do extrato etandlico das folhas de J. aethiopica monitorado em 254 nm.

Figura 5 — Perfil cromatogréfico do extrato etandlico de folhas de J. aethiopica, com
espectros no UV representativos.
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A analise do perfil cromatografico do extrato etandlico (EE) das folhas de J.
aethiopica e os espectros de UV das bandas principais, permitiu determinar as classes
de metabdlitos secundarios presentes no extrato. Com a otimizacdo do método
cromatografico obteve-se melhor resolucdo na separacdo das bandas cromatogréficss,
sendo possivel propor estratégias para o isolamento e posterior quantificacdo das
substancias a partir do EE e FF.

O espectro UV de um flavonol apresenta maximos de absorcao caracteristicos
devido as bandas | e Il e, ao grupo hidroxila na posic¢éo trés (C3) do anel C do flavonoide.
A substituicio em C3 e a dupla ligacdo entre os carbonos C, e C3; aumentam a
conjugacéao entre os anéis B e C. Por isso, a ligacdo do grupo hidroxila em C3 tem efeito
significativo nos maximos de absorcdo dos flavondis, dando deslocamentos
batocrémicos nas bandas de absor¢cdo (BOHM 1999). Quando a hidroxila em Cj3 esta
glicosilada, o espectro UV ndo apresenta mudancas nos deslocamentos das bandas e
na intensidade de absorcdo (MABRY; MARKHAM; THOMAS, 1970) (Figura 6).

Figura 6 — Representacdo dos sistemas benzoil (II) e cinamoil (1) dos flavonoides.
Bandas | e Il em um espectro no UV de flavonoide glicosilado e outro ndo glicosilado

na posicao 3.
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Fonte: Adaptado de MARKHAM, 1982; MERKEN; BEECHER, 2000.

Segundo MARKHAM (1982), os maximos de absorcéo esperados para flavonois
3-O-substituidos estdo dentro da faixa de 250-280 nm para a banda Il e 330-360 nm
para a banda |, o que faz com que os maximos de absorcdo apresentados pelos picos 5-

10 apontem para a presenca desta classe de flavonoides no extrato estudado.
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Os espectros no UV mostraram também bandas caracteristicas de acidos
fendlicos em 254-300 nm (RODRIGUES et al., 2008) e possiveis derivados da uracila
(259 nm) (STAUBMANN, et al., 1999).

4.1.3 Fracionamento por Sephadex® LH-20 e CLME.
A partir do extrato etandlico (40,0 g) da espécie J. aethiopica, realizou-se
a extracao liquido-liquido com n-hexano, acetato de etila e n-butanol, respectivamente

(Tabela 4).

Tabela 4 — Rendimento das fracBes obtidas da particdo liquido-liquido.

No. Fracdo Massa (g) Rendimento (%)
1 n-hexano 0,72 1,8
2 Acetato de etila 4,6 11,5
3 n-butanol 15,2 38,0
4 Aquosa 18.6 46,5

A partir do perfil cromatogréfico a 254 nm do extrato etandlico das folhas de J.
aethiopica, pode-se identificar os flavonoides como os compostos majoritarios. Portanto,
foi selecionado o extrato acetato de etila para o isolamento e caracterizacdo desses
compostos.

A fracdo acetato de etila (3 g) foi fracionada em coluna Sephadex LH-20 (Secao
3.3.3.2). Cento e oitenta e seis eluatos (5 mL cada) foram coletados e combinados em
dezoito fragcdes (F;, - Fig) de acordo com resultados de seus Ris em camada delgada
(CCD) (Condicoes descritas na secao 3.3.3.2).

A partir do EE (20 g) foi feito um fragdamento por CLMP para se obtiver duas
fracOes: a fracdo Fr¢-01 (6,0 g — 30%) que foi denominada como fracdo de compostos
nitrogenados (FCN) e a fracao Fr¢-02 (10,5 g — 52,5%) denominada fracéo fenolica (FF).
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4.2 Elucidacao estrutural dos compostos isolados do extrato etandlico das folhas

de J. aethiopica

As etapas desenvolvidas para o isolamento de cada substancia estdo
apresentadas na Figura 7.

Figura 7 — Fluxograma de isolamento das substancias nos extrato etandlico
das folhas de J. aethiopica.
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Foi realizada a a particdo liquido-liquido a partir do extrato etandlico das folhas de
J. aethiopica com solventes de polaridades diferentes, e posteriormente feito o
fracionamento utilizando uma coluna empacotada com gel de Sephadex LH-20. Dessa
maneira obtiveram-se subfracbes que foram reunidas segundo o perfil por CCD. As
substéancias 3, 8, 9, 10 e 11 foram isoladas por CLAE-DAD modo semi-preparativo a partir
da subfracéo Fy (ver condi¢cbes na secdo 3.3.3.4). No entanto, a substancia 12 foi isolada
direitamente da Sephadex como um composto puro da fracdo Fi7;. As substancias 1+2
foram isoladas como uma mistura a partir de FCN enquanto que as substancias 4+5 e

6+7 foram obtidas a partir de FF, respectivamente (ver condi¢des na secéo 3.3.3.4).
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4.2.1 Identificac@o dos acidos fendlicos
4.2.1.1 Identificagdo da substancia 3.

O espectro de absorcao no UV da substancia 3 apresentou maximos de absorcao
em 260 e 293 nm, caracteristicos de acidos fendlicos (AO et al., 2009) (Figura 5, Pagina
55).

A anélise dos deslocamentos quimicos no espectro de RMN *H da substancia 3
(Figura 8; Tabela 5, Pagina 63) forneceu sinais de hidrogénios aromaticos na regiao de 6-
8 ppm. Os deslocamentos quimicos em &y 7,33 apresentou sinais de hidrogénios
acoplados em meta (1H, d, J = 2,0 Hz) e em &y 7,28 hidrogénios acoplados em orto e
meta (1H, dd, J = 8,2; 2,0 Hz). Outro sinal com deslocamento quimico em &y 6,78 (1H, d,
J = 8,2 Hz) corresponde ao sistema de hidrogénios acoplado em orto, sugerindo um anel
trissubstituido. Assim, diante dos dados e em comparacdo com dados da literatura (AN et
al., 2006), chegou-se a estrutura do acido protocatecuico ou o acido 3,4 diidroxibenzoico,
3 (Figura 9).

Figura 8 — Espectro RMN *H de 3.
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Figura 9 — Estrutura do 4cido protocatecuico 3.
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Esta substancia foi anteriormente isolada das sementes de Jatropha curcas
(VERMA et al., 2012) das quais o 6leo é utilizado na producéo de biodiesel, assim como
isolada e reportada pela primeira vez da espécie em estudo J. aethiopica (GAMIOTEA-
TURRO et al., 2018). Por outro lado, o &cido protocatecuico € o composto principal do
metabolismo de polifendis complexos, especialmente antocianinas, 0s quais sao
abundantemente formados e absorvidos no intestino grosso devido a metabolizacao
microbiana e podem contribuir para os inUmeros beneficios a saude (KAY et al., 2005;
VITAGLIONE et al., 2007). Além disso, SEMAMING et al. (2014) demonstraram o efeito

atenuante do &cido protocatecuico na disfuncéo cardiaca induzida por diabetes.

4.2.1.2 Identificacédo de 10.

No espectro de RMN de 'H de 10 (Figura 10, Tabela 5, Pagina 63), forneceu
sinais de deslocamento quimico na regido de hidrogénios aromaticos, caracteristicos de
compostos fendlicos, além de duplas ligacdes. Dois dupletos foram observados, sendo
um em oy 7,41 (1H, d, J = 15,8 Hz) e outro em &4 6,17 (1H, d, J = 15,8 Hz) que foram
atribuidos a uma dupla ligacdo com os hidrogénios em posicao trans. O sinal em &y 7,03
(1H, d, J = 2,0 Hz) corresponde ao H-2 do anel fendlico, o duplo dupleto em &4 6,96 (1H,
dd, J = 2,0; 8,2 Hz) foi atribuido ao H-6. Por outro lado, o sinal em 64 6,76 (1H, d, J = 8,2
Hz) corresponde ao H-5 que faz correlagdo em orto com H-6. Diante os dados
espectroscopicos e comparacdo com dados da literatura (ANDARY et al., 1982), chegou-
se a estrutura da substancia 10 como o acido cafeico (Figura 11).
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Figura 10 — Espectro RMN *H de 10.

) ~ R
ALY AN Vad \f‘_/Ul"‘..AA,LJ\‘\,M
\ \ \ \
‘ 71 7.0 6.9 6.8 6.7
| N 1 (ppm)
| e Ll T
T T M T T T T T T T T T T T ¥ T T
7.4 7.0 6.6 6.2
1 (ppm)
+ BT 53 I‘
8o RLos 0B ‘I
98 ool =« |
e KNO 5 ©0 [
7 - if [
i ‘l \I
ne A
— NN BT Al T, _ 4,.—____1;_// \\‘-—-—_-n_.__,‘;l\,
S oo b
S oOomo o

T T T T T T T T T T T T T T
10.0 9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0

.0
1 (ppm)

(DMSO-dg, 14,1 T, TMS, ppm)

Esta substancia foi anteriormente identificada nas sementes moidas de J. curcas
(OSKOUEIAN et al., 2011), assim como isolada e reportada pela primeira vez da espécie
em estudo J. aethiopica (GAMIOTEA-TURRO et al., 2018). Porém, a sua presenca nao
tem sido reportada em outras espécies do género. A atividade antioxidante do acido
cafeico foi demonstrado utilizando varios ensaios mostrando atividade compara com o
tocoferol (GULCIN et al., 2006). Por outro lado, esse composto também foi avaliado
quanto a atividade anti-inflamatéria em ensaios de inibicdo de TNF-a e IL-6 (NILE et al.,
2016).

Figura 11 — Estrutura do &cido cafeico 10.
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4.2.1.3 Identificacdo de 11.

O espectro de RMN de *H de 11 (Figura 12, Tabela 5, Pagina 63), evidenciou
sinais de deslocamentos quimicos na regido de hidrogénios aromaticos, caracteristicos de
compostos fendlicos contendo duplas liga¢des. Dois dupletos: um em 8y 7,50 (1H, d, J =
15,9 Hz) e outro em &y 6,29 (1H, d, J = 15,9 Hz) foram atribuidos a uma dupla ligagédo
com os hidrogénios em posicéo trans. O sinal em oy 7,52 (2H, d, J = 8,6 Hz) corresponde
aos H-2 e H-6 do anel fendlico. No entanto, o sinal em &4 6,80 (2H, d, J = 8,6 Hz) foi
atribuido aos H-3 e H-5 demonstrando um acoplamento orto entre os hidrogénios. A
caracteristica do acoplamento das dois sinais do anel aromético em forma de telhado,
confirma que o anel apresenta uma bisubstituicdo em para. Compara¢do com dados da
literatura (SWISLOCKA et al., 2012) confirmou a estrutura da substancia 11 como sendo

0 &cido p-cumarico (Figura 13).

Figura 12 — Espectro RMN *H de 11.

|

ol ‘
75 7.0 6.5
1 (ppm) ‘
~ S &3 ‘
an B2p
A (o)}
OND CSg To | |
~ 1} Q ~
'»1( g Y [sp RN |
~ ©© /|
) [
1 i I
)\ I
I Bl i A Y _

il
=D &
~O <
o~

=
Q

—

T T T T T T T T T T T T T T T
110 105 10.0 95 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5

6.5
1 (ppm)

(DMSO-dg, 14,1 T, TMS, ppm)

62



Resultados e Discussoes

Esta substancia foi anteriormente isolada das espécies J. multifida e J. podagrica
e foi considerada como marcador quimico do género (THOMAS, 2016). NILE et al. (2016),

avaliaram o composto para a atividade anti-inflamatéria em ensaios de inibicdo de células

TNF-a e IL-6 fornecendo inibicdo superior a 40 e 60% respectivamente. Além disso, a

atividade inibidora de XO foi também demonstrada (> 50%) (NILE, et al., 2016). A

presenca desta substancia foi descrita pela primeira vez na espécie J. aethiopica
(GAMIOTEA-TURRO et al., 2018).

Figura 13 — Estrutura do acido p-cumarico 11.

Tabela 5 — Deslocamentos de hidrogénio das substancias 3 (acido protocatecuico), 10 (acido

cafeico) e 11 (acido p-cumarico) isolados das folhas de J. aethiopica e da literatura.

Posic&o 'H (J =H2) 'H(J =H2) 'H (J = H2)
3 Literatura 10 Literatura 11 Literatura
1
2 7,33 (1H) d 7,33 (1H) d 7,02 (1H) d 7,2(1H) s 752 (1H)d | 7,49 (1H)d
(2,0) (1,9) (2,0) (8,6) 8,4)
3 - - - 6,80(1H)d | 6,79 (1H) d
(8,6) 8,4)
4 -
5 6,78 (1H) d 6,79 (1H) d 6,76 (1H)d | 6,76 (1H)d | 6,80 (1H)d | 6,79 (1H)d
(8,2) (8,2) (8,2) (8,0) (8,6) 8,4)
6 7,28 (AH)dd | 7,29 (1H)dd | 6,96 (1H)dd | 6,94 (1H)d | 7,52 (1H)d | 7,49 (1H)d
(2,0; 8,2) (1,9; 8,2) (2,0; 8,2) (8,0 (8,6) 8,4)
7 - - 741 (AH)d | 7,46 (AH)d | 7,50 (1H)d | 7,52 (1H)d
(15,8) (16,0) (15,9) 15,8)
8 6,17 (1H)d | 6,18 (1H)d | 6,29 (1H)d | 6,29 (1H) d
(15,8) (16,0) (15,9) 15,8)

Deslocamentos quimicos foram comparados com a literatura: AN et al.,, 2006; ANDARY et al., 1982;
SWISLOCKA, et al., 2012; GAMIOTEA-TURRO et al., 2018. Espectros obtidos em: *DMSO-d6, 14,1 T
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4.2.2 ldentificacdo dos flavonoides
4.2.2.1 Identificacdo da substancia 4.

No espectro de RMN de 'H de 4 (Figura 14, Tabelas 6-7, Paginas 99-101),
observou-se sinais de deslocamentos quimicos na regido de hidrogénios aromaticos,
caracteristicos de flavonoides derivados da quercetina. (HARBORNE, 1996). Um sinal em
dy 12,70 sugere que a substancia possui a hidroxila C-5 quelada a carbonila C-4. Sinais
em oy 7,68 (1H; dd, J = 2,2; 8,5 Hz), em oy 7,48 (1H; d; J = 2,2 Hz) e em &4 6,81 (1H; d; J
= 8,5 Hz) foram atribuidos ao H-6' e H-2' e H-5' do anel B. Um dupleto em &y 6,39 (1H; d;
J = 1,8 Hz) atribuido ao H-8 acoplando com o dupleto H-6, 64 6,19 (1H; d; J = 1,8 H2)
(HARBORNE, 1996), indicando assim que o anel A esta trissubstituido. Na regido entre dy
4,00 e oy 5,70 foram atribuidos os trés H anoméricos em 6y 5,57 (1H; d; J = 7,7 Hz)
sugerindo uma configuragdo B. Outros sinais em oy 5,05 (1H; s) e 64 4,38 (1H; d; J =1,3
Hz) indicam a presenca de anomeéricos com configuracdo a. Os demais sinais de
hidrogénios pertencentes as unidades dos acUcares foram observados entre 8y 3,00 e dy
4,00; porém, devido a sobreposicdo de sinais além do sinal do solvente, os
deslocamentos quimicos foram atribuidos com ajuda dos mapas de contorno gHSQC e
gHMBC (Figuras 15 e 16, respectivamente).

Os deslocamentos quimicos em &y 1,05 e 64 0,80 foram atribuidos a dois grupos
metila, sendo possivel propor que o flavonoide apresenta acucares do tipo deoxihexose
(HARBORNE, 1996). Os deslocamentos quimicos de RMN de *C puderam ser atribuidos
a partir dos mapas de contorno gHSQC e gHMBC.

