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RESUMO

O género Eugenia pertence a familia Myrtaceae e compreende cerca de 400 espécies
de ocorréncia em todo o territorio nacional. Algumas espécies sdo muito conhecidas
pelas atividades antifingica, antiviral e bactericida. Outras sdo descritas pelas
propriedades apresentadas na reducdo dos niveis de triglicerideos e colesterol. As
espécies de Eugenia apresentam uma composicdo quimica diversificada, como
relatos na literatura da presenca de terpenos, derivados flavonoidicos (quercetina,
metoxiquercetina, miricetina) e outros fendlicos como chalconas, taninos e flavonas.
Mesmo tratando-se de espécies com frutos comestiveis, a literatura é bastante
escassa quanto a composicdo quimica das folhas de E. handroana e E. pyriformis, e
todo trabalho relatado até o presente trata-se especialmente dos 6leos essenciais.
Desta forma, este projeto tem como objetivo o estudo bioguiado dos extratos das
folhas de trés espécies do género: E. pyriformis Cambess, E. uniflora L. e
E. handroana D. Legrand, visando identificar substancias presentes nas fracdes
bioativas nos ensaios antioxidante e de inibicdo da glicacdo com vistas ao
desenvolvimento de cosmeéticos e alimentos funcionais. Extratos hidroetandlicos e
suas fracbes foram analisados por CLAE-DAD e avaliados por ensaios biologicos
(ensaio antioxidante com radical DPPH*, acdo redutora sobre radicais peroxila e
antiglicacdo), sendo a fracdo acetato de etila a mais ativa nas trés espécies estudadas
nos ensaios descritos. A fracdo acetato de etila de E. pyriformis e E. handroana foi
submetida a cromatografia em coluna e as fragdes resultantes a ensaios biologicos.
A fracdo C foi selecionada por apresentar resultados significativos nos ensaios
antioxidantes e promissores no ensaio antiglicacdo. Esta fracdo foi submetida ao
fracionamento por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) em escala
preparativa, levando a identificacdo de seis bandas na fracdo C de E. pyriformis e
guatro bandas na fracdo C de E. handroana. A identificacdo estrutural das substancias
presentes nestas bandas foi feita por ressonancia magnética nuclear (RMN) e
espectrometria de massas com ionizagdo por electrospray (IES-EM) por infusdo
direta, como também pela utilizacdo de dados da literatura. Foram identificados os
seguintes compostos: miricetina-3-O-a-L-ramnosideo, quercetina-3-O-3-D-glicosideo,
quercetina-3-0O-B-D-galactosideo, quercetina-3-O-B-D-xilosideo, quercetina-3-O-a-L-
ramnosideo, miricetina-3-O-(2"-O-galloil)-a-L-ramnosideo,  miricetina-3-0O-(4"-O-
galloil)-a-L-ramnosideo, quercetina-3-O-(2"-O-galloil)-a-L-ramnosideo e quercetina,
que foram submetidos aos ensaios biol6gicos propostos nesse projeto. A fracao
acetato de etila de E. uniflora foi explorada por meio da técnica de desreplicacéo,
devido ao seu perfil cromatogréafico bastante semelhante ao das outras espécies em
estudo. Assim a identificacdo tentativa das substancias foi realizada através das
técnicas de IES-EM, CLAE-DAD e dados de EM publicados na literatura, sendo
provavelmente as mesmas substancias observadas nas outras espécies em estudo.

Palavras-chave: Eugenia; antioxidantes; antiglicacdo; flavonoides; CLAE; RMN;
IES-EM; desreplicacéo.



ABSTRACT

The genus Eugenia belongs to the family Myrtaceae and comprises about 400 species
of occurrence throughout the national territory. Some species are well known for
antifungal, antiviral and bactericidal activities. Others are described by their properties
in reducing triglyceride and cholesterol levels. The species of Eugenia have a diverse
chemical composition, such as reports in the literature of the presence of terpenes,
flavonoid derivatives (quercetin, methoxyquercetin, myricetin) and other phenolics
such as chalcones, tannins and flavones. Even though it is species with edible fruits,
the literature is rather scarce as to the chemical composition of the leaves of
E. handroana and E. pyriformis, and all the literature reported to date is especially
about the essential oils. In this way, this project aims at the bio-guided study with leaf
extracts of three species of the genus: E. pyriformis Cambess, E. uniflora L. and
E. handroana D. Legrand, aiming to identify substances present in the bioactive
fractions, in the antioxidant and inhibition of glycation assays with a view to the
development of cosmetics and functional foods. Hydroethanolic extracts and their
respective fractions were analyzed by HPLC-DAD and accompanied by biological
assays (antioxidant assay with DPPH' radical, reducing action on peroxyl radicals and
antiglycation), with ethyl acetate fraction being the most active in the three species
studied in the described assays. The ethyl acetate fraction of E. pyriformis and
E. handroana was fractionated by column chromatography and the resulting fractions
were submitted to biological assays. The fraction C was selected because for
presented significant results in the antioxidant and promising results in the
antiglycation assay. This fraction was then submitted to fractionation by preparative
high performance liquid chromatography (HPLC), leading to the identification of six
bands in the C fraction of E. pyriformis and four bands in the C fraction of E. handroana.
The structural identification of the substances present in these bands were made
through nuclear magnetic resonance (NMR) and electrospray ionisation mass
spectrometry (ESI-MS) by direct infusion, as well as the use of data from the literature.
The following compounds were identified: myricetin-3-O-a-L-rhamnoside, quercetin-3-
O-B-D-glucoside, guercetin-3-O-p3-D-galactoside, guercetin-3-O-B3-D-xyloside,
quercetin-3-O-a-L-rhamnoside, myricetin-3-0O-(2"-O-galloyl)-a-L-rhamnoside,
myricetin-3-0O-(4"-O-galloyl)-a-L-ramnoside, quercetin-3-O-(2 "-O-galloyl) -a-L-
rhamnoside and quercetin, which were submitted to the biological tests proposed in
this project. The ethyl acetate fraction of E. uniflora was explored through the technique
of dereplication because it presented a very similar chromatographic profile with that
of the other species under study, so the tentative identification of the substances was
performed through the ESI-MS, HPLC-DAD and MS data published in the literature,
being probably the same substances observed in the other species under study.

Keywords: Eugenia; antioxidants; antiglycation; flavonoids; HPLC; NMR; ESI-MS;
dereplication.
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1 INTRODUCAO
1.1 Familia, género e espécies, objeto de estudo desta pesquisa

A familia Myrtaceae compreende cerca de 140 géneros e 4620 espécies de
arvores e arbustos, distribuidas em regides tropicais e subtropicais da Austrélia, Asia
e América. E considerada uma das maiores familias de plantas no Brasil e pode ser
encontrada em diferentes biomas brasileiros como: Mata Atlantica, Floresta
Amazobnica, Caatinga e Cerrado. Esta familia apresenta grande potencial econémico
no setor alimenticio, na ornamentacdo, no uso medicinal popular como anti-
inflamatodria, antioxidante e por reduzir o colesterol no sangue (MORAIS;
CONCEICAO; NASCIMENTO, 2014; LAGO et al., 2011). Além disso, na perfumaria
0s Oleos essenciais vém sendo utilizados como agentes antimicrobianos e
antifingicos em sabfes e cremes, incluindo os dentais (MORAIS; CONCEICAO;
NASCIMENTO, 2014; LAGO et al., 2011). A familia Myrtaceae € caracterizada pela
biossintese de terpenoides, taninos, flavonoides e esteroides como 0s principais
constituintes quimicos, sendo rara a presenca de alcaloides (HAN et al., 2011; DI
STASI; HIRUMA-LIMA, 2002).

O género Eugenia compreende cerca de 400 espécies existentes em todo
territorio nacional (OLIVEIRA; DIAS; CAMARA, 2005). As folhas deste género exibem
atividades  antioxidantes, antimicrobianas, anti-inflamatérias, analgésicas,
antipiréticas, espasmoliticas, sendo usadas na medicina popular como chas,
decocgcédo e infusdo dos frutos, cascas e folhas, no tratamento de infeccdes
ocasionadas por virus, fungos ou bactérias, doencas cardiacas, reducdo dos niveis
de colesterol e triglicerideos e disturbios gastrointestinais (RAMIREZ et al., 2012;
QUEIROZ et al., 2015).

Os perfis quimicos das espécies de Eugenia demonstraram uma composicao
quimica diversificada com a presenca de flavonoides (quercetina, miricetina, canferol),
taninos, Oleos essenciais, chalconas e terpenos, sendo a-pineno, [B-pineno,
B-cariofileno, espatulenol e limoneno os componentes majoritarios (OLIVEIRA et al.,
2006; QUEIROZ et al., 2015).

A maioria das espécies do género estdo localizadas na Mata Atlantica, da
regido sudeste do Brasil (Eugenia L., 2017), como mostra a Figura 1.
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Figura 1 - Dominio fitogeogréafico do género Eugenia.
Fonte: Eugenia L. (2017).

A espécie Eugenia pyriformis Cambess, conhecida popularmente como uvaia,
(Figura 2) esté distribuida em varios tipos de habitats, desde preservados até areas
abertas e ocupadas por pastagem. E uma espécie nativa da bacia dos rios Parana e
Uruguai. Sua presenca € comum nas formacdes abertas das florestas semideciduais
de altitude, bem como no sub-bosque das matas abertas de pinheiros e nas matas do
oeste do Estado de Santa Catarina, onde apresenta ampla e significativa distribuigéo.
Seus frutos s&o comestiveis, bastante apreciados pelo homem e por animais. E
recomendada para recomposicdo de &reas degradadas e para paisagismo
(ROMAGNOLO; SOUZA, 2006). Estudos relacionados a constituicdo quimica do 6leo
essencial das folhas de E. pyriformis revelam que a-cadinol, d-cadineno, T-cadinol,
biciclogermacreno e B-cariofileno estéo entre as substancias majoritarias (APEL et al.,
2004). A presenca de flavonoides nas folhas desta espécie inibe a enzima xantina-
oxidase, sendo utilizada no tratamento de gota, doenga causada pelo acumulo de
acido urico nas articulagbes (THEODULOZ et al.,1988). As folhas de E. pyriformis
possuem também atividade fumigante, antimicrobiana e antifingica e seu extrato
etandlico 70% mostrou a presenca de alcaloides, flavonoides, taninos e saponinas
(ASSIS et al., 2011; CHAVASCO et al., 2014; SOUZA et al., 2014).

A espécie Eugenia uniflora L. (Figura 2) € um arbusto tropical e subtropical

amplamente distribuida nos paises da América, sendo popularmente chamada de
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pitangueira ou cerejeira-brasileira. Esta espécie € extremamente utilizada na medicina
popular, sendo a infusdo de suas folhas empregadas como antirreumatica e anti-
hipertensiva, e seu extrato alcodlico utilizado em bronquites, tosses, febres,
ansiedade, hipertensdo arterial e verminoses. Como a E. pyriformis, suas folhas
inibem a enzima xantina-oxidase, sendo utilizada no tratamento de gota. Estudos
comprovam que as folhas desta espécie possuem propriedades anti-inflamatdrias,
antimicrobiana e antifingica devido a presenca de metabdlitos secundarios: terpenos,
flavonoides (flavon6is como quercetina, miricetina, miricetina-3-O-ramnosideo,
guercetina-3-O-ramnosideo, miricetina-3-0O-(4"-O-galoil)-a-L-ramnosideo, miricetina
3-0-B-D-glucosideo,  miricetina-3-O-(2"-O-galoil)-a-L-ramnosideo,  canferol-3-O-
ramnosideo e flavan-3-6is como a galocatequina), taninos (eugeniflorinas D1 e D2,
oenoteina B), leucoantocianidinas, triterpenos como o acido betulinico, entre outros
(QUEIROZ et al., 2015; RATTMANN et al., 2012; SCHMEDA-HIRSCHMANN et al.,
1987; SAMY et al., 2014; LEE et al., 1997; FORTES et al., 2015).

A pitangueira esta na lista de plantas medicinais de interesse ao Sistema Unico
de Saude (SUS), divulgadas pelo Ministério da Saude. A lista consiste em plantas
medicinais que possuem potencial para gerar produtos de interesse, na qual pode ser
consultada no site do SUS (PLANTAS ..., 2014). Ja na cartilha de plantas medicinais
e fitoterapicos do Conselho Regional de Farmacia do Estado de S&o Paulo, divulgada
em agosto de 2016, as folhas de E. uniflora séo indicadas no tratamento da diarreia,
através da infusdo de suas folhas (CONSELHO ..., 2016).

A espécie Eugenia handroana D. Legrand (Figura 2) é uma arvore de
ocorréncia rara, podendo chegar a 15 metros de altura. Essa espécie cresce em
formacdes vegetais arboreas (cerrado, matas de galeria e floresta pluvial subtropical),
onde é conhecida popularmente como guamirim ou fruto-de-macaco. Seus frutos séo
majoritariamente consumidos por animais (LOPES, 2016). Atualmente ndo existem
relatos na literatura sobre a composicédo quimica de suas folhas, frutos e cascas do
caule, somente a descricdo morfoldgica da espécie.

Estudos realizados por Santos (2013), mostraram que o extrato metandlico de
folhas desta espécie apresentou potencial formicida frente as formigas cortadeiras

Atta sendex em teste in vitro de ingestao.
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(1) (2) (3)

Figura 2 - Fotos das espécies E. pyriformis, E. uniflora e E. handroana respectivamente.
Fonte: (1) Cardoso (2012); (2) Bagatini (2015); (3) Verdi (2010).

1.2 Compostos fenolicos

Os compostos fendlicos sédo derivados do metabolismo secundario das plantas,
sendo fundamentais para o crescimento e reproducao por atuarem nos mecanismos
de defesa contra agentes patogénicos, parasitas e predadores, além de proteger
contra radiacdo ultravioleta. A producdo de compostos fendlicos, tais como taninos,
antocianinas e flavonoides esta relacionada com a intensidade de radiacdo que a
planta € submetida. Estes compostos absorvem e/ou dissipam a radiacao ultravioleta,
dificultando a danificacdo dos tecidos mais internos (BEZERRA et al.,, 2013,
KHODDAMI; WILKES; ROBERTS, 2013).

Além da importancia biolégica para as plantas, compostos fendlicos
apresentam diversas atividades bioldgicas benéficas ao homem como: anti-
inflamatoria, antibacteriana, antialérgica, cardioprotetora, vasodilatadora e
antioxidante (BALASUNDRAM; SUNDRAM; SAMMAN, 2006). Estes compostos séo
categorizados em diversas classes, tais como, fendis simples, acidos fendlicos
(derivados de acidos benzdico e cinamico), cumarinas, flavonoides, estilbenos,
taninos condensados e hidrolisaveis, lignanas e ligninas (SOUSA et al., 2007).

Os flavonoides sdo constituidos de um esqueleto geral formado por uma
estrutura quimica fundamental do tipo CeéC3Cs onde os dois anéis benzénicos (A e B)
estdo ligados a um anel pirano (C) (Figura 3). De acordo com a biossintese desta
classe, o anel A € formado pela via do acetato e o anel B pela via do chiquimato
(BEHLING et al., 2004; DEWICK, 2002).
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Figura 3 - Estrutura basica dos flavonoides.
Fonte: Balasundram; Sundram; Samman (2006).

Os flavonoides podem ocorrer como agliconas ou derivados glicosideos e séo
subdivididos em subclasses, entre elas: flavondis, flavonas, flavanonas, catequinas,
isoflavonas, antocianidinas, chalconas e auronas (ANGELO; JORGE, 2007). Estes
compostos possuem atividade antioxidante, antiinflamatéria, antimicrobiana,
antienvelhecimento, antialérgica, anticancerigena, antiviral, antiulcerogénica,
vasodilatadora, entre outras (BEHLING et al., 2004; GATTUSO et al., 2007).

Os flavonoides absorvem na regido do ultravioleta-visivel devido ao croméforo
benzeno, cujas transicdes sado do tipo m A 1%, através da ressonancia entre as
ligagbes duplas dos anéis (PAVIA et al., 2010). Os espectros de flavonoéis exibem duas
bandas de maior absor¢céo na regiao de 240-400 nm. Essas duas bandas séo referidas
comumente como banda | (normalmente de 330-360 nm) que estd associada a
absorcdo da conjugacéo entre o anel B e a carbonila do anel C (sistema cinamoil) e
banda Il (hormalmente em 250-280 nm) que esta associada a absor¢do da conjugacao
entre o anel A e a carbonila do anel C (sistema benzoil) (MABRY; MARKHAM,;
THOMAS, 1970; MARKHAN, K. R., 1982). As bandas de absorcéo caracteristicas
para flavonoides sdo apresentadas na Tabela 1, e a Figura 4 mostra o espectro de
absorcdo do flavonol miricetina-3-O-ramnosideo, substancia da classe dos

flavonoides.
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Figura 4 - Representacao das bandas de absor¢éo do anel A e B da molécula miricetrina.

Fonte: Autora (2017).
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Tabela 1 - Bandas de absorg&o no UV caracteristicas para flavonoides.

Banda Il (nm)

Banda | (nm)

Tipo de flavondide

250-280 310-350 Flavona

250-280 330-360 Flavondis (3-OH substituido)
250-280 350-385 Flavondis (3-OH livre)
245-275 310-330 Isoflavonas

275-295 300-330 Flavanonas e dihidroflavonadis
230-270 340-390 Chalconas

230-270 380-430 Auronas

270-280 465-560 Antocianidinas e antocianinas

Fonte: Markhan, K. R. (1982).
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1.3 Antioxidantes

Os antioxidantes sao definidos como um grupo de substancias que, em
concentracdes baixas comparadas ao substrato oxidavel, retardam ou previnem as
reacoes de oxidacdo deste substrato. Um bom antioxidante é aquele que apresenta
substituintes doadores de elétrons ou de hidrogénio ao radical livre e a habilidade de
estabilizar o radical formado em sua estrutura, através da deslocalizacdo do elétron
desemparelhado. Exemplos de tais caracteristicas estruturais na natureza sdo 0s
flavonoides, cuja estabilizacdo ocorre atravées da ressonancia e por ligacéo hidrogénio,
tornando o radical formado pela abstracdo do hidrogénio estavel, além disso, os
flavonoides possuem a capacidade de quelar metais de transicdo envolvidos no
processo oxidativo. Estes radicais formados a partir de antioxidantes n&o séo reativos
para propagar a reacdo em cadeia, pois sdo neutralizados por reacdo com outro
radical, originando produtos estaveis (COTINGUIBA et al., 2013; SOUSA et al., 2007,
SUCUPIRA et al., 2012; BARREIROS; DAVID, 2006).

Os antioxidantes sdo responsaveis pela defesa do organismo contra a acao
deletéria dos radicais livres, espécies bastante reativas devido a sua instabilidade
ocasionada pelo elétron desemparelhado, pois sdo capazes de estabiliza-los ou
desativa-los antes que iniciem o ataque aos alvos biolégicos nas células, ajudando na
prevencdo de doencas cronicas como o céancer, doencas cardiacas, derrames,
catarata, doenca de Alzheimer, envelhecimento da pele, entre outros (SOUSA et al.,
2007; SUCUPIRA et al.,, 2012; COTINGUIBA et al., 2013; OS ANTIOXIDANTES,
2009). A formacéao dos radicais livres in vivo ocorre via acdo catalitica de enzimas e
pela exposicao a fatores exégenos como medicamentos, dieta, cigarro, poluicdo, entre
outros (COTINGUIBA et al.,, 2013; SOUSA et al.,, 2007). Os antioxidantes sé&o
classificados de acordo com sua atividade (enzimética e ndo enzimatica) ou de acordo
com o mecanismo de agao (primario e secundario). Antioxidantes com atividade
enzimatica sdo substancias que possuem alta capacidade de bloquear o inicio da
oxidacdo, como a catalase (Cat) e a glutationa peroxidase (GPx). Ja os que
apresentam atividade ndo enzimatica interagem com os radicais sendo consumidos
durante a rea¢do, como os carotenoides, flavonoides, tripeptideo gluationa (GSH). Os
antioxidantes primarios atuam interrompendo a cadeia da reagéo, por meio da doacéo
de elétrons ou hidrogénio aos radicais livres, transformando-os em produtos estaveis,

enguanto que os antioxidantes secundarios atuam desacelerando as etapas que dao
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inicio a autoxidagdo, que ocorrem por meio de mecanismos como complexacédo de
metais, decomposi¢cdo de hidroperéxidos para formar um nao radical, sequestro de
oxigénio, entre outros (COTINGUIBA et al., 2013; DEL RE; JORGE, 2012).

