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RESUMO

As plantas sempre foram utilizadas pelo homem como fonte de agentes terapéuticos,
muitas vezes empregadas a partir do conhecimento popular. Na Amazonia apesar da sua
grande biodiversidade de plantas medicinais, existem muitas espécies vegetais que nao
possuem estudos com relagdo a composicao quimica e atividade bioldgica. Dessa forma o
presente trabalho vem destacar a espécie conhecida como Brosimum parinarioides (Huber)
Ducke, pertencente a familia Moraceae, que se caracteriza por ser uma arvore de grande
porte que produz um latex comestivel, popularmente conhecido como leite do amapa. Nesse
contexto, este projeto buscou o estudo inédito da caracterizagdo da composi¢cdo quimica
das diferentes partes (casca e latex) da espécie B. parinarioides, por serem muito
comercializadas e utilizadas pela populacdo, devido as suas diversas propriedades
fitoterapicas além de avaliar a inibicdo da enzima acetilcolinesterase e a atividade
antitumoral, antioxidante e anti-inflamatéria. Para atingir esses objetivos, foram preparados
trés extratos para a amostra da casca (Hexanico, Acetato de etila e Metand6lico) e um para o
latex (metandlico) visando a caracterizagdo quimica e/ou isolamento dos metabdlitos
secundarios. Desta forma, foram empregadas técnicas cromatograficas classicas como
CCD, CCDP, CC e modernas CG-EM e CLAE-DAD-EM além do uso de técnicas
espectrométricas e espectroscépicas EM Q-TOF, RMN 1D e 2D. Para as fracdes
proveniente do extrato metandlico do latex, foi possivel identificar por APCI-MS? no modo
negativo a presenca das substéancias fenolicos: acido clorogénico e acido quinico. No extrato
hexénico da casca foram identificados por CG-EM a presenca de substéncias terpénicas:
lanosterol, noroleano, acetato de a-amirina, acetato -amirina, acetato de cicloartenol e
ursa-12-eno. O fracionamento do extrato de acetato de etila e metandlico auxiliado pelo uso
de técnicas como CC e CLAE levou ao isolamento da substancia fendlica modificada
majoritaria H-S1 (m/z- 527,1708; FM:C3;H,70g). Foram identificados no extrato metandlico
da casca por CG-EM seis terpenoides: acetato de lanosterol, a-amirina, B-amirina, lupeol e
acetato de lupeol. O fracionamento do mesmo utilizando métodos classicos como CC e
CCDP, resultou no isolamento de trés substéancias: 4’,6-dihidroxi-5-prefenil-flavana (P-S1:
m/z- 309,1486; FM:C,H,,03), 2,4,4*-trihidroxi-3-prenil-chalcona (P-S2: m/z- 323,1293;
FM:CxH200,4) e 2,4,4trihidroxi-5-(2"-hidroxi-3”-metil-3-butenil)-chalcona (P-S3: m/z-
339,1247; FM:CxH1905). Sendo inéditas as substancias 4’,6-dihidroxi-5*-prefenil-flavana e a
2,4,4-trihidroxi-5™-(27-hidroxi-3*-metil-3"-butenil)-chalcona, j& a 2,4,4™trihidroxi-3™-prenil-
chalcona foi isolada pela primeira vez neste género. Visando a andlise do potencial
citotdxico dos extratos realizou-se o estudo de citotoxidade in vitro em linhagens de células
tumorais, onde foi possivel observar atividade citotéxica promissora para alguns extratos
com valores de ICso < 30ug/mL. Os extratos e as substancias ndo apresentaram potencial
de inibicdo sobre a enzima acetilcolinesterase para a concentracado de 90 pug/mL. Também
foram realizados ensaios de avaliacdo de atividade antioxidante tanto para os extratos
guanto para as substancias obtidas sendo possivel obter alta atividade antioxidante frente
ao radical DPPH e ABTS. Por fim, na avaliacdo da inibicdo da enzima lipoxigenase,
observou-se resultado significativo quando comparados ao padrdo NDGA, corroborando
para o uso popular contra doencas anti-inflamatérias.

Palavras-chave: B. parinarioides, flavonoides, terpenoides, citotdxico, acetilcolinesterase,
antioxidante, anti-inflamatorio.
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LISTA DE ABREVIATURAS E SIMBOLOS

EHCBP- Extrato Hexanico da Casca do Brosimum parinarioides.

EACBP- Extrato Acetato de etila da Casca do Brosimum parinarioides.