A natureza dos acgucares foi determinado através dos experimentos TOCSY 1D,
onde irradiou-se cada um dos hidrogénios anomericos e confirmou-se o sistema de spins
de cada unidade de acucar. Com estes experimentos foi possivel atribuir uma unidade de
galactose e duas de ramnose (Figuras 17 — 19). Os deslocamentos quimicos de RMN *3C
foram atribuidos a partir dos mapas de contorno gHSQC e gHMBC (Figuras 15 e 16,
respectivamente; Tabela 6, Pagina 99).
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Figura 14 — Espectro RMN *H de 4.
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Figura 15 — Mapa de contorno gHSQC de 4.
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Figura 16 — Mapa de contorno gHMBC de 4.
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Figura 17 — Espectro TOCSY 1D com irradiacdo em &y 5,57 de 4.
2" 3"
1 5
I o
\ o o
35 S o |2
B o 3.80 3.70 3,60 N
6 0 1 (ppm)
5
[}

(DMSO-dg, 14,1 T, TMS, ppm)



Resultados e Discussoes

Figura 18 — Espectro TOCSY 1D com irradiagédo em &y 5,05 de 4.
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Figura 19 — Espectro TOCSY 1D com irradiacdo em &, 4,38 de 4.
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Figura 20 — Mapa de contorno gHMBC de 4.
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Por outro lado, para determinar as posi¢cdes dos acucares ligados a aglicona, foi

analisada uma expansdo do mapa de contorno gHMBC (Figura 20), onde mostram-se as

correlacbes a longa distancia (?J — 3J). O sinal do hidrogénio anomérico em &y 5,57

(H-1"gal) com o carbono em ¢ 133,2 (C-3), e entre o sinal do hidrogénio anomérico em

oy 5,05 (H-1") com o carbono em ¢ 68,5 (C-6") da galactose. No entanto o hidrogénio

anomérico em 6y 4,38 (H-1"") com o carbono em &8¢ 73,7 (C-2") da galactose indicando

gue as duas unidades de ramnose encontram-se ligadas a galactose pelas posicdes 2" e

6", respectivamente (Figura 20).

O experimento de LC-MS, modo negativo, confirmou a mistura de isbmeros, com

tempos de retengdo em tgr = 3,52 min e tg = 3,75 min. (Figura 21).
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Figura 21 — LC-MS (modo negativo) do extrato de J. aethiopica. ion extraido m/z 755.
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Para condi¢Bes espectrométricas veja: Parte Experimental (Seg&o 3.2)

A andlise do espectro de massas de ESI-MS/MS (modo negativo) para o ion m/z
755,43 (cald. m/z 755,66) (substancia 4) mostrou um padrdo de fragmentacéo
caracteristico de derivados da quercetina glicosilados. O espectro de massas ESI-MS/MS
do fon precursor mostrou um ifon produto em m/z 300 [M-455-H]™, que foi atribuido a
clivagem homolitica das unidades de acuUcares ligadas ao nucleo do flavonoide,
resultando no anion radical da aglicona [Yo-H]™ (ENGELS et al., 2012). Pelo padréo de
fragmentacao foi possivel observar a perda neutra consecutiva de 146 e 162 Da o que
confirmou as unidades de deoxihexose e hexose como 0s glicosideos dessa substancia
(Figura 22 — 23).
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Figura 22 — Espectros de massas obtidos do pico de m/z 755 substéncia 4.
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Figura 23 — Espectro ESI-MS/MS (modo negativo) de 4.
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Na Figura 23, € apresentado o espectro ESI-MS/MS (modo negativo) para a
substancia 4. O padréo de fragmentacéo corroborou com a hipotese dos acucares ligados

devido a presenca do ion Z;, segundo o diagrama da Figura 24 (VUKICS; GUTTMAN,
2010).

Figura 24 — Diagrama de fragmentagé&o de flavonois 3-O-di,triglicosideos.

OH
Adaptado de VUKICS; GUTTMAN, 2010.

Segundo VUKICS e GUTTMAN (2010), uma caracteristica que permite identificar
e diferenciar flavonoides O-diglicosideos de seus isdbmeros di-O-glicosideos, é pelo
padréo de fragmentacdo MS/MS das substancias. Quando aplicada uma baixa ou meia
energia no processo de fragmentacdo, observa-se como resultado uma clivagem
heterolitica da ligagdo do hemi-acetal (O — C) (FERRERES; LLORACH; GIL-IZQUIERDO,
2004; ABLAJAN et al., 2006).

Outro fato interessante, é identificar as interligacdes glicosidicas. Quando existe a
presenca de ligagbes 17— 2, foi definido uma alta abundéancia relativa dos ions Y; e/ou Z;
(FERRERES; LLORACH; GIL-IZQUIERDO, 2004). Nesse caso, no espectro MS/MS do
ion de m/z 755 da substéncia 4, observa-se o ion de m/z 591 [M—-H-164]", identificado
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como o fragmento Z;” (100% abundéancia relativa) corroborando a hipétese da ligacéao
1—2 entre a ramnose e a galactose nessa substancia (4). Por outro lado, ABLAJAN et al.,
(2006) demonstraram a presenca do ion [Yo—H] = com uma alta abundéancia relativa
(~100%) também caracteristica dos flavonoides O-diglicosideos e observado para a
substancia 4 no ion em m/z 300.

Com todos os dados analisados e pela comparacao com dados da literatura (KITE
et al., 2011) foi confirmada a estrutura da substancia 4 como sendo a quercetina 3-O-B-D-
galactopiranosideo [(2"—1")-a-L-ramnopiranosil-[(6"—1"")-a-L-ramnopiranosil]] (Figura
25). Essa susbstancia estd sendo reportada pela primeira vez para a espécie J.
aethiopica (GAMIOTEA-TURRO et al., 2018).

Figura 25 — Estrutura do flavonoide 4.

4.2.2.2 ldentificagdo da substancia 5.

Como observado no espectro de RMN de 'H de 4 (Figura 14, Pagina 65),
evidenciou-se a presenca de uma mistura das substancias com sinais de deslocamentos
quimicos na regido de hidrogénios aromaticos, caracteristicos de flavonoides derivados
da quercetina. (HARBORNE, 1996). Dessa mistura pbde-se também identificar a
substancia 5. No espectro de RMN de *H de 5 (Figura 26; Tabelas 6—7, Paginas 99-101);
observou-se um sinal em &4 12,66 0 que sugere que a substancia possui a hidroxila C-5
quelada a carbonila C-4. Sinais em &y 7,53 (1H; dd, J = 2,2; 8,4 Hz), em oy 7,48 (1H; d; J
= 2,2 Hz) e em 6y 6,83 (1H; d; J = 8,4 Hz) foram atribuidos ao H-6' e H-2' e H-5' do anel B.
Um dupleto em 6y 6,38 (1H; d; J = 2,0 Hz) atribuido ao H-8 acoplando com o dupleto H-6,
oy 6,18 (1H; d; J = 2,0 Hz) (HARBORNE, 1996), indicando assim que o anel A esta
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trissubstituido. Na regido entre 8y 4,00 e 64 5,70 foram atribuidos os trés H anoméricos
em dy 5,53 (1H; d; J = 7,7 Hz) caracteristico de anomérico com uma configuracéo .
Outros sinais em 6y 5,06 (1H; d; J = 0,8 Hz) e 64 4,33 (1H; d; J = 1,2 Hz) sugerem a
presenca de anoméricos com uma configuracdo a. Os demais sinais de hidrogénios
pertencentes as unidades dos acUcares, foram observados entre 8y 3,00 e oy 4,00.
Devido a sobreposi¢cdo de sinais dos dois compostos, além do sinal do solvente, os
deslocamentos quimicos foram atribuidos com ajuda dos espectros gHSQC e gHMBC

(Figuras 27 e 28, respectivamente).

Figura 26 — Espectro RMN *H de 5.
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Os deslocamentos quimicos em 6y 0,97 (3H; d; J = 6,2) e 64 0,79 (3H; d; J = 6,1),
foram atribuidos a dois grupos metila, sendo possivel propor que o flavonoide apresenta
acucares do tipo deoxihexose (Tabelas 6—7, Paginas 99-101) (HARBORNE, 1996). Os
deslocamentos quimicos de RMN de **C puderam ser atribuidos a partir dos espectros
gHSQC (Figura 27) e gHMBC (Figura 28).
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Figura 27 — Mapa de contorno gHSQC de 5.
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Figura 28 — Mapa de contorno gHMBC de 5.
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Figura 29 — Espectro TOCSY 1D com irradiacdo em &y 5,53 de 5.
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Figura 30 — Espectro TOCSY 1D com irradiagéo em &y 5,06 de 5.
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Figura 31 — Espectro TOCSY 1D com irradiacdo em &y 4,33 de 5.
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A natureza dos acuUcares foi determinada através dos experimentos TOCSY 1D,
onde irradiou-se cada um dos hidrogénios anoméricos e foi confirmado o sistema de spins
de cada unidade de acucar. Esses experimentos possibilitaram atribui-los a uma unidade
de glicose e duas de ramnose (Figuras 29-31, Paginas 75-76). Os deslocamentos
quimicos de RMN *3C foram atribuidos a partir dos mapas de contorno gHSQC e gHMBC
(Figuras 27 e 28, Pagina 73, respectivamente; Tabelas 6—7, Paginas 99-101).

Para determinar as posi¢cdes dos agucares na aglicona, foi analisada a expansao
do mapa de contorno gHMBC (Figura 32), onde verificou-se as correlacbes a longa
distancia (°J — 3J). O sinal do hidrogénio anomérico em &y 5,53 (H-1"glc) com o carbono
em o¢c 133,3 (C-3), e entre o sinal do hidrogénio anomérico em &y 5,06 (H-1") com o
carbono em &¢ 75,5 (C-2") da glicose. No entanto o hidrogénio anomeérico em &y 4,33
(H-1"") com o carbono em &¢c 68,2 (C-6") da glicose, indica que as duas unidades de

ramnose encontram-se unidas a glicose pelas posigdes 2" e 6", respectivamente.
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Figura 32 — Mapa de contorno gHMBC de 5.
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Comparagdo com dados da literatura (KAZUMA; NODA; SUZUKI, 2003)

confirmou a estrutura do composto 5 como sendo a quercetina 3-O-3-D-glicopiranosideo

(2"—>1")-a-L-ramnopiranosil-[(6"—1"")-a-L-ramnopiranosil]) (Figura 33).

Figura 33 — Estrutura do flavonoide 5.
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4.2.2.3 Identificagao de 6.

No espectro de RMN de *H da substancia 6 também observa-se uma mistura de
isbmeros (Figura 34; Tabelas 6-7, Paginas 99-101). Os sinais de deslocamentos
quimicos observados na regido de hidrogénios aromaticos sdo caracteristicos de
flavonoides derivados do canferol. Entre oy 12,60 e oy 12,70 sao evidentes sinais
caracteristicas da hidroxila ligadas ao C-5 queladas com a carbonila do C-4. O sinal em &y
8,04 (2H, d, J = 8,9 Hz) acopla com o sinal em &4 6,86 (2H, d, J = 8,9 Hz) e foram
atribuidos ao H-2' - H-6' e H-3' - H-5' do anel B. Por outro lado, o dupleto em &y 6,40 (1H,
d, J = 2,0 Hz) correspondente com o H-8, acopla com o H-6 em 646,19 (1H, d, J = 2,0 Hz)
(HARBORNE, 1996), indicando assim que o anel A est trissubstituido.

Figura 34 — Espectro RMN *'H de 6.
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Entre 64 4 e 3y 5,7 encontram-se varios sinais de H anoméricos em oy 5,55 (1H;
d; J = 7,8 Hz) sugerindo configuracdo B. Outros sinais em &y 5,05 (1H; s) e em oy 4,35
(1H; d; J = 1,2 Hz) sugerindo duas unidades glicosiladas com configuracdo a, unido a
presenca de dois sinais em 6y 1,05 (3H; d; J = 6,2 Hz) e em &y 0,80 (3H; d; J = 6,2 Hz)
correspondentes a duas metilas, permitiu propor um flavonoide com dois agucares do tipo
deoxihexose. Os demaos sinais de hidrogénios pertencentes as unidades dos agucares,
foram observados entre &4 3,00 e &4 4,00. Os deslocamentos quimicos de RMN de 'H e

13C foram atribuidos com ajuda dos espectros gHSQC (Figuras 35) e gHMBC (Figura 36).

Figura 35 — Mapa de contorno gHSQC de 6.
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Figura 36 — Mapa de contorno gHMBC de 6.
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Através dos experimentos TOCSY 1D foi determinada a natureza dos acucares.
Irradiou-se cada um dos hidrogénios anoméricos e foi confirmado o sistema de spins de
cada unidade de glicosidica. Esses experimentos fizeram possiveis atribui-los a uma
unidade de galactose e duas de ramnose (Figuras 37 — 40).

As posicdes dos acucares na aglicona, foi determinado analisando a expansao do
mapa de contorno gHMBC (Figura 41), onde pode-se observar as correlacbes a longa
distancia (23J — 3J). O sinal do hidrogénio anomérico em &4 5,55 (H-1"gal) com o carbono
em d¢c 132,7 (C-3), e entre o sinal do hidrogénio anomérico em &y 5,05 (H-1") com o
carbono em &¢ 77,3 (C-4") da galactose. No entanto o hidrogénio anomérico em &y 4,35
(H-1"") com o carbono em &¢ 65,3 (C-6") da galactose, indicando que as duas unidades

de ramnose encontram-se unidas a galactose pelas posi¢des 4" e 6", respectivamente.
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Figura 37 — Espectro TOCSY 1D com

irradiacdo em &y 5,55 de 6.

3Il
o
2l| | %
| ©
f . @ o
i Q -
/ it N
|| ! 0 ~
i A N~ o
il W S ‘ B
@K a8 contnanasty M/l . Nttt “'..,M,m., « r\1 I
§§ - I %’ih
g T T o
0 ,w 3.85 3.75 3.65 3.55 S®
. gl
\ | o IEs
| [
| ™
| |Ih ”
il f
ll‘ | [
Vet J M, b Ao TINvp—— i, TSP TR -'/l‘ \'wwms.».wf: [P —
57 56 55 54 53 52 51 50 49 48 47 45 45 44 43 42 41 40 39 38 37 36 35 34
(DMSO-dg, 14,1 T, TMS, ppm)
Figura 38 — Espectro TOCSY 1D com irradiacdo em &y 5,05 de 6.
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Figura 39 — Espectro TOCSY 1D com irradiacdo em &y 0,80 de 6.
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Figura 40 — Espectro TOCSY 1D com irradiagdo em &y 4,35 de 6.
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Figura 41 — Mapa de contorno gHMBC de 6.
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Com o objetivo de identificar a estrutura da substancia isolada, o experimento de
LC-MS modo negativo (Figura 42), confirmou a massa de dois isbmeros, com tempos de
retencdo em tr = 3,81 min e tg = 3,98 min. Na Figura 43, apresentou-se 0 espectro de
massas de ESI-MS/MS (modo negativo) para o ion m/z 739 (substancia 6) mostrando um
padrdo de fragmentacdo de derivado do canferol. O espectro de massas ESI-MS/MS
apresentou o ion da molécula desprotonada em m/z 739, [M-H] e trés fragmentos
significativos em m/z 285 [Yo]” e em m/z 284 [Y,—H] ™, identificando a aglicona do canferol
e m/z 575 [M-164]" correspondente ao ion Z; (VUKICS e GUTTMAN, 2010). O ion em
m/z 284 é produto de uma clivagem homolitica via radical da ligacdo 3-O-glicosidica
(ABLAJAN et al., 2006) (Figura 44, Pagina 85).
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Figura 42 — LC-MS (modo negativo) do extrato de J. aethiopica. ion extraido m/z 739.
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Figura 43 — ESI-MS/MS (modo negativo) do extrato de J. aethiopica. fon extraido m/z
739.
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Figura 44 — Diagrama de fragmenta¢do do ion m/z 739 com clivagem homolitica via
radical na posicdo 3-O-Glicosideo e formacao do ion radical [Yo—H] .