Moléculas de baixo peso molecular podem agir como antioxidantes através da
neutralizacdo dos radicais livres e/ou participando indiretamente de sistemas
enzimaticos com esta funcdo. Alguns exemplos sao: vitamina C, glutationa, acido
arico, vitamina E, selénio e carotenoides (COTINGUIBA et al., 2013).

Os compostos fendlicos agem como antioxidantes combatendo os radicais
livres por meio da doacédo de um atomo de hidrogénio de um grupo hidroxila da sua
estrutura aroméatica estavel, devido a ressonancia do anel aromatico presente nestas
substancias; quelando metais de transi¢do; cessando a reacdo de propagacdo dos
radicais livres na oxidacdo lipidica; alterando o potencial redox do meio e reparando a
lesdo a moléculas atacadas por radicais livres (SOUSA et al., 2007; SUCUPIRA et al.,
2012).

1.4 Glicagao ou Reagéao de Maillard

A glicacdo avancada € um processo ndo enzimatico que se inicia com uma
reacao de adicao nucleofilica de acucares redutores, como a glicose, com 0S grupos
aminicos livres de proteinas, lipidos e acidos nucleicos, dando origem a bases de
Schiff (iminas), as quais sofrem rearranjos, originando os produtos de Amadori
(cetosaminas), que por sua vez podem originar os produtos finais da glicacao
avancada, conhecidos como “Advanced Glycated End-Products” (AGEs) original da
lingua inglesa, como mostra a Figura 5 (ROCHA et al., 2006; BARBOSA; OLIVEIRA,
SEARA, 2008).

As AGEs podem ocorrer também por via do “estresse carbonilico”. Nestes
casos a oxidagdo de acucares gera compostos dicarbonilicos intermediarios
altamente reativos, como o metilglioxal e glioxal, que interagem com grupos aminicos,
sulfidrilas e guanidinas de proteinas e aminoacidos formando as AGEs, que séo
estaveis e irreversiveis. Estes precursores de AGEs sdo mais reativos que a glicose
e sdo os principais intermediarios da formacdo dos produtos de glicacdo avancada
gue sao danosos ao tecidos e organismos (BARBOSA; OLIVEIRA; SEARA, 2008;
PENG et al., 2011).
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Figura 5 - Representacao do processo de glicacdo avancada.
Fonte: Bem, A. F. de; Kunde, J. (2006).

Os AGEs podem danificar as células por trés mecanismos basicos: alteracao
de estruturas intracelulares, como a formacgédo de ligacbes cruzadas (cross-links)
alterando suas propriedades funcionais; interacdo com proteinas da matriz
extracelular modificando a sinalizacdo entre as moléculas da matriz e da célula e a
alteracdo de proteinas ou lipideos sanguineos, que podem ligar-se a receptores
especificos, acarretando a producdo de citocinas inflamatoérias. Recentemente, o
acumulo destes in vivo, estdo associados a varias complicacfes, principalmente ao
diabetes, a catarata e outros problemas de saude como aterosclerose, Mal de
Alzheimer e envelhecimento precoce (BARBOSA,; OLIVEIRA; SEARA, 2008; PENG
et al., 2011).

Os inibidores de AGEs podem ser divididos em dois grupos: compostos
sintéticos e produtos naturais. De modo geral estes inibidores atuam bloqueando a
ligacdo do acucar as proteinas atraves da captura ou eliminacdo de alguns
intermediarios incluindo os dicarbonilicos, radicais livres e espécies nitrogenadas
produzidas, rompendo as ligacdes cruzadas formadas pelas AGESs, atenuando o
estresse oxidativo e a glicoxidagédo (PENG et al., 2011).

Os flavonoides inibem a formacdo de AGEs através da quelagdo com ions
metélicos formando complexos, inibindo parcialmente a formacéo de produtos poés-

Amadori e captando diretamente os radicais livres. Desta forma considera-se que o
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mecanismo inibitério da glicacdo é devido a atividade antioxidante promissora dos
mesmos, ja que estes sdo capazes de eliminar os radicais livres formados durante a
glicacdo, influenciando assim na formacdo das AGEs. Desta forma, inibidores de
AGEs a patrtir de produtos naturais com toxicidade baixa sao fortes candidatos para o
desenvolvimento de nutracéuticos e farmacos para o tratamento de doencas
associadas a AGE (JUNG et al., 2015; PENG et al., 2011).

1.5 Alimentos funcionais

A preocupacdo com a saude e qualidade de vida se tornou um tema relevante
para saude humana e, portanto, um estimulo para as pesquisas na area de alimentos,
tornando-se uma alternativa interessante para a pesquisa cientifica e também para
manutencdo de vida longa e saudéavel (VIZZOTTO; KROLOW; TEIXEIRA, 2010;
MORAES; COLLA, 2006). De acordo com Vicentinni et al. (2016), o mercado brasileiro
de alimentos funcionais cresce 10% ao ano, trés vezes mais do que o mercado de
alimentos convencionais.

Os alimentos funcionais marcam uma nova concepc¢éo de alimento, langcada no
Japdo, na década de 80 por um programa do governo que objetivava o
desenvolvimento de alimentos saudaveis para a populacdo que envelhecia e
apresentava expectativa de vida elevada (ANJO, 2004).

Alimentos funcionais séo alimentos que possuem compostos ativos capazes de
regular fungdes corporais, auxiliando na prevencao e tratamento contra doencas como
hipertenséo, diabetes, cancer, osteoporose, obesidade, entre outros. Esses né&o
devem ser utilizados como medicamentos, mas sim associados a uma dieta sendo
consumidos diariamente, ajudando no fortalecimento do organismo. Estes alimentos
podem ser encontrados para o consumo humano de duas formas: naturais e artificiais,
variando de produtos de biotecnologia, suplementos dietéticos, derivados de plantas,
entre outros (MORAES; COLLA, 2006; VIDAL et al., 2012; ANJO, 2004).

Algumas substancias quimicas que propiciam funcionalidade aos alimentos
sdo: carotenoides, flavonoides, acidos graxos como 6mega-3, probidticos, fibras,
terpenoides, acidos clorogénicos, taninos, entre outros (VIDAL et al., 2012).

Os beneficios dos alimentos sdo devido a varios efeitos metabolicos e
fisiol6gicos que auxiliam no desempenho do organismo dos individuos que os ingere.

Como exemplo podemos citar a atividade antioxidante e protecdo de 6rgdos como
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figado, cérebro e rins que flavonoides, vitaminas antioxidantes (A, C, E), catequinas e
carotenoides desempenham no organismo, através do consumo de alimentos como:
tomate, pimentdo, soja, cenoura, entre outros. Temos também como exemplo
alimentos que contribuem para o aumento da imunidade do organismo, como o alho,
peixes (Omega-3) e minerais como selénio e zinco (VIDAL et al., 2012).

Os flavondis, como quercetina e miricetina, encontrados em cebolas, macas,
chas e brocolis, neutralizam radicais livres que podem danificar as células, como
também reforcam a defesa antioxidante do organismo (FUNCTIONAL foods, 2011).
Exemplos de alimentos funcionais sao apresentados na Figura 6.

(1) (2) ®3)

Figura 6 - Exemplos de alimentos funcionais.
Fonte: (1) Martinez (2017); (2) Zoller (2017); (3) Patricia (2012).

Com a crescente procura da populagdo por uma melhor qualidade de vida e
consequentemente uma alimentacdo saudavel, as empresas acreditam que investir
neste mercado é promissor e muito lucrativo financeiramente. Assim, empresas como
UNILEVER, NESTLE, SADIA, DANONE, entre outras, langaram no mercado produtos
nesta linha de alimentos funcionais.

A UNILEVER tem no mercado alimenticio as linhas Becel e ADES que
combatem o colesterol ruim e as doencas do coracéo. J4 a NESTLE possui as linhas
Molico e linha zero que contribui com a saude do sistema digestivo, como também &
0 caso da SADIA com a linha de Soja Vita e Qualy fibras margarina que ajuda a
renovar a flora intestinal e regular a digestdo. A DANONE por sua vez, possui no
mercado as linhas de logurte Activia, Actimel e logurte Danacol que ajudam a reforcar
as defesas do organismo e diminuir o colesterol de forma natural
(GIANEZINI et al., 2012).

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) determina normas e

procedimentos para regulamentar os alimentos funcionais no Brasil através da
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Resolugdo n.18/1999, que estabelece as diretrizes basicas para analise e
comprovacédo de propriedade funcional e de saude e pela Resolu¢do n.19/1999, que
determina os procedimentos para registro dos alimentos com base nas propriedades
citadas. Isto foi necessario para proteger a saude do consumidor e regulamentar a
competicdo entre as empresas (GIANEZINI et al., 2012; VIDAL et al.,, 2012;
AGENCIA..., 2013).

1.6 Cosmeéticos

Segundo o Guia de orientagdo para Avaliacdo de Seguranca de Produtos
Cosméticos elaborado pela ANVISA, os cosméticos, produtos de higiene e perfumes
“sdo preparacfes constituidas por substancias naturais ou sintéticas, de uso externo
nas diversas partes do corpo humano, pele, sistema capilar, unhas, labios, 6rgdos
genitais externos, dentes e membranas, mucosas da cavidade oral, com o objetivo
exclusivo ou principal de limpa-los, perfuma-los, alterar sua aparéncia e/ou corrigir
odores corporais e/ou protegé-los ou manté-los em bom estado” (AGENCIA..., 2003).

De acordo com a Associagdo Brasileira da Industria de Higiene Pessoal,
Perfumaria e Cosméticos (ABIHPEC), a industria de cosméticos brasileira ocupa a
quarta posicdo no mercado mundial, representando 7,1% do consumo mundial,
perdendo somente para o Japédo, China e Estados Unidos que € o maior mercado
consumidor de cosméticos do mundo (ASSOCIACAO..., 2016).

Existem no Brasil cerca de 2613 empresas regularizadas na ANVISA atuando
no mercado, situando-se 1598 na regiao sudeste, contribuindo para o crescimento do
mercado de cosméticos no Brasil. Este crescimento também pode estar relacionado
a fatores como: o aumento da expectativa de vida e cuidados com o bem-estar e
saude, langcamentos constantes de produtos atendendo as necessidades de mercado,
participacdo crescente da mulher no mercado de trabalho, entre outros
(ASSOCIACAO..., 2016).

Com o crescimento do mercado de cosméticos veio a necessidade da garantia
de que os produtos comercializados tragam seguranca e eficacia nas condicbes de
uso orientadas. Para que isso seja concretizado séao utilizados atualmente ensaios
bioldgicos in vitro desses cosméticos que garantam a seguranca e eficacia do produto
como: avaliacdo do potencial de citotoxicidade, avaliacdo da atividade mutagénica e

0 uso de pele artificial para ensaios. O uso de extratos vegetais em produtos
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cosmeéticos obteve um crescimento nos ultimos anos, porém h& poucos estudos na
literatura em relacao a atividade mutagénica ou fototoxica de extratos vegetais, assim
ocorre a necessidade da realizacdo dos ensaios citados acima para que o0s produtos
com base em extratos vegetais sejam utilizados com seguranca (CHIARI et al., 2012).

Cosméticos com ingredientes naturais em sua composicao tem despertado
interesse por parte de empresas e consumidores nacionais e internacionais. Para a
fabricacdo de cosméticos naturais os ingredientes mais procurados séo: 6leo de
sementes de maracuja, 6leo de castanha do para, manteiga de cupuacu, mel e
derivados (COSMETICOS..., 2008). Também pode-se citar como exemplos os
produtos que contenham em seus constituintes flavonoides, que apresentam atividade
antioxidante, anti-inflamatoria, antibacteriana e tanante. Produtos cosméticos que
possuem 1% de flavonoides em peso apresentam atividade microbicida, sao
hidrossollveis e ndo acarretam irritacdo cutdnea, sendo de grande potencial para a
area cosmética (PACKER; LUZ, 2007).

Os extratos de plantas que contém flavonoides podem também ser utilizados
como fotoprotetores, pois sdo capazes de absorver a radiacdo ultravioleta, podendo
ser utilizados nas formulagdes de filtros solares prevenindo o envelhecimento cutaneo
(SOUZA et al., 2005).

A diversidade biologica ou a biodiversidade é reconhecida como responsavel
pelo desenvolvimento e bem-estar da humanidade, ja que gerou beneficios
econdmicos como fonte de matéria prima para diversos setores da industria. O Brasil
€ 0 pais com maior diversidade biolégica do mundo, tendo mais de 22% do total de
espécies vegetais do planeta (FERRO; BONACELLI; ASSAD, 2006).

Empresas estdo apostando na biodiversidade como forma de valorizacdo dos
negocios, principalmente no Brasil que possui 60% do seu territério com vegetacao, o
gue traz como consequéncia diversas riquezas naturais. Cerca de 86,7% dos gestores
brasileiros percebem a importancia da sustentabilidade que ocorreu devido ao
aumento da conscientizacdo sobre o tema. Deste modo, empresas nacionais que
atuam em diversos setores como extratos naturais, cosméticos, perfumaria e higiene
pessoal tem procurado integrar as dimensdes econfmicas, social e ambiental da
sustentabilidade em seu contexto de negdcio para o aproveitamento do potencial da
biodiversidade (SABARA, 2017; FERRO; BONACELLI; ASSAD, 2006).

Nos ultimos dois anos, 52,5% das empresas investiram em produtos que

utilizam recursos da biodiversidade e neste mesmo periodo, 48% das campanhas
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investiram em acgfes ou projetos voluntarios de conservacdo ambiental junto as
comunidades locais para extragdo da matéria-prima por meio de planos de manejo
sustentaveis a fim de garantir uma renda a estas comunidades (SABARA, 2017;
FERRO; BONACELLI; ASSAD, 2006).

Uma das linhas de produto mais famosas no Brasil, sindbnimo de
sustentabilidade e biodiversidade é a linha Natura Ekos, da empresa Natura, que
utiliza insumos vegetais a partir da biodiversidade brasileira em parceria com
comunidades fornecedoras, além das embalagens dos produtos serem reutilizaveis e
reciclaveis (NATURA, 2017).

Segundo Natura (2017) outras inovacdes sustentaveis foram adotadas, tais
como: a nédo realizacdo de testes em animais; a substituicdo de matérias-primas
animal e mineral por vegetal; a utilizacdo de alcool organico certificado; o Programa
Carbono Neutro, com a reducdo e compensacéo das emissodes calculadas com base
na cadeia produtiva desde a extracdo da matéria prima até o descarte final pelo
consumidor e a adocdo de uma tabela ambiental publicada nos produtos trazendo as

informacdes sobre o impacto ambiental de cada item.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

i) Documentacao de substancias fendlicas, com potencial de inovacéo para 0s

setores de cosmeéticos e alimentos.

2.2 Objetivos especificos

i) Avaliar o perfil quimico de extratos, fracbes de espécies de Eugenia
(Myrtaceae) por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE-DAD) e ressonancia
magnética nuclear (RMN).

i) Avaliar o potencial antioxidante e antiglicacdo de extratos e fragcdes de
espécies de Eugenia, como também das substancias identificadas;

iii) Isolar os compostos com atividades biolégicas promissoras presentes nas
fracOes de Eugenia pyriformis e Eugenia handroana por cromatografia liquida de alta
eficiéncia em escala preparativa e identificacdo estrutural por RMN e espectrometria
de massas com ionizacdo por electrospray (IES-EM) por infuséo direta;

iv) ldentificar os metabdlitos secundarios da fracdo mais promissora de
E. uniflora por EM-IES por infuséo direta utilizando a abordagem de desreplicacao.
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3 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

3.1 Material Vegetal

As folhas das espécies Eugenia pyriformis Cambess e Eugenia handroana D.
Legrand foram coletadas na Reserva Flora da RPPN Monte Sinai, localizada em
Monte Sinai-PR no més de setembro de 2015. As folhas de Eugenia uniflora L. foram

coletadas na cidade de S&o Carlos-SP no més de junho de 2016.

3.2 Obtencdo dos extratos brutos de espécies de Eugenia

As folhas foram secas em estufa com circulagcéo de ar a 40 °C durante trés dias
e em seguida trituradas em moinho de facas. O material seco e triturado foi submetido
a extracdo por maceracao durante 3 dias, (retirando o extrato bruto obtido a cada 24
horas) utilizando como solvente etanol grau P.A 70%, sendo o extrato obtido filtrado e
concentrado em rotaevaporador com temperatura do banho de 35°C, seguido de

liofilizacdo, como € ilustrado na Figura 7.

3.3 Fracionamento dos extratos brutos de espécies de Eugenia

O extrato bruto foi submetido a particdo liquido-liquido com acetato de etila e
hexano, visando o fracionamento das substancias de acordo com suas polaridades.
O extrato bruto foi solubilizado em &gua/etanol grau P.A (60:40) e adicionou-se
hexano grau P.A (200 mL) por trés vezes, extraindo assim a fracdo hexanica. A fracéao
acetato foi obtida adicionando-se ao extrato bruto solubilizado o solvente acetato de
etila grau P.A (200 mL) por trés vezes, como mostra a Figura 7. As fracbes foram
secas no rotaevaporador e a fracdo hidroetanolica, obtida apos a extragdo com 0s

solventes, foi liofilizada.
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Folhas secas e moidas

1} Maceracdo (3 dias) com EtOH 70%
2} Filtracdo

3] Secagem

4} Liofilizacao

Extrato bruto

1) Solubilizagio com H,0/ EtOH (60:40)
2) Hexano ( 200 mL por 3x)

Extrato bruto Fragao Hexanica

AcOEt ( 200 mL por 3 x)

Fracio Acetato
de etila Hidroetandlica

Fracio

Figura 7 - Fluxograma da obtencgé&o do extrato bruto das trés espécies em estudo e suas
respectivas fracoes.
Fonte: Autora (2017).

3.4 Andlise cromatografica dos extratos brutos, fragcées e substancias isoladas

de espécies de Eugenia

3.4.1 Fracionamento das fracdes acetato de etila de E. pyriformis e E. handroana por

cromatografia em coluna Cis (CC).

As fracdes acetato de etila de E. pyriformis (2,0 g) e de E. handroana (1,5 g)
foram ressuspendidas em um volume de MeOH:H20 (25:75 v/v) de aproximadamente
2 mL. Estas solu¢des foram misturadas a uma quantidade minima de silica C1s em um
béquer, levando a formacao da “farofa”, seguido por fracionamento em coluna. Para
a fase estacionaria foi utilizada 30 g de silica Cis que foi ativada com metanol 100%
grau P.A., em seguida condicionada com a fase inicial de eluicGo MeOH:H20
(25:75 viv). Apds o condicionamento, a amostra foi aplicada na coluna e sucessivas
eluicbes foram realizadas com as seguintes porcentagens de fase movel (3x volume
morto = 150 mL): MeOH:H20 (25:75 v/v), MeOH:H20 (40:60 v/v), MeOH:H20 (55:45
v/v), MeOH:H20 (70:30 v/v), MeOH:H20 (85:15 v/v) e MeOH:H20 (1:0 v/v). As

dimensdes da coluna foram 11 cm (altura da silica) por 3 cm de diametro, sendo o



28

volume morto calculado de 49,5 mL. As amostras coletadas da coluna foram

rotaevaporadas e liofilizadas.

3.4.2 Andlise dos extratos brutos de folhas e fracdes de espécies de Eugenia por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia acoplada a detector com arranjo de diodos
(CLAE-DAD)

As amostras foram solubilizadas em H20:MeOH (05:95 v/v) e submetidas a
uma etapa de clean up utilizando cartuchos de extracdo em fase sélida (SPE) de silica
de fase reversa (Chromabond C18ec 500 mg). Os cartuchos foram previamente
condicionados com 5 mL de MeOH para ativacdo da fase estacionaria e equilibrados
com 5 mL de H20:MeOH (05:95 v/v) para a posterior injecdo das amostras. As
amostras adquiridas na extracdo em fase sélida foram secas, solubilizadas em
H20:MeOH (05:95 v/v) e filtradas em filtro de 0,22 um para a injegédo no CLAE-DAD.
O MeOH utilizado foi grau HPLC da marca J. T. Baker e agua ultrapura purificada em
sistema Milli Q (Millipore®).

Para as analises de CLAE-DAD foi utilizado o cromatdgrafo Shimadzu equipado
com bombas LC-20AT, detector UV-DAD SPD-M20A, auto injetor SIL-20A,
controlador CBM-20A, e o0s cromatogramas foram registrados e processados
utilizando software LC-Solution.

Para as analises foi utilizada uma coluna analitica Luna Phenomenex tipo
octadesilsilano (Cis) (250 x 4,6 mm, d.i. 5 pum), com volume de injecdo de 25 uL e
eluicdo em modo gradiente exploratério utilizando como fases moéveis H20 (A) e
MeOH (B), iniciando com 5 % B a 100 % B em 40 min. A vazao utilizada foi de
1,0 mL.mint e comprimento de onda (A) de monitoramento igual a 254 nm.