EMCBP- Extrato Metandlico da Casca do Brosimum parinarioides.
EMLBP- Extrato Metandlico do Latex do Brosimum parinarioides.
HGF- Hexano Grupo de Fracdes

AGF- Acetato de Etila Grupo de Fracbes

MGF- Metanol Grupo de Fracbes

Fr- Fracdo

Hex- Hexano

Clor- Cloroformio

DCM- Diclorometano

AcoEt- Acetato de Etila

MeOH- Metanol

Hidro- Hidroalcdlico

CC- Cromatografia em Coluna

CCD- Cromatografia em Camada Delgada

CCDC- Cromatografia em Camada Delgada Comparativa
CCDP- Cromatografia em Camada Delgada Preparativa

CG- Cromatografia Gasosa

EM- Espectrometria de Massas

CG-EM- Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas
CLAE- Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

MS- Mass Spectrometry

MS/MS ou MS?% Espectrometria de massa em tandem

APCI- Atmospheric Pressure Chemical lonization

m/z- Relacdo massal/carga

HPLC- High Performance Liquid Chromatography

DAD-Diode Array Detector

min- Minutos

nm- Nanémetro

RMN- Ressonancia Magnética Nuclear
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HSQC- Heteronuclear Single-Quantum Correlation
HMBC- Heteronuclear Multiple Bond Correlation

TMS- Tetrametilsilano

d- deuterado

s- singleto

d- dubleto

dd- duplo debleto

t- tripleto

64— deslocamento quimico de hidrogénio

8. — deslocamento quimico de carbono

DPPH- 2,2-difenil-1-picrilhidrazil

ABTS- 2,2’-azino-bis-(3- etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico)
AChE- Atividade Inibidora da enzima Acetilcolinesterase
UV- Ultravioleta

UV vis— Ultravioleta visivel

FOX- ferrous oxidation-xylenol orange
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1. INTRODUCAO

7

A utilizacdo de plantas na prevencdo e cura de doencas é um habito que
sempre existiu na histéria da humanidade, onde as plantas medicinais
correspondem as mais antigas armas empregadas pelo homem no tratamento de
enfermidades de diferentes tipos. Em geral, exercem alguma acgéo terapéutica e sao
muito utilizadas em comunidades tradicionais como remeédios caseiros e como
matéria-prima para a fabricacédo de fitoterapicos e outros medicamentos (FIRMO et
al., 2011).

Observa-se nas Ultimas décadas, 0 interesse crescente em terapias
alternativas de produtos naturais, especialmente vegetais com finalidade terapéutica,
esta expansao é devido a ineficiéncia de farmacos sintéticos para varias patologias,
além dos efeitos colaterais e elevado custo de tratamento farmacoldgico. Aliados a
estes fatores, encontra-se o dito popular que “o natural ndo faz mal” aumentando
assim a busca por plantas medicinais e suas propriedades de cura (CAPASSO et al.,
2000; RATES, 2001; NIERO, et al., 2003).

Dessa forma, a pesquisa por compostos bioativos a partir de plantas
medicinais continua sendo considerada como uma abordagem promissora para a
procura de novas drogas. A partir das plantas medicinais podem ser obtidos
medicamentos fitoterapicos, fitofarmacos, cosméticos e agroquimicos, oriundos
obtidos de pesquisas cientificas para serem introduzidos no mercado (RATES, 2001;
YUNES, et al., 2001).

As potencialidades de uso das plantas medicinais encontram-se longe de
serem esgotados, Vvisto que novos conhecimentos e novas necessidades certamente
encontrardo no reino vegetal, solucbes por meio da descoberta e do
desenvolvimento de novas moléculas com atividade terapéutica ou com aplicacées
no desenvolvimento de fitoterapicos com maior eficiéncia de agdo (SCHENKEL, et
al., 2003).

Estima-se que aproximadamente 40% dos medicamentos atualmente
disponiveis foram desenvolvidos direta ou indiretamente a partir de fontes naturais,

sendo assim subdivididos em 25% de plantas, 12% de micro-organismos e 3% de
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animais (CALIXTO, et al., 2001). Das 252 drogas que sdo consideradas basicas e
essenciais pela OMS, 11 % s&o originarias de plantas e um numero significativo sao

drogas sintéticas obtidas de precursores naturais (RATES, 2001).