OH O
Clivagem homolitica m/z =739
Via Radicalar gy
m/z =284 ([Y,—H] ) m/z=285 (Yo )

Adaptado de ABLAJAN et al., 2006.

Esse composto foi isolado da espécie Jatropha aethiopica, espécie em estudo do
presente trabalho, e descrito pela primeira vez na literatura (GAMIOTEA-TURRO, et al.,
2018). A substancia 6 foi descrita como canferol 3-O-B-D-galactopiranosideo (4"—1")-a-L-

ramnopiranosil-[(6"—1"")-a-L-ramnopiranosil] (Figura 45).

Figura 45 — Estrutura do flavonoide 6.
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4.2.2.4 Identificacédo de 7.

Como observado no espectro de RMN de 'H de 6 (Figura 34, Pagina 78),

evidenciou-se a presenca de uma mistura de isdbmeros derivados do canferol. Entre oy
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12,60 e &4 12,70 foram evidenciadas sinais caracteristicos da hidroxila ligadas ao C-5
gueladas com a carbonila do C-4. O sinal em oy 7,95 (2H, d, J = 8,9 Hz) acopla com o
sinal em 64 6,88 (2H, d, J = 8,9 Hz) e foram atribuidos aos H-2' - H-6' e H-3' - H-5' da
substéancia identificada (Figura 46; Tabelas 6—7, Paginas 99-101). Dupletos em &y 6,42
(AH, d, J = 2,0 Hz) fez acoplamento com o H-6 em &4 6,19 (2H, d, J = 2,0 Hz)]
(HARBORNE, 1996), sugerindo que o anel A esta trissubstituido.

Entre 64 4,20 e 64 5,60 encontram-se sinais de H anomeéricos. Deslocamentos
quimicos em oy 5,48 (1H; d; J = 7,3 Hz), em 8y 5,04 (1H; s) eem 64 4,31 (1H; d; J=1,1
Hz) correspondem aos H anoméricos identificados para substancia 7. O valor das
constantes de acoplamento (J) dos anoméricos sugeriu a configuracéo (B, para a primeira
unidade glicosidica e configuracdo a para as outras duas. Dois sinais em 6y 0,95 (3H; d; J
= 6,2 Hz) e em oy 0,78 (3H; d; J = 6,2 Hz) correspondentes a duas metilas, sugeriu dois
acucares do tipo deoxihexose. Os restantes sinais de hidrogénios pertencentes as
unidades dos acucares foram observados entre oy 3,00 e d4 4,00. Os deslocamentos
quimicos de RMN de *H e 3C foram atribuidos com ajuda dos espectros gHSQC (Figuras
47) e gHMBC (Figura 48) (Tabelas 6—7, Pagina 99-101).

Figura 46 — Espectro RMN 'H de 7.
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Figura 47 — Mapa de contorno gHSQC de 7.
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Figura 48 — Mapa de contorno gHMBC de 7.
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Figura 49 — Espectro TOCSY 1D com irradiacdo em &, 5,48 de 7.
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Figura 50 — Espectro TOCSY 1D com irradiagéo em &y 5,04 de 7.
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Figura 51 — Espectro TOCSY 1D com irradiacdo em &4 0,78 de 7.
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Figura 52 — Espectro TOCSY 1D com irradiagéo em &y 4,31 de 7.
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Através dos experimentos TOCSY 1D determinou-se a natureza dos acgucares

irradiando os hidrogénios anoméricos sendo atribuidos a uma unidade de glicose e duas

de ramnose (Figuras 49-52).

Na sequéncia determinou-se as posi¢cdes dos acglcares na aglicona, através da

expansao do espectro gHMBC (Figura 53), onde mostram-se as correlacdes a 2J — 3J. O

sinal do hidrogénio anomérico em 6y 5,48 (H-1"glc) com o carbono em 6¢c 133,2 (C-3), e

entre o sinal do hidrogénio anomérico em &y 5,04 (H-1") com o carbono em &¢c 75,3

(C-2") da galactose. No entanto o hidrogénio anomérico em &y 4,31 (H-1"") com o

carbono em &¢c 68,3 (C-6") da glicose, indicando que as duas unidades de ramnose

encontram-se unidas a glicose pelas posigdes 2" e 6", respectivamente.

Figura 53 — Mapa de contorno gHMBC de 7.
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A substancia 7 foi descrita como canferol 3-O-B-D-galactopiranosideo (2"—1")-a-
L-ramnopiranosil-[(6"—1"")-a-L-ramnopiranosil] (Figura 54) (KAZUMA; NODA; SUZUKI,

2003).
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Figura 54 — Estrutura do flavonoide 7.
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4.2.2.5 Identificacédo de 8

No espectro de RMN de 'H de 8 (Figura 55, Tabelas 6-7, Paginas 99-101),
observa-se sinais de deslocamentos quimicos na regido de hidrogénios aromaticos,
caracteristicos de um flavonoide derivado da quercetina. O sinal em &4 7,55 (1H, d, J =
2,2 Hz) apresenta um hidrogénio com acoplamento em meta que foi atribuido ao H-2'
outro sinal indicando o acoplamento dos hidrogénios em orto/meta em &y 7,53 (1H, dd, J
= 2,2; 8,3 Hz) ao H-6' e 0 sinal de deslocamento quimico em &y 6,84 (1H, d, J = 8,3 Hz)
referente ao acoplamento em orto do H-5'. Dois dupletos com deslocamentos quimicos
em oy 6,39 (1H, d, J = 2,0 Hz) e 64 6,19 (1H, d, J = 2,0 Hz) indicam hidrogénios meta-
acoplados atribuidos aos hidrogénios H-8 e H-6 do anel A do flavonoide, confirmando a
aglicona da quercetina. Os sinais em oy 5,35 (1H,d, J=7,4 Hz) e 6,4 4,38 (1H,d, J=1,1
Hz) foram atribuidos aos hidrogénios anomeéricos sugerindo que o composto possui dois
glicosideos. A constante de acoplamento do sinal em &4 5,35 (J = 7,4 Hz) indica uma
configuracéo B para o acucar (HARBORNE, 1996) e o sinal em oy 4,38 (J = 1,1 Hz) com
configuracdo o, caracteristica da ramnose. Os deslocamentos quimicos de RMN 3¢
foram atribuidos a partir dos experimentos de mapa de contorno gHSQC e gHMBC
(Figuras 56 e 57, respectivamente). Fazendo uma comparacao com padrdes presentes no
laboratério, foi possivel identificar a substancia 8 como quercetina 3-O-a-L-ramnopiranosil-

(1—6")]-B-D-glucopiranoside (rutina) (Figura 58).
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Figura 55 — Espectro RMN *'H de 8.
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Figura 56 — Mapa de contorno gHSQC de 8.
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Figura 57 — Mapa de contorno gHMBC de 8.
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Figura 58 — Estrutura da rutina 8.

A rutina foi anteriormente identificada em sementes moidas de J. curcas
(OSKOUEIAN, et al., 2011), assim como nas folhas da espécie J. aethiopica (GAMIOTEA-
TURRO et al., 2018). Num estudo conduzido por LEE e JEUNE (2013) foi demonstrado o
efeito da rutina sobre o tratamento e as complicacdes da diabetes. Entre outras atividades
terapéuticas da rutina, estd a melhora nos sintomas de insuficiéncia dos vasos linfaticos e
venosos associados com algumas doengas hemorragicas ou de hipertensdo, por
promover a normalizacdo da resisténcia e permeabilidade da parede destes vasos
(PATHAK; PATHAK; SINGLA, 1991). Além disso, sintomas de fragilidade capilar também

sdao melhorados, entre eles, a perda da acuidade visual e alteragbes do campo visual
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(PATHAK; PATHAK; SINGLA, 1991; MARQUES-BECHO; MACHADO; de OLIVEIRA,
2009).

4.2.2.6 Identificagao de 9.

O espectro de RMN de 'H de 9 (Figura 59, Tabelas 6—7, Pagina 99-101),
forneceu sinais de deslocamentos quimicos na regido de hidrogénios aromaticos,
caracteristicos de um flavonoide derivado do canferol. O sinal em 84 7,99 (2H, d, J = 8,9
Hz) apresenta um acoplamento em orto que foram atribuidos aos H-2' e H-6' do anel B do
flavonoide enquanto que os deslocamentos quimicos em &y 6,88 (2H, d, J = 8,9 Hz) de
hidrogénios acoplados em orto, foram atribuidos aos H-3' e H-5' respectivamente. Dois
dupletos com deslocamentos quimicos em 646,39 (1H, d, J=2,0 Hz) e 646,19 (1H, d, J =
2,0 Hz) indicam hidrogénios meta-acoplados atribuidos aos hidrogénios H-8 e H-6 do anel

A do flavonoide, confirmando a aglicona da canferol.

Figura 59 — Espectro RMN *H de 9.
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A constante de acoplamento do sinal em oy 5,31 (1H, d, J = 7,3 Hz) indica uma
configuracéo B para o acucar (HARBORNE, 1996) e do sinal em 64 4,37 (1H,d, J = 1,5
Hz) com configuracéo c.

Os deslocamentos quimicos de RMN *3C foram atribuidos a partir dos
experimentos de mapa de contorno de gHSQC (Figura 60) e gHMBC (Figura 61). A
posicdo da glicose na aglicona foi determinada pelo experimento gHMBC que mostraram
correlagdes a longa distancia entre o sinal do hidrogénio anomérico em 6y 5,31 (H-1"glc)
com o carbono em 8¢ 133,6 (C-3). Portanto, diante dos dados apresentados de *H e *C,
sugerimos para essa substancia a estrutura do canferol 3-O-a-L-ramnopiranosil-(1"'—6")]-

B-D-glucopiranosideo (canferol 3-O-rutinosideo) (Figura 62).

Figura 60 — Mapa de contorno gHSQC de 9.
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Essa substancia esta sendo reportada pela primeira vez por GAMIOTEA-TURRO
et al. (2018) na espécie J. aethiopica. A atividade antioxidante do canferol 3-O-rutinosideo
foi demonstrada por CARDOSO et al (2005) apresentando um valor de ICso = 62,3 £ 0,3
pumol L. Esse valor foi considerado médio quando comparado com flavonoides que

apresentam o grupo catecol no anel B (CARDOSO et al., 2005).
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Figura 61 — Mapa de contorno gHMBC de 9.
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Figura 62 — Estrutura do canferol rutinosideo 9.

4.2.2.7 Identificacéo de 12

O espectro de RMN de 'H de 12 (Figura 63, Tabelas 6-7, Paginas 99-101),
evidenciou sinais de deslocamentos quimicos na regido de hidrogénios aromaticos,
caracteristicos de um flavonoide derivado da quercetina. Os sinais em o6y 7,68 (1H, d, J =
2,2 Hz) e em &y 7,54 (1H, dd, J = 2,2; 8,6 Hz) foram atribuidos ao H-2' e H-6' do anel B do
flavonoide, respectivamente. Outro sinal com deslocamento quimico em &y 6,88 (1H, d, J
= 8,6 Hz) correspondeu ao H-5'. Dois dupletos em 64 6,41 (1H, d, J =2,0 Hz) e em 64 6,19
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(1H, d, J = 2,0 Hz) foram atribuidos aos H-8 e H-6 do anel A quando esta trissubtituido
(HARBORNE, 1996). Diante os resultados a estrutura da substancia 12 € a quercetina
(Figura 64).

Figura 63 — Espectro RMN 'H de 12.
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Figura 64 — Estrutura da quercetina 12.

A quercetina é um flavonoide encontrado em muitas espécies de plantas, sendo
também identificada em sementes moidas de J. curcas, nas folhas de J. nana
(OSKOUEIAN, et al.,, 2011; SABANDAR, et al., 2013) e folhas de J. aethiopica
(GAMIOTEA-TURRO et al., 2018).
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A quercetina é um importante flavondide com uma enorme gama de atividades
farmacolégicas como antimicrobiano (GAIKWAD, et al., 2012), suprimindo a tolerancia a
glicose, reduzindo o colesterol e triglicérides no plasma, aumentando a atividade da
glucoquinase hepatica e provavelmente aumentando a liberacdo de insulina direta em
ratos diabéticos (GAIKWAD; MOHAN; RANI, 2014).

Todos as substéancias isoladas no presente trabalho estdo sendo descritas pela
primeira vez na literatura para a espécie de J. aethiopica.

Apesar da grande quantidade de flavondis isolados e identificados a partir das
plantas, nem a familia Euphorbiaceae nem o género Jatropha, apresentam um ndamero
significativo dessas substancias numa unica espécie (VEITCH; GRAYER, 2008). No
presente trabalho foram isolados e caracterizados 7 flavonoides e identificados outros 14
a partir do extrato etandlico das folhas de J. aethiopica.

Os flavonoides apresentam uma ampla importancia em varios campos, como
exemplo: sdo utilizados pelos botanicos para classificacdo taxonémica (HAVSTEEN,
2002). Eles regulam o crescimento das plantas pela inibicdo da exocitose do &cido
indolacético da auxina, bem como pela inducdo da expressado génica influenciam outras
células biolégicas de varias maneiras (PARTRIDGE; KEEN, 1976). Os flavonoides inibem
ou matam muitas cepas bacterianas (el-GAMMAL; MANSOUR, 1986), inibem importantes
enzimas virais, como a transcriptase reversa e a protease (WANG, 1994), e destroem
alguns protozodarios patogénicos (HAVSTEEN, 2002). No entanto, sua toxicidade para as
células animais € baixa. Os flavonoides sdo componentes funcionais importantes de
muitas preparacdes herbaceas e de insetos para uso medicinal, por exemplo, prépolis e
mel, que tém sido usadas desde tempos antigos. Os profissionais da medicina tém
recomendado o uso de flavonoides puros para tratar muitas doencas comuns, devido a
sua capacidade comprovada de inibir enzimas especificas, para simular alguns horménios

e neurotransmissores, e para eliminar os radicais livres (HAVSTEEN, 2002).
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Tabela 6 — Dados de RMN 13C dos flavonoides isolados 4,5,6,7,8,9¢e 12.

4 5 8 12 6 7 9
Quercetina™>*®* 2 157,0 158,2 158,2 148,3 156,4 157,5 156,6
Canferol®"’ 3 133,7 134,4 134,4 136,7 132,7 133,2 133,5

4 176,5 177,1 177,1 176,7 176,9 177,0 177,3
5 160,9 161,7 161,7 157,5 161,5 161,6 161,2
6 99,0 98,8 98,8 99,6 98,6 98,6 98,7
7 164,0 164,0 164,0 164,5 164,5 164,6 164,1
8 94,0 93,6 93,6 95,0 93,7 93,6 93,8
9 156, 157,4 157,4 161,4 156,7 156,6 156,9
1 105, 104,5 104,5 104,4 104,4 104,5 104,5
1 121,9 121,6 121,6 123,7 121,3 121,4 121,3
2' 116,2 115,3 115,3 116,5 130,9 130,8 130,7
3 145,8 1447 1447 145,7 115,1 115,0 115,2
4 149 148,6 148,6 148,0 160,4 160,2 159.7
5' 115,5 114,8 114,8 116,9 115,1 115,0 115,3
6' 122,3 122,2 122,2 122,0 130,9 130,8 130,7
Galactose Glicose Glicose - Galactose Glicose Glicose
3-0-Gal/Glc 1" 99,2 99,2 103,3 - 98,9 98,6 101,5
2" 73,7 75,5 74,3 - 74,7 70,2 74,4
3" 75,0 75,9 75,9 - 68,3 70,6 76,4
4" 68,3 71,1 71,1 - 77,3 76,9 70,2
5" 69,1 76,6 76,6 - 73,6 68,1 75,7
6" 68,5 67,1 67,1 - 65,3 68,3 66,8
(2"—1") Ramno (2"—1") Ramno (6"—1") Ramno (4"—1'"") Ramno (2"—1") Ramno (6"—1") Ramno
1" 100,8 100,8 101,1 - 100,5 100,4 100,5
2" 70,9 70,9 70,7 - 70,3 67,9 70,2
3" 71,1 70,9 70,9 - 70,3 70,3 70,6
4" 72,1 72,0 72,6 - 71,5 71,8 72,1
5™ 68,5 68,4 68,4 - 68,1 74,8 68,2
6" 17,5 17,6 16,4 - 17,2 17,0 17,3
(6"—1") Ramno (6"—1") Ramno - (6"—1") Ramno (6"—1") Ramno -
1 101,0 100,9 - - 100,2 100,5 -
2" 70,8 70,8 - - 70,2 70,2 -
3" 71,0 76,0 - - 70,5 75,4 -
4" 72,1 71,7 - - 71,4 71,3 -
5" 71,0 71,0 - - 70,5,7 75,4 -
6"" 18,2 17,6 - - 17,8 17,4 -

DMSO-dg, 14,1 T
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Tabela 7 — Dados de RMN 1H dos flavonoides isolados 4,5,6,7,8,9¢e 12.