O perfil cromatografico das fracdes C de E. pyriformis e E. handroana foram
otimizadas a fim de se obter uma melhor resolugcéo e assim identificar o0s compostos
presentes nas mesmas. Para as analises da fragao C de E. pyriformis foi utilizada uma
coluna analitica Luna Phenomenex tipo octadesilsilano (Cis) (250 x 4,6 mm, d.i. 5 um),
com volume de injecdo de 15 pL, vazédo 1,0 mL.min! e eluicdo em gradiente utilizando
como fases moveis H20 (A) e MeOH (B) iniciando com 40% B a 80% B em 30 min,
100% B em 35 min, permanecendo em 100% B por 10 min e retornando a condi¢&o
inicial e A= 254 nm. Ja para a analise da fracdo C de E. handroana, foi utilizada uma

coluna analitica Luna Phenomenex tipo octadesilsilano (Cis) (250 x 4,6 mm, d.i. 5 pm),
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com volume de injecdo de 15 L, vazdo 1,0 mL.min*? e eluicdo em modo isocratico
40% B por 40 min. Limpeza da coluna: 100% B por 10 min e A= 254 nm.

Para a andlise da banda 2CEh foi utilizada uma coluna analitica Luna
Phenomenex tipo octadesilsilano (Cis) (250 x 4,6 mm, d.i. 5 pm), com volume de
injecdo de 15 pL e eluigdo em modo isocratico com 45% B, utilizando como fases
moveis H20 (A) e MeOH (B). A vazéo utilizada foi de 1,0 mL.min"t e comprimento de

onda (M) de monitoramento igual a 254 nm.

3.4.3 Refracionamento da fracdo C de Eugenia pyriformis e Eugenia handroana por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia acoplada a detector com arranjo de diodos

(CLAE — DAD) em escala preparativa.

A fracdo C de Eugenia pyriformis (250 mg), assim como a fracdo C de Eugenia
handroana (120 mg) foram solubilizadas em MeOH:H20 (40:60 v/v), filtradas em filtro
de 0,22 um e analisadas por CLAE-DAD em escala preparativa. Para a analise em
escala preparativa foi utilizada uma coluna preparativa Luna Phenomenex Cis (100 A)
(150 x 21,20 mm, d.i. 5 ym), volume de injecdo de 1,0 mL, vazdo de 10,0 mL.mint. A
fracdo C de Eugenia pyriformis foi eluida em modo gradiente utilizando como fases
moveis H20 (A) e MeOH (B), iniciando-se com 40% B a 80% B em 30 min, 100% B
em 35 min, permanecendo em 100% B por 10 min, a fim de realizar a limpeza da
coluna, retornando a condicao inicial. J&4 a fracdo C de Eugenia handroana foi eluida
em modo isocratico com 40% B em 40 min, a limpeza da coluna foi feita com 100% B
por 10 min. O comprimento de onda utilizado para o monitoramento foi de 254 nm. O
MeOH utilizado foi grau HPLC da marca J. T. Baker e agua ultrapura purificada em
sistema Milli Q (Millipore®). Foram coletadas 4 fracdes para E. handroana e 6 fracdes
para E. pyriformis, que foram posteriormente analisadas por CLAE-DAD, IES-EM e
RMN.

3.5 Metodologias dos ensaios bioldgicos

Os testes preliminares para a determinacdo da atividade antioxidante dos
extratos de folhas foram realizados sob a supervisdo das pés-doutorandas Dra. Karina
Fraige e Dra. Maria Luiza Zeraik (Nucleo de Bioensaio, Biossintese e Ecofisiologia de

Produtos Naturais - Instituto de Quimica/ Unesp Araraquara).
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3.5.1 Ensaio de avaliacdo do potencial de reducédo do radical DPPH* das espécies em
estudo (teste para avaliacao preliminar do potencial antioxidante)

O potencial antioxidante dos extratos e fracfes foram avaliados de acordo com
a reducdo do radical DPPH* por meio do monitoramento espectrofotométrico em
515 nm, utilizando &cido galico como padréo. A avaliacdo da atividade antioxidante foi
realizada segundo o método de Brand-Williams e colaboradores (1995) com algumas
modificacdes. O método consiste no radical livre difenil-picril-hidrazila abstrair um
radical hidrogénio de um composto quimico com potencial antioxidante puro ou em
misturas, como extratos brutos e fracdes.

Nas placas de 96 pocos foram adicionados 35 L de amostra solubilizada em
etanol grau HPLC e 215 pL da solugdo alcodlica de DPPH" (8,6 x 10> mol.L1). A placa
foi incubada no escuro a temperatura ambiente por 30 min, e em seguida foi realizada
a medida da absorbancia em 515 nm na Leitora de Microplacas Multidetecgcao
Synergy HT (BioTek). Foram realizadas medidas em triplicata das solucdes de
diferentes concentragdes de cada extrato e fracdes, entre 1 e 60 uyg.mL™*. O mesmo
procedimento foi realizado com as solugfes etandlicas do padrdo acido gélico, na
faixa de concentragéo de 0,4 a 8,0 ug.mL2. O resultado positivo é fundamentado na
variacdo da coloracédo, de roxa para amarela (Figura 8), sendo o grau de reducao de
DPPH* medido através da diminuicdo da absorbéncia da mistura reacional em
comparacao com leitura do branco (DPPH* em solucéo etandlica).

A capacidade sequestradora do radical DPPH" foi calculada com a seguinte

equacao:
| |
A A E'EN”E'A""I"' 0

Em que Asbranco refere-se a absorbéancia do controle e Aamostra € @ absorbancia
na presenca do extrato ou fracao.

A concentragdo efetiva média (ECso) que representa a concentracdo de
amostra necessaria para sequestrar 50% dos radicais DPPH", foi calculada através do

grafico %DPPH" reduzido versus concentragdo da amostra.
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Figura 8 - Teste de potencial antioxidante das amostras em diferentes concentragdes.
Fonte: Autora (2017).

3.5.2 Acéo redutora sobre radicais peroxila

A acédo redutora dos extratos e fragOes sobre radicais peroxila foi avaliada
segundo o método de Pino et al. (2003). Este teste se baseia no decaimento da
fluorescéncia da piranina quando submetida a oxidacdo por radicais peroxila
(produzidos a partir da reacdo do AAPH com o oxigénio atmosférico), originando um
produto nado fluorescente.

A partir das solucdes estoque dos extratos e fracbes foram preparadas
diferentes diluigbes nas concentragbes de 1 ug.mL* a 60 ug.mL* em etanol. Um
volume de 150 uL da solugdo do composto fluorescente piranina (5 uM) foi incubado,
em placa preta de leitura de fluorescéncia, com 125 uL da solucdo de AAPH [dicloreto
de 2,2’-azobis (2-amidinopropano)] (40 uM) em PBS (Tampéao Fosfato Salino) a 37 °C,
na auséncia ou presenca de 25 uL das solugbes dos extratos. O decaimento da
fluorescéncia da piranina foi monitorado utilizando os comprimentos de onda de
excitacdo em 485 nm e de emissdo em 528 nm, em uma Leitora de Microplacas
Multideteccéo Synergy HT (BioTek). A capacidade antioxidante foi avaliada em fungéo
do tempo de decaimento da fluorescéncia da piranina provocado pela presenca dos
extratos. Cada concentracao foi avaliada em triplicata, e a leitura e célculo da area
sob as curvas foram feitos com o software de andlises de dados Gen5. O mesmo
procedimento foi realizado com as solugdes etandlicas do padrdo acido galico, na
faixa de concentragdo de 0,5 a 50 ug.mL*. Foram avaliados dois controles, o controle
branco contendo piranina, etanol e PBS, e o controle positivo contendo piranina,
etanol e AAPH.

A porcentagem do radical peroxila sequestrado foi calculada de acordo com a

seguinte equacéo:
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A —A i
%5 Radical peroxila sequestrado = ( “Remostra” 7T controls positivo ) X 1000

Aredcontrole brenco — Af®2cantrole positivo

A concentracgdo efetiva média (ECso) foi obtida pelo grafico de %radical peroxila

sequestrado versus concentragao.
3.5.3 Atividade de inibicdo da glicacéo

A atividade antiglicante foi avaliada segundo o método utilizado por
Ramkissoon et al. (2013) com algumas modificacdes. Estas modificacbes foram
realizadas pela mestranda do NuBBE, Larissa Freitas. O teste se baseia na
capacidade de inibicdo que substancias quimicas tem na reac¢do de glicacdo da
proteina albumina (BSA) com o metilglioxal (MGO), uma espécie reativa de carbonila
com potente acéo de glicacdo. Esta inibicdo é medida por fluorescéncia.

Foram feitas solucdes finais de 3 mL com as concentracdes: 1mg.ml* de BSA,
10 mmol.L* de aminoguanidina (AG), 5 mmol.L'* de MGO e 150 pg.mL"* dos inibidores
a serem testados (extratos hidroetandlicos 70% e suas respectivas fracdes). A
proteina e o inibidor aminoguanidina (AG) foram solubilizados em tampao fosfato e os
extratos/fracdes em 1:1 DMSO/tampéo. Foram preparados o branco contendo apenas
tampéo e BSA, o controle negativo contendo tampéo, BSA e MGO e o controle positivo
contendo tampéao, BSA, AG e MGO.

As solucdes foram incubadas a 37°C por 72h. A leitura foi realizada em triplicata
em placa preta para leitura de fluorescéncia, usando o software de anélises de dados
Gens.

Ao final do experimento, a porcentagem de inibicdo de cada amostra foi

calculada usando a seguinte equagao:

DIQ UMD E € OE NGO EET 01 &
0 . v, r r ¥ 7 \ I « N, e, \ Ja T[-r[
DT QUM E ¢ O E LML O QU € P
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3.6 Analise dos extratos brutos e fracdes acetato por RMN de H

Os experimentos de RMN de 'H dos extratos brutos foram realizados em um
espectrometro Bruker Fourier 300 operando a 300 MHz. Para estas analises utilizou-
se cerca de 10,0 mg dos extratos brutos e fracbes acetato de etila, que foram

solubilizados em solvente deuterado DMSO (Aldrich).

3.7 Andlises das substancias isoladas de Eugenia pyriformis e Eugenia
handroana por RMN de *H

Os experimentos de RMN de 'H das substancias isoladas foram realizados em
um espectrometro Bruker Fourier 600 operando a 600 MHz. Para estas analises
utilizou-se cerca de 1,0 a 3,0 mg destes compostos que foram solubilizados em

solvente deuterado CDsOD (Deutero).

3.8 Identificacdo dos constituintes quimicos das fracdes C de Eugenia
pyriformis e Eugenia handroana e fragédo acetato de etila de Eugenia uniflora por

Espectrometria de Massas com ionizacéo por electrospray (IES-EM)

As analises de IES-EM para as frac6es 1 a 4 C de Eugenia handroana e fracéo
acetato de Eugenia uniflora foram realizadas no laboratério NDCOM (Nucleo de
Desenvolvimento de Métodos de Analises de Combustiveis) do Departamento de
Quimica Analitica do Instituto de Quimica (Unesp - Araraquara), sob coordenacao da
Profa. Dra. Maria Valnice Boldrin Zanon. As analises foram feitas por infuséo direta em
um espectrémetro de massas 3200 Q Trap (quadrupolo — lonTrap linear), AB SCiex
(Darmstadt, DE), equipado com uma fonte de ionizacao por electrospray (Turbo lon
Spray), operando no modo negativo. Os parametros utilizados para a fonte de
ionizagao no modo negativo foram: voltagem do Turbo lon Spray: -4500 V, curtaingas:
20 psi, temperatura da fonte de ionizacao: 650°C, DP (potencial de dessolvatacéo)
-35.0 V, EP (potencial de entrada) -10.0 V e CEP (potencial de entrada da cela)
-20.0 V. O modo de varredura de ions no modo Trap linear foi realizado na faixa de
200 a 900 Da (fullscan) e a energia de coliséo foi na faixa de 30 a 37V, dependendo

da amostra analisada. As amostras foram diluidas para uma concentragédo de 2 ppm
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em MeOH: H20 (1:1 v/v) contendo 0,1% de &cido férmico, e injetadas a uma vazao de
10 pL.mint.

As analises em IES-EM para as fragfes 1 a 6 C de Eugenia pyriformis foram
realizadas no laboratorio NuBBE do Departamento de Quimica Organica do Instituto
de Quimica (Unesp- Araraquara). As andlises foram feitas por infusdo direta em um
espectrometro de massas BrukerAmazon IES-IT-EM, com fonte de ionizagédo por
electrospray e analisador iontrap. Os parametros utilizados para a analise no modo
negativo foram: Voltagem do capilar: 4500V, gas nebulizador: 7,0 psi, Dry gas: 4,0
L/min, Dry Temp.: 230°C e Modo de Varredura dos ions: Enhanced Resolution foi
realizado na faixa de 50 a 1500 m/z. A intensidade de fragmentacao utilizada variou

de 75% a 235%, dependendo da amostra e analise realizada.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Obtencao dos extratos brutos e fracdes de espécies de Eugenia

As folhas das trés espécies de Eugenia foram submetidas a extracdo por
maceragao com etanol 70%, e estes extratos foram particionados com hexano e
acetato de etila. As Tabelas 2 e 3 apresentam as massas obtidas, respectivamente,
para os extratos e fragcoes de E. pyriformis, E. handroana e E. uniflora.

Tabela 2 - Massas das folhas secas e do extrato de E. pyriformis, E. handroana e E. uniflora.

Material Vegetal

M V | Extr
(Folhas) assa Vegetal () xtrato (g)
Eugenia pyriformis 75,16 10,63
Eugenia handroana 43,30 7,60
Eugenia uniflora 38,40 7,11
Fonte: Autora (2017).
Tabela 3 - Massas obtidas apo6s o fracionamento por particdo liquido-liquido
para cada espécie.
Espécie Extrato Fracao Fracao Fracdo acetato
Vegetal (9) hidroetandlica (g) hexéanica (g) de etila (g)
Eugenia 4 5o 4,07 0,27 2,99
pyriformis
Eugenia ¢ oo 3,97 0,69 1,87
handroana
Eugenia 5 54 2,59 1,02 1,94
uniflora

Fonte: Autora (2017).

As fracOes acetato de etila de E. pyriformis e E. handroana foram aplicadas em
uma coluna de vidro preenchida com silica Cis, e eluidas com proporgdes crescentes
de metanol em agua, para separagdo de seus componentes. A Tabela 4 apresenta as

massas obtidas ap0os a separacgéo da fracdo acetato de etila de cada espécie.
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E. pyriformis E. handroana
Massa (mgQ) Massa (mQ)

(Fracdes) (Fracdes)

25% (A) 300,2 25% (A) 80,5

40% (B) 582,7 40% (B) 122,3

55% (C) 322,3 55% (C) 172,5

70% (D) 167,7 70% (D) 62,1

85% (E) 272,1 85% (E) 83,5
100% (F) 200,0 100% (F) 312,7

Fonte: Autora (2017).

As fracbes C foram submetidas a CLAE-DAD em coluna preparativa, por

apresentarem resultados promissores nos ensaios biolégicos propostos no projeto,

sendo as massas das bandas coletadas nestas fracdes representadas na Tabela 5.

Tabela 5 - Massas das fra¢des coletadas da fragdo C no CLAE-DAD em escala preparativa.

E. pyriformis _ E. handroana '

Massa (mg) Cadigo Massa (mg) Caodigo
(Bandas) (Bandas)

1 14 1CEp 1 7,7 1CEh
2 4 2CEp 2 52 2CEh
3 28,6 3CEp 3 3,2 3CEh
4 12 4CEp 4 42,4 4CEh

5 12,1 5CEp - - -

6 4,9 6CEp - - -

Fonte: Autora (2017).

Os extratos, fracdes e compostos isolados obtidos foram submetidos aos

ensaios biolégicos de atividade antioxidante e antiglicacéo,

na secao 3.5.

como descrito
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4.2 Avaliacéo da capacidade antioxidante e antiglicacéo

4.2.1 Ensaio da capacidade redutora do radical DPPH® em extratos e fracbes de

espécies de Eugenia

O ensaio da capacidade redutora do radical DPPH* € um teste considerado
rapido, pratico e com boa estabilidade (SUCUPIRA et al., 2012), sendo utilizado para
analises preliminares de avaliacdo de atividade antioxidante. A Figura 9 ilustra o
mecanismo da reacdo de oxirredugdo que ocorre neste ensaio, no qual o elétron
desemparelhado do nitrogénio se emparelha com elétron do radical hidrogénio de um
antioxidante. No exemplo o acido galico, usado como padrdo nestes ensaios iniciais,

€ utilizado para demonstrar como ocorre a reducéo do DPPH".

@ O

Acido Galico oxidado (estabilizado por ressonancia) DPPH® reduzido

Z—Z

Acido Galico Radical DPPH®

Figura 9 - Esquema ilustrativo do mecanismo de reac¢éo entre o radical DPPH« e uma espécie
antioxidante (acido gélico).
Fonte: Autora (2017).

Os extratos brutos e as fracdes das trés espécies de Eugenia foram analisados
pelo ensaio do DPPH* em diferentes concentragdes, variando de 1 a 60 pg.mLt. Os
resultados obtidos sdo apresentados na Tabela 6 para os extratos hidroetandlicos e

suas respectivas fragoes.
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Tabela 6 - Ensaio da capacidade redutora do radical DPPH" em extratos e frac6es de espécies
de Eugenia com relacéo ao padrao utilizado, acido galico.

Amostra ECso (ug/mL)
Extrato E. pyriformis 15,46 £ 0,58
Fracdo acetato de etila 8,36 £ 0,36
Frag&o hidroetanolica 18,85 + 0,37
Fracdo hexanica > 60
Extrato E. handroana 23,89+ 0,14
Fracéo acetato de etila 13,00 £ 0,18
Fracdo hidroetandlica 25,14 + 0,66
Fracdo hexanica > 60
Extrato E. uniflora 14,71 £ 0,19
Fracdo acetato de etila 7,13+0,18
Frag&o hidroetanolica 24,48 £ 0,63
Fracdo hexanica > 60
Acido galico 2,01 +0,01

Fonte: Autora (2017).

O teste de DPPH-" foi utilizado para uma avaliacdo preliminar da atividade
antioxidante dos extratos e fragbes. De acordo com os resultados obtidos na Tabela
6, as fracdes acetato de etila foram as que apresentaram os menores valores de ECso,
indicando um elevado potencial antioxidante devido as substancias presentes nestas
fracbes. Para um estudo bioguiado, as fracGes acetato de etila de E. pyriformis e
E. handroana foram submetidas a um fracionamento em coluna aberta, e a Tabela 7

apresenta os resultados obtidos.
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Tabela 7 - Ensaio da capacidade redutora do radical DPPH" nas fracdes de E. pyriformis (Ep)
e E. handroana (Eh) da fracdo acetato de etila com relacdo ao padrao utilizado, acido galico.

Amostra ECso (ug/mL)
A Ep 22,75 % 3,36

B Ep 4,13 + 0,10
CEp 5,63 + 0,25

D Ep 11,33 +£1,07

E Ep 20,79 £ 2,24

F Ep 18,63 £ 2,70
A Eh 4,13 +0,53
B Eh 4,24 + 0,05
CEh 4,81 +0,35
D Eh 14,75 £ 0,37

E Eh 19,36 £ 0,80

F Eh 55,10 £ 0,80
Acido galico 2,01+0,01

Fonte: Autora (2017).

Pode-se observar que as fracbes B e C de E. pyriformis, como também as

fracOes A, B e C de E. handroana apresentaram resultados promissores, ou seja, 0S

menores valores de ECso no teste, indicando um elevado potencial antioxidante devido

as substancias presentes nestas fragoes.
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4.2.2 Acédo redutora sobre radicais peroxila em extratos e fragcbes de espécies

de Eugenia
Os extratos brutos e as fracbes também foram avaliados quanto a atividade
antioxidante frente a capacidade redutora dos radicais peroxila em diferentes

concentracdes (de 1 a 60 pg/mL). Os resultados estado apresentados na Tabela 8.

Tabela 8 - Acao redutora sobre radicais peroxila.

Amostra ECso (ug/mL)
Extrato E. pyriformis 8,43+0,10
Fracdo acetato de etila 4,94 + 0,37
Fracdo hidroetandlica 6,03 £0,24
Extrato E. handroana 8,44 £+ 0,91
Fracdo acetato de etila 3,66+ 0,10
Frag&o hidroetandlica 4,95+ 0,29
Extrato E. uniflora 9,27 £ 0,28
Fracdo acetato de etila 3,97 £ 0,15
Fracao hidroetanélica 11,82 + 0,26
Acido galico 0,91 + 0,07

Fonte: Autora (2017).