Entretanto, o sucesso dessas pesquisas depende inicialmente da selecéo
adequada da planta, que muitas vezes sao feitas pela observacdo do uso popular
em diferentes culturas (RATES, 2001; YUNES, et al., 2001). Relatos da literatura
comprovam que € muito mais provavel encontrar atividade biolégica em plantas
orientadas pelo seu uso na medicina popular do que em plantas escolhidas ao
acaso, ainda, € muito importante levar em consideracdo as informacdes botanico-

taxdnomicas e quimico-taxonémicas (PINTO, et al., 2002; NIERO, et al., 2003).

O Brasil é o pais com maior potencial para pesquisa com espécies vegetais,
pois detém da maior e mais rica biodiversidade com 15% a 20% do total mundial,
possuindo destaque as plantas superiores das quais possui cerca de 24% da
biodiversidade, distribuidos em seis biomas distintos. Grande parte desta flora ainda
€ quimicamente desconhecida, principalmente os que possuem florestas extensas
como € o caso da Amazonia, portadora de cerca de 40 mil espécies (YUNES, et al.,
2001; BRASIL, 2016)

Na regido Amazoénica, ainda ha muitas espécies de plantas que ndo possuem
estudos com relagdo a sua composicdo quimica ou mesmo estudo da sua atividade
biolégica. Varias sdo as espécies que tém sido largamente utilizadas na medicina
popular como remédios caseiros, empregadas a partir do conhecimento medicinal
tradicional das populacdes locais onde muitas vezes € a Unica opgdo de tratamento
(BORRAS, 2003; BRASIL, 2016).

Constatou-se, segundo dados da Organizacdo Mundial de Saude (OMS), que
grande parte da populacéo recorre a pratica ndo convencional de saude, pela pratica
da medicina popular, muita das vezes devido o seu facil acesso e baixo custo ao
invés das terapias medicamentosas alopaticas que sdo consideradas agressivas ao
organismo e mais caras. Com isso, considera-se um fator de grande incentivo o
estudo quimico e da atividade biol6gica dessas espécies para validar o uso popular
(AKERELE, 1988; DI STASI, 1996, OMS, 2008).
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Neste contexto, dentre a vasta diversidade de espécies nativas encontradas
na Amazonia pouco explorada quimicamente, o presente trabalho vem destacar a
espécie vegetal Brosimum parinarioides (HUBER) Ducke, pertencente a familia
Moraceae, conhecida popularmente como amapa ou amapa- doce (CALVALCANTE,
1996).

A espécie B. parinarioides € um dos produtos florestais de grande importancia
regional em funcé@o do valor medicinal, nutricional e comestivel. A partir do latex é
considerado na regido como um liquido de sabor adocicado comumente consumido
iIn natura ou com o leite de vaca, fazendo parte da alimentacdo em comunidades
rurais na Amazénia. E amplamente utilizado como um valioso remédio para asma,
bronquite, tuberculose, traumatismo no térax, cicatrizante, anti-inflamatério, contra
fraguezas em geral e doencas intestinais (CAVALCANTE, 1996; MATTA, 2003;
GALUPPO, 2004).

Partindo dessa premissa, tem-se por objetivo estudar quimicamente o0s
compostos bioativos da espécie vegetal B. parinarioides presente nas cascas cuja
composicdo quimica nunca foi estudada e no latex, contribuindo assim com estudos

gue comprovem sua eficacia como produto medicinal.
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2.

OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Investigar a composi¢cdo quimica das cascas e do latex de B. parinarioides

assim como avaliar a atividade antioxidante, anti-inflamatoéria e antitumoral.

2.2 Objetivo especifico

v

Obter perfis cromatogréficos dos extratos e fragdes de por cromatografia em
camada delgada (CCD), empregando luz ultravioleta e diferentes reveladores
quimicos;

Obter, perfis cromatograficos de fracdes e substancias obtidas, por
cromatografia Liquida de Alta eficiéncia (CLAE), Cromatografia Gasosa (CG)
e Espectrometria de Massas (EM);

Isolar substancias por meio de métodos classicos e modernos de
cromatografia;

Identificar e/ou elucidar as estruturas das substancias isoladas, através de
andlises de Ressonancia Magnética Nuclear (*H, **C, HSQC, HMBC, DEPT
135°, NOESY) e Espectrometria de Massas (EM);

Avaliar as atividades antitumorais, acetilcolinesterase, antioxidante e anti-

inflamatoria dos extratos e substancias isoladas.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 A familia Moraceae

A familia Moraceae pertence a ordem Urticales sendo representada no Brasil
por cerca de 38 géneros (CARAUTA, 1998). E responsavel pela ocorréncia
expressiva de diferentes tipos flavonoides e triterpenos. Apresentando ampla
distribuicdo geografica, principalmente nas regides tropicais e subtropicais, sendo
composto por cerca de 1050 espécies distribuidas em 37 géneros na reserva
florestal Adolpho Ducke, a familia é representada por 44 espécies (RIBEIRO, 1999).