4 5 8 12 6 7 9
Quercetina®>®* 2 - - - - - - -
Canferol®"’ 3 - - - - - - -
4 - - - - - - -
5 - - - - - - -
6 6,18 d (2,0) 6,18 d (2,0) 6,19 d (2,0) 6,24 d (2,0) 6,19d (2,1) 6,19 d (2,0) 6,19 d (2,0)
7 - - - - - -
8 6,39 d (2,0) 6,38 d (2,0) 6,39 d (2,0) 6,47 d (2,0) 6,40 d (2,0) 6,42 d (2,1) 6,39 d (2,0)
9 - - - - - - -
10 - - - - - - -
1' - - - - - - -
2' 7,48d (2,2) 7,48 d (2,2) 7,55d (2,2) 7,73d(2,2) 8,04 d (8,9) 7,95d (8,9) 7,99d (8,9)
3 - - - - 6,86 d (9,5) 6,87 d (9,1) 6,88 d (8,9)
4' - - - - - - -
5' 6,81 d (8,5) 6,83 d (8,4) 6,84 d (8,3) 6,94 d (8,5) 6,86 d (9,5) 6,87 d (9,1) 6,88 d (8,9)
6' 7,68 dd (2,2; 8,5) 7,53 dd (2,2; 8,4) 5,35d (7,4) 7,60 dd (2,2; 8,04 d (8,9) 7,95d (8,9) 7,99d (8,9)
8,5)
Galactose Glicose Glicose Galactose Glicose Glicose
3-0-Gal/Glc 1" 5,57d (7,7) 5,53d(7,7) 5,35d (7,4) - 5,55d (7,8) 5,48 d (7,3) 5,31d(7,3)
2" 3,79dd (7,7;9,2) 3,48 dd (8,9;7,9) 3,06 m - 3,77 dd (7,8; 3,36 dd 3,07 m
9,1) (7,3;9,0)
3" 3,58 dd (9,2; 3,4) 3,07 dd 3,21 m - 3,59 m 3,04t (8,8) 3,20 m
(9,2;9,1)
4" 3,61dd (3,4; 3,2) 3,381 (8,9) 3,26 m - 3,40d (3,5) 3,391 (8,8) 3,26 m
5" 3,77 m 3,24 m 3,28 m - 3,59 m 3.22m 3.27m
6> | 3,56 ddd (11,0; 8,1; 3,43 m 3,38 m - 3,54 m 3,66 d (10,1) 3,40 m
3,8)
6™ 3,22 ddd (3,8) 3,69d (9,8) 3,70d (10,1) - 3,34 m 3,41d (10,1) 3,68 d (10,1)
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Tabela 7 — Continuacao.

4 5 8 12 6 7 9
(2"—>1") Ramno (2"—-1") Ramno (6"—1") Ramno - (4"—1") Ramno (2">1") Ramno (6"—1"") Ramno
i 505s 5.06 d (0,8) 4,38d(1,1) - 505s 5.04s 4,37 d(1,5)
2" 3,74 m 3,72 d (5,5) 3,04 m - 3,73d(1,2) 3,76 dd (1,2; 9,4) 3,08 m
3" 3,49 dd (9,4; 3,1) 3,48 dd (9,4; 3,1) 3,21 m - 3,47 dd (9,4; 3,3) 3,49dd (9,3; 3,2) 3,15m
4™ 3,13t (9,4) 3,76 m 3,23 m - 3,13 dd (9,4; 9,5) 3,13t(9,4) 3,21 m
5" 3,77 m 3,13d (9,4) 3,27 m - 3,76 m 3,77 dd (6,2;9,4) 3,26 m
6" 0,80d (6,1) 0,79d (6,1) 0,98 d (6,24) - 0,80d (6,2) 0,78 d (6,2) 0,98 d (6,24)
(6"—>1") Ramno (6"—1") Ramno - - (6"—>1") Ramno (6"—1") Ramno -
i 4,38d (1,3) 4,33d (1,2) - - 4,35d (1,2) 4,31d (0,7) -
2™ 3,34 dd (1,4; 3,2) 3,34dd (1,4; 1,4) - - 3,36 dd (1,5;1,5) 3,37dd (1,4;1,5) -
3" 3,29dd (3,3; 9,4) 3,25 dd (3,5) - - 3,28 dd (3,3; 9,3) 3,23 dd (9,3; 4,0) -
4™ 3,081 (9,4) 3,051t (9,5) - - 3,081 (9,3) 3,06 dd (9,3; 4,2) -
5" 3,36 m 3,24 m - - 3,33 m 3,23 m -
6" 1,05d (6,2) 0,97 d (6,2) - - 1,05d (6,2) 0,95d (6,2) -

DMSO-dg, 14,1 T
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4.2.3 Identificacdo dos compostos nitrogenados

4.2.3.1 Identificacédo de 1

Do fracionamento por CLAE-DAD semipreparativo do extrato etandlico das folhas
de J. aethiopica foi obtida a frag&o nitrogenada (FCN). A partir dessa fracéo, foi isolada a
substancia identificada como G-160 a qual forneceu um espectro de hidrogénio (Figura
65), que aparentemente seria de uma mistura de substancias o que foi confirmado pelo
experimento DOSY (Figura 66).

Figura 65 — Espectro RMN *H da fragéo G-160.
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A técnica DOSY (Diffusion Ordered SpectroscopY) foi desenvolvida por MORRIS
e JOHNSON (1992). DOSY é uma técnica ndo-invasiva baseada na metodologia dos
ecos de spin com gradientes de campo magnético pulsados (PFGSE) e permite
discriminar e caracterizar os componentes de uma mistura (SOUZA; LAVERDE JR.,
2002). Nesse espectro, os deslocamentos quimicos de hidrogénio apresentam-se em
uma dimensao e o0s coeficientes de difusdo moleculares na outra. No DOSY,
observaram-se valores de difusdo muito proximos pelo que foi dificil atribuir alguns

sinais.
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Figura 66 — Espectro DOSY da mistura G-160.
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A substancia 1 foi identificada da mistura de G-160. No espectro de RMN de *H
(Figura 65, Pagina 101), evidenciou sinais de deslocamentos quimicos na regido de
hidrogénios aromaticos mais desblindados que aqueles comuns para flavonoides e
compostos fendlicos. Quatro sinais que integram para um proton cada, foram observados
em oy 9,06; dy 8,75; 64 8.74 e &y 7,98. Os valores altos de deslocamento quimico, assim
como a largura dos sinais, sugeriu a presenca de nitrogénio na estrutura.

Foram realizados os espectros de nitrogénio (QHMBC-""N) (Figura 67) que
corroboraram, junto com os dados de deslocamento quimico observados no espectro de
'H, a presenca de nitrogénio na molécula e mostraram a correlacédo do nitrogénio (8
200,00) com os hidrogénios em &y (9,06; 8,76; 8,74; 7,98 e 4,33), confirmando que este N
pertence a esta molécula.

As andlises dos espetros forneceram na regido de hidrogénios aromaticos os
sinais em &y 9,06 (1H, s); o4 8,76 (1H; d; J = 8,0 Hz); o4 8,74 (1H; d; J = 7,8 Hz); 64 7,98
(1H; dd; J = 8,0; 7,8 Hz) e uma sinal de hidrogénio alifatico em &4 4,33 (3H, s). O mapa de
contorno gHSQC (Figura 68) forneceu as correlagées a *J sendo apresentadas na Tabela
8 (Pagina 105).
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Figura 67 — Mapa de contorno gHMBC-"N da mistura G-160.
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Figura 68 — Mapa de contorno gHSQC da mistura G-160.
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Tabela 8 — Dados da RMN *H e **C da substancia 1 (C4 = 9,04) da mistura G160

'H RMN (8, (H; m; J (Hz))

13C RMN () gHMBC (82 e 3J) TOCSY 1D (8)

1 - -
2 9,06 (1H; s) 144,8 48,2; 135,9; 167,2
3 - 135,9
4 8,74 (1H; d; 7,8) 144,8 145,9; 144,8; 167,2
5 7,98 (1H; dd; 7,8; 8,0) 127,5 135,9; 144,8 9,06; 8,76; 8,75
6 8,76 (1H; d; 8,0) 145,9 48,1; 145,9; 167,2
7 - 167,2
8 4,33(3H;5s) 48,2 144.8; 145,9
D,0;141T

No mapa de contorno gHMBC (Figura 69) foram observadas correlacées dos

hidrogénios aromaticos com o carbono da carbonila em 6¢c 167,2. Por outro lado, o sinal

em oy 4,33 (3H, s) acopla diretamente com o carbono em d¢ 48,2, correspondendo a

metila ligada diretamente a um nitrogénio. Esse sinal apresenta correlacdo a 3J com o

carbono em ¢ 144,8 o qual estd fazendo ligacdo direta com o hidrogénio de

deslocamento quimico &4 9,06. Diante das evidéncias, foi proposta a presenca de um

grupo amida na estrutura da molécula.

Figura 69 — Mapa de contorno gHMBC da mistura G-160.
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Outras correlacdes foram fornecidas a %J e a %J sendo destacados: o sinal do
hidrogénio em &y 9,06 faz correlagbes com o carbono da carbonila em 6¢c 167,2 (C-7),
com o carbono em 5¢ 135,9 (C-3) e com o carbono da metila (CH3) em &¢ 48,2. A metila
em oy 4,33 apresenta correlagbes com os carbonos em ¢ 144,8 (C-2) e d¢c 145,9 (C-6).
Também foi observado as correlacées & J e & *J dos hidrogénios nas posicées C-5 e C-
6. A correlacdo do H-5 (64 7,98) com os carbonos em d¢ 135,9 (C-3) e com o carbono
em oc 144,8 (C-4) enquanto que o H-4 &4 8,74 mostrou correlagdo com os carbonos em
d¢c 145,9 (C-6) e com 0 o¢ 144,8 (C-2).

No experimento TOCSY 1D (Figura 70) quando o sinal em dy 7,98 foi irradiado,
observa-se que houve o seguinte sistema de spins composto pelos sinais em &4 9,06;

8,76; 8,74; 7,98, confirmando que estes hidrogénios pertencem ao anel aroméatico.

Figura 70 — Espectro TOCSY 1D da substancia 1.
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O espectro de massas, (Figura 71), apresentou o ion em m/z 137,0361 (cald. m/z
137,0709, err. = 0,99), molécula [M]" sugerindo que a substancia possui formula

C;HgN,O" e na Figura 72 mostra-se o espectro MS/MS do ion m/z 137.
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Figura 71 — Espectro de massas mistura G-160.
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Sendo assim, esta molécula foi determinada como sendo a 3-carboxiamida-1-

metilpiridinium (Figura 73).

Figura 73— Estrutura da substancia 1.
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Essa substancia ndo foi identificada até essa data como produto natural. Um
estudo de relacéo estrutura atividade foi realizado com varios sais de amonio quaternario
para estudar a influéncia do tamanho e a carga das substancias como substitutos dos
transportadores colina e acetilcolina neuronal. Essas substancias séo direcionadas para
uso em doencas onde a colina e a acetilcolina desempenham um papel importante
(GELDENHUYS; ALLEN; LOCKMAN, 2010). Outras substancias da familia da
nicotinamida, tem sido estudadas na ligacdo com enzimas catalizadoras na sintese de
moléculas mensageiras de fons Ca?*. Esses derivados mostram um papel significativo da
porcdo de nicotinamida e do grupo aroméatico dos compostos para reconhecimento de
substrato pelo sitio ativo (DONG et al., 2011).

4.2.3.2 Identificacédo de 2

A substancia 2 foi identificada da mistura G-160. O experimento DOSY (Figura 66,
Pagina 103) auxiliou a identificar os sinais pertencentes a 2. Porém, a superposicado de
sinais da substancia 2 com outras na mistura tornou muito dificil a elucidacéo estrutural
da substancia. No espectro de RMN de 'H (Figura 74), a regido entre &4 1,0 e &y 4,5, do
espectro de *H, mostrou-se complexa. Dois dupletos em &y 0,90 (3H; d; J = 7,0 Hz), em &y
0,94 (3H; d; J = 7,0 Hz) e um multipleto em &4 2,18 (1H; m) correspondem a duas metilas
e um metino que formam o grupo isopropila. Quatro grupos metilenos (CH,) e quatro
hidrogénios metinicos (CH) também foram identificados (Tabela 9, Pagina 110).

No mapa de contorno (QHMBC-"°N) (Figura 75), observou-se correlacdes de
nitrogénio com hibridagdo sp3 (aminas) com hidrogénios da molécula demonstrando a
presenca desse atomo na substancia 2.

Os deslocamentos quimicos de RMN de **C, assim como as correlagdes carbono
— hidrogénio a *J e 2J-J, respectivamente, puderam ser atribuidos a partir dos mapas de
contorno gHSQC (Figura 76) e gHMBC (Figura 77) (Tabela 9, Pagina 110).

No experimento TOCSY 1D (Figura 78) quando o sinal em &y 4,24 foi irradiado,
observa-se que houve o seguinte sistema de spins composto pelos sinais em &y 2,45;

2,32; 2,05 confirmando o sistema de spin dessa parte da molécula.
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Figura 74 — Espectro RMN *H da substancia 2 identificada da mistura de G-160.
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Tabela 9 — Dados de RMN

'H e 3C da substancia 2 (C4 = 9,10).

'H RMN (8, (m; J (H2)) 13C RMN () gHMBC ()
1 3,45(1H; d; 6,5) 62,4 (CH,)
3,55 (1H; d; 6,5)
2 - 173,4
3 2,32 (2H; dd; 3,9; 3,6) 29,3 (CH,) 24,6; 56,5; 182,0
4 2,05/2,45 (1H; m) 24.6 (CHy) 56,5; 182,0
2,45 (1H; t; 7,0) 29,3: 56,5
5 4,24 (1H; d; 6,5) 56,5 (CH) 24,6; 182,0
6 304(1H; dd; 8,0;53) 36,1 (CH,) 55,6: 1734
3,20 (1H; dd; 8,0; 5,3)
7 3,96 (1H; m) 55,6 (CH) 36,1;173,4
8 3,01 (1H;d; 5,5) 45,9 (CH)
9 - 177,6
10 3,59 (1H; d; 4,4) 59,7 (CH) 16,6; 17,7; 173,4
11 2,18 (1H; m) 29,0 16,6; 17,7; 59,7
12 0,90 (3H; d; 7,0) 16,6 (CHs) 17,7; 29,0; 59,7
13 0,94 (3H; d; 7,1) 17,7 (CHy) 16,6; 29,0; 59,7
D,0, 141 T

Figura 76 — Mapa de contorno gHSQC da mistura G-160.
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Figura 77 — Mapa de contorno gHMBC da mistura G-160.
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Figura 79 — Espectro TOCSY 1D da substancia 2, irradiado em &y 3,20.
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Por outro lado, quando foi irradiado o sinal em &y 3,20, pode-se observar o

sistema de spins composto pelos sinais em &y 3,96; 3,05; 3,02 0s quais correspondem

com outra parte da molécula (Figura 79). Por ultimo, foi irradiado o sinal em &4 0,90 e

determinou-se o sistema de spins composto pelos sinais em &y 0,94; 2,18; 3,59 (Figura

80).