De acordo com a Tabela 8, as fracBes acetato de etila apresentaram o0s
menores valores de ECso, corroborando com os resultados obtidos no teste DPPH".
Tais resultados analisados juntamente com os dados de RMN e EM indicam que a
fracdo acetato de etila das trés espécies em estudo sdo as com maior concentracao
em compostos fendlicos, o que corroboram a alta capacidade antioxidante.

Na Tabela 9 estdo representados os resultados do ensaio realizado com as
fracbes obtidas na cromatografia em coluna, nas concentracdes variando de 1 a
60 pg/mL.
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Tabela 9 - Agéo redutora sobre radicais peroxila nas fragbes de E. pyriformis (Ep) e E.
handroana (Eh) da fracdo acetato de etila, em funcéo do padrao acido galico.

Amostra ECso (ug/mL)
A Ep 5,26 + 0,75
B Ep 1,71 + 0,09
CEp 2,65+ 0,09
D Ep 3,80 + 0,08
E Ep 8,15 + 0,78
FEp 11,94 + 4,23
A Eh 1,02 +0,13
B Eh 1,71+0,12
CEh 2,19+0,19
D Eh 6,26 = 0,25
E Eh 10,01 £1,99
F Eh > 60
Acido galico 0,91 + 0,07

Fonte: Autora (2017).

De acordo com os resultados da Tabela 9, as fracbes B e C de E. pyriformis
foram as que apresentaram os menores valores de ECso, como também as fracfes A,
B e C de E. handroana corroborando com os resultados obtidos no teste DPPH",

indicando que estas fracdes apresentam promissor potencial antioxidante.

4.2.3 Ensaio de atividade antiglicacdo em extratos e fracfes de espécies de Eugenia

Os extratos brutos e as fra¢des foram avaliados quanto a atividade antiglicante,
e os valores obtidos foram expressos em porcentagem (%) de inibicdo da glicacao.
Os resultados do teste sdo apresentados no Grafico 1 para os extratos brutos e
fracOes, e no Grafico 2 para as fracdes obtidas apods fracionamento em coluna Cis das
fracOes acetato de etila de E. pyriformis e E. handroana.
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Gréfico 1 - Teste de anti-glicacdo para os extratos de folhas de espécies de Eugenia e suas

fracOes.
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Fonte: Autora (2017).

Gréfico 2 - Ensaio antiglicante para as fragbes de E. pyriformis e E. handroana da fragéo

acetato de etila.
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Os resultados mostram que as fracdes acetato de etila das espécies
E. pyriformis e E. uniflora e as fragcdes C de E. pyriformis e E. handroana apresentaram
0s valores mais promissores na porcentagem de inibicdo da reacao de glicacao entre
a proteina albumina e o metilglioxal, indicando um potencial inibitério devido as
substancias presentes nestas fragdes. Os resultados abaixo de 40% indicam baixa
atividade dos extratos e fracdes. As fracdes B Ep, A Eh e B Eh também apresentaram
valores interessantes na porcentagem de inibicdo, mas para o estudo bioguiado foi
selecionada a fracdo com maior porcentagem de inibic&o.

Desta forma, com os resultados dos ensaios biologicos, as fracdes mais
promissoras foram selecionadas para estudo do perfil cromatografico e identificacéo
dos compostos presentes. A caracterizacdo quimica das fracdes ativas foi realizada
com a fragcdo C das espécies E. pyriformis e E. handroana, por apresentarem 0s
melhores resultados antioxidante e antiglicacéo nos trés ensaios realizados e também
pelos seus dados escassos na literatura sobre a composicdo de metabdlitos

secundarios presentes nestas espécies em estudo.

4.3 Perfil quimico dos extratos brutos e fragc8es acetato de etila de espécies de
Eugenia por RMN de 'H

Esta técnica é bastante utilizada nos estudos fitoquimicos como um fingerprint
preliminar para verificacéo e identificacéo de classes de produtos naturais. Na Figura
10 estdo representados os espectros de RMN de 'H dos extratos brutos e fracdes
acetato de etila, as mais ativas nos ensaios bioldgicos. O sinal intenso observado em
OH 2,5 € atribuido ao solvente DMSO-d6 utilizado para analise.
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Figura 10 - Espectros de RMN de 'H, com pressaturacdo da agua, dos extratos e fracGes mais
ativas (acetato de etila) de espécies de Eugenia. (DMSO-d6, 300 MH2z).
Fonte: Autora (2017).
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Analisando os espectros, observa-se uma semelhanca entre os perfis das trés
espécies de Eugenia. Observa-se nos espectros de RMN a presenca de sinais
caracteristicos de hidrogénios metilicos, metilénicos, metinicos (dn 0,7 - 3,0), sinais
caracteristicos de hidrogénios pertencentes as unidades glicosidicas (dn 2,0 - 5,0),
hidrogénios carbindlicos (dn 3,0 - 4,0), hidrogénios olefinicos (du 4,5 - 6,5), e uma
regidao de aromaticos (6+ 6,5 - 8,0). Estes resultados indicam que os extratos brutos e
fracOes estudadas apresentam evidéncias de substancias aromaticas. Nas regides
correspondentes aos hidrogénios aromaticos e as unidades glicosidicas observa-se

uma grande quantidade de sinais, indicio de substancias arométicas glicosiladas.

4.4 Perfil cromatografico dos extratos brutos e das fracbes das folhas de

espécies de Eugenia

Os perfis cromatogréficos sdo bastante utilizados no estudo de plantas,
permitindo comparar e sugerir classes de compostos presentes em extratos e fracoes
guando se utiliza detectores de arranjo de diodos ou espectrometria de massas. A fim
de se obter os perfis dos extratos e fracdes foi realizado um gradiente exploratorio,
permitindo a visualizacdo dos metabdlitos presentes em uma ampla faixa de
polaridade. A Figura 11 apresenta os cromatogramas dos extratos brutos para cada
uma das espécies estudadas, que apresentaram bandas com diferentes intensidades

sendo que os compostos detectados, em geral, sdo de média a baixa polaridade.
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Figura 11 — Cromatograma dos extratos brutos de folhas das espécies de Eugenia. Condicdes
de analise: coluna analitica Luna Phenomenex tipo octadesil silano (Cis) (250 x 4,6 mm, d.i. 5
pum), volume de injecé@o foi de 25,0 pL e eluicdo em modo gradiente exploratério utilizando
como fases moveis H.O (A) e MeOH (B), iniciando com 5 % B a 100 % B em 40 min. A vazao
utilizada foi de 1,0 mL.min™* e A= 254 nm.

Fonte: Autora (2017).
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Pode-se observar a variagdo metabdlica presente nas espécies de Eugenia,
contudo algumas bandas se assemelham pelo tempo de retencdo, podendo ser
atribuidos aos mesmos metabolitos secundarios, o que sera verificado pela analise
por técnicas espectrométricas e espectroscopicas usuais.

Analisando o espectro de absor¢cdo no ultravioleta-visivel das bandas das
espécies estudadas em tempos de retencdo semelhantes (Figura 12), podemos
observar que estes compostos possuem bandas caracteristicas de flavonoides, sendo
a banda Il entre 250-295 nm e a banda | entre 300-560 nm (Tabela 1). Isto corrobora
com os resultados promissores nos ensaios antioxidantes, jA que na literatura esta
bastante difundido que os flavonoides apresentam propriedades antioxidante e
antiglicante potenciais, devido a sua propriedade em sequestrar diretamente 0s
radicais livres (agentes doadores de hidrogénio e elétrons ao radical), formando
intermediarios radicalares que séo estaveis devido ao efeito de ressonancia do anel
aromatico presente na estrutura destes flavonoides (BARREIROS; DAVID, 2006;
JUNG et al., 2015).

255  E. unifiora i E. pyriformis | - E. handroana

350

125.97

E. uniflora | E. pyriformis E. handroana

256

354

24.08

Figura 12 - Espectros de absor¢ao no ultravioleta- visivel das espécies com tempo de retencéo
semelhantes. Fonte: Autora (2017).

Os cromatogramas referentes as fracoes acetato de etila e hidroetandlica de
E. pyriformis, E. handroana e E. uniflora, apresentados nas Figuras 13, 14 e 15,
respectivamente, mostraram algumas diferencas quantitativas e qualitativas entre
essas fracdes, indicando que a separacdao pelo procedimento de fracionamento

liquido-liquido foi efetiva, e que os taninos, geralmente interferentes em algumas



47

andlises, permaneceram nas fracdes hidroetandlicas. Como as fracdes acetato de
etila foram as mais promissoras nos testes realizados, a eliminagao deste interferente

nestas fracdes se tornou um ponto positivo para o0 andamento da pesquisa.
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Figura 13 -Cromatograma do extrato e fragbes de folhas de E. pyriformis. Condi¢gbes de
andlise descritas na Figura 11. Ep = Eugenia pyriformis; FAc = fracdo acetato de etila; FHid =
frac@o hidroetandlica; EHid = extrato hidroetandlico. Fonte: Autora (2017).
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Figura 14 - Crbmatograma do extrato e fragbes de folhas de E. handroana. CondigOes de
analise descritas na Figura 11. Eh = Eugenia handroana. Fonte: Autora (2017).
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Figura 15 - Cromatograma do extrato e frages de folhas de E. uniflora. Condi¢des de analise
descritas na Figura 11. Eu = Eugenia uniflora. Fonte: Autora (2017).
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A fracdo acetato de etila foi a mais promissora nos ensaios biolégicos
realizados para as trés espeécies, e visando um estudo guiado por estes ensaios, estas
amostras foram fracionadas através de cromatografia em coluna Cis (CC) a fim de
determinar quais 0s compostos presentes nesta fracdo seriam responsaveis pelas
atividades bioldgicas.

A fracdo da espécie E. pyriformis foi submetida a CC por ser a mais ativa no
ensaio antiglicacdo além de apresentar resultados interessantes nos ensaios
antioxidantes. J& a fracdo de E. handroana foi selecionada por nédo existir dados na
literatura sobre sua composicdo quimica, apenas foram encontrados estudos
relatando aspectos da morfologia da espécie. Visto que E. uniflora € uma espécie
bastante estudada com relatos da composicdo quimica de seus frutos e folhas na
literatura, além de apresentar o perfil cromatografico muito similar as outras duas,
optou-se por identificar os compostos presentes pela abordagem de desreplicacao,
evitando assim, o isolamento de substancias ja conhecidas e presentes nas outras
fragbes. Assim, E. pyriformis e E. handroana foram selecionadas para dar
continuidade a pesquisa com a finalidade de isolamento e identificacdo estrutural das

substancias quimicas, através do monitoramento bioguiado.

4.5 Perfil cromatografico do fracionamento da fracdo acetato de etila de

E. pyriformis e E. handroana

As Figuras 16 e 17 mostram os cromatogramas obtidos apos o fracionamento
da fracdo acetato de etila de E. pyriformis e E. handroana, respectivamente. As
fracBes foram nomeadas de A a F, de acordo com a polaridade da mistura de eluicéo,
sendo A eluida na proporgédo 25:75 MeOH:H20 (v/v) e F em 1:0 MeOH:Hz20 (v/v), e
analisadas utilizando-se as mesmas condi¢des experimentais (CLAE-DAD) descritas
anteriormente para os extratos (Figura 11).
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Figura 16 - Cromatogramas das fracoes da fracdo acetato de etila de E. pyriformis.
A=254 nm. Fonte: Autora (2017).
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Figura 17 - Cromatogramas das fracbes da fracdo acetato de etila de E. handroana.
A=254 nm. Fonte: Autora (2017).

Observa-se nos cromatogramas o perfil dos extratos de acordo com 0 aumento

da porcentagem de metanol e a variedade de metabdlitos em cada fracdo, com

bandas de diferentes intensidades e em diferentes tempos de retencéo, evidenciando

um fracionamento efetivo dos compostos presentes na fracao acetato de etila. Estas

fracOes foram submetidas a ensaios biolégicos, sendo a fracdo C a mais promissora

no ensaio antiglicacdo, como apresentado anteriormente, além de apresentar

resultados significativos nos ensaios antioxidantes para ambas espécies. A separacao

cromatografica para esta fracao foi otimizada e suas bandas coletadas por CLAE-DAD

em escala preparativa.
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4.6 Otimizacdo das condicdes de andlise da fracdo C de E. pyriformis
e E. handroana

Diversas analises foram realizadas para otimizacao do perfil cromatografico da
fracdo C a fim de se obter uma melhor resolucéo e identificacdo das classes de
metabdlitos secundarios presentes. Os cromatogramas obtidos e os sistemas de
solventes e gradiente de eluicdo que permitiram uma melhor separacdo dos
componentes da fragdo C de E. pyriformis e E. handroana, estdo descritos
respectivamente nas Figuras 18 e 19.
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Figura 18 - Cromatograma da fracdo C da fragdo acetato de etila de E. pyriformis.

Condicdes de andlise: coluna analitica Luna Phenomenex Cig (250 x 4,6 mm, d.i. 5 pm),
volume de injecdo de 15,0 yL, vazdo 1,0 mL.min! e eluicdo em gradiente utilizando como
fases moveis H>O (A) e MeOH (B) iniciando com 40% B a 80% B em 30 min, 100% B em 35

min, permanecendo em 100% B por 10 min e retornando a condic¢do inicial. A= 254 nm.
Fonte: Autora (2017).
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Figura 19 - Cromatograma da fracdo C da fragdo acetato de etila de E. handroana.
Condigdes de andlise: coluna analitica Luna Phenomenex Cis (250 x 4,6 mm, d.i. 5 pym),
volume de injegdo de 15,0 L, vazédo 1,0 mL.min e eluicdo em modo isocratico 40% B por
40 min. Limpeza da coluna: 100% B por 10 min. A= 254 nm. Fonte: Autora (2017).

Em comparacdo com o gradiente exploratorio inicialmente utilizado, pode-se
observar que a otimizacdo melhorou a resolucéo das bandas presentes, auxiliando as
analises por CLAE-DAD em escala preparativa, a fim de isolar as substancias
presentes nessas frac6es. As condi¢cdes de andlise em escala preparativa estao
descritas na Secéo 3.4.3.

As bandas foram coletadas e analisadas por CLAE-DAD em escala preparativa
sendo submetidas a analises por RMN e IES-EM por infusdo direta com a finalidade
de identificacdo estrutural dos compostos presentes nestas fracdes C, além de serem
realizados o0s ensaios bioldgicos propostos neste projeto. As bandas estao
devidamente identificadas nas Figuras 18 e 19, como também na Tabela 5, onde

consta o cédigo utilizado para elas.
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4.7 ldentificagcdo dos compostos presentes nas fracdes C de E. pyriformis e
E. handroana por RMN e IES-EM

A Figura 20 apresenta as estruturas das substancias isoladas e identificadas
das bandas presentes nas fracoes C das espécies de E. pyriformis e E. handroana
gue seréo discutidas nas secdes seguintes. Os compostos isolados foram nomeados
delalX.

(V)

HO

HO OH
OH

(V1) (Vi (1X)

Figura 20 - Substancias isoladas e identificadas das frag6es C. Fonte: Autora (2017).
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4.7.1 Identificagéo da substancia |

O estudo das fragbes C de E. pyriformis e E. handroana, obtidas da fracao
acetato de etila, demonstrou serem fracdes ricas em flavonoides, através de seus
espectros de UV obtidos por CLAE-DAD. Este foi o primeiro relato desta classe de
compostos na espécie de E. handroana sendo ja relatados em outras do género, como
a E. uniflora e E. pyriformis também presente neste estudo.

A substéancia | foi isolada das bandas 1CEp e 1CEh como um éleo amarelo, e
sua identificacao foi realizada através de experimentos de RMN de H, COSY, HSQC,
HMBC, espectrometria de massas e por meio de comparagdo com os dados da
literatura (ISIDORO et al., 2012). O espectro de RMN de 'H é apresentado

na Figura 21. Os espectros apresentados referem-se a banda 1CEh.
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Figura 21 - Espectro de RMN de !H da substancia | (600 MHz, CD3OD).
Fonte: Autora (2017).
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A andlise do espectro de RMN de *H mostrou sinais caracteristicos da aglicona
miricetina. Observou-se sinais referentes a um sistema de substituicido 3’, 4’, 5’ no
anel B com sinal em &1 6,94 (s, 2H) que foi atribuido aos hidrogénios na posicéo H-2’

e H-6' que sdo magneticamente equivalentes, ou seja, estdo no mesmo ambiente
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quimico e assim possuem equivaléncia no deslocamento quimico. Também foram
observados dois dubletos referentes a dois hidrogénios do anel A, 646,20 (d, 1H, J=
2,0 Hz) e &1 6,37 (d, 1H, J= 2,0 Hz), correspondentes aos hidrogénios na posi¢cao
H-6 e H-8 respectivamente, tipicos de acoplamento meta entre estes hidrogénios em
um sistema AX.

No espectro de RMN de *H foi verificado o sinal de deslocamento quimico
caracteristico de metila de ramnose 6u 0,95 (d, 3H, J= 6,20 Hz), indicativo de uma
unidade glicosidica como substituinte no esqueleto flavonoidico, que foi confirmado
através do multipleto em 814,22 (m, H-2”), do duplo dubleto em 6+ 3,79 (dd, J=9,5 e
3,3 Hz, H-3”), do tripleto em &1 3,34 (t, J= 9,5 Hz, H-4”) e do multipleto em &u 3,50
(m, H-5"). O sinal em 61 5,29 (d, 1H, J= 1,5 Hz) refere-se ao hidrogénio anomérico e
este valor de constante de acoplamento é caracteristico de a-L-ramnosideo, como
pode ser verificado na Tabela 10. Também foi observado um sinal em &n 12,55 (sl)
indicando a presenca de uma hidroxila quelatogénica em C-5 (SILVA; CARVALHO;
BRAZ-FILHO, 2009).

Tabela 10 - Grupo, configuragdo e constante de acoplamento dos glicosideos
(HARBORNE, 1994).

Grupo Glicosideo Configuracao J vz (HZ)
D-glicose, galactose, xilose -B- 7-8
D-glicose, galactose, xilose -a- 3-4
_ ) L-ramnose -B- 1
Piranosideo
L-ramnose -a- 2
L-arabinose -B- 2,5
L-arabinose -a- 8
D-glicose, galactose, xilose -B- 0-2
i D-glicose, galactose, xilose -a- 4-45
Furanosideo _
L-arabinose -B- 4
L-arabinose -a- 1

As Figuras 22, 23 e 24 apresentam o mapa de contornos COSY, e 0os mapas

de correlacoes HSQC e HMBC, respectivamente, para a substancia I.
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Figura 22 - Mapa de contornos COSY da substancia |
Fonte: Autora (2017).
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Figura 23 - Mapa de correlagbes HSQC da substancia |
Fonte: Autora (2017).
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Figura 24 - Mapa de correlacbes HMBC da substancia | (600 MHz, CDsOD).
Fonte: Autora (2017).

No mapa de contornos COSY (Figura 22) as correlacdes para o anel A séo
confirmadas através do hidrogénio em &n 6,20 se correlacionando com o hidrogénio
em OH 6,37. No COSY também foi possivel observar as interacbes dos atomos de
hidrogénio presentes no anel da ramnose, onde o hidrogénio anomérico H-1" se
correlaciona diretamente com o hidrogénio 6+ 4,22 (m, H-2”) e este se correlaciona
com o hidrogénio 6+ 3,79 (dd, J=9,5 e 3,3 Hz, H-3"”). O hidrogénio H-3" se correlaciona
com o tripleto &n 3,34 (t, J= 9,5 Hz, H-4”) e 0 H-4” se correlaciona com o multipleto em
oH 3,50 (m, H-5”), e este com os hidrogénios da metila da ramnose, 6+ 0,95 (d, J= 6,20
Hz).

Através do mapa de correlagbes HSQC (Figura 23) foi possivel observar a
correlacdo dos sinais de hidrogénio em &+ 6,94 com o carbono em 6:109,4 (C-2’ e C-
6’) correspondente ao anel B. Ja para o anel A o0 mapa mostrou correlacdes entre os
hidrogénios du 6,20 e &1 6,37 com os carbonos &c 99,6 (C-6) e dc 94,5 (C-8)
respectivamente. Para a unidade ramnosidica foi possivel observar que o0s

hidrogénios H-1" e H-6” estao diretamente ligados aos carbonos &c 103,3 (C-1") e &c
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17,4 (C-6"), respectivamente. Os demais hidrogénios glicosidicos estdo ligados a
carbonos na faixa de ¢ 71,6-73,0.