No Brasil, destacam-se apenas 0s géneros Ficus, Brosimum, Dorstenia e
Cecropia sendo Ficus o maior género desta familia. Seus representantes incluem
arvores, arbustos ou ervas, com laticiferos abundantemente distribuidos em todas as
partes da planta e quase todos sem excecdo tém latex leitoso (RIBEIRO, 1999;
DALL’ STELLA, 2008).

Esta familia possui muitas espécies que sdo comercialmente exploradas pela
indastria de madeira, papel, borracha e na alimentacdo, como exemplo a amora
(Morus), figo (Ficus) e jaca (Artacarpus heterophyllus) (TEXEIRA, 1999). O
crescente interesse em estudos de plantas pertencentes a essa familia, € motivado
pela busca de novos tipos estruturais de substancias, além da busca por novos tipos
estruturais de cumarinas cuja participacdo em varios sistemas biolégicos tem sido
amplamente esclarecida. Possuem grandes variedades de atividades biolégicas:
antioxidante, antitumoral, anti-HIV, antimicrobiana, antiviral, anti-inflamatéria, além
do uso terapéutico associado a radiacao ultravioleta na regido de 300-387nm, para o
tratamento da psoriase e do vitiligo (DUBERTRET, 1990; BECKER, 1993; RIBEIRO,
2002; SOUSA 2005).

Essas cumarinas sdo amplamentes encontradas em diferentes partes das
plantas tanto nas raizes, caule, como nas flores e frutos, ou mesmo em diversas
familias, como Apiceae, Rutaceae, Asteraceae, Fabaceae, Oleaceae, Thymeleaceae
e Moraceae (RIBEIRO, 2002).

A cumarina conhecida como 1,2-benzopirona (Figura 1), foi a primeira
representante isolada, em 1820 da espécie Coumarona adorata. Por ser a estrutura
mais simples este composto tornou-se o0 esqueleto basico para todos os outros

derivados cumarinicos (pertencentes a classe dos flavonoides), ( MURRY, 1978).
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Figura 1. Estrutura quimica da 1,2 benzopirona.

As substancias dessa subclasse séo classificadas em cumarinas simples,
furanocumarinas, piranocumarinas, cumarinas com substituintes de grupos epoxis,
hidroxilas, anéis heterociclicos, cadeias glicosidicas e etc. S&o definidas
guimicamente como lactonas aroméaticas, sendo esse termo empregado ao grupo de
substancias naturais que possuem o nucleo benzopiranico e biossinteticamente séao
derivadas do acido hidroxicinamico, que envolvem uma isomerizag¢ao trans-cis do

acido cumarico, seguida de uma lactonizacéo, Figura 2, (DEWICK, 2002).

©/\/COOH x coon
—

OH
Acido cindmico Acido 2-cumarico

trans-cis- isomerizacdo

X AN
<—
o~ O oy COOH

formacdo de lactona

Cumarina

Figura 2. Rota biossintética da cumarina
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Os flavonoides existem sob diferentes formas estruturais, normalmente sao
compostos fenolicos constituidos por unidades Cg-C3-Cg, que possuem dois anéis Cg
necessariamente aromaticos, que sao identificados como anéis A e B, conectados
por uma ponte de trés atomos de carbonos que contém geralmente um atomo de
oxigénio localizado no anel C. Possuem cerca de quinze atomos de carbono no seu
esqueleto basico (DEWICK, 2002).

De forma geral, todas as classes de flavonoides estéo correlacionadas pelas
vias biossintéticas comuns que possuem como produtos resultantes tanto da via do
acetato quanto da via do chiquimato. A subestrutura resultante do acido chiquimico

esta destacado em preto e a proveniente da via do acetato esta em azul, Figura 3.

/ |
B T °R
\

RO O

OR

Figura 3. Estrutura basica de um flavonoide.