O espectro de massas (Figura 81) apresentou o ion em m/z 305,1067 (cald. m/z

305,2111, err. = 0,99), molécula protonada [M+H]" sugerindo que a substancia possui

formula C13H29N4O4 € na Figura 82 é apresentado o espectro MS/MS do ion m/z 305.

Figura 81 — Espectro de massas mistura G-160.
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Figura 82 — Espectro de massas MSMS do ion m/z 137.
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O padréo de fragmentacéo da substancia 2 com ions em m/z 287 [M+H — H,O]" e

m/z 269 [M+H-2(H,0)]".representa as perdas de duas moléculas de agua, produto da

desidratacdo da molécula segundo o diagrama proposto (Figura 83).
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Figura 83 — Diagrama do padréo de fragmentacao proposto para a substancia 2.
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Sendo assim, esta molécula foi determinada como sendo a N-(7-
aminobutilamida)-N-(10-hidroxi-10-isopropil)-N-2-0xo0-5-amino-5-pentanol (Figura 84). A

substéancia 2 foi isolada pela primeira vez nesse trabalho.

Figura 84 — Estrutura da substancia 2.
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Como observado, a estrutura da substéncia 2 ndo apresenta conjugacdo das
duplas ligagBes, assim como com 0s grupos cromoéforos e por essa razdo, nao pode-se
dizer que o espectro de UV dessa substancia apresenta caracteristicas similares ao da
substancia 1. Portanto, a substancia 2 nao foi identificada no perfil cromatografico do
extrato etandlico das folhas de J. aethiopica (Figura 6, Pagina 54), porém, encontra-se em
mistura com a substancia 1.

Foi realizada uma revisdo na literatura, na tentativa de encontrar propostas de
estruturas para a substancia 2 em varios site. No Scifinder encontrou-se duas estruturas

de produtos comerciais entre 85 — 89 % de semelhanca, porém, nédo tinha referéncias. Em
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outras bases de dados como Dictionary of Natural Products e o KNApSAcK Core System,
nao foram encontradas estruturas semelhantes. Portanto, essa substancia estd sendo
descrita pela primeira vez no presente trabalho.

E interessante destacar que varios derivados nitrogenados foram estudados pelas
suas propriedades biolégicas. Dentre elas a atividade hipoglicemiante tem-se destacado.
MARLES e FARNSWORTH (1995) estudaram a atividade antidiabética de algumas
plantas, assim como 0s seus constituintes ativos. As substancias nitrogenadas sdo uma
das classes identificadas e discutidas a sua atividade. Esses resultados nos levaram a
realizar um estudo mais minucioso da fracdo nitrogenada a partir das folhas de Jatropha

aethiopica.

4.3 Anélises por LC-ESI-MS.

Devido as dificuldades no isolamento tanto das substancias nitrogenadas quanto
dos isébmeros dos flavonoides, foi projetado o estudo por LC-ESI-MS do extrato etandlico
das folhas de Jatropha aethiopica para tratar de identificar a maior quantidade de
metabdlitos presentes no extrato.

A diversidade quimica esta diretamente associada a alta variabilidade nas
propriedades fisico-quimicas intrinsecas dos produtos naturais, iSso torna a separacao,
deteccdo e identificacdo de substancias nessas matrizes naturais extremamente
desafiadoras (WOLFENDER et al., 2015). Portanto, uma Unica técnica analitica ndo é
suficiente para uma analise abrangente de um metaboloma complexo, pelo que a
utilizacdo de mudltiplas tecnologias € necessaria. Por conseguinte, o uso combinado das
técnicas de separacdo por CLAE e o poder de deteccdo da espectrometria de massas,
permitiram que o LC/MS se tornasse numa técnica hifenada muito usada (WOLFENDER
et al., 2015; RODRIGUEZ-ALLER et al., 2013).

Atualmente, a ionizacdo por eletro pulverizacdo a pressdo atmosférica (ESI) é
considerada a técnica de ionizacdo suave, de modo que o0s ions moleculares sdo
observados quase intactos. Essa técnica esta sendo considerada de referéncia e facilita a
interface com técnicas de separagdo como LC. Mesmo com um instrumento de deteccéo
muito sofisticado, o CLAE é util para remover as interferéncias da amostra que
influenciam a ionizacdo. O desafio neste equipamento é eliminar o solvente mantendo o

nivel de vacuo adequado no espectrometro de massa e em simultaneo gerar ions em fase
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gasosa (RODRIGUEZ-ALLER et al., 2013). Finalmente para a identificacdo e proposta
dos compostos encontrados, os dados de massas de alta resolu¢do, assim como 0s
dados de MS/MS foram comparados as bases de dados Scifinder, Dicionario de Produtos
Naturais e METLIN.

Para a andlise por espectrometria de massas foi selecionado o modo positivo
devido ao prévio conhecimento da presenca de compostos nitrogenados além dos
compostos fendlicos, os quais também séo ionizados nesse modo. Essas classes de
compostos sao protonados através da adicdo de um &cido fraco que levaria a ionizacao
da molécula protonada [M+H]" (modo positivo) (KEBARLE; VERKERK, 2009)

O perfil metabdlico do extrato etandlico das folhas J. aethiopica apresentou uma
boa resolucdo na separacdo cromatografica dos compostos (Figura 85) permitindo
identificar no espectro de massas de primeira ordem 0s sinais dos ions moleculares das

moléculas protonadas [M+H]".

Figura 85 — Perfil por LC-ESI-MS do extrato etandlico das folhas de J. aethiopica.
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Na analise dos espectros de ESI-MS/MS pode-se observar algumas classes
distintas de metabdlitos sendo flavonoides. Outra classe de compostos identificadas
foram os derivados do acido cinamico (Figura 86, Pagina 118). Nos espectro ESI-MS/MS
observou-se a presenca de varios isbmeros de flavonoides derivados da quercetina, do
canferol e da isoramnetina. Porém, alguns desses compostos ndo haviam sido
identificados em espécies de Jatropha, assim como na familia Euphorbiaceae.

O padréao de fragmentacdo permitiu identificar os principais acucares como
hexoses, e deoxihexoses, demonstrando a presenca de varios isbBmeros com tempos de
retencdo muito parecidos (Tabela 10, Pagina 119). Essa caracteristica, limitou a
separacdo e/ou identificagdo das substancias. Na tabela 11 (Pagina 122) sao
apresentadas propostas para as estruturas dos metabolitos identificados.

Outra classe de substancias detetada no inicio do cromatograma (tg 0,5 — 3,5 min)
foram os compostos nitrogenados, (conforme secdo 4.2.3). Apesar da analise realizada
dos fragmentos do espectro MS/MS e a comparacao feita com o descrito na literatura
para 0 género e a familia, ndo foi possivel identificar todas as substancias do
cromatograma LC-MS devido a muitas ndo serem descritas ainda na literatura.

Por outro lado, com base no perfil cromatografico CLAE-DAD (Figura 5, Pagina 55)
realizado para o estudo da atividade hipoglicemiante do extrato etanélico das folhas de J.
aethiopica, assim como das fracdes Fr¢-01 e Fr¢-02, foi feito a otimizacdo e a andlise até
os 15 minutos do perfil cromatogréafico, pois nesta regido encontrava-se os metabolitos
pertencente a fracdo Fr¢-01 que forneceu melhor atividade hipoglicemiante (veja secao
4.4.1.3). A Figura 86 apresenta 0s espectros representativos de ESI-MS/MS para
distinguir as classes de metabdlitos por meio de identificacdo da aglicona. Observa-se
gue os metabdlitos existentes sdo predominantemente os flavonoides, acidos fenolicos e

0s compostos nitrogenados (alguns isolados e descritos na secéo 4.2).
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Figura 86 — Espectros representativos de ESI-MS/MS para distinguir as classes de

metabdlitos por meio de identificagéo da aglicona.
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Tabela 10 — Proposta de identificagdo dos compostos a partir do extrato etandlico das folhas de J. aethiopica por LC-MS e MS/MS.

. M+H]" . . _
Tr (min) [(m/zi Fragmentacao de lons (m/z) Composto Literatura
MISCELANEAS
N-(7-aminobutilamida)-N-(10-hidroxi-10-
00.80 305.1067 305, 287,269 isopropil)-N-2-oxo0-5-amino-5-pentanol Secdo 4.2.3.2
(2
01.00 294.1281 276, 258, 230 NI
01.10 268.0794 136, 119 NI -
01.50 310.0986 310, 166 NI -
03.20 137. 137 1-metil-1-piridina-3-carboxamida (1) Secdo 4.2.3.1
03.40 158.0608 158, 141 NI -

FLAVONOIDES

611 [M+H-146]"; 465 [M+H-146-146]"

Quercetina-3-O-L-ramnopiranosil-(1—2)-

08.70 757.1956 303 [M+H-146-146-162]" O-[L-ra}mnc.)plranc.)3|l-(1—>6)]-D- KAZUMA; NODA; SUZUKI, 2003
glicopiranosideo (13)
757.1962 Derivado Quercetina triglicosilado
08.80 757.1977 611; 465; 303 Derivado Quercetina triglicosilado
08.90 757.2065 611, 465, 303 Derivado Quercetina triglicosilado -
.. + Quercetina-3-O-a-L-ramnopiranosil-
09.00 757.1965 611 [M+H-146] ; 465 [M+H-146-146] (1—3)-O-[a-L-ramnopiranosil-(1—6)]-D- INADA et al, 1993

303 [M+H-146-146-162]"

galactopiranosideo (14)
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Tabela 10 — Continuagao.

Tr (min)

[M-H]" (m/z)

fons de fragmentac&o (m/z)

Composto

Literatura

FLAVONOIDES

09.00 757.1992 611, 465, 303 Derivado Quercetina triglicosilado -
00.1  757.1949 611, 465, 303 Quercetina-3-0-(2,6-di- YASUKAWA; SEKINE; TAKIDO, 1989
ramnopiranosilgalactopiranosideo (15)
465 [M+H-146]" Quercetina 3-O-ramnopiranosil-(1—6)- )

09.50 611.1577 303 [M+H-146-162] galactopiranosideo (16) ZALLOCCHI; POMILIO, 1994

611.0927 465, 303 Derivado Quercetina diglicosilado -

+ + Canferol-3-O-L-ramnosil-(1—2)-O-[L-
595 [M+H-146]"; 449 [M+H-146-146]"; . .
09.70 741.1899 287 [M+H-146-146-162]" ramnoplrgnosn (1—»6)] D SAKUSHIMA et al., 1980
galactopiranosideo (17)
+ + Canferol-3-O-L-ramnopiranosil-(1—4)-O-
[M+H-146]"; 449 [M+H-146-146]"; ; .
09.80 741.1984 287 [M+H-146-146-162]" [L ramnoplra_mosn _(1—»6)] D GAMIOTEA-TURRO et al., 2018
galactopiranoside (6)
741.2088 595, 449, 287 Derivado canferol triglicosilado -
595 [M+H-146]"; 449 [M+H-146-146]"; Canferol 3-(2°- _ _

09.90 741.2034 287 [M+H-146-146-162]" ramnopiranosilrutinosideo) (7) KAZUMA; NODA; SUZUKI, 2003
10.00 741.2064 595, 449, 287 Derivado canferol triglicosilado -
10.10 741.1943 595, 449, 287 Derivado canferol triglicosilado -

611.1236 465 [M+H-146]"; 303 [M+H-146-162]" Rutina (18) ZALLOCCHI; POMILIO, 1994
10.20 741.1993 595, 449, 287 Derivado canferol triglicosilado -

611.1323 465, 303 Derivado Quercetina diglicosilado -
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Tabela 10 — Continuagao.

Tr (min) [M-H] (m/z) ions de fragmentag&o (m/z) Composto Literatura
625 [M+H-146]"; 479 [M+H-146-146]"; Isoramnetina-3-0-(2,6-di- _ _
10.30 771.2138 317 [M+H-146-146-162]" ramnopiranosilgalactopiranosideo) (19) YASUKAWA; SEKINE; TAKIDO, 1989
10.40 771.2138 625, 479, 317 Derivado ramnetina triglicosilado -
611.1385 465, 303 Derivado Quercetina diglicosilado -
10.50 1221.2843 611, 465, 303 Artefato formado na fonte de ionizacao -
611.1367 465, 303 Derivado Quercetina diglicosilado -
11.10 625.1412 479 [M+H-146]"; 317 [M+H-146-162]" Isoramnetina-3-O-rutinosideo (20) ZALLOCCHI; POMILIO, 1994
11.20 625.0610 479, 317 Derivado ramnetina diglicosilado -
11.30 595.1358 449 [M+H-146]"; 287 [M+H-146-162]" Canferol 3-O-rutinosideo (21) ZALLOCCHI; POMILIO, 1994
595.2302 449, 287 Derivado do Canferol diglicosilado
11.90 595.1562 449 [M+H-146]"; 287 [M+H-146-162]" Canferol 3-neohesperidosideo (22) KAZUMA; NODA; SUZUKI, 2003
12.00 595.1359 449, 287 Derivado do Canferol diglicosilado -
1210  595.1443 449 [M+H-146]"; 287 [M+H-146-162]' Canferol 3-O-a-L-ramnosil-(1-6)-5-0- KITE et al., 2011
galactopiranosideo (23)
12.50 625.1827 479, 317 Derivado ramnetina diglicosilado -
12.60 625.15137 479, 317 Derivado ramnetina diglicosilado -
12.60 625.1538 479, 317 Derivado ramnetina diglicosilado -
1280  479.0642 317 [M+H-162]" Isoramnetina 3'O(ég4‘;"ad°p'ra”°s'de° ZALLOCCHI; POMILIO, 1994
12.90 479.0922 317 [M+H-162]" Isoramnetina 3-O-glicopiranosideo (25) ABLAJAN et al, 2006
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Tabela 11 — Estruturas propostas de flavonoides do extrato etandlico das folhas de J.
aethiopica identificadas por CLAE-ESI-HRMS/MS.

Composto R R, R> Rs
ORs
13 OH OH OH
(@]
\%QH @%QH Q%QH
R,O
14 0 on OH OH OH
(@) O
%OH k‘%ﬁ“ H@)QH
R,0
15 "9 OH OH OH OH
(@) O
\\éggéioH fJ:éZBQH ﬁJ:éZBQH
R,0
16 "0, oH OH H OH
O
\%OH H@)QH
R,0
17 "0, on H OH OH
(@) O
o Pﬁoﬁ” H%QH
R,0
ORs
18 -OH H OH
(@] O
\koﬁf' H%QH
R,O
ORs
19 -OCH OH OH
@) 3
\%QH @%QH Q@)QH
R,O
ORs
20 -OCH H OH
(@] 3 O
\koﬁf' H%QH
R,O
ORs OH
21 H H @‘@)QH

%
©)
0
I

X
N
O
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Tabela 11 — Continuacao.

Composto
22
23
24 -OCHgs; H H
R3O oH
25 o -OCH3; H H
OH
R,0

* No composto 14, o substituente ramnose encontra-se nha posi¢cao C; da galactose no lugar de estar na
posicéo R,.

Apesar das mudltiplas op¢des de substancias propostas para cada relagdo m/z a
partir do extrato etandlico das folhas de J. aethiopica, acreditamos que a a diferenca entre
eles seja nas hexoses existentes (glicose, galactose, alose) ou (raminose, quinovose),
mais do que nas diferencas das posicOes dos substituintes. No entanto, as diferencas
observadas nos tempos de retencao para os tri e di-glicosideos, sugerem diferencas na
polaridade das substancias e portanto, pode-se indicar diferencas nas posicbes que
ocupam os glicosideos na aglicona (isbmeros de posicdo) ou pelas proprias
caracteristicas dos substituentes. Por essa razdo, sugerimos desenvolver técnicas
cromatograficas mais especificas para a separacdo desses compostos e atingir uma
melhor caracterizacdo dos metabalitos.