No mapa de correlacbes HMBC (Figura 24), o sinal do hidrogénio H-6 se
correlaciona com os dos carbonos em &¢ 94,5 (C-8), &¢ 165,8 (C-7), 8¢ 162,9 (C-5), &¢
105,6 (C-10) e 6:179,5 (C-4). J4 o sinal do hidrogénio H-8 se correlaciona com os dos
carbonos em &¢ 99,6 (C-6), &c 165,8 (C-7), &c 158,3 (C-9), dc 105,6 (C-10) e &c 179,5
(C-4), permitindo assim a atribuicdo de carbonos do anel A. Para o anel B o mesmo
raciocinio foi aplicado, sendo a correlacdo do sinal em 6+ 6,94 com os dos carbonos
em &c 109,4 (C-2' e C-6’), &c 146,6 (C-3' e C-5'), dc 137,8 (C-4'), &c 121,5 (C-1") e
0c 159,3 (C-2), com isso foi possivel atribuir os valores de carbono tanto para o anel
A como para o anel B.

Determinou-se a posicdo do glicosideo na aglicona através do mapa de
correlagdes HMBC, por meio da correlacdo do hidrogénio anomérico com o carbono
0c 136,1 que foi atribuido ao C-3 do anel C do flavonol, confirmando assim a posicao
de substituicdo da unidade de ramnose.

Com base nos dados descritos acima, a substancia | foi identificada como o
flavonol miricetina-3-O-a-L-ramnosideo, relatada pela primeira vez nas espécies de

E. pyriformis e E. handroana, representada na Figura 25.

Figura 25 - Estrutura quimica da miricetina-3-O-a-L-ramnosideo
Fonte: Autora (2017).

Os dados de RMN de 'H para a substancia | e para miricetina-3-O-a-L-

raminosideo, de acordo com a literatura, estao representados na Tabela 11.
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Tabela 11 - Comparacdo dos dados de RMN de 'H (CDsOD, 600 MHz) obtidos para a
substancia | com os dados descritos na literatura para o composto miricetina-3-O-a-L-
raminosideo (ISIDORO et al., 2012: CD3zOD, 400 MHz para RMN de 'H e 50 MHz para

RMN de 3C).
Un (ppm), J (Hz) tc (ppm)
H/C
Substancial ISIDORO et al., 2012 Substancial ISIDORO et al., 2012
2 - - 159,3 159,6
3 - - 136,1 136,5
4 - - 179,5 179,4
5 - - 162,9 163,4
6 6,20 (d, 2,0) 6,20 (d, 2,0) 99,6 100,0
7 - - 165,8 166,3
8 6,37 (d, 2,0) 6,42 (d, 2,0) 94,5 94,9
9 - - 158,3 158,7
10 - - 105,6 106,0
1’ - - 121,5 122,1
2" 6,94 (s) 6,95 (s) 109,4 109,7
3’ - - 146,6 147,0
4 . ; 137,8 138,1
5" - - 146,6 147,0
6 6,94 (s) 6,95 (S) 109,4 108,5
RAMNOSE
1° 5,29 (d, 1,5) 5,31 (d, 2,0) 103,3 103,8
2" 4,22 (m) 4,21 (dd, 3,2 e 1,8) 71,6 71,8
3’ 3,79 (dd, 9,5 e 3,3) 3,78 (dd, 9,2e3,2) 71,8 72,2
4 3,34 (t, 9,5) 3.33(t,9.2) 73,0 72,3
5 3,50 (m) 3,51 (m) 71,9 72,0
6 0,95 (d, 6,20) 0,94 (d, 5,6) 17,4 17,8
5-OH 12,55 (sl) ) - -
Fonte: Autora (2017).

Nos espectros de massas obtidos para os flavonoides O-glicosilados podem

ser diagnosticadas as clivagens que sofrem as ligacdes O-glicosidicas. Podem ocorrer

dois tipos: homolitica e heterolitica. A clivagem homolitica origina um ion radicalar

[Yo-H]”, que se refere ao radical aglicona desprotonado. J& a clivagem heterolitica
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origina a aglicona desprotonada [Yo]. (HVATTUM; EKERBERG, 2003, CUYCKENS;
CLAEYS, 2004).
Os espectros de massas de primeira e de segunda ordem para a substancia |

sao apresentados nas Figuras 26 e 27, respectivamente.
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Figura 26 - Espectro de massas de primeira ordem por infusdo direta no modo negativo full-

scan da substéncia I. Faixa de ions 200 a 900 m/z (Sec¢é&o 3.8). Fonte: Autora (2017).
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Figura 27 - Espectro de massas de segunda ordem do ion precursor de m/z 463 em modo
negativo com energia de colisdo 30 eV e faixa de ions 50 a 470 m/z (Secdo 3.8).
Fonte: Autora (2017).

No espectro de massas de primeira ordem (Figura 26) podemos observar o
sinal mais intenso de m/z 463. Este ion confirmou a massa molecular da miricetrina,
com o auxilio da base de dados Massbank Project e Fabre et al. (2001). No espectro
de massas de segunda ordem (Figura 27), o fragmento ([M-H-147]), referente ao sinal
de m/z 316, comprova a perda de uma ramnose (147 Da) formando a aglicona
miricetina sucedida por meio de uma clivagem do tipo homolitica. Os fragmentos em
m/z 151 ([M-H-147-165]) e m/z 287 ([M-H-147-29]) sao referentes a quebra do anel
pirano sendo respectivamente uma reacdo de Retro Diels-Alder e uma reacdo de
perda de CO. A formacgéo do fragmento em m/z 271 ([M-H-147-45]") ocorre devido a
perda de CO2 e de um hidrogénio. Para o fragmento em m/z 179 ocorre uma

retrociclizacdo deste flavonoide indicada pela perda de 137 Da (FABRE et al., 2001;
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TIBERTI et al.,2007). Nas Figuras 75 a 81 das paginas 105-107, estéo indicados os
mecanismos de fragmentacao geral de compostos da classe dos flavonoides.

Desta forma, com os resultados de RMN e os fragmentos formados por
espectrometria de massas, pode-se confirmar a identidade da substancia | como

sendo miricetina-3-O-a-L-raminosideo.

4.7.2 Identificacdo das substancias Il e I

As substancias Il (minoritaria) e Il (majoritaria) foram identificadas em mistura
nas bandas 2CEp e 2CEh como um 6leo amarelo escuro, e sua identificacdo foi
realizada através de experimentos de RMN de !H, HSQC, HMBC,
espectrometria de massas, CLAE-DAD e comparacdo com a literatura (WUST et al.,
2016; GHANADIAN et al., 2012).

No espectro de RMN de 'H (Figura 28) foram constatados dois sinais de
hidrogénios anoméricos du 5,14 (d, J= 7,8 Hz, Hui-1") e dn 5,23 (d, J= 7,8 Hz, Hi-1")
com integracao de 1:0,50 respectivamente. Os dois sinais apresentam constante de
acoplamento de 7,8 Hz, valor caracteristico para os piranosideos glicose, galactose e

xilose (Tabela 10). Os espectros apresentados referem-se a banda 2CEh.
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Figura 28 - Espectro de RMN de *H da substancia Il e Ill (600 MHz, CD3;OD).
Fonte: Autora (2017).
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De acordo com o valor de integracdo dos hidrogénios glicosidicos, 9,0 H, que
corresponde a 6 hidrogénios da substancia majoritaria (lll) (1H), e 6 hidrogénios da
substancia minoritaria (Il) (0,50H), pode-se concluir que os compostos apresentam
unidades glicosidicas e galactosidicas como substituintes na estrutura da aglicona. A
semelhanca estrutural das duas substancias pode ser comprovada também por
CLAE-DAD, no qual observa-se apenas uma banda apesar da tentativa de otimizacao
das condicbes cromatograficas para que os compostos fossem separados. Estes
dados indicam um mecanismo muito similar de interacdo de ambos os compostos com
a coluna, dificultando a separacdo dos mesmos, como pode ser observado no
cromatograma da Figura 29, e também por espectrometria de massas, onde o m/z
463 € 0 mesmo para ambas substancias, que apresentaram massa molecular
idénticas de 464 Da.

n
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Figura 29 - Cromatograma da banda 2CEh.

Condi¢cdes de analise: coluna analitica Luna Phenomenex tipo octadesil silano (Cis)
(250 x 4,6 mm, 5 pum d.i.), com volume de injecao de 15 pL e eluigdo em modo isocratico 45%
B utilizando como fases méveis H.O (A) e MeOH (B). A vazéo utilizada foi de 1,0 mL.min e
A =254 nm. Fonte: Autora (2017).

A andlise do espectro de RMN de 'H mostrou sinais de hidrogénios
caracteristicos da aglicona de quercetina para as duas substancias. Para o anel A,
foram observados dois sinais o1 6,39 (d, J= 2,0 Hz, Hi-8/Hui-8) e o1 6,19 (d, J= 2,0 Hz,

Hi-6/Hui-6), tipicos de um acoplamento meta neste anel em um sistema AX. Como 0s
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dois sinais estdo integrados para 1,50 H, estes se referem ao anel A dos dois
compostos apresentados. Foram constatados ainda para o anel B sinais em on 7,83
(d, J= 2,2 Hz, H-2’) referente ao composto majoritario, on 7,70 (d, J= 2,1 Hz, H-2')
referente ao composto minoritario e a sobreposicédo dos sinais das substancias em
016,86 (d, J=8,5, Hi-5'/Hu-5’) e &1 7,57 (dd, J= 8,4 e 2,0 Hz, Hi-6’/Hui-6’) onde o sinal
de integragcdo corresponde a 1,50 H em ambos os sinais. De acordo com as
constantes de acoplamento, podemos observar que os H-6’ acoplam em meta com 0s
H-2° e em orto com os H-5". Assim, com base nos dados analisados, os sinais no
espectro de RMN de 'H sdo de duas substancias flavonoidicas derivadas de
quercetina em que uma € substituida com uma unidade glicosidica e a outra com uma
unidade galactosidica.

Através dos mapas de correlagcdes HSQC (Figura 30) e HMBC (Figura 31) foi
possivel atribuir todos os carbonos das agliconas para os dois compostos.
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Figura 30 - Mapa de correlagbes HSQC da substancia Il e 11l (600 MHz, CDsOD).
Fonte: Autora (2017).
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Figura 31 - Mapa de correlagbes HMBC da substancia Il e Il (600 MHz, CDsOD).
Fonte: Autora (2017).

Os dois residuos de acucar foram confirmados na posi¢cdo C-3 através das
correlagdes entre os hidrogénios anoméricos o1 5,14 (Hu-1") e 615,23 (Hui-1") com os
carbonos &c 135,4 (Cu-3) e d6c 135,3 (Ci-3), respectivamente através do mapa de
correlacdes HMBC. Os hidrogénios das unidades de acucar restantes foram
observados no faixa de &n 3,40-3,85 enquanto que os demais carbonos foram
observados na faixa de 6c 61,6-78,1.

Desta forma as duas substancias foram identificadas como quercetina-3-O-3-
D-glicosideo (Il) e quercetina-3-O-p-D-galactosideo (lll), ambas relatadas pela
primeira vez nas espécies de E. pyriformis e E. handroana. As estruturas dessas

substancias estéo representadas na Figura 32 e Figura 33.
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Figura 32 - Estrutura quimica da quercetina-3-O-3-D-glicosideo (II)
Fonte: Autora (2017).

OH

Figura 33 - Estrutura quimica da quercetina-3-O-B-D-galactosideo (111)
Fonte: Autora (2017).

Os dados de RMN de 'H para a substancia Il e para quercetina-3-O-B-D-
glicosideo, de acordo com a literatura, estéo representados na Tabela 12, e os dados
para a substancia Il e quercetina-3-O-B-D-galactosideo estdo apresentados na

Tabela 13.
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Tabela 12 - Comparacéo dos dados de RMN de *H (CDs0OD, 600 MHz) obtidos da substancia
Il com os dados descritos na literatura do composto quercetina-3-O-B-D-glicosideo (WUST et
al., 2016: CD3zOD, 300 MHz para RMN de H e 75 MHz para RMN de 3C).

Un (ppm), J (Hz) tc (ppm)
H/IC . ]
Substancia ll WUST et al., 2016 Substancia ll WUST et al., 2016
2 - - 159,1 158,9
3 - - 135,3 135,6
4 - - 179,4 179.,4
5 - - 162,5 163,0
6 6,19 (d, 2,0) 6,19 (sl) 99,7 99,9
7 - - 165,8 166,2
8 6,39 (d, 2,0) 6,38(s) 6 94,5 94,7
9 - - 158,1 158,4
10 - - 105,2 105,6
1’ - - 122,8 123,2
2’ 7,70 (d, 2,1) 7,70 (d, 2,1) 117,3 117,5
3’ - - 145,7 145,9
4" - - 149,6 149,8
5’ 6,86 (d, 8,5) 6,85 (d, 8,7) 115,9 115,9
6’ 7,57 (dd, 8,4 e 2,0) 7,56 (m) 122,8 123,0
GLICOSE
1’ 5,23 (d, 7,8) 5,24 (d, 7,5) 104,0 104,3
2 3,40-3,85 (m) 3,45 (m) 61,6-78,1 (m) 75,7
3’ 3,40-3,85 (m) 3,42 (t, 9,0) 61,6-78,1 (m) 78,4
4" 3,40-3,85 (m) 3,34 (t, 9,3) 61,6-78,1 (m) 71,2
5" 3,40-3,85 (m) 3,23 (m) 61,6-78,1 (m) 78,1
6a" 3,40-3,85 (m) 3,57 (dd, 12,0 € 5,1) 61,6-78,1 (m) 62,5
6" 3,40-3,85 (m) 3,71(dd 11,7 € 2,1) 61,6-78,1 (m) 62,5

Fonte: Autora (2017).
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Tabela 13 - Comparacéo dos dados de RMN de *H (CDs0OD, 600 MHz) obtidos da substancia
[l com os dados descritos na literatura do composto quercetina-3-O-B-D-galactosideo
(GHANADIAN et al., 2012: CDs0OD, 500 MHz para RMN de *H e 150 MHz para RMN de 3C).

tn (ppm), J (Hz) tc (ppm)
H/C Substéncia Substéancia
" GHANADIAN et al., 2012 " GHANADIAN et al., 2012
2 - - 158,5 158,4
3 - - 135,4 135,6
4 - - 179,4 179,5
5 - - 162,5 163,0
6 6,19 (d, 2,0) 6,16 (d, 2,5) 99,7 100,5
7 - - 165,8 169,0
8 6,39 (d, 2,0) 6,35 (d, 2,0) 94,5 95,2
9 - - 158,1 158,4
10 - - 105,2 105,5
1’ - - 122,5 122,8
2’ 7,83 (d, 2,2) 7,82 (d, 2,0) 117,6 117,3
3’ - - 145,5 145,9
4" - - 149,6 150,8
5’ 6,86 (d, 8,5) 6,85 (d, 8,5) 115,9 116,0
6’ 7,57 (dd, 8,4 e 2,0) 7,57 (dd, 8,5 e 2,0) 122,8 123,1
GALACTOSE
1 5,14 (d, 7,8) 5,12 (d, 7,5) 105,2 105,2
27 3,40-3,85 (m) 3,81 (dd, 9,5 e 7,5) 61,6-78,1 (m) 73,4
3" 3,40-3,85 (m) 3,53 (M) 61,6-78,1 (m) 75,0
4" 3,40-3,85 (m) 3,84 (dl, 3,0) 61,6-78,1 (m) 69,8
57 3,40-3,85 (m) 3,46 (dd, 6,5 e 6,0) 61,6-78,1 (m) 77,2
6a" ' 3,40-3,85 (m) 3,56 (M) 61,6-78,1 (m) 61,9
6" 3,40-3,85 (m) 3,63 (dd 11,5 € 6,0) 61,6-78,1 (m) 61,9

Fonte: Autora (2017).
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As Figuras 34 e 35 apresentam o0s espectros de massas de primeira e segunda

ordem, respectivamente, para a banda contendo as substancias Il e .
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Figura 34 - Espectro de massas de primeira ordem em infusdo direta no modo negativo full-
scan da fracdo contendo as substéancias Il e lll. Faixa de ions 200 a 900 m/z (Secéo 3.8).
Fonte: Autora (2017).
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Figura 35 - Espectro de massas de segunda ordem do ion precursor de m/z 463 em modo
negativo com energia de colisédo 30 eV e faixa de ions 50 a 470 m/z (Sec¢é&o 3.8).
Fonte: Autora (2017).

No espectro de massas (Figura 34) de primeira ordem podemos observar o
sinal mais intenso m/z 463. Pelo espectro de massas de segunda ordem (Figura 35),
foi possivel confirmar a massa molecular de quercetina-3-O-B-D-glicosideo e
guercetina-3-O-p-D-galactosideo, sendo de 464 Da (g/mol) (por auxilio da base de
dados Massbank Project). O fragmento ([M-H-163]) referente ao sinal m/z 300
comprova a perda de uma hexose (163 Da) por meio de clivagem homolitica,
formando a aglicona quercetina. Os fragmentos em m/z 151 ([M-H-163-149]), e
m/z 271 ([M-H-163-29]) sao referentes a quebra do anel pirano (Figura 19). A
formacao do fragmento em m/z 255 ([M-H-163-45]") ocorre devido a perda de COze
um hidrogénio e o fragmento m/z 179 ocorre uma retrociclizagdo deste flavonoide
indicada pela perda de 121 Da (FABRE et al.,, 2001; TIBERTI et al.,, 2007).
Nas Figuras 75 a 81 das paginas 105-107, estdo indicados os mecanismos de

fragmentacao geral de compostos da classe dos flavonoides.
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4.7.3 Identificagdo da substancia IV

A substancia IV foi isolada da banda 3CEh como um 0leo amarelo escuro, e
sua identificacdo foi realizada através de experimentos de RMN de 1H,
COSY, HSQC, HMBC, espectrometria de massas e comparacdo com a literatura
(MOREIRA, 2009).

A andlise do espectro de RMN de *H mostrou sinais caracteristicos da aglicona
guercetina. Observou-se sinais referentes a um sistema de substituicao 3’, 4’ no anel
B com sinais em &n 7,74 (d, J= 2,2 Hz, H-2’), 61 6,87 (d, J= 8,4 Hz, H-5’) e dn 7,57
(dd, J=8,5 e 2,2 Hz, H-6’) integrados para um hidrogénio. Os valores das constantes
revelam um acoplamento em orto entre H-6’ e H-5’ e um acoplamento em meta entre
H-6' e H-2'. Também foram observados um dubleto e um singleto referentes a dois
hidrogénios do anel A, o1 6,20 (d, J= 1,8 Hz) e du 6,40 (sl) correspondentes aos
hidrogénios na posicdo H-6 e H-8 respectivamente, sendo estes sinais caracteristicos
de um sistema de acoplamento AX. Estas conclusdes podem ser observadas na

Figura 36.
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Figura 36 - Espectro de RMN de 'H da substancia IV (600 MHz, CDsOD).
Fonte: Autora (2017).
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No espectro de RMN de H foi verificado a presenca de um sinal em dx 5,13
(d, J= 6,9 Hz, H-1") sendo este sinal atribuido ao hidrogénio anomérico, sendo que
sua constante de acoplamento é caracteristica de 3-D-xilopiranosideo, como pode ser
verificado na Tabela 10. Assim, a xilose, € a unidade glicosidica ligada a aglicona de
quercetina, que apresenta os seguintes sinais: 6+ 3,89 (dd, J= 6,6 e 8,8 Hz, H-2"),
o+ 3,64 (dd, J= 3,3 e 8,5 Hz, H-3"), 1 3,80-3,83 (M, H-4” e H-5A") € &1 3,44 (dd, J=2,8
e 13,6 Hz, H-58") que foram reafirmados com o mapa de contornos COSY. Os
hidrogénios H-5" apresentam valores distintos por estarem em ambientes quimicos
diferentes, sendo assim, hidrogénios diasteriotopicos.

O mapa de contornos COSY, e os mapas de correlagbes HSQC e HBMC para

a substancia IV sdo apresentados, respectivamente, nas Figuras 37, 38, 39 e 40.
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Figura 37 - Mapa de contornos COSY da substéancia IV (600 MHz, CDs;OD).
Fonte: Autora (2017).
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Figura 38 - Expansao do mapa de contornos COSY da substancia IV (600 MHz, CDsOD).

Fonte: Autora (2017).
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Figura 40 - Mapa de correlacbes HMBC da substéncia IV (600 MHz, CD;OD).
Fonte: Autora (2017).