Variagbes no anel C originam as diferentes classes de flavonoides, como
flavonais, flavonas, flavanonas, isoflavonoides e outros (Figura 4 e 5). Pode-se dizer
gue ha varias possibilidades de substituicbes de grupos como hidroxilas fendlicas,
acucares, grupos de metoxilas, prenilas entre outras nos anéis benzénicos A e B. No
gue se refere a adicdo de segmentos prenilados do ponto de vista biossintético é
geralmente mais provavel que o esqueleto béasico das diferentes classes de
flavonoides seja formado antes da introducdo de grupos, Figura 6. O fato de
prenilacdo enzimatica € confirmada pela especificidade das preniltranferases para as
distintas classes de flavonoides (DEWICK, 2002; BARRON, 1996).
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Figura 6. Esquema proposto para a biossintese de adicao de segmento prenila.
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Além das cumarinas, o0s triterpenoides representam uma importante
subclasse de metabdlitos secundarios na flora e fauna terrestre (MAHATO, 1992).
De forma geral, podem-se dizer que sao substancias predominantes encontradas
nas plantas pertencentes a familia Moraceae e também tornaram-se objetivos de
estudo, por apresentarem interessantes atividades bioldgicas e farmacolédgicas
comprovadas, tais como, atividade anti-inflamatéria, antimicrobiana, antiviral,
analgésica, cardiovascular, anti-HIV, antitumoral e anticancerigenas (PATROCKA,
2003; MANOHARAN, 2007; YI., 2015).

O acido ursdlico (acido 3B-hidroxi-urs-12-en-28-06ico), Figura 7, por exemplo, é
um triterpeno de ampla ocorréncia em varios vegetais de diferentes familias,
possuindo consideravel interesse devido suas propriedades bioldégicas como
quimioterapico, quimiopreventivo e anti-inflamatério. Derivados desse &cido
especialmente os dicarboxilicos, exibem atividade frente ao Virus HIV, também
exibem atividade citotoxica inibindo o crescimento de células tumorais, além de ser

ativo contra linhagens de células leucémicas (DZUBACK, et al., 2006).

=~
=
=

COOH

Acido Ursélico

Figura 7. Estrutura quimica do acido 3B-hidroxi-urs-12-en-28-6ico.

Os triterpenoides sdo produtos naturais pertencentes a classe dos terpenos
na qual apresentam uma grande diversidade no seu esqueleto e funcionalizacéo,
guanto sua constituicdo sdo normalmente policiclica mais especificamente
tetraciclica ou pentaciclica, que contém no maximo duas ou uma ligacdo dupla
(DEWICK, 2002).

Na sua biossintese, séo precursores do eufol e o lanosterol, formados através
da epoxidacdo em uma das extremidades do esqualeno, que por sua vez € ciclizado
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formando varios conférmeros quando associados a algumas reagfes de rearranjo de
metila ou de hidreto, geram cadeias carbonicas especificas comuns aos triterpenos
(tetra ou pentaciclicos), Figura 8, (DEWICK, 2002; PATROCKA, 2003).

Esqualeno

2,3- époxi-esqualeno |

|

Conformacdo cadeira-cadeira/cadeira-barco

|

Triterpenos

Figura 8. Biossintese de triterpenos

Com isso uma grande quantidade de compostos de triterpenos puderam ser
gerados por meio dessas diferentes reacgdes quimicas, cujas conformacfes dos
esqueletos carbdnicos das estruturas desses compostos definem sua
estereoquimica (DEWICK, 2002).
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3.2 O Género Brosimum

O género Brosimum compreende 15 espécies que possuem variedades
morfologicas. Sdo arbustos ou arvores que podem atingir até 40 m de altura,

caracterizados pela producao de latex ou leite do amapa (CASTRO 2006).

Na Amazonia além das aplicacdes medicinais, algumas espécies do género
Brosimum sp. sdo muito conhecidas, devido o seu uso nas industrias madeireiras
como o B. rubescens e B. guianense e principalmente pela producdo do seu latex.

Suas espécies sdo conhecidas por diferentes nomes, Tabela 1, (LIMA, et al., 2013).

Tabela 1. Nome popular das espécies de Brosimum

Espécie Nome popular
B. parinarioides Amapa doce
B. potabile Amapa doce e amapa leiteira
B. utile Palo de vaca
B. rubescens Pau-rainha e muirapiranga
B. gaudichaudii | Mamica-de-cadela e mama-cadela
B. acutifolium Mururé e muirapiranga

Fonte: LIMA, et al., 2013.