A analise da fragmentacdo dos ions das substancias com relacdo m/z 757 permitiu
identificar a natureza dos grupos glicosidicos assim como, da aglicona segundo a
eliminacdo dos monossacarideos com perdas consecutivas de 146 Da (deoxihexose), 146
Da (deoxihexose) e 162 Da (hexose), respectivamente. O pico base em todos os casos foi

m/z 303 corresponde com a quercetina (Figura 87, A — C)
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Figura 87 — Espectros ESI-MS/MS para os ions precursores m/z 757 (A — C) com
diferente tg.
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Observa-se em todos os espectros MS/MS da Figura 87, que os picos de m/z 611,
m/z 465 e m/z 303, apresentam a mesma relacao de intensidade. Esse fato pode indicar
que a variacao entre as substancias encontra-se num centro estereogénico das unidades
glicosidicas.

Na fragmentacdo dos ions das substancias com relacdo m/z 611, determinou-se
um comportamento similar ao anterior (Figura 88). Nesse caso, as perdas das unidades
glicosidicas foram identificadas como 146 Da (deoxihexose) seguida de 162 Da (hexose),
respectivamente, com a presenca do pico base em m/z 303 o que-corresponde com a

aglicona da quercetina.
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Figura 88 — Espectros ESI-MS/MS para os ions precursores m/z 611 (A — B) com

diferente tg.
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Outros flavonoides tri e di-glicosilados foram identificados apresentando o canferol

como aglicona, respectivamente. Nos fragmentos com relagdo m/z 741 e m/z 595,

permitiu-se observar o pico base em m/z 287 o que demonstrou a presenca dessa

aglicona (Figura 89).

A ramnetina ou isoramnetina, foram outras agliconas de flavonoides identificadas

nos espectros de MSMS. O pico base em m/z 317, foi caracteristico nas fragmentacdes

observadas para m/z 771, m/z 625 e m/z 479, dos flavonoides tri, di e mono-glicosilados,

respectivamente (Figura 90).
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Figura 89 — Espectros ESI-MS/MS para os ions precursores m/z 741 (A — B) e m/z

595 (C — D) com diferente tr.

Intens.

x109 ]
1.0 1

0.8 4

0.6+

0.4+

0.2 4

129.0310
0.0 L

E E Jaetti 3mg mL 1-5 01 3808.d: +M52(741.2088), 20.0-50.0eV, 9.8min #1150°

287.0287

449.0802
595.1373

—TT
100

Intens.
x1097

0.8
0.6
0.4
0.2

129.0303
0.0 i

E_F_Jaetti_3mg_ml_1-5_01_3808.d: +MS2(741.1967), 20.0-50.0&V, 10.0min #1174

287.0290

449.0787
595.1376

—
100
Intens. |
X109 |
0.8
0.6

044

0.2+

287.0279

E_E Jaetti_ 3mg_mL_1-5_01_3808.d: +MS2(595.1359), 20.0-50.0eV, 12.0min #1405

449.0769

0.0 ter——7—

Intens. |
x109]

1.04
0.8 4
0.6
0.4+

0.2+

00

287.0284

E_F_Jaetti_3mg_mlL_1-5_01_3808.d: +MS2(595.1443), 20.0-50.0eV, 12.1min #1417

449.0791

126



Resultados e Discussoes

Figura 90 — Espectros ESI-MS/MS para os ions precursores m/z 771 (A — B), m/z 625 (C —
D) e m/z 479 (E — F) com diferente t.
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Na literatura € discutido, embora os padrbes de fragmentacdo possam
teoricamente variar com o0 equipamento utilizado, que a rota principal de fragmentacao
dos flavondis é independente do modo de ionizacdo usado (MARCH et al., 2007;
WOLFENDER; TERREAUX; HOSTETTMANN, 2000). Porém, outras trocas significativas
podem ser observadas dada a abundéancia relativa dos ions fragmentos quando existe a
troca do equipamento (WARIDEL et al.,, 2001; de RIJKE et al., 2003; MARCH et al.,
2007).

No caso das unidades glicosidicas, das analises LC/MS" geralmente, ndo pode-se
obter informacdo da estereoquimica dos carbonos. No entanto, se o flavonoide € O-
glicosilado, o tipo de acucar pode ser diferenciado segundo a eliminacdo das unidades
glicosidicas dado pelo valor de m/z; ex. hexoses (162 Da), deoxihexose (146 Da) e
pentose (132 Da), respectivamente (FERRERES et al., 2007; VUKICS; GUTTMAN, 2010).

Na figura 91, € apresentado um diagrama de fragmentacéo que permitiu explicar os
ions fragmentos observados nos espectros MS/MS dos flavonoides identificados a partir
do extrato etandlico das folhas de J. aethiopica. Em todos os espectros observados, 0s
flavonais identificados nesse trabalho, apresentam padrdes de fragmentacéao relacionados
a perda das unidades glicosidicas, portanto, o diagrama ajudou no estabelecimento das

propostas.

Figura 91 — Diagrama de fragmentacdo de flavonoides. Adaptado de VUKICS;
GUTTMAN, 2010.

OH
OH

OH
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Como observados nas figuras 87 — 90, os flavondis identificados no extrato
etandlico das folhas de J. aethiopica sdo tri, di e mono-glicosilados. O padrdo de
fragmentacdo desses flavonois permitiu identificar as unidades glicosidicas como
deoxihexoses (—146 Da) e hexose (-162 Da). Portanto, a nossa proposta em todos 0s
casos corresponde com as quebras na posicdo Y; ou Y, indistintamente, seguida da

posicdo Y, dependendo do grau de glicosilacao dos flavonoides.

Por definicdo, dois ou mais acucares podem estar unidos a aglicona por posicoes
diferentes formando monossacarideos e sdo denominados di-O-glicosideo ou di-C,O-
glicosideo. Porém, também podem estar ligados na mesma posicdo e serem definidos
como O-diglicosideo ou C,O-diglicosideo (VUKICS; GUTTMAN, 2010). Essa

nomenclatura ajudou a definir se os glicosideos encontram-se ligados ou néo.

Por outro lado, as unidades glicosidicas podem estar unidas a aglicona por
qualquer uma das posi¢des hidroxiladas da aglicona, porém, certas posi¢ces sdo mais
favorecidas (RICE-EVANS; MILLER; PAGANGA, 1996; CUYCKENS; CLAEYS, 2004).
Por exemplo, para as flavonas, flavonols, flavanonas e isoflavonas, a posi¢céo 7-hidroxi é
a favorecida. No caso da 3-hidroxi é para flavonols preferentemente (RICE-EVANS;
MILLER; PAGANGA, 1996; CUYCKENS; CLAEYS, 2004; WILLIAMS, 2006). Segundo
ABLAJAN et al., (2006) e VUKICS; GUTTMAN (2010), as posi¢cdes dos glicosideos na
molécula da aglicona podem ser previstos de acordo a relagdo das intensidades entre os
picos dos fragmentos obtidos no espectro de MS/MS no modo negativo.

Dados da literatura indicam que os flavonois di-O-glicosilados mostram um
comportamento espectral de massas diferente aos flavonois O-diglicosilados. Eles podem
ser facilmente diferenciados com base nas caracteristicas dos espectros no UV, bem
como pelas caracteristicas de fragmentagcbes no espectro de massas (FERRERES;
LLORACH:; GIL-IZQUIERDO, 2004: VUKICS; GUTTMAN, 2010). E descrito na literatura
que nos isdmeros di-O-glicosilados, o ion Y;* apresenta-se como pico base (100% de
abundancia relativa) e o ion Yo* com uma intensidade media (~30%). J& no caso dos O-
diglicosilados, o ion Yo' apresenta a maior abundancia relativa (100%) (FERRERES;
LLORACH; GIL-IZQUIERDO, 2004).

Quanto aos flavonoides sdo 3-O-glicosilados, eles apresentam uma abundéancia
relativa dos ions produtos formados superior a abundancia relativa dos ions produtos
decorrentes da fragmentacao de flavonoides 7-O-glicosilados, principalmente para o ion
Yo" (FERRERES; LLORACH; GIL-IZQUIERDO, 2004; VUKICS; GUTTMAN, 2010). No
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entanto, os métodos baseados na deteccdo da presenca ou auséncia de ions de
fragmentos distintos séo preferidos as técnicas que dependem apenas das mudancas de
intensidade relativa observadas para os compostos isoméricos (VUKICS; GUTTMAN,
2010).

Na secao 4.2.2.1, foi discutido o padréo de fragmentagcdo no modo negativo para
os flavonoides tri-glicosilados isolados e identificados do extrato etandlico das folhas de J.
aethiopica. Esse resultado, unido ao reportado nessa secdao, justificam as juncbes dos
flavondis tri-, di-, e mono-glicosilados, identificados por LC-MS apresentando a
substituicdo na posicdo 3-O- da aglicona, assim como as unidades glicosidicas
encontram-se ligadas.

O estudo por LC-ESI-MS do extrato etandlico das folhas de Jatropha aethiopica,
mostrou a grande quantidade de isbmeros de flavonoides presentes no extrato, assim
como corroborou com as estruturas dos metabolitos isolados e identificados na secéo 4.2.
Apesar de nao terem sido identificadas todas as substancias presentes no EE,
principalmente nos menores tempos de retencdo do cromatograma, pode-se verificar a
presenca das substéancias nitrogenadas que foram isoladas na secédo 4.2.3.

As analises realizadas também demonstraram a complexidade das fracdes
estudadas, Fr¢c-01 (FCN) e Fr¢-02 (FF), devido aos diferentes isdmeros identificados para
cada relacdo m/z em tempos de retengcdo muito préximos. Mediante analise destes
resultados, percebemos a necessidade de desenvolvimento de novas metodologias para
0 isolamento desses metabolitos.

4.4 Quantificacdo no extrato etandlico (EE) e na fracdo fendlica (FF) das

substancias isoladas.

A quercetina  3-O-a-L-ramnopiranosil-(1—2)-[a-L-ramnopiranosil-(1—6)]-8-D-
galactopiranosideo e a quercetina 3-O-a-L-ramnopiranosil-(1—2)-[a-L-ramnopiranosil-
(1—6)]-B-D-glicopiranosideo  (4+5), o canferol 3-O-a-L-ramnopiranosil-(1—4)-[a-L-
ramnopiranosil-(1—6)]-B-D-galactopiranosideo e o canferol 3-O-a-L-ramnopiranosil-
(1—2)-[a-L-ramnopiranosil-(1—6)]-B-D-glicopiranosideo (6+7) e a rutina (8) foram os
metabalitos de maior absorcéo do extrato etandlico (EE) e da fracao fendlica (FF) (Figuras
5 e 92, Paginas 55 e 131, respectivamente), e foram quantificados tanto no EE quanto na
FF. As substancias 4+5 e 8 foram quantificadas usando a curva da quercetina, € no caso
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de 6+7, pela curva do canferol. No entanto, o acido protocatecuico (3) foi quantificado
apenas no EE, pois essa substancia néo foi identificada na fracdo fenolica (FF). A
quantificacdo dos metabolitos foi realizada utilizando um padrdo de calibracdo externo
(RIBANI et al., 2004; ROBARDS, 2003), quercetina (Q), canferol (K) e o acido
protocatecuico (AcP). Os padrdes utilizados foram confirmados através da coinjecao

deles por CLAE-DAD e a comparacéao dos espectros de UV.

Figura 92 — Perfil cromatografico da fracdo fendlica (FF) das folhas de J. aethiopica.
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Coluna Thermo Hypersil Gold (250 x 4,6 mm, 5 um), 5 — 65 % de B em 30 min (Solvente A: H,O
acidificada com 0,1 % de TFA, solvente B: MeOH acidificado com 0,1 % de TFA), 25°C, DAD
(254 nm), vaz&o 1 mL min™.

Fonte: Cromatograma adaptado de GAMIOTEA-TURRO et al., (2018)

4.4.1 Linearidade e sensibilidade.

A linearidade é a habilidade do método oferecer uma resposta diretamente
proporcional a quantidade da substancia de interesse da amostra dentro de um intervalo
determinado (MARCUCCI, 2011). Segundo Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA) (AGENCIA, 2003), o critério minimo aceitavel do coeficiente de correlacéo (%)
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deve ser 0,99, entretanto para fitoterapicos o valor de 0,98 € considerado aceitavel.

A sensibilidade do método corresponde a quantidade minima de um analito
produzir uma resposta significativa (MARCUCCI, 2011).

O limite de deteccdo (LD) € a menor concentracdo da espécie de interesse que
pode ser detectada pela técnica instrumental utilizada, enquanto que o limite de
quantificacdo (LQ) € a menor concentracdo a ser quantificada dentro dos limites de
precisdo e exatiddo do método durante as operacdes de rotina no laboratorio
(MARCUCCI, 2011).

Sete niveis de concentrac6es foram utilizados para a construcdo das curvas
analiticas de cada padr&o a partir dos valores das areas dos picos (1000 — 7,81 pg.mL™
para as curvas dos flavonoides e 500 — 3,90 pg.mL* para a curva do A&cido

protocatecuico) (Figura 93).

Figura 93 — Curvas analiticas obtidas pelo método de calibracdo externa das solugbes
padrdes.
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AcP (Acido protocatecuico), Q (Quercetina) e K (Canferol).

Na Tabela 12 sao apresentados os parametros estatisticos que determinaram a

linearidade das curvas analiticas.

Tabela 12 — Parametros das curvas analiticas dos padrdes.

Padrdo Coeficiente Coeficiente Fator de Faixa linear LD LQ
linear (a)  angular (b) correlagcdo (r*)  (ug.mLY)  (ug.mL?)  (ug.mL™?)
AcP -6515,75 24723,10 0,9999 3,90-500 0.09 0.27
Q -248245,06 28685,63 0,9994 7,77-1000 0,10 0,28
K 3559,659 6817,94665 0,9999 7,77-1000 0,08 0,23

Acido protocatecuico (AcP), quercetina (Q) e canferol (K)

Os valores de fator de correlagdo obtido para cada curva cumpriram com o
proposto pela ANVISA (r?>0,99) (AGENCIA, 2003) e demonstraram a linearidade do
meétodo analitico proposto para a quantificacdo dos metabalitos.
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4.3.2 Seletividade.

A seletividade é a capacidade de avaliar, de forma inequivoca, as substancias em
exame na presenca de componentes que podem interferir com a sua determinacdo em
uma amostra complexa (MARCUCCI, 2011; RIBANI et al., 2004). A seletividade pode ser
avaliada de varias maneiras e uma delas é pela similaridade na comparacdo dos
espectros de UV dos padrées com os espectros dos picos obtidos durante a analise do
extrato e das fracdes de J. aethiopica (Figura 94).

Figura 94 — Espectros de UV dos padrdes comparados com 0s compostos isolados no
laboratério.

AcP

100 -.- AcP-Padrao 100

-- Q -Padrao
— Rutina

— Q-hex-deoxihex-deoxihex

807 )

60

Intensidade[%)]

40

Intensidade[%)]

20

250 300 350 400 450
A [nm]

A [nm]

100T) . — K-hex-deoxihex-deoxihex
3 f -- K- Padrio

Intensidade[%]
[+2]
o

250 300 350 400 450
A [nm]

Como se observa na comparacao dos espectros no UV dos padrdes utilizados e as
substancias isoladas, eles apresentam coincidéncias nos maximos de absor¢éo. Portanto,
segundo a ANVISA (AGENCIA, 2003), o método analitico apresenta seletividade o que

possibilitou a quantificacdo das substancias.
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4.3.3 Precisao.

A precisdo expressa o grau de dispersao ou de similaridade que se obtém quando
uma amostra homogénea é analisada repetidamente, utilizando um mesmo método.
Quanto mais préximo estiverem os valores entre si, maior sera a precisdo (RIBANI et al.,
2004; ROBARDS, 2003).