No mapa de contornos COSY (Figura 37) as correlagcbes para o anel A sao
confirmadas através do hidrogénio em &+ 6,20, se correlacionando com o hidrogénio
em On 6,40. Na expansdo do COSY (Figura 38) também foi possivel observar as
interacdes dos atomos de hidrogénio presentes no anel da xilose, onde o hidrogénio
anomeérico H-1” se correlaciona diretamente com o hidrogénio 6+ 3,89 (dd, J= 6,6 e
8,8 Hz, H-2") e este se correlaciona com o hidrogénio o1 3,64 (dd, J= 3,3 e 8,5 Hz,
H-3"). O hidrogénio H-3” se correlaciona com o multipleto d+ 3,80-3,83 (m, H-4") e 0
H-4” se correlaciona com o duplo dubleto em &n 3,44 (dd, J= 2,8 e 13,6 Hz, H-58"), e
este com os hidrogénios do multipleto 6+ 3,80-3,83 (m, H-4” e H-54").

Através do mapa de correlagdes HSQC (Figura 39) foi possivel observar a
correlagéo dos sinais dos hidrogénios H-2’, H-5’ e H-6’ com os respectivos carbonos:
0c117,1 (C-2’), 6c116,0 (C-5’) e 6c 122,7 (C-6’), correspondentes ao anel B. Ja para o
anel A o mapa mostrou correlagdes entre os hidrogénios H-6 e H-8 com os carbonos
Oc 99,8 (C-6) e &c 94,5 (C-8) respectivamente. Para a unidade xilosidica foi possivel

observar o hidrogénio anomérico H-1” se correlacionando com o &c 104,2 (C-1”), o
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H-2” com &¢ 72,6 (C-2”), H-3" com &¢ 73,8 (C-3”), H-4” com 8. 68,8 e Ha/Hs — 5” com &c
66,7 (C-5").

No mapa de correlacbes HMBC (Figura 40), o sinal do hidrogénio H-6 se
correlaciona com os dos carbonos C-8, C-7, C-5 e C-10. Ja o sinal do hidrogénio H-8
se correlaciona com os dos carbonos em C-6, C-7, C-9 e C-10, permitindo assim a
atribuicdo de carbonos do anel A. Para o anel B o mesmo raciocinio foi aplicado, sendo
a correlacéo do H-2' com os carbonos C-2, C-3’, C-4’ e C-6’, o hidrogénio H-5’ com os
carbonos C-1’, C-3’, C-4’ e o hidrogénio H-6’ se correlaciona com os carbonos C-2’,
C-4’ e C-2. Desta forma foi possivel atribuir os valores de carbono tanto para o anel A
como para o anel B.

Determinou-se a posicdo do glicosideo na aglicona através do mapa de
correlacdes HMBC através da correlacdo do hidrogénio anomérico com o carbono
0c 135,2 que foi atribuido ao C-3 do anel C do flavonol, confirmando assim a posicao
de substituicdo da unidade de xilose.

Segundo os dados descritos acima, a substancia IV foi identificada como
quercetina-3-O-B-D-xilopiranosideo, pela primeira vez relatada para a espécie
E. handroana, sendo representada na Figura 41. A Tabela 14 apresenta os dados de
RMN de 'H para a substancia IV e para quercetina-3-O-B-D-xilopiranosideo, de acordo

com a literatura.

OH

Figura 41 - Estrutura quimica da quercetina-3-O-p-D-xilopiranosideo
Fonte: Autora (2017).
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Tabela 14 - Comparacéo dos dados de RMN de H (CDs0OD, 600 MHz) obtidos da substancia
IV com os dados descritos na literatura do composto quercetina-3-O-B-D-xilopiranosideo
(MOREIRA, 2009: CDs;0D, 300 MHz para RMN de H e 75 MHz RMN de 3C).

tin (ppm), J (Hz) tc (ppm)
H/IC ] ]
Substancia IV MOREIRA, 2009 Substancia IV MOREIRA, 2009
2 - - 158,2 158,5
3 - - 135,2 135,5
4 - - - 179,3
5 - - 162,5 162,9
6 6,20 (d, 1,8) 6,16 (d, 2,1) 94,5 99,84
7 - - 165,5 165,9
8 6,40 (sl) 6,35 (d, 2,1) 94,5 94,7
9 - - 158,0 158,3
10 - - 105,3 105,5
1’ - - 122,4 122,8
2’ 7,74 (d, 2,1) 7,74 (d, 2,1) 117,1 117.,4
3’ - - 145,8 145,8
4"’ - - 149,7 149,8
5’ 6,87 (d, 8,4) 6,85 (d, 8,4) 116,0 116,1
6’ 7,57 (dd, 8,5 e 2,2) 7,55 (dd, 8,4 e 2,1) 122,7 122,9
XILOSE
1 5,13 (d, 6,6) 5,13 (d, 6,6) 104,2 104,6
2 3,89 (dd, 8,8 € 6,6) 3,89 (dd, 6,6 € 6,6) 72,6 72,8
3 3,64 (dd, 8,5 e 3,3) 3,64 (dd, 8,4 e 3,3) 73,8 74,1
4" 3,80-3,83 (m) 3,88-3,24 (m) 68,8 69,1
5a: 3,80-3,83 (M) eq. 3,44 (dd, 13,2 e

T 66,7 67,0

5e: 3,44 (dd, 13,6 €2,8) ' ax 3,88-3,24 (m)

Fonte: Autora (2017).

As Figuras 42 e 43 apresentam os espectros de massas de primeira e segunda

ordem respectivamente, para a substancia IV.
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Figura 42 - Espectro de massas de primeira ordem em infuséo direta no modo negativo full-
scan da substancia IV. Faixa de ions 200 a 900 m/z (Se¢éo 3.8). Fonte: Autora (2017).
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Figura 43 - Espectro de massas de segunda ordem do ion precursor de m/z 433 em modo
negativo com energia de colisdo 30 eV e faixa de ions 50 a 440 m/z (Secdo 3.8).
Fonte: Autora (2017).
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No espectro de massas de primeira ordem (Figura 42) pode-se observar o sinal
mais intenso em m/z 433. Analisando o espectro de massas de segunda ordem
(Figura 43) obtido para o ion precursor m/z 433 ([M-HJ]"), e com o auxilio da base de
dados Massbank Project e Pereira et al. (2015), foi possivel confirmar a massa
molecular da quercetina-3-O-B-D-xilopiranosideo. O fragmento ([M-H-133]") referente
ao sinal m/z 300 comprova a perda de uma pentose (133 Da) e a formacéo da aglicona
guercetina por meio de uma clivagem homolitica. Os fragmentos m/z 151 ([M-H-133-
149]) e m/z 271 ([M-H-133-29]") sao referentes a quebra do anel pirano. A formacéo
do fragmento m/z 255 ([M-H-133-45]") ocorre devido a perda de CO2z e um hidrogénio,
e o fragmento m/z 179, indicando a retrociclizacado deste flavonoide pela perda de
121 Da (FABRE et al., 2001). Nas Figuras 75 a 81 das paginas 105-107, estdo
indicados os mecanismos de fragmentacdo geral de compostos da classe dos

flavonoides.

4.7.4 Identificacdo da substancia V

A substancia V foi isolada das bandas 4CEp e 4CEh como um so6lido amarelo,

e sua identificacdo foi realizada através de experimentos de RMN de H, COSY,
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HSQC, HMBC, espectrometria de massas e comparagcao com a literatura (VECHIA et
al., 2016). Os espectros apresentados referem-se a banda 4CEh.

A andlise do espectro de RMN de !H desta substancia (Figura 44) mostrou
sinais caracteristicos da aglicona quercetina. Observou-se sinais referentes a um
sistema de substituicdo 3’, 4’ no anel B com sinais em 6x 7,33 (d, J= 2,0 Hz, H-2’), dH
6,92 (d, J= 8,3 Hz, H-5’) e &1 7,29 (dd, J= 2,1 e 8,3 Hz, H-6’) integrados para um
hidrogénio. Os valores das constantes nos revelam um acoplamento em orto entre
H-6' e H-5" e um acoplamento em meta entre H-6’ e H-2'. Também foram observados
dois dubletos referentes a dois hidrogénios do anel A, 616,20 (d, J= 1,8 Hz) e 6+ 6,38
(d, J= 1,7 Hz) correspondentes aos hidrogénios na posicdo H-6 e H-8
respectivamente, sendo estes sinais caracteristicos de um sistema de acoplamento
AX.
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Figura 44 - Espectro de RMN de *H da substancia V (600 MHz, CD;OD). Fonte: Autora (2017).

No espectro de RMN de *H foi verificado o sinal de deslocamento quimico
caracteristico de metila de ramnose &u 0,93 (d, 3H, J= 6,14 Hz, H-6"), indicativo de
uma unidade glicosidica como substituinte no esqueleto flavonoidico. Este foi

confirmado pelos sinais de RMN: multipleto em 61 4,22 (m, H-2"), duplo dubleto em
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013,75 (dd, J=9,5 e 3,3 Hz, H-3”), tripleto em &n 3,33 (t, J= 9,5 Hz, H-4”) e multipleto
em Ou 3,40 (m, H-57). O sinal em 81 5,32 (sl, H-1”) refere-se ao hidrogénio anomérico.
Também foi observado um sinal em 6+ 12,53 (sl) indicativo da presenca de um grupo
hidroxilico quelado em C-5 (SILVA; CARVALHO; BRAZ-FILHO, 2009).

No mapa de contornos COSY (Figura 45) as correlacdes para o anel A séo
confirmadas pelo hidrogénio H-6 que se correlaciona com o hidrogénio H-8. Na
expansdo do COSY (Figura 46) também foi possivel observar as interacdes dos
atomos de hidrogénio presentes no anel da ramnose, onde o hidrogénio anomérico
H-1" se correlaciona diretamente com o hidrogénio on 4,22 (m, H-2") e este se
correlaciona com o hidrogénio &+ 3,75 (dd, J= 3,3 e 9,5 Hz, H-3"). O hidrogénio H-3”
se correlaciona com o tripleto dn 3,33 (t, J= 9,9 Hz, H-4”) e 0 H-4” se correlaciona com

o multipleto em &+ 3,40 (m, H-5") e este com os hidrogénios da metila da ramnose, dH

0,93 (d, J = 6,20 Hz, H-6").
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Figura 45 - Mapa de contornos COSY da substancia V (600 MHz, CD;OD).
Fonte: Autora (2017).
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Figura 46 - Expansdo do mapa de contornos COSY da substancia V (600 MHz, CDs;OD).
Fonte: Autora (2017).

Através do mapa de correlagcbes HSQC (Figura 47) foi possivel observar a
correlacdo dos sinais dos hidrogénios H-2’, H-5’ e H-6' com os respectivos carbonos:
0c116,8 (C-2’), 8¢ 116,3 (C-5’) e & 122,8 (C-6’), correspondentes ao anel B. J& para o
anel A o mapa mostrou correlacdes entre os hidrogénios H-6 e H-8 com os carbonos
0c 99,7 (C-6) e dc 94,6 (C-8) respectivamente. Para a unidade ramnosidica foi possivel
observar que os hidrogénios H-1" e H-6” estdo diretamente ligados aos carbonos &c
103,2 (C-17) e &¢c 17,3 (C-6”), respectivamente. Os demais hidrogénios glicosidicos

estdo ligados a carbonos na faixa de &¢ 71,6-72,9.
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Figura 47 - Mapa de correlagbes HSQC da substancia V (600 MHz, CDsOD).
Fonte: Autora (2017).

No mapa de correlacdes HMBC (Figura 48), o sinal do hidrogénio H-6 se
correlaciona com os dos carbonos C-8, C-7, C-5 e C-10. Ja o sinal do hidrogénio H-8
se correlaciona com os dos carbonos em C-6, C-7, C-9, C-10 e C-4, permitindo assim
a atribuicdo de carbonos do anel A. Para o anel B o mesmo raciocinio foi aplicado,
sendo a correlacdo do H-2’ com os carbonos C-2, C-3’, C-4’ e C-1’, do hidrogénio H-
5 com os carbonos C-1’, C-3’, C-4’ e o hidrogénio H-6’ se correlaciona com os
carbonos C-5’, C-4’ e C-2. Desta forma foi possivel atribuir os valores de carbono tanto
para o anel A como para o anel B.
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Figura 48 - Mapa de correlagbes HMBC da substancia V (600 MHz, CDsOD).
Fonte: Autora (2017).

Determinou-se a posicéo do glicosideo na aglicona pelo mapa de correlacdes
HMBC através da correlacédo do hidrogénio anomérico com o carbono &c 135,9 que foi
atribuido ao C-3 do anel C do flavonol, confirmando assim a posi¢céo de substituicdo
da unidade de ramnose.

Com base nos dados descritos acima, a substancia V foi identificada como o
flavonol quercetina-3-O-a-L-ramnosideo (Figura 49), relatada pela primeira vez nas
espécies de E. pyriformis e E. handroana. A Tabela 15 apresenta os dados RMN de
'H para a substancia V e para quercetina-3-O-a-L-ramnosideo, de acordo com a

literatura.

Figura 49 - Estrutura quimica da quercetina-3-O-a-L-ramnosideo
Fonte: Autora (2017).
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Tabela 15 - Comparacéo dos dados de RMN de *H (CDs0OD, 600 MHz) obtidos da substancia
V com os dados descritos na literatura do composto quercetina-3-O-a-L-ramnosideo (VECHIA
et al., 2016: CDs0OD, 400 MHz para RMN de 'H e 100 MHz para RMN de 3C).

Un (ppm), J (Hz) tc (ppm)
H/C , _
Substancia VvV VECHIA et al., 2016 Substéancia VvV VECHIA et al., 2016
2 - - 159,3 159,4
3 - - 135,9 136,4
4 - - 179,4 179,8
5 - - 162,8 163,4
6 6,20 (d, 1,8) 6,20 (d, 2,1) 99,7 100,0
7 - - 165,8 166,0
8 6,38 (d, 1,7) 6,37 (d, 2,1) 94,6 94,9
9 - - 158,3 158,7
10 - - 105,7 106,0
1 - - 122,7 123,1
2" 7,33 (d, 2,0) 7,34 (d, 2,1) 116,8 117,1
3" - - 146,1 146,5
4° - - 149,7 150,0
5" 6,92 (d, 8,3) 6,91 (d, 8,3) 116,3 116,5
6" 7,29 (dd, 8,3 e 2,1) 7,31 (dd, 8,3 e 2,1) 122,8 123,0
RAMNOSE
1° 5,32 (s) 5,35 (d, 1,5) 103,2 103,7
2’ 4,22 (m) 4,23 (dd, 3,2 e 1,5) 71,6 72,0
3’ 3,75 (dd, 9,5 e 3,3) 4,76 (dd, 9,4 e 3,4) 71,8 72,2
4° 3,33 (t, 9,9) 3,35(dd, 9,4 e3,4) 72,9 72,2
5" 3,40 (m) 3,43 (dg,9,4e6.,1) 71,9 73,4
6’ 0,93 (d, 6,14) 0,94 (d, 6,1) 17,3 17,8
5-OH 12,54 (sl) ] - -

Fonte: Autora (2017).

No espectro de massas de primeira ordem (Figura 50) pode-se observar o sinal

mais intenso m/z 447 [M-H]. Analisando o espectro de massas de segunda ordem

(Figura 51) obtido para o ion precursor e com o auxilio da base de dados Massbank

Project e Fabre et al. (2001), foi possivel confirmar a massa molecular da quercetina-

3-0-a-L-ramnosideo. O fragmento ([M-H-147]) referente ao fragmento m/z 300
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comprova a perda de uma ramnose (147 Da) formando a aglicona de quercetina. Os
fragmentos m/z 151 ([M-H-147-149]) e m/z 271 ([M-H-147-29]) séo referentes a
guebra do anel pirano. A formacgao do fragmento de m/z 255 ([M-H-147-45]) ocorre
devido a perda de COz e um hidrogénio e para o fragmento m/z 179 ocorre uma
retrociclizacéo deste flavonoide indicada pela perda de 121 Da (FABRE et al., 2001,
TIBERTI et al.,2007).

Nas Figuras 75 a 81 das paginas 105-107, estdo indicados os mecanismos de
fragmentacao geral de compostos da classe dos flavonoides.
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Figura 50 - Espectro de massas de primeira ordem em infuséo direta no modo negativo full-
scan da substancia V. Faixa de ions 200 a 900 m/z (Secéo 3.8). Fonte: Autora (2017).
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Figura 51 - Espectro de massas de segunda ordem do ion precursor de m/z 447 em modo
negativo com energia de colisdo 35 eV e faixa de ions 50 a 460 m/z (Secdo 3.8).
Fonte: Autora (2017).

4.7.5 Identificacdo das substancias VI e VIl

As substancias VI (majoritaria) e VII (minoritaria) foram identificadas em mistura
na banda 3 CEp como um 6leo amarelo, e sua identificacdo foi realizada através de
experimentos de RMN de 'H, COSY, espectrometria de massas e comparag¢do com a
literatura (OKONKWO et al., 2016).

No espectro de RMN de 'H (Figura 52) foram constatados dois sinais de
hidrogénios anoméricos ou 5,48 (sl, Hvi-1") e &u 5,27 (d, J= 1,8 Hz, Hwi-1") com
integracao de 1:0,8 respectivamente. Neste espectro também €& constatado sinais

caracteristico da aglicona de miricetina para os dois compostos.
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Figura 52 - Espectro de RMN de 'H da substancia VI e VII (600 MHz, CDsOD).
Fonte: Autora (2017).

No composto majoritario, para o anel A, foram observados dois dubletos
0H 6,20 (d, J= 1,9 Hz) e dx 6,37 (d, J= 1,5 Hz) correspondentes aos hidrogénios na
posicdo H-6 e H-8 respectivamente, tipicos de acoplamento meta entre estes
hidrogénios em um sistema AX. J& para o composto minoritario ocorreram sinais em
o1 6,21 (d, J=1,9 Hz) e &1 6,39 (d, J= 1,5 Hz) correspondentes aos hidrogénios na
posicdo H-6 e H-8. Para o0 anel B tanto do composto majoritario quanto do minoritério,
observou-se sinais referentes a um sistema de substituicdo 3’, 4’, 5 no anel B com
sinal em &n 7,07 (s, 2H) para o composto VI (majoritario) e dn 7,17 (s, 2H) para o
composto VII (minoritario) que foram atribuidos aos hidrogénios na posicao H-2’' e H-
6’ magneticamente equivalentes, ou seja, estdo no mesmo ambiente quimico e assim
possuem equivaléncia no deslocamento quimico.

No espectro de RMN de H foi verificado o sinal de deslocamento quimico
caracteristico de metila de ramnose 6+ 1,03 (d, 3H, J= 5,7 Hz) para o composto VI e
OH 1,00 (d, 3H, J= 5,6 Hz) para o composto VI, indicativo de uma ramnose como

substituinte no esqueleto flavonoidico. Também foram observados sinais referentes a
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um acido galico presente em ambos 0s compostos, sendo para 0 composto majoritario
OH 6,98 (s, 2H) e para o minoritario &+ 7,00 (s, 2H).

No mapa de contornos COSY (Figura 53) pode-se observar para 0 composto
minoritario a correlacéo dos hidrogénios do grupo metilico de ramnose H-6" com o H-
5”, assim como a correlagéo deste hidrogénio com o H-4", com valor de deslocamento
de 5,27 ppm. Este deslocamento € justificado devido a desblindagem da carbonila do
acido galico, sugerindo assim, que 0 composto minoritario apresenta a unidade galoil
no C-4”. Ja para o composto majoritario os acoplamentos foram confirmados pela
andlise dos espectros e comparacao com os dados obtidos na literatura. Assim, o
composto majoritario trata-se de uma miricetina-3-O-(2"-O-galoil)-a-L-ramnosideo e o
composto minoritario sugere-se ser o composto miricetina-3-O-(4"-O-galoil)-a-L-
ramnosideo, ambos inéditos para a espécie de E. pyriformis. As estruturas dos dois
flavonoides sdo apresentadas na Figura 54, e os dados de RMN de 'H para as

substancias na Tabela 16.

f1 (ppm)

T T T T T
5 3.0 2.5 2.0 15 1.0
f2 (ppm)

5‘.5 5‘.0 4‘.5 4‘.0 3‘.
Figura 53 - Expansdo do mapa de contornos COSY da substancia V (600 MHz, CDsOD).
Fonte: Autora (2017).
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Figura 54 - Estrutura quimica dos flavonoides (a) miricetina-3-O-(2"-O-galoil)-a-L-ramnosideo
e (b) miricetina-3-O-(4"-O-galoil)-a-L-ramnosideo. Fonte: Autora (2017).
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Tabela 16 - Comparacéo dos dados de RMN de *H (CDs0OD, 600 MHz) obtidos da substancia
VI e VIl com os dados descritos na literatura do composto miricetina-3-O-(2"-O-
galoil)-a-L-ramnosideo e do composto miricetina-3-O-(4"-O-galoil)-a-L-ramnosideo,
respectivamente. (OKONKWO et al., 2016: CDs0OD, 600 MHz para RMN de H; SAMY et al.,
2014: CDs0OD, 400 MHZ para RMN de H).

Un (ppm), J (Hz)

Un (ppm), J (Hz)

H/C  Substéncia VI Substancia VI
o o OKONKWO et al., 2016 | SAMY et al., 2014
(Majoritaria) (Minoritaria)

2 - - -

3 - - ] -

4 - - ) .

5 - - ] -

6 6,20 (d, 1,9) 6,21 (d, 1,9) 6.22 (d. 2,1) 6,20 (d, 2,0)
7 - - i -

8 6,37 (d, 1,5) 6,39 (d, 1,5) 6,39 (d, 2.1) 6,36 (d, 2,0)
9 - - ) -

10 - - . -

1 - - ) -

2’ 7,07 (s) 7,17 (s) 7,09 (s) 7,17 (s)
3’ - - ; -

4 - - ) }

5" - - - -

6’ 7,07 () 7,17 (s) 7,09 (s) 7,17 (s)

RAMNOSE

1 5,48 (s) 5,27 (d, 1,8) 5,53 (sl) 5,29 (sl)
2 5,62 (dd, 1,7 e 3,4) B 5,65 (sl) )

3’ ' 4,05(dd, 3,1 e 9,0) - 4,06 (dd, 3,4 € 9,1) -

4 3,48 (m) 5,24 (dd, 3,2 e 9,0) 3,50 (m) -

5" 3,48 (M) 3,68 (m) 3,50 (M) -

6 " 1,03 (d, 5,7) 1,00 (d, 5,6) 1,06 (d, 5,8) 1,00 (d, 6,2)

ACIDO GALICO

2" 6,98 (s) 7,00 (s) 7,00 (s) 6,99 (s)
6" 6,98 (s) 7,00 (s) 7,00 (s) 6,99 (s)

Fonte: Autora (2017).
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No espectro de massas de primeira ordem (Figura 55) pode-se observar o sinal
mais intenso m/z 615. Analisando o espectro de massas de segunda ordem (Figura
56) obtido para o ion precursor de m/z 615 [M-H], e com o auxilio de Saldanha et al.
(2013), foi possivel identificar os compostos citados acima. Observou-se no espectro
de massas de segunda ordem os ions produtos m/z 463 ([M-152-H]), e m/z 317
([IM-152-146-H]’), que correspondem respectivamente a perda de uma unidade galoil
(152 Da) e uma unidade de ramnose (146 Da) através de uma clivagem heterolitica.

O fragmento m/z 151 ([M-H-298-166]) e m/z 289 ([M-H-298-28]) se referem as
guebras do anel piranico, ja o fragmento de m/z 179 ([M-H-298-138]") formou-se por
retrociclizacdo do composto com a perda de 138 Da e o ion produto m/z 272 ([M-H-
298-45]) através da perda de CO:2 e um hidrogénio, ambas fragmentagbes
representadas no espectro de massas de terceira ordem na Figura 57
(FABRE et al., 2001; TIBERTI et al., 2007). Nas Figuras 75 a 81 das paginas 105-107,
estédo indicados os mecanismos de fragmentacéo geral de compostos da classe dos

flavonoides.

Intens, 3CEp.d; -MS, 0,0-0.5min #1-30)
¥107

61517

0.8

0.6

0.4

0.2

255.05307.03 43315 509.20
00 [N | Y
y T ;

200 400 600 800 1000 1200 1400 miz

Figura 55 - Espectro de massas de primeira ordem em infus&o direta no modo negativo full-
scan da substancia VI e VII. Faixa de ions 50 a 1500 m/z (Sec¢é&o 3.8). Fonte: Autora (2017).
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Intens, -MS2(615.17), 0.1-0.dmin #2-16|
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Figura 56 - Espectro de massas de segunda ordem do ion precursor de m/z 615 em modo
negativo com faixa de ions 50 a 1500 m/z e intensidade de fragmentacdo 90% (Sec¢éo 3.8).
Fonte: Autora (2017).

Intens, M53(615.20->317.00), 0.1-0.3min #1-9
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Figura 57 - Espectro de massas de terceira ordem do ion precursor de m/z 317 em modo
negativo com faixa de ions 50 a 1500 m/z e intensidade de fragmentacdo 150 % (Secéo 3.8).
Fonte: Autora (2017).
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4.7.6 Identificagéo da substancia VIII

A substancia VIII foi identificada em mistura na fracdo 5 CEp como um o6leo
amarelo, e sua identificacéo foi realizada através de experimentos de RMN de H,
espectrometria de massas e comparacao com a literatura (OKONKWO et al., 2016).

No espectro de RMN de 'H (Figura 58) observa-se a presenca de sinais na
regido dos hidrogénios aroméaticos e na regido de glicosideos, sendo referentes a um
flavonoide glicosilado. Nota-se a presenca de sinais caracteristicos da aglicona
quercetina com sinais referentes a um sistema de substituicdo 3’, 4’ no anel B com
sinais em o&n 7,37 (d, J= 2,1 Hz, H-2), &+ 6,95 (m, H-5) e on 7,34
(dd, J= 2,0 e 8,3 Hz, H-6’) integrados para um hidrogénio. Também foram observados
dois dubletos referentes a dois hidrogénios do anel A, o1 6,21 (d, J= 2,0 Hz) e &1 6,39
(d, J= 2,0 Hz) correspondentes aos hidrogénios na posicdéo H-6 e H-8
respectivamente, sendo estes sinais caracteristicos de um sistema de acoplamento

meta entre estes hidrogénios.
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Figura 58 - Espectro de RMN de !H da substancia VIII (600 MHz, CDsOD).
Fonte: Autora (2017).
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No espectro de RMN de *H foi verificado o sinal de deslocamento quimico
caracteristico de metila de ramnose 6+ 1,01 (d, 3H, J= 5,6 Hz) para o composto VIlI,
majoritario na mistura, indicativo de uma ramnose como substituinte no esqueleto
flavonoidico que foi confirmado através do duplo dubleto em &n 5,61
(dd, J=1,9 e 3,4 Hz, H-2"”), um multipleto em 6+ 4,01 (m, H-3”) e dn 3,46 (m, H-4"/ H-
5”). O sinal em &n 5,47 (sl, H-1") refere-se ao hidrogénio anomeérico. Também foi
observado sinal referente ao 4cido galico em &1 7,07 (s, 2H).

Estes acoplamentos foram confirmados em comparacdo dos dados na
literatura, os quais seguem na Tabela 17. Assim, a substancia majoritaria trata-se de
um derivado de quercetina com ramnose e &cido galico como substituintes, sendo
identificado como quercetina-3-0-(2"-O-galoil)-a-L-ramnosideo (Figura 59), relatado
pela primeira vez para a espécie E. pyriformis. A Tabela 17 apresenta os dados RMN

de 'H para a substancia, juntamente com os dados da literatura.

HO (@)

HO

HO OH

Figura 59 - Estrutura da Quercetina-3-O-(2"-O-galoil)-a-L-ramnosideo
Fonte: Autora (2017).
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Tabela 17 - Comparacéo dos dados de RMN de H (CDsOD, 600 MHz) obtidos da substancia
VIII com os dados descritos na literatura do composto quercetina-3-O-(2"-O-galoil)-a-L-
ramnosideo. (OKONKWO et al., 2016: CD;OD, 600 MHz para RMN de H).

Un (ppm), J (Hz) tin (ppm), J (Hz)
H/C Substancia VIII
o OKONKWO et al., 2016
(Majoritaria)
2
3
4
5
6 6,21 (d, 2,0) 6,19 (d, 2,1)
7
8 6,39 (d, 2,0) 6,36 (d, 2,1)
9
10
1
2’ 7,37 (d, 2,1) 7,37 (d, 2,1)
3 1
4
5 6,95 (M) 6,94 (d, 8,3)
6’ 7,34 (dd, 2,0 e 8,3) 7,35 (dd, 2,1 e 8,3)
RAMNOSE
17 5,47 (sl) 5,51 (s)
27 5,61 (dd, 1,9 e 3,4) 5,63 (sl)
37 4,01 (m) 4,01 (m)
4° 3,46 (M) 3,47 (M)
>’ 3,46 (M) 3,47 (M)
6’ 1,01 (d, 5,6) 1,03 (d, 5,7)
ACIDO GALICO
2" 7,07 (s) 7,07 (s)
6" 7,07 (s) 7,07 (s)

Fonte: Autora (2017).

No espectro de massas de primeira ordem (Figura 60) pode-se observar o sinal
mais intenso m/z 599. Analisando o espectro de massas de segunda ordem (Figura

61) obtido para o ion precursor m/z 599 [M-H], e com o auxilio de Abu-Reidah et al.



91

(2015), pode-se observar a formacdo majoritaria do ion produto m/z 301 ([M-H-298]).
Este ion é formado devido a clivagem heterolitica da ligacdo O-glicosidica,
ocasionando a perda de 298 Da levando assim a aglicona quercetina. Com o
fragmento m/z 447 ([M-H-152]), foi possivel identificar uma unidade galoil ligada a
ramnose por uma perda de 152 Da e uma unidade galoil-ramnose pela perda de
298 Da.

A formacdo dos fragmentos m/z 151 ([M-H-298-150]) e m/z 272
(IM-H-298-29]") ocorrem devido a quebra do anel pirano, j& o fragmento m/z 256
([IM-H-298-45]") se deve a perda de CO2 e um hidrogénio. O ion produto m/z 179
([M-H-298-122]) é formado por retrociclizagdo do composto com a perda de 122 Da
gue podem ser observados no espectro de massas de terceira ordem na Figura 62
(FABRE et al., 2001). Nas Figuras 75 a 81 das paginas 105-107, estédo indicados os

mecanismos de fragmentacao geral de compostos da classe dos flavonoides.

Intens. | SCEp.d: -MS, 0.0-0,3min #1-17]
x107

599,18

0.5

585.17
48326 53131 563.22 | 629,20
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500 550 600 650 700 miz

Figura 60 - Espectro de massas de primeira ordem em infusdo direta no modo negativo full-
scan da substancia VIII. Faixa de ions 50 a 1500 m/z (Sec¢é&o 3.8). Fonte: Autora (2017).
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Figura 61 - Espectro de massas de segunda ordem do ion precursor de m/z 599 em modo
negativo com faixa de ions 50 a 1500 m/z e intensidade de fragmentacao 75% (Sec¢éo 3.8).
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Figura 62 - Espectro de massas de terceira ordem do ion precursor de m/z 301 em modo
negativo com faixa de ions 50 a 1500 m/z e intensidade de fragmentacao 150 % (Secéo 3.8).

Fonte: Autora (2017).

4.7.7 ldentificacdo da substancia IX

A substancia IX foi identificada na fracdo 6 CEp como um sélido amarelo claro,

e sua identificacdo foi realizada através de experimentos de RMN de IH,

espectrometria de massas e comparacao com a literatura (MOUFFOK et al., 2012).

No espectro de RMN de 'H (Figura 63) observa-se sinais caracteristicos de

quercetina com sinais referentes a um sistema de substituicdo 3’, 4’ no anel B com
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sinais em on 7,73 (d, J= 2,0 Hz, H-2’), &~ 6,88 (d, J= 8,5 Hz, H-5) e &1 7,63
(dd, J= 2,0 e 8,5 Hz, H-6’) integrados para um hidrogénio. Também foram observados
dois dubletos referentes a dois hidrogénios do anel A, d16,18 (d, J= 2,0 Hz) e &1 6,39
(d, J= 2,0 Hz) correspondentes aos hidrogénios na posicaéo H-6 e H-8
respectivamente. Os valores das constantes revelam um acoplamento em orto entre
H-6' e H-5 e um acoplamento em meta entre H-6' e H-2'. Assim, a substancia IX foi
identificada como uma molécula de quercetina (Figura 64) ja relatada nos frutos de
E. pyriformis por Haminiuk et al., (2012). Nas folhas este € o primeiro relato para a
espécie. A Tabela 18 apresenta os dados RMN de *H para a substancia IX, juntamente
com os dados da literatura.

! —y N I
\‘ \‘
’ ‘\_.,_/-
o 2 = <
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Figura 63 - Espectro de RMN de H da substancia IX (600 MHz, CDsOD). Fonte: Autora (2017).
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Figura 64 - Estrutura quimica da quercetina.
Fonte: Autora (2017).

Tabela 18 - Comparacédo dos dados de RMN de H (CDsOD, 600 MHz) obtidos da substancia
IX com os dados descritos na literatura do composto quercetina. (MOUFFOK et al., 2012:
CDs0OD, 500 MHz para RMN de !H).

Un (ppm), J (Hz) Un (ppm), J (Hz)
H/C
Substéancia IX MOUFFOK et al., 2012
2
3
4
5
6 6,18 (d, 2,0) 6,18 (d, 2,0)
7
8 6,39 (d, 2,0) 6,39 (d, 2,0)
9
10
1
2"’ 7,73 (d, 2,0 7,74 (d, 2,1)
3
4
5 6,88 (d, 8,5) 6,88 (d, 8,3)
6’ 7,63 (dd, 2,0 e 8,5) 7,62 (dd, 2,1 e 8,3)

Fonte: Autora (2017).

No espectro de massas de primeira ordem (Figura 65) pode-se observar o sinal
mais intenso m/z 301. Analisando o espectro de massas de segunda ordem (Figura
66) obtido para o ion precursor m/z 301 [M-H],, e com o auxilio de Fabre et al. (2001);
Demarque et al. (2016) e do banco de dados Massbank Project, pode-se observar a

massa molecular da quercetina. Os fragmentos em m/z 151 ([M-H-150]) e m/z 273
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(IM-H-28]") séo referentes a quebra do anel pirano. O fragmento m/z 107 foi originado
a partir da perda de CO2 do ion produto m/z 151 e o fragmento m/z 179 se formou por
retrociclizacdo da quercetina, com a perda de 122 Da. Nas Figuras 75 a 81 das
paginas 105-107, estdo indicados os mecanismos de fragmentacdo geral de

compostos da classe dos flavonoides.
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Figura 65 - Espectro de massas de primeira ordem em infusdo direta no modo negativo
fullscan da substancia IX. Faixa de ions 50 a 1500 m/z (Secao 3.8). Fonte: Autora (2017).
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Figura 66 - Espectro de massas de segunda ordem do ion precursor de m/z 301 em modo
negativo com faixa de ions 50 a 1500 m/z e intensidade de fragmentacao 170% (Secéo 3.8).
Fonte: Autora (2017).

106.32 120.33
0.0 J A




96

4.8 Ensaios bioldgicos das substancias isoladas
4.8.1 Ensaio da capacidade redutora do radical DPPH®

As substancias isoladas e identificadas foram submetidas aos ensaios usados
para avaliagdo das fragdes em diferentes concentracdes, variando-se de 1 a

60 pg.mL*. Os resultados obtidos estéo representados na Tabela 19.

Tabela 19 - Ensaio da capacidade redutora do radical DPPH" nos compostos identificados.

Amostra ECso (ug/mL)
Miricetina-3-O-a-L-ramnosideo (1) 6,87 £ 0,54
Quercetina-3-O-B-D-glicosideo e

Quercetina-3-O-B-D-gaIaitos?deo (mistura 1l e 1) rire021

Quercetina-3-O-B-D-xilosideo (V) 36,63 +1,12

Quercetina-3-0O-a-L-ramnosideo (V) 551 +0,25

Miricetina-3-0O-(2"-O-galloil)-a-L-ramnosideo e
Miricetina-3-O-(4"-O-galloil)-a-L-ramnosideo (mistura VI 4,79 £ 0,30
e VII)

Quercetina-3-0-(2"-O-galloil)-a-L-ramnosideo (mistura

vill) 4,33+ 0,29

Quercetina (1X) 16,91 £ 1,90

Acido galico 2,01+0,01

Fonte: Autora (2017).

De acordo com os resultados obtidos, a substancia majoritaria em mistura
quercetina-3-0-(2"-O-galloil)-a-L-ramnosideo foi a que apresentou o menor valor de
ECso, indicando um potencial antioxidante bastante promissor. Outros compostos
também apresentaram resultados interessantes nos testes realizados, corroborando
com os dados da literatura que indicam os flavonoides como substancias com elevado
potencial antioxidante. Ja a substancia quercetina-3-O-p3-D-xilosideo, encontrada na
fracdo 3CEh, apresentou valores elevados de ECso, indicando baixa potencialidade

em inibir o radical DPPH".
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4.8.2 Agéao redutora sobre os radicais peroxila

As substéncias identificadas também foram analisadas quanto a atividade
antioxidante frente a acéao redutora dos radicais peroxila em diferentes concentracoes,

variando de 1 a 7 pg.mL*. Os resultados obtidos estéo representados na Tabela 20.

Tabela 20 - Agéo redutora sobre os radicais peroxila nas substancias identificadas.

Amostra ECso (ug/mL)
Miricetina-3-O-a-L-ramnosideo (1) 1,05+0,10
Quercetina-3-0O-B-D-glicosideo e

Quercetina-3-0-B-D-galactosideo (mistura Il e I11) 2622021

Quercetina-3-0O-B-D-xilosideo (V) 3,96 £ 0,35

Quercetina-3-0-a-L-ramnosideo (V) 1,05 + 0,05

Miricetina-3-O-(2"-O-galloil)-a-L-ramnosideo e
Miricetina-3-O-(4"-O-galloil)-a-L-ramnosideo (mistura 2,21 +0,04
Vi e VII)

Quercetina-3-0-(2"-O-galloil)-a-L-ramnosideo (mistura

Vil 1,72 +0,16

Quercetina (1X) 3,02 +0,22

Acido galico 0,91 + 0,07

Fonte: Autora (2017).

De acordo com a Tabela 20, os compostos que apresentaram menores valores
de ECso foram: miricetina-3-O-a-L-ramnosideo e quercetina-3-O-a-L-ramnosideo,
indicando elevado potencial antioxidante de ambos os compostos. Pode-se observar
também que todos os compostos em comparacdo com o padrdo acido galico,
apresentaram valores promissores de ECso. Este resultado é indicativo da excelente
atividade dos compostos em analise, ja que quanto maior o tempo de decaimento da

fluorescéncia da piranina mais os compostos atuam como antioxidante.
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4.8.3 Ensaio de atividade antiglicacao

As substéancias identificadas foram avaliadas também em relacdo a atividade

antiglicante e os resultados do teste sédo apresentados na Tabela 21.

Tabela 21. Teste de antiglicacdo nas substéncias identificadas.

Amostra Inibicao (%)
Miricetina-3-O-a-L-ramnosideo (1) 53,63 +1,37
uercetina-3-O-B-D-glicosideo e
Querceti(r?a-s-o-B-D-galaitos?deo (mistura 1l e 1) °1.18+0.55
Quercetina-3-O-B-D-xilosideo (V) 31,44 £ 0,55
Quercetina-3-0-a-L-ramnosideo (V) 67,14 + 0,55

Miricetina-3-0O-(2"-O-galloil)-a-L-ramnosideo e
Miricetina-3-0-(4"-O-galloil)-a-L-ramnosideo 68,25 £ 0,72
(mistura VI e VII)

Quercetina-3-0-(2"-O-galloil)-a-L-ramnosideo

_ 52,92 £ 0,72
(mistura VIII)

Quercetina (1X) 43,76 + 1,45

Aminoguanidina (AG) 91,31 + 0,27

Fonte: Autora (2017).

Os resultados mostraram que as substancias quercetina-3-O-a-L-ramnosideo
e a mistura contendo os compostos miricetina-3-O-(2"-O-galloil)-a-L-ramnosideo e
miricetina-3-O-(4"-O-galloil)-a-L-ramnosideo apresentaram oS maiores valores de
porcentagem na inibicdo da reacdo de glicacdo. Os outros compostos também
apresentaram resultados promissores frente ao ensaio, com excecao da
guercetina-3-O-3-D-xilosideo, cujos resultados estdo abaixo de 40%, indicando baixa
atividade. Assim, a maioria dos compostos identificados apresenta potencial na
inibicdo da glicacdo, apresentando indicios de que podem ser utilizados pelas
industrias de cosmeéticos e farmacéuticas no desenvolvimento de um medicamento
natural para complicacdes do diabetes e aceleracdo do envelhecimento cutaneo,

como exemplos.
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4.9 Estudo da fracdo acetato de etila de Eugenia uniflora por desreplicacao
utilizando IES-EM e CLAE-DAD

A desreplicacdo trata-se de uma andlise qualitativa em misturas complexas,
sendo uma etapa muito importante no processo de triagem de um extrato ou fracao
complexa com a finalidade de se evitar o isolamento e a determinacéo estrutural de
substancias ja conhecidas por meio dos métodos convencionais, 0 que acarretaria no
aumento de custos e tempo despendido na pesquisa. Esta pratica faz uso de técnicas
de instrumentacdo analitica associadas a buscas em bancos de dados, como
Dictionary of Natural Products (FUNARI et al., 2013; SILVA et al., 2012).