As amostras foram injetadas em triplicata (com trés niveis de concentracdes
diferentes) em trés dias diferentes, a fim de se determinar a preciséo intra-dia e inter-dia
em relacdo aos tg e as areas dos picos cromatograficos. Nas Tabelas 13 e 14
apresentam-se os valores obtidos. As variacGes dos parametros foram inferiores ao limite
de 5% estabelecido pela regulamentacéo brasileira (RE 899/03) (AGENCIA, 2003).

Tabela 13 — Dados de desvio padrdo para as determinagfes intra-dia e inter-dia na
quantificacdo do Acido protocatecuico (AcP).

Padréo Tempo de retencéo (DPR %) Area do pico (DPR %)
Intra-dia Inter-dia Intra-dia Inter-dia

62,5 ug.mL™*

AcP 0,015 0,006 1,88 1,08
15,62 ug.mL™

AcP 0,02 0,006 0,30 0,53
3,90 pg.mL™

AcP 0,02 0,006 0,28 0,70

Tabela 14 — Dados de desvio padrdo para as determinacdes intra-dia e inter-dia na
quantificag@o da rutina (R).

Padrao Tempo de retencédo (DPR %) Area do pico (DPR %)
Intra-dia Inter-dia Intra-dia Inter-dia

250,00 pg.mL™

R 0,006 0,025 0,82 0,94
62,50 pug.mL™

R 0,006 0,046 2,21 2,53
15,62 pg.mL™

R 0,040 0,017 0,59 0,98

Segundo ANVISA (AGENCIA, 2003), para considerar um método analitico como
preciso, os valores de desvio padréo tanto para o tempo de retencdo quanto para a area
do pico devem estar abaixo de 5%. Para o0 método analitico proposto nesse estudo,

cumpriou-se o estabelecido. Portanto, foi demonstrada a precisdo do método.
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4.3.4 Exatidao.

A exatiddo representa o grau de concordancia entre os resultados individuais
encontrados em um determinado ensaio e o valor de referéncia aceito como verdadeiro
(MARCUCCI, 2011; ROBARDS, 2003). Esse valor foi avaliado em trés niveis de
concentracdo (baixa, média e alta) pela taxa de recuperacédo dos dois compostos isolados
(Tabela 15) e foi calculado utilizando a seguinte formula: % de recuperacéo = [(Cf / Cnf +

Cpd)] x 100, onde Cf corresponde a concentracdo fortificada, Cnf corresponde a

concentracdo nao fortificada e Cpd corresponde a concentracdo do padréao adicionado.

Tabela 15 — Porcentagem de recuperagcdo dos metabdlitos no extrato etandlico
(EE) e fracéo fendlica (FF) das folhas de J. aethiopica.
(AcP) Exatidao (%)

Conc. add (ug.mL™) EE FF
3,90 94,97 £ 0,28 -
15,62 97,30+ 0,30 -
62,50 91,42+ 1,89 -
(Rutina) Exatidéo (%)
Conc. add (pug.mL™) EE FF
15,62 90,24 = 0,59 99,03 + 1,47
62,50 98,20 + 2,21 103,04 + 1,38
250,00 100,62 + 0,82 101,62 + 0,64

A taxa de recuperacdo para cada padrédo foi considerada dentro da taxa
porcentual aceitavel de 80 — 120 % determinada pela (AGENCIA, 2003). Portanto, a
determinacdo das substancias isoladas apresentou uma exatidao dentro dos parametros
recomendados podendo, desta forma, ser proposto como método analitico para a

quantificacdo das substancias em estudo.

4.3.5 Quantificacdo dos compostos isolados.
Os teores dos metabdlitos isolados e identificados no extrato etandlico (EE) e na

fracdo fenolica (FF) foram determinados pela interpolagdo das areas nas curvas de
calibragcéo (Tabela 16).
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Tabela 16 — Teor dos compostos isolados no extrato etandlico (EE) e fracao
fendlica (FF) das folhas de J. aethiopica.

Concentracéo (mg g™*) + DPR

Substancia Padrao = ==
3 AcP 2.057 + 0.006 -
4+5 Q 19,94 £ 0.15 10.05+£0.01
6+7 K 12.73 £ 0.08 9.79+£0.32
8 Q 29.98 +0.24 41.88 +£0.37
Acido protocatecuico (3); quercetina 3-O-a-L-ramnopiranosil-(1—2)-[a-L-ramnopiranosil-
(1—6)]-B-D-galactopiranosideo (4); quercetina 3-0O-a-L-ramnopiranosil-(1—2)-[a-L-

ramnopiranosil-(1—6)]-8-D-glicopiranosideo (5); canferol 3-O-a-L-ramnopiranosil-(1—4)-[a-L-
ramnopiranosil-(1—6)]-8-D-galactopiranosideo (6); canferol 3-O-a-L-ramnopiranosil-(1—2)-[a-
L-ramnopiranosil-(1—6)]-B-D-glicopiranosideo (7); rutina (8); AcP: Acido protocatecuico; Q:
quercetina; K: canferol.

O processo de quantificagdo permitiu analisar quantitativamente os metabdlitos
isolados do extrato etandlico das folhas de Jatropha aethiopica. Estudos posteriores de
determinacdo da toxicidade e/ou atividade biolégica dessas substancias ajudara na
proposta de possiveis formulacfes feitas a partir das folhas dessa planta. Por outro lado,
futuramente, podem ser feitas andlises das doses das substancias isoladas, assim como
0 que foi reportado por LEE e JEUNE (2013) para a rutina (ver se¢ao 4.4.1.4).

4.4 Atividades bioldgicas.

4.4.1 Efeito hipoglicémico e anti-hiperglicémico do tratamento com J. aethiopica.

Diabetes mellitus é uma doenca debilitante e muitas vezes fatal, com incidéncia
crescente nas populacdes em todo o mundo. Uma investigacéo cientifica de remeédios
fitoterapicos tradicionais para diabetes pode fornecer pistas valiosas para o
desenvolvimento de drogas alternativas e estratégias terapéuticas. As alternativas séo
claramente necessarias devido a incapacidade das terapias atuais para controlar todos os
aspectos patologicos do diabetes, e 0 alto custo e a baixa disponibilidade das terapias
atuais para muitas populagbes, particularmente nos paises em desenvolvimento
(MARLES; FARNSWORTH, 1995).

No presente experimento utilizou-se a estreptomicina para induzir o diabetes.
Segundo SILVA et al. (2011), concentra¢es acima de 50 mg kg™ de peso dos animais,
provocam diabetes tipo 1 devido a diminuicdo da &area ocupada pelas ilhotas
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pancredticas. Nesste caso, utilizou-se uma concentracdo de 150 mg kg* de
estreptozotocina (STZ) pelo que pode-se sugerir que foi induzida a diabetes tipo 1.

Os experimentos descritos neste trabalho foram realizados para investigar o
potencial da atividade hipoglicémica do extrato etandlico e das fragBes enriquecidas de
compostos nitrogenados (FCN) e fendlicos (FF) de J. aethiopica.

Apoés a inducdo do diabetes, os grupos diabéticos mostraram um aumento nos
niveis de glicose em relacdo ao grupo controle. O tratamento com o EE durante 14 dias
conduziu a uma diminuicdo dos niveis de glicose no grupo STZEXT (camundongos
diabéticos tratados com extrato etandlico) quando comparado com 0s grupos STZSAL
(camundongos diabéticos tratados com solucdo salina) e STZMET (camundongos
diabéticos tratados com metformina) (Tabela 17).

Na figura 95, o gréfico A representa o pico da glicemia durante o teste de oGTT
durante 120 min. Sendo que aos 15 min. observou-se o incremento do pico da glicemia e
apos esse tempo comeca a diminuicdo desse parametro. O Teste de Tolerancia a Glicose
Oral mostrou uma melhora na tolerancia a glicose no grupo STZEXT em relacdo aos
grupos STZSAL e STZMET mostrando um efeito hipoglicemiante importante do extrato.
Outro dado importante a considerar € o fato de que o tratamento com EE no grupo
CTLEXT nao diminuiu os niveis de glicose a niveis suficientes para provocar um estado
hipoglicémico. Entretanto, o comportamento do oGTT deste grupo apresentou uma
diminuicdo do pico de glicemia que pode ocorrer devido a uma diminuicdo da taxa de
absorcdo de glicose pela inibicdo das enzimas a-glucosidase ou a uma ingestdo mais

rapida de glicose nas células, ou por uma combinacé&o dos dois fatores (Figura 95 A e B).

Tabela 17 — Efeito do extrato etandlico (EE) de J. aethiopica (500 mg kg™ por peso)
sobre os niveis de glicose em camundongos normoglicémicos e diabéticos depois de 14
dias de tratamento.

Grupo Dia 1 Dia 7 Dia 14
CTLSAL 134 +5,6° 128 + 5,82 131+ 7,02
CTLEXT 138 +5,0° 132 + 6,02 129 + 4,32
STZSAL 413 +19,8° 522 + 18,7 550 + 27,9°**
STZEXT 415 + 38,8° 386 + 15,0%* 380 + 24,7%**
STZMET 415 +19,8° 529 + 22 4 566 + 35,0"**

Os valores sdo da media + DPR. Diferentes letras indicam diferencas significativas entre os
diferentes grupos obtidos a partir de ANOVA seguido pelas prova post de Tukey. P <0,05; n = 8/
grupo. CTLSAL: Camundongos nao diabéticos tratados com solucdo salina; CTLEXT:
camundongos nao diabéticos tratados com EE; STZSAL: camundongos diabéticos tratados
com solugdo salina; STZEXT: camundongos diabéticos tratados com EE; STZMET-
camundongos diabéticos tratados com metformina; *diferenga significativa dentre os dias 1 e 7
do préprio grupo; **diferenca significativa dentre os dias 1 e 14 do préprio grupo.
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Figura 95 — Efeito do tratamento com EE de J. aethiopica na concentracdo de 500 mg
-1

kg™.
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A — Tolerancia a glicose; B — Area sob a curva - AUC. CTLSAL - camundongos nédo diabéticos
tratados com solucao salina; CTLEXT - camundongos néo diabéticos tratados com extrato
etandlico; STZSAL - camundongos diabéticos tratados com solucdo salina; STZEXT -
camundongos diabéticos tratados com extrato etanolico; STZMET- camundongos diabéticos
tratados com metformina.

Os dados expressam-se como media + DPR. Diferentes letras indicam diferencas significativas
obtidas por ANOVA seguido pelo post test de Tukey. P <0,05; n =8/ grupo.

O gréafico B (Figura 95) representa os dados relacionados com quanto tempo o
animal demora em adsorver a glicose em exceso. Portanto, os valores diferentes das
letras indicam a taxa de adsorcdo de cada um. Nesse caso, os camundongos diabéticos
tratados previamente com o EE, adsorveram melhor a glicose em excesso que aqueles

tratados com a metformina.

4.4.1.2 Efeito do tratamento do extrato etanélico (EE) de J. aethiopica (500 mg kg™ por via

oral) no metabolismo lipidico em camundongos.

Como mostrado na Tabela 18, o tratamento com o EE de J. aethiopica causou
uma melhoria significativa no metabolismo lipidico. A diminui¢cdo do TC, VLDL-colesterol e
triglicérides e o aumento do colesterol HDL é importante para prevenir algumas doencas
causadas pelo DM. Alguns estudos demonstraram que o tratamento com algumas plantas
medicinais é capaz de diminuir e melhorar o metabolismo lipidico, melhorando e
prevenindo doencas cardiovasculares e aterosclerose, provavelmente devido a presenca
de metabdlitos secundarios como flavonoides, saponinas, alcaloides e outros (TUORKEY,
2016; VAREDA et al., 2014).
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Tabela 18 — Efeito do tratamento de extrato bruto de J. aethiopica (500 mg kg™ por via oral) em
parametros de soro apés 14 dias de tratamento.

CTLSAL CTLEXT STZSAL STZEXT
Proteina total (g/dL) 5,4 +0,1° 52+0,2% 4,4+0,1° 3,6 +0,2°
Urea (mg/dL) 46,4 + 3,57 44,6 + 2,32 44,9 +2.8% 44,7 +2,2°

Trigliserideos (mg/dL) 133,8 + 11,4° 123,9 %7, 7@ 156,5+11,9% 113,7 +9,0°
Colesterol total (mg/dL) 117,1 +5,4% 108,7 + 4,52 103,0+ 6,7 80,6 +4,8°

HDL-Colesterol (mg/dL) 45,6 + 1,9° 451 +1,7° 274+17° 343+18°
VLDL- Colesterol 26,7 +2.3° 24.8 +30° 313+17° 207 +278
(mg/dL)

CTLSAL - camundongos ndo diabéticos tratados com solugéo salina; CTLEXT - camundongos nao
diabéticos tratados com extrato etandlico; STZSAL - camundongos diabéticos tratados com solucgéo
salina; STZEXT - camundongos diabéticos tratados com extrato etandlico. Os valores sdo médias +
DPR. Diferentes letras indicam diferencas significativas entre os diferentes grupos obtidos a partir da
ANOVA seguida pelo teste de Tukey. P <0,05; n = 8/ grupo.

Devido aos resultados obtidos para o EE, foi sugerido realizar os testes tanto
para a fracdo de compostos nitrogenados (FCN) quanto para a fracado de fendlicos (FF)

propondo um estudo biodirigido das folhas de J. aethiopica.

4.4.1.3 Efeito hipoglicémico das fracdes de compostos nitrogenados (FCN) e fendlica (FF)

de J. aethiopica.

Devido aos dados promissores apresentados com do EE, avaliou-se também a
acao hipoglicémica de FCN e FF obtidas de J. aethiopica. O calculo da dose foi realizado
através do oGTT utilizando trés doses diferentes de cada fracdo (50, 100 e 200 mg kg™).
A oGTT mostrou que o grupo diabético tratado com 50 mg kg™ da fracdo de compostos
nitrogenados (FCN) ndo apresentou diferenca estatistica em comparagcdo com 100 e 200
mg kg™. Por esta razdo, adotou-se a dose de 50 mg kg™ (Figuras 96 A e B). A oGTT ap6s
tratamento agudo com a fracdo fenélica (FF) mostrou que a dose de 200 mg kg™ foi mais
efetiva do que 50 e 100 mg kg™ e foi adotada para o resto dos experimentos (Figuras 97
A e B).
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Figura 96 — Efeito da fracdo de compostos nitrogenados (FCN) do tratamento de J.
aethiopica nas doses de 50, 100 e 200 mg kg™.
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Os dados sao expressos como médias + DPR. Diferentes letras indicam diferencas
significativas de ANOVA seguida pelo teste de Tukey, p <0,05; n =10/ grupo.

Figura 97 — Efeito da fracdo fendlica (FF) do tratamento de J. aethiopica nas doses de

50, 100 e 200 mg kg™.
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Os dados séo expressos como médias + DPR. Diferentes letras indicam diferencas significativas
de ANOVA seguida pelo teste de Tukey, p <0,05; n =10/ grupo.

A andlise dos valores de glicemia final em grupos diabéticos tratados com
compostos nitrogenados (FCN) ou a fracdo fendlica (FF) apresentou reducdo em relacao
aos valores iniciais, mostrando um efeito hipoglicémico claro (Tabela 19). Apdés o

tratamento por 7 dias, o oGTT foi realizado para analisar o efeito de cada fragdo em um
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tratamento agudo. Os resultados mostraram que apos a administracdo de glicose, todos
0S grupos apresentaram um pico de niveis de glicose apds 15 minutos. Por outro lado,
FCN50, FF200 e STZMET mostraram um melhor controle de glicose em relacdo ao grupo
STZSAL, diminuindo a glicemia de 30 min (Figura 98 A e B).

Tabela 19 — Efeito das fracbes de compostos nitrogenados (FCN) e fendlica
(FF) nos niveis de glicose no sangue (mg dL™) ap6s 7 dias de tratamento.

Grupo INICIAL FINAL
CTLSAL 123,3 + 15,87 134,0 + 17,42
STZSAL 500,7 + 22,0° 546,3 + 25,9°
FCN50 477,4 +16,1° 404,0 + 21,1°
FF200 516,1 + 10,9° 406,0 + 28,2°

FCN - (50 mg kg™ por via oral); FF - (200 mg kg™ por via oral)
Os valores séo expressos como médias + DPR. Diferentes letras indicam diferencas
significativas de ANOVA seguida pelo teste de Tukey, p <0,05, n = 8/ grupo.

Figura 98 — Efeito das fragbes de compostos nitrogenados e fendlica do tratamento
de J. aethiopica nas doses de 50 e 200 mg kg™.
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Os dados sdo expressos como médias = DPR. Diferentes letras indicam diferencas
significativas de ANOVA seguida pelo teste de Tukey, p <0,05; n =10/ grupo.

4.4.1.4 Efeito dos compostos nitrogenados (FCN) e fendlicos (FF) das folhas de J.
aethiopica no metabolismo lipidico.

O tratamento com as duas fracdes (FCN e FF) proporcionou um efeito benéfico

no metabolismo lipidico em relacdo a reducéo de TC, TG, VLDL e aumento nos niveis de
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HDL nos grupos FCN50 e FF200 (Tabela 20). As fragdes dos compostos nitrogenados e
fendlica foram citados devido a sua potente atividade como moléculas hipolipidémicas em
estudos experimentais que previnem doencas cardiacas causadas por uma condicao
hiperglicémica cronica (HE et al., 2016, LEE e JEUNE, 2013). Os niveis de ureia em
pacientes diabéticos estdo aumentados devido a um estresse por geracdo de radicais
livres associado a hiperglicemia que causa disfuncdo renal. Além disso, a ureia € um
produto do metabolismo das proteinas e o aumento dos niveis de ureia no sangue pode
ser utilizado como indicador da degradacdo excessiva da proteina (TUORKEY, 2016).
Nossos dados mostraram que o tratamento com ambas fra¢des reduziu os niveis de ureia
em relacdo aos grupos CTLSAL e STZSAL mostrando um possivel efeito protetor e

prevenindo doencas renais causadas por hiperglicemia crénica.

Tabela 20 — Efeito das fragcdes dos compostos nitrogenados e fendlicas de J. aethiopica
em parametros séricos apos 7 dias de tratamento.

CTLSAL STZSAL FCN50 FF200
Proteina total g/dL 51+02° 4,2 +0,2° 4,4 +0,3° 4,3+0,2°
Urea mg/dL 44,1 +3,6°  432+24° 31,1 +3,3° 33,8 +4,3%
Trigliserideos mg/dL 131,2+11,4* 154,5+11,7%° 102,5+7,7° 93,1+134°
Total-Colesterol mg/dL 115,1+5,3* 101,0+6,6° 81,9 +£5,7° 80,1 +6,8"
HDL-Colesterol mg/dL 44,4 +1,9° 26,3 +1,6° 34,4 +1,7° 31,3+1,8°

VLDL-Colesterol mg/dL 25,6 +2,3% 30,3 +1,4° 20,4 +1,4° 18,6 +2,3"
Os valores sdo médias + DPR. Diferentes letras indicam diferengas significativas de ANOVA seguida
pelo teste de Tukey, p <0,05; n =8/ grupo.

A atividade hipoglicémica das plantas medicinais pode estar relacionado com a
presenca de metabdlitos secundarios tais como compostos nitrogenados e fendlicos os
quais ja foram isolados e testados quanto ao seu efeito hipoglicémico (CHEN et al., 2014,
GRANADOS et al., 2015, EL-BAZ et al., 2014, GAIKWAD; MOHAN; RANI, 2014, DE
SOUSA et al., 2004). Por exemplo, a berberina € um alcaloide tipo isoquinolina isolado
das raizes e casca de tronco de plantas do género Berberis (Berberidaceae) que tem sua
atividade hipoglicémica devido a capacidade de diminuir a absor¢cdo de glicose pelo
intestino (CHEN et al., 2014), assim como alguns compostos fendlicos como o acido
protocatecuico (ANDRADE-CETTO e CARDENAS, 2010). Este acido é um dos
principais compostos de polifendis complexos, que é abundantemente formado e
absorvido no intestino grosso como resultado da metabolizacdo microbiana (KAY;
MAZZA; HOLUB, 2005). Além disso, estudos publicados na literatura tém relatado

resultados obtidos apds investigacdo em disfuncdo cardiaca induzida por diabetes, onde
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o efeito atenuante do acido protocatecuico foi demonstrado (SEMAMING et al., 2014).
Vérios flavonoides (aglicona ou glicosilada) sdo responsaveis pelos efeitos hipoglicémicos
além das propriedades hipoglicemiantes (GRANADOS et al., 2015, EL-BAZ et al., 2014,
GAIKWAD; MOHAN; RANI, 2014, DE SOUSA et al., 2004). Os flavonoides glicosilados
tém sido eficazes na reducdo dos niveis de glicose no sangue em ratos normais e
diabéticos ap6s um tratamento agudo

A rutina (9) € o principal glicosideo flavonol identificado e isolado tanto do EE
quanto da FF das folhas de J. aethiopica (29,98 + 0,24 mg g EE e 41,88 + 0,37 mg g*
FF. Embora os efeitos da rutina no tratamento e nas complicacdes do diabetes tenham
sido demonstrados em um estudo conduzido por LEE e JEUNE (2013), a concentracdo
utilizada em seu estudo foi de apenas 5 mg kg™. De fato, essa concentragcdo é muito
baixa em comparacdo com a concentragdo de rutina no extrato etandlico e na fracao
fendlica de J. aethiopica, quantificada em nosso estudo. Vale ressaltar que a alta
concentracdo de flavonoides triglicosideo e rutina (62,65 + 0,15 mg kg™ em EE e 61,72 +
0,23 mg kgt em FF) contribui para a atividade hipoglicemiantehipoglicémica e potente
hipolipidémica observada em ambos o0s grupos, o extrato etandlico e a fracdo fendlica

dessas folhas.

A populagdo de Cuba utiliza desta espécie na medicina tradicional até o
momento, sem dados cientificos comprovados. Portanto, os resultados deste trabalho
com o estudo da atividade hipoglicemiante do extrato etandlico das folhas de J.

aethiopica, é importante para justificar o uso desta espécie pela populacédo de Cuba.

4.4.2 Determinacéo da citotoxicidade.

Os ensaios bioldgicos do efeito inibitorio pelo método MTT de crescimento celular
causado pelo extrato J. aethiopica e a cisplatina (controle positivo) foram realizados in
vitro utilizando linhagens de células tumorais murinos, LPO7 (adenocarcinoma de pulméo)
e células tumorais humana, MCF7 (cancer de mama humana).

Para esse ensaio colorimétrico, foi utilizado o método baseado na capacidade das
células viaveis de clivar o anel tetrazoélico, presente no sal de MTT (brometo de 3-((4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil-tetrazolio)  ( ). Devido & acdo de enzimas

desidrogenasses presentes nas mitocondrias ativas, elas provocam a reducdo do grupo
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tetrazolico com posterior formacéo de cristais de formazan de cor purpura (MOSMANN,
1983) (Figura 99).

Figura 99 — Reacao de reducao do MTT ao formazan.
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Uma maior intensidade da coloracdo puarpura, é indicativo de uma maior
guantidade de células viaveis, portanto, menor a citotoxicidade do extrato.

A concentracéo citotoxica do extrato etandlico das folhas de J. aethiopica para 50
% das células (ICs) foi definida utilizando o método estatistico de curva dose-resposta

sigmoidal e estdo apresentados na Tabela 21 e na Figura 100.

Tabela 21 — Valores de citotoxicidade para o EE das folhas de J. aethiopica.
1
ICs, (Mg.mL + DPR?)

LPO7 MCF7
Cisplatina 1,29+0,40 5,88 + 4,30
EE 279,13+ 2,92 193,92 + 15,93

LPO7 (adenocarcinoma de pulmé&o) e MCF7 (cancro da mama humana).

4DPR = Desvio Padréo Relativo

A maioria dos medicamentos anticancerigenos foi descoberta através de analises
aleatérias de materiais vegetais. Sabe-se que diferentes linhagens celulares podem exibir
sensibilidades diferentes ao mesmo tempo quando tratado com o mesmo extrato de
planta, portanto, a utilizacdo do extrato bruto com varias linhagens de células € o primeiro

passo na determinacédo das células de cancer mais sensiveis (OSKOUEIAN, et al., 2011).
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Figura 100 — Grafico comparativo entre os valores de ICy, para as
linhagens tumorais.
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Lenda: LPO7 (adenocarcinoma de pulmdo murino) e MCF7 (cancro da mama humana).

O Instituto Nacional do Cancer requer um valor IC5, menor que 30 pg mL™ para
0s extratos brutos ativos contra células cancerosas (BOIK, 2001). Portanto, uma vez que
um extrato apresente um valor de ICg, inferior ou igual a exigéncia do Instituto Nacional
do Cancer para células MCF-7, este pode ser considerado uma fonte promissora de
compostos bioativos que podem, na sequéncia serem purificados para o desenvolvimento
de drogas anticancer (OSKOUEIAN, et al., 2011).

Segundo BOIK (2001), o resultado dos testes de citotoxicidade para o extrato
etandlico (EE) das folhas de J. aethiopica para ambas linhagens das células tumorais nao
podem ser considerados como uma fonte promissora de compostos bioativos. Entretanto,
esses valores sugerem especificidade do EE frente a diferentes linhagens celulares.

Por outro lado, na literatura encontram-se referéncias da atividade antitumoral de
metabolitos isolados (proteinas, diterpenos e flavonoides) de espécies de Jatropha
apresentamdo valores de ICsg inferiores a 10 Mm (LIN, et al., 2003; THEODULOZ, et al.,
2009; ARANGO, et al., 2012). Alguns derivados desses metabolitos tém sido identificados
no extrato etandlico de J. aethiopica no presente trabalho. Por isso, o isolamento,
elucidacdo estrutural e os testes biolégicos das substancias isoladas, serdo de muita

importancia para avaliar o potencial antitumoral da espécie em estudo. (ALMEIDA, 2005).
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Portanto, depois de termos analisado os dados de atividade biolégica do extrato
etandlico das folhas de Jatropha aethiopica, tanto hipoglicemiante quanto de
citotoxicidade frente a linhagens tumorais, foi recomendada a avaliacdo da viabilidade
celular frente a uma linhagem normal (GMO7492A) para podermos sugerir 0 uso de

tinturas das folhas de J. aethiopica com seguranca.

4.4.3 Determinagéo da citotoxicidade em células normais.

O teste de citotoxicidade esta dado pela clivagem de XTT (Hidrato de
benzenilsulfito 3’-[1-[(fenilamino]-carbonil-3,4-tetrazdlio]-bis-(4-metoxi-6-nitro) de sodio)
pelas enzimas desidrogenase de células metabolicamente ativas produzindo o produto
formazan altamente colorido que é soluvel em agua (Figura 101). Este fato aumenta a
sensibilidade do processo de absorcdo quando comparado com outros métodos onde séo
gerados cristais (ROEHM et al., 1991). Esse é um ensaio recomendado para screenings
complexos de substancias quimicas por apresentar um indice confidvel para avaliar
atividade mitocondrial e, assim, a viabilidade e fungcdo celulares (BERRIDGE; HERST;
TAN, 2005; ROEHM et al., 1991).

Figura 101 — Reacao de reducdo do XTT ao formazan.
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XTT

Estudos sugerem que a reducao do corante XTT ocorre na superficie da célula,
guando que as oxirredutasses mitocondriais contribuem para a resposta do sal. Assim,

fica entdo postulado que o XTT é capaz de medir o estado redox de nucleotideos de
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piridina na célula (BERRIDGE; HERST; TAN, 2005), produzindo um formazan altamente
colorido e alaranjado (ROEHM et al., 1991).
Os resultados de viabilidade celular do extrato etandlico das folhas de J.

aethiopica, pelo sal de XTT estéo representados na Figura 102.

Figura 102 — Viabilidade celular de fibroblastos de pulmédo de humano (GM07492A)
tratadas com diferentes concentracdes (ug mL™) de Jatropha aethiopica.
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* significativamente diferente do ¢ negativo P<0,05
** significativamente diferente do ¢ negativo P<0,01
*** significativamente diferente do ¢ negativo P<0,001

Em suma, com os resultados obtidos a partir do extrato etandlico das folhas de
Jatropha aethiopica foi possivel observar citotoxicidade sobre a linhagem celular testada
(GMO7492A) em concentracdes igual ou superior a 1250 ug mL™ para o extrato avaliado.
Foi realizado o calculo do ICsp (concentracdo que inibe 50% de crescimento) determinado
para o EE (ICso = 690,3 + 18,1 pg mL™).

O valor ICsq do EE corroborou os resultados dos testes realizados anteriormente
com outras linhagens tumorais, a baixa citotoxidicade do extrato. Esse resultado permite
propor o uso confiavel do extrato de J. aethiopica como fitoterapico devido a néo

toxicidade do extrato.
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5. CONCLUSOES

O estudo quimico e farmacologico da espécie J. aethiopica esta sendo descrito
pela primeira vez na literatura, assim, o estudo do extrato etandlico dessa espécie
permitiu a identificacdo de metabdlitos secundarios, a quantificacdo de acidos fendlicos e
validacdo da atividade biologica pela qual a planta é utilizada.

Foram isoladas e identificadas doze substancias das quais, uma estd sendo
descrita pela primeira vez na literatura (canferol 3-O-f-D-galactopiranosideo (4"—1")-a-L-
ramnopiranosil-[(6"—1"")-a-L-ramnopiranosil] (6), assim como duas substancias descritas
pela primeira vez como produto natural: 3-carboxiamida-1-metilpiridinium (1) e N-(7-
aminobutilamida)-N-(10-hidroxi-10-isopropil)-N-2-0x0-5-amino-5-pentanol (2). A
caracterizacdo foi possivel com ajuda de experimentos de ressonancia magnética nuclear
como TOCSY 1D e DOSY e de cromatografia liquida acoplada a espectrometria de
massas acoplada (HPLC-ESI-IT-MS/MS).

A utilizacdo da técnica HPLC-ESI-QTOF-MS/MS no modo positivo, possibilitou
avaliar a composi¢do quimica do extrato etandlico, com a identificacdo de vinte e cinco

substancias, além de outras ainda em fase de identificacéo.

Os teores no extrato etandlico das folhas de J. aethiopica de acido protocatecuico
(3), quercetina 3-O-B-D-galactopiranosideo -(2"—1")-a-L-ramnopiranosil-(6"—1"")-[a-L-
ramnopiranosil] + quercetina 3-O-B-D- glicopiranosideo-(2"—1")-a-L-ramnopiranosil-
(6"—1"")-[a-L-ramnopiranosil] (4+5), canferol 3-O-B-D-galactopiranosideo -(4"—1")-a-L-
ramnopiranosil-(6"—1"")-[a-L-ramnopiranosil] + canferol 3-O-B-D- glicopiranosideo-
(2"—1")-a-L-ramnopiranosil-(6"—1"")-[a-L-ramnopiranosil] (6+7) e rutina (8), foram 2,057;
19,94:; 12,73 e 29,98 mg g de extrato etandlico, respectivamente. Esses teores na fracao
fenodlica foram 10,05 (5+6), 9,79 (7+8) e 41,88 (9) mg g™ de fracao.

O extrato etanélico apresentou uma atividade hipoglicemiante superior (380 mg kg™
b.w.) quando comparada com a metformina (566 mg kg b.w.) que é um dos remédios
atualmente utilizado para o controle dos niveis de glicose em sangue. Tanto a fracdo de
compostos nitrogenados quanto a fracdo fendlica, também mostraram atividade

hipoglicemiante. As substancias isoladas e/ou identificadas no extrato e nas fracoes
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podem ser as responsaveis da atividade.
Tanto o teste com células tumorais quanto com células normais mostraram a baixa
toxicidade do extrato etanolico das folhas de J. aethiopica o que sugere que o extrato ndo

é citotoxico a concentragdes menores de 690 ug mL™,

Esses resultados podem contribuir para a continuidade dos estudos a partir da

infusdo das folhas de Jatropha aethiopica.
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