A fracdo acetato de etila de E. uniflora foi estudada por desreplicacéo devido a
sua similaridade de perfil cromatografico com as outras duas espécies, nas quais 0s
compostos foram devidamente isolados e identificados. Vale ressaltar que as espécies
E. pyriformis e E. handroana foram estudadas com mais afinco devido ao fato de
ambas ndo apresentarem muitos trabalhos publicados na literatura sobre os
constituintes quimicos de suas folhas, sendo os compostos identificados inéditos para
ambas espécies, ao contrario da E. uniflora, da qual se encontra dados na literatura
sobre seus compostos isolados tanto de folhas como de frutos.

O perfil cromatografico das trés espécies em estudos pode ser observado na
Figura 67.
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Condicdes de analise: coluna analitica Luna Phenomenex tipo octadesil silano (Cis)
(250 x 4,6 mm, d.i. 5 ym), volume de injecéo foi de 25,0 uL e eluicdo em modo gradiente
exploratério utilizando como fases moveis H,O (A) e MeOH (B), iniciando com 5 % B a 100 %
B em 40 min. A vazao utilizada foi de 1,0 mL.min e A= 254 nm. Fonte: Autora (2017).
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Observando os perfis das trés espécies em estudo pode-se perceber a
similaridade dita anteriormente, sendo que os cromatogramas apresentam bandas
com diferentes intensidades e compostos de média a baixa polaridade. Também é
possivel observar bandas com os mesmos tempos de retencdo, podendo ser
atribuidas aos mesmos metabolitos secundarios, o que é proposto através das
analises de IES-EM por infusdo direta e pelo espectro de absor¢cdo em
ultravioleta-visivel (UV-vis).

No espectro de ultravioleta- visivel pode-se constatar que as bandas a serem
analisadas pertencem a classe de substancias denominadas flavonoides. O espectro

de absorcao para um destas bandas é apresentado na Figura 68.
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Figura 68 - Espectro de ultravioleta- visivel para a banda em t,= 25,67 min, da fragdo acetato
de etila de E. uniflora. Fonte: Autora (2017).

Conforme apresentado, esta banda, assim como as demais encontradas em
E. uniflora, apresenta duas bandas na faixa de absorcdo caracteristica dos
flavonoides, sendo que de acordo com a Tabela 1 de Markhan (1982), sdo do tipo
flavonols 3-OH substituido, com excecado da quercetina que é um flavonol 3-OH livre.

O experimento de espectrometria de massas por infusdo direta permitiu
detectar os mesmos ions precursores que foram encontrados nas bandas
cromatograficas das outras espécies em estudo, sendo estas também encontradas na
espécie E. uniflora. Com o auxilio de dados da literatura e dos compostos identificados
anteriormente para E. pyriformis e E. handroana, foi possivel identificar tentativamente
0s ions precursores selecionados no espectro de massas de E. uniflora, que estéo

apresentados na Tabela 22. Os ions m/z 599 e m/z 615 também foram detectados,
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porém devido a baixa intensidade dos mesmos, ndo foi possivel obter um espectro de

massas de segunda ordem.

Tabela 22 - Compostos identificados no extrato hidroetandlico de folhas de E. uniflora.

UV-vis | [M-H]

A Fragmentos
Substancias Banda

() (m/z) MS/MS (m/z)
uercetina-O-pentosideo : 35eV: 433 A 300;

Q p 3 255; 354 | 433 207: 271: 255
. . , 37eV: 447 A 301;
Quercetina-O-ramnosideo 4 255; 350 | 447 271: 255: 179: 151
uercetina-O-hexosideo : 35eV: 463 A 316;
Q 2 256; 347 463 300; 301; 271; 255
Quercetina 5 ) 30 | 35€V:i301A 283

255; 201

Quercetina-galoil-ramnosideo 5 265; 348 | 599 -

Miricetina-3-0O-(4"-O-galoil)-a-
L-ramnosideo e
Miricetina-3-O-(2"-O-galoil)-a-
L-ramnosideo

3 255;354 | 615 -

Fonte: Autora (2017).

A Figura 69 apresenta o espectro de segunda ordem do ion precursor m/z 433

para a fracao acetato de etila de E. uniflora.
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Figu\ra 69 - Espectro de massas de segunda ordem do ion precursor de m/z 433 em modo
negativo com energia de colisdo 35 eV (Secéo 3.8). Fonte: Autora (2017).
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Pode-se observar os mesmos fragmentos encontrados para a substancia
guercetina-3-O-B-D-xilosideo, isolada da fracdo 3C de E. handroana, cujas
fragmentacdes estdo descritas na Secao 4.7.3, além da similaridade no espectro de
absorcéo e tempo de retencdo, podendo ser 0 mesmo composto. Até o0 momento ndo
foi encontrado na literatura relatos desta substancia na espécie, porém ha relatos da
mesma no género. Assim, a substancia quercetina-3-O-B-D-xilosideo foi
anteriormente relatada por Batalhdo (2014), no extrato etandlico de folhas da espécie
Eugenia myrcianthes.

Analisando o espectro de massas de segunda ordem (Figura 70) obtido para o
ion precursor m/z 447 [M-H] pode-se identificar tentativamente o flavonoide
quercetina-O-ramnosideo, por seu padrdo de fragmentacdo e tempo de retencdo
similares a substancia isolada quercetina-3-O-a-L-ramnosideo, podendo ser esta
substéancia, que foi encontrada nas fracbes 4CEh e 4CEp, e apresentada na Secéo
4.7.4. Desta forma, o flavonoide quercetina-3-O-a-L-ramnosideo pode estar presente
na espécie E. uniflora, tendo sido relatado por Schmeda-Hirschmann et al. (1987), em

extrato hidroalcodlico de folhas desta espécie.
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Figura 70 - Espectro de massas de segunda ordem do ion precursor de m/z 447 em modo
negativo com energia de colisdo 37 eV (Secao 3.8). Fonte: Autora (2017).

A Figura 71 apresenta o espectro de segunda ordem do ion precursor m/z

463 para a fracédo acetato de etila de E. uniflora.
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Figura 71 - Espectro de massas de segunda ordem do ion precursor de m/z 463 em modo
negativo com energia de colisdo 35 eV (Secéo 3.8). Fonte: Autora (2017).
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Pode-se constatar os mesmos fragmentos encontrados para as substancias
guercetina-3-O-p-D-glicosideo e/ou quercetina-3-O-3-D-galactosideo, isolada das
fracOes 2C de E. pyriformis e E. handroana, onde suas fragmentacgdes estdo descritas
na Secdo 4.7.2, aléem do mesmo tempo de retencdo no gradiente exploratorio
realizado, sendo assim, a substancia quercetina-O-hexosideo pode ser uma dessas
substancias. Desta forma estas substancias podem estar presentes na espécie E.
uniflora. Os padrbes de fragmentacao desses compostos condizem com Rattmann et
al. (2012), onde em seu estudo ele identifica este flavonoide como sendo uma
quercetina com uma unidade hexosidica (glicose ou galactose), do extrato
hidroalcoodlico das folhas de E. uniflora. Estudos feitos por Denardin et al. (2015),
revelaram que o composto quercetina-3-O-B-D-glicosideo foi encontrado em extrato
95% etanol de frutos de E. uniflora.

Analisando o espectro de massas de segunda ordem (Figura 72) obtido para o
ion precursor m/z 301, identificou-se tentativamente o flavonoide quercetina, através
de seu padrdo de fragmentacdo e tempo de retencdo similar a este composto da
fracdo 6 de E. pyriformis (6CEp), apresentado na Secéo 4.7.7. Assim, este flavonoide
estd presente tanto em E. uniflora como em E. pyriformis, tendo sido relatado por
Schmeda-Hirschmann et al. (1987), em extrato hidroalcodlico de folhas de E. uniflora.
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Figu\ra 72 - Espectro de massas de segunda ordem do ion precursor de m/z 301 em modo
negativo com energia de coliséo 35 eV (Secao 3.8). Fonte: Autora (2017).

O ion precursor m/z 615 esta presente na fragdo 3CEp da espécie E. pyriformis.
Segundo Samy et al. (2014), que estudou 0Ss compostos presentes no extrato
metandlico das folhas de E. uniflora, isolou da mesma a substancia miricetina-3-O-(4"-
O-galoil)-a-L-ramnosideo encontrada como composto minoritario desta fracdo. Ja o
composto miricetina-3-0O-(2"-O-galoil)-a-L-ramnosideo foi isolado do extrato acetato
de etila das folhas de E. uniflora, segundo estudo de Fortes et al. (2015), composto
este identificado como majoritario na fracdo 3CEp. Assim, os dados séo indicativos

de que a substancia de m/z 615 encontrada na fracdo acetato de etila de E. uniflora
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seja uma mistura de compostos, j4 que apresentam também similaridades no tempo
de retencdo no gradiente exploratério (Figura 67) e nos dados de absor¢cdo no
ultravioleta (Figura 73 e 74).

A substancia de m/z 599 esta presente na fracdo 5CEp de E. pyriformis, que foi
comparada com Rattmann et al. (2012), cujo estudo identifica esta substancia como
sendo uma quercetina com uma unidade ramnosil-galato, encontrada no extrato
hidroalcodlico das folhas de E. uniflora. Na fragdo 5CEp, o composto identificado foi
quercetina-3-0-(2"-O-galoil)-a-L-ramnosideo. Como a fracdo 5 CEp estad no mesmo
tempo de retencdo (Figura 67) e possui ultravioleta visivel similar a substancia de
m/z 599 encontrada em E. uniflora (Figura 73 e 74), pode se concluir que o m/z 599
encontrado da fracdo acetato de etila de E. uniflora pode ser tentativamente
identificado como a mesma substancia, ja que nos estudos de Rattmann et al. (2012)

identificaram este composto em folhas de E. uniflora.
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Figura 73 - Espectros de absorcdo em ultravioleta-visivel das bandas 3 e 5 de E. pyriformis
respectivamente. Fonte: Autora (2017).




105

wet P
2465 26.80
Banda 3 Banda 5

256

265

)

150

.
.

.
e B —

Figura 74 - Espectros de absor¢do em ultravioleta-visivel das bandas 3 e 5 da fragdo acetato
E. uniflora respectivamente. Fonte: Autora (2017).

Visto que todas as substancias identificadas nas espécies estudadas
pertencem a classe dos flavonoides, as propostas de fragmentacéo geral para estes

compostos sdo apresentadas nas Figuras 75 a 81.

R4: H ou OH
X: unidade glicosidica ou acidos

Figura 75 - Proposta de fragmentacdo homolitica.
Fonte: Autora (2017).
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Figura 76 - Proposta de fragmentacéo de rearranjo de hidrogénio.
Fonte: Autora (2017).
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Figura 77 - Proposta de fragmentacao por retrociclizagéo.
Fonte: Frabe et al. (2001).
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Figura 78 - Proposta de fragmentacédo de perda de COs,.
Fonte: Frabe et al. (2001).
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Figura 79 - Proposta de fragmentacdo do anel piranico (C) e formacdo do ion m/z 107.

Fonte: Autora (2017).
RDA: Retro Diels-Alder
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o R4: Hou OH

Figura 80 - Proposta de fragmentacéo do anel piranico (C) com liberagéo de CO para clivagem
homolitica.
Fonte: Autora (2017).
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Figura 81 - Proposta de fragmentacéo do anel piranico (C) com liberagéo de CO para clivagem
heterolitica.
Fonte: Autora (2017).

Estes mecanismos propostos e encontrados na literatura, nos leva a
compreensao de como ocorrem as fragmentacdes dos ions precursores a fim de
originar os ions produtos, auxiliando na discussdo dos dados resultantes deste

projeto.
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5 CONCLUSAO

Concluiu-se através da avaliagdo dos perfis cromatograficos por CLAE-DAD
dos extratos brutos e das fragbes obtidas a partir das folhas de E. pyriformis,
E. handroana e E. uniflora, a presenca de substancias da classe dos flavonoides pelos
dados espectrais discutidos nos resultados do presente trabalho e pela presenca de
duas bandas de absor¢cao nos espectros no UV, uma nha regido de 250-280 nm (banda
II) e outra em 330-385 nm (banda I) que séo caracteristicas tradicionalmente utilizadas
para a identificacdo de derivados flavonoidicos, no caso deste projeto, os flavonadis.

Através dos ensaios para avaliar a atividade antioxidante dos extratos e fragfes
pela capacidade redutora do radical DPPH-* e dos radicais peroxila foi possivel concluir
que a fracdo acetato de etila apresentou-se promissora nas trés espécies estudadas.
As fracbes acetato de etila das espécies E. pyriformis e E. handroana foram
fracionadas por cromatografia em coluna obtendo-se 6 fragdes, sendo que as fragcoes
B e C de E. pyriformis e A, B e C de E. handroana apresentaram resultados
significativos nos ensaios antioxidantes. Concluiu-se também que todas as
substancias isoladas apresentaram valores notaveis como antioxidantes. Os
resultados obtidos fornecem dados sobre o perfil dos extratos e fragbes em estudo
que permitem indagar que espécies de Myrtaceae séo, de fato, ricas em constituintes
fendlicos de interesse para os setores de cosméticos e alimentos funcionais, sendo,
portanto, um taxon interessante para pesquisa em produtos naturais. Vale ressaltar
gque mesmo sendo constatadas atividades antioxidante potentes, 0os mesmos
precisam de avaliacdo de eficacia e seguranca para posteriores usos comerciais. Esta
ressalva é devido a grande disseminacédo popular de usos de plantas da familia
Myrtaceae, muito em funcao dos frutos muito apreciados de algumas das espécies.

Por meio do ensaio de atividade antiglicacédo, concluiu-se que a fracao acetato
de etila das trés espécies em estudo, assim como a fracdo C de E. pyriforms e
E. handroana foram as mais ativas para inibir a formacéo de produtos avancados da
glicacdo. J4 analisando a atividade antiglicacdo das substanias isoladas, foi possivel
concluir que a substancia V como a mistura VI e VII foram as que apresentaram maior
porcentagem de inibicdo da glicacdo. Produtos naturais antiglicacdo avancada sao
bastantes procurados atualmente pelos setores industriais de cosmeéticos funcionais
e farmacéuticos, devido a busca por novos produtos que inibam o processo celular de

glicacdo (formacao de AGES), considerados importantes mediadores patogénicos das
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complicagbes do diabetes e da aceleracéo do envelhecimento cutéaneo, especialmente
para os portadores de doencgas cronicas.

As técnicas de CLAE-DAD, CLAE-DAD em escala preparativa, RMN e IES-EM
foram cruciais para a identificacdo das substancias na fracdo C oriunda da fracéo
acetato de etila de E. pyriformis e E. handroana. Desta forma, foi possivel identificar
0S compostos: miricetina-3-O-a-L-ramnosideo, quercetina-3-O-B-D-glicosideo,
quercetina-3-0O-B-D-galactosideo, quercetina-3-O-p-D-xilosideo, quercetina-3-O-a-L-
ramnosideo, miricetina-3-O-(2"-O-galloil)-a-L-ramnosideo,  miricetina-3-O-(4"-O-
galloil)-a-L-ramnosideo, quercetina-3-0O-(2"-O-galloil)-a-L-ramnosideo e quercetina.

A fracdo acetato de etila de E. uniflora foi analisada por IES-EM e pelo processo
de desreplicacdo, sendo possivel identificar tentativamente o0s compostos:
quercetina-O-pentosideo, quercetina-O-ramnosideo, quercetina-O-hexosideo,
guercetina, miricetina-3-0-(4"-O-galoil)-a-L-ramnosideo, miricetina-3-O-(2"-O-galoil)-
a-L-ramnosideo e quercetina-galoil-ramnosideo por meio de tempo de retencéo,
espectro de absorcao no ultravioleta-visivel e espectro de massas dos compostos ja
isolados, além de dados publicados na literatura. A identificacdo em mistura pela
técnica de desreplicacdo € muito Gtil na area de produtos naturais, jA que 0 processo
de isolamento de todos os constituintes ativos, em geral conduz a muitos derivados
quimica e biologicamente conhecidos, resultando em economia de tempo e solventes.

Este estudo € de suma importancia para o conhecimento dos metabdlitos
secundarios presentes nas espécies de Eugenia, que apresentaram em suas fracdes
atividades bioldgicas promissoras e que podem ser utilizados pelos setores de
cosmeéticos e alimentos. O estudo também possui sua devida importancia ao fornecer
dados inéditos a literatura, ja que Eugenia pyriformis ndo apresenta muitos estudos
sobre a composicao quimica de suas folhas, assim como Eugenia handroana, sobre

a qual os estudos relatados na literatura se limitam a sua morfologia.
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ANEXO

O anexo € composto pelos dados complementares das analises por RMN
unidimensionais, bidimensionais e IES-EM por infusdo direta das substancias
encontradas nas fragbes 1C, 2C e 4C de Eugenia pyriformis Cambess. Todos os

anexos foram produzidos pela autora.
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Anexo 1 - Espectro de RMN de 'H da substancia miricetina-3-O-a-L-ramnosideo na fracéo
1 CEp (600 MHz, CD30D).
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Anexo 2 - Mapa de contornos COSY da substancia miricetina-3-O-a-L-ramnosideo na fracao
1 CEp (600 MHz, CD3;0OD).
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Anexo 3 - Mapa de correlagbes HSQC da substancia miricetina-3-O-a-L-ramnosideo na fragcao

1 CEp (600 MHz, CD;OD).
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Anexo 4 - Mapa de correlag6es HMBC da substancia miricetina-3-O-a-L-ramnosideo na fragcao
1 CEp (600 MHz, CD3;0OD).
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Anexo 5 - Espectro de massas de segunda ordem do ion precursor de m/z 463 em modo
negativo com faixa de ions 50 a 1500 m/z e intensidade de fragmentac¢é@o 100%. (Miricetina-

3-O-a-L-ramnosideo)
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Anexo 6 - Espectro de massas de terceira ordem do ion precursor de m/z 316 em modo
negativo com faixa de ions 50 a 1500 m/z e intensidade de fragmentag¢&o 150 %. (Miricetina-

3-0-a-L-ramnosideo)

Intens.
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Anexo 7 - Espectro de RMN de !H das substancias quercetina-3-O-B-D-glicosideo e
guercetina-3-O-3-D-galactosideo na fragdo 2 CEp (600 MHz, CDs;OD).
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Anexo 8 - Espectro de massas de segunda ordem do ion precursor de m/z 463 em modo
negativo com faixa de ions 50 a 1500 m/z e intensidade de fragmentacao 85%. (Quercetina-
3-O-B-D-glicosideo e quercetina-3-O-B-D-galactosideo)
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Anexo 9 - Espectro de massas de terceira ordem do ion precursor de m/z 301 em modo
negativo com faixa de ions 50 a 1500 m/z e intensidade de fragmentacéo 160 %. (Quercetina-

3-O-B-D-glicosideo e quercetina-3-O-B-D-galactosideo)
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Anexo 10 - Espectro de RMN de 'H da substancia quercetina-3-O-a-L-ramnosideo na fracéo

4 CEp (600 MHz, CD;0OD).
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Anexo 11 - Mapa de contornos COSY da substancia quercetina-3-O-a-L-ramnosideo na

fracéo 4 CEp (600 MHz, CDsOD).
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Anexo 12 - Mapa de correlacdes HSQC da substancia quercetina-3-O-a-L-ramnosideo na
fracdo 4 CEp (600 MHz, CDsOD).
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Anexo 13 - Mapa de correlagbes HMBC da substancia quercetina-3-O-a-L-ramnosideo na
fracéo 4 CEp (600 MHz, CDsOD).
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Anexo 14 - Espectro de massas de segunda ordem do ion precursor de m/z 447 em modo

negativo com faixa de ions 50 a 1500 m/z e intensidade de fragmentacao 75%. (Quercetina-

3-O-a-L-ramnosideo)
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Anexo 15 - Espectro de massas de terceira ordem do ion precursor de m/z 301 em modo
negativo com faixa de ions 50 a 1500 m/z e intensidade de fragmentacéo 235 %. (Quercetina-
3-O-a-L-ramnosideo)

Intens. ACEp_MS3_a47-301.d: -MS3(447.00->300.99), 0,0-0,6min #1-17)
178.47
3000
6000
150,40
4000
300.99
2000
27288
256.80
228.69 28290
192 57 -
106,26 F 168.40 Jl 214.66 23871 [
0 ; ; i - ! e . 2 Ak ‘nllln '| \L )

s0 75 a0 s Tso 1ws 200 225 250 275 somz