A espécies como B. utile, B. potabile, B. alicastrum, B. parinarioides e B.
longifolium, possuem um latex que é considerado potavel, e estas duas ultimas
espécies, o latex é aplicado contra doencas pulmonares (BERG, 1973; CORREA,
1978; ABREU, 2010; SCHOLZ, 2007).

3.2.1 Aspectos quimicos e biologicos do Brosimum

Apenas trés espécies do género vém sendo mais estudadas quimicamente,
gue sdo o B. rubescens, B. gaudichaudii e o B. acutifolium. Da espécie Brosimum
rubescens foram isolados diversas substancias como, os triterpenos 3B-acetoxi-
olean-12-eno-28-al e B-sitosterol, Figura 9, (HAYASIDA, et al., 2008) e um alto teor
da cumarina xantiletina (HAYASIDA, et al.,, 2011), que apresenta um potencial
biologico, reportada pelas atividades antiplaquetaria, antifungica, herbicida e alguns

de seus derivados possuem atividade em linhagens de células leucémicas.
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Apresentam ainda em sua constituicdo a brosiparina, 7-desmetilsuberosina,

luvagentina e brosiprenina (BRAZ, et al., 1971) Figura 9. Também foram isoladas

substancias modificadas por meio da cicloadicdo do tipo Diels-Alder de chalconas e

cumarinas, conhecidas como palodesangretinas 1 e 2 (SHIROTA, et al.,, 1998) e

palodesagrenos de A-E, essas Ultimas substancias C,D e E apresentam relatos de

inibicdo para a producdo de hormdnios masculinos (SHIROTA, et al., 1997) Figura

10.

Xantiletina (R;=R,=H)
Luvagentina (R;= OMe; R,=H)

HO

OH

[- sitosterol

2

Ry

7-dimetilsuberosina (R{=R,=H)
Brosiparina (R;=0OH; R,=Me)

N

Brosiprenina

Figura 9. Compostos quimicos descritos para espécie a B. rubescens

31




Ro

HO

Palosesagretina 1 (R;= H, R,=OH, R;=OMe, R,=H)
Palosesagretina 2 (R;= OMe, R,=H, R;=H, R,=OH)

OMe

HO

R

HO Ry

HO
Palosesagreno A (R;= H, R,=OH, R;=OMe, R,=H)
Palosesagreno B (R;= OMe, R,=H, R;=H, R,=OH)
R Palosesagreno C (Rj= H, R,=H, R;=OMe, R,=H)

Palosesagreno D (R;= OMe, R,=H, R;=H, R,=H)

Rj Palosesagreno E (Ry= OMe, R,=H, R;=OMe, R,=H)

Figura 10. Compostos quimicos descritos para espécie a B. rubescens

A espécie B. gaudichaudii nativa do cerrado brasileiro com ampla distribuicédo
por todo o Brasil central, segundo estudos demonstram que 0s principais
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componentes sao duas furanocumarinas, psoraleno e bergapteno (Figura 11),
substancias responsaveis pela acdo contra o vitiligo (POZETTI, 1969; MCKEON,

1981). Também ja foram isolados compostos como, hidroximarmesina, xantiletina,
luvangetina (VIEIRA, 1999).

/ X
o N0 / N

Psoraleno O 0 0

Bergapteno

/ i ,, \

HO

O \ _u\\\\\I

O @)

Hidroximarmesina

Figura 11. Cumarinas da espécie B. gaudichaudi

As cascas do caule de B. acutifolium séo utilizadas na medicina popular na
regido Amazénica como agente anti-inflamatério e antireumatico. Apresentaram em
sua constituicdo quimica o 4’,7—di-hidroxi-8-prefenil-flavana (Figura 12),
denominada anaflavana, fitoconstituinte entédo inédito das fracdes diclorometano do
extrato alcodlico, cuja toxicidade foi determinada utilizando-se camundongos.
Posteriormente foram realizados testes clinicos com o extrato hidroalcodlico das
cascas do caule, que indicaram uma melhora significativa dos pacientes portadores
de artrite reumatoide (TEIXEIRA, et al., 2000).
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HO

OH

4',7-di-hidroxi-8-prefenil-flavana

Figura 12. Flavana isolada de B. acutifolim

Foram isoladas também, flavanas dessa espécie como 4’-hidroxi- 7,8 (27,2"-

dimetilpirano) flavana e 4’-hidroxi- 7,8 (3”-hidroxi-2”,2”- dimetilpirano) flavana,
(TORRES, et al., 1997). Ainda, Torres e colaboradores (2000), identificaram doze

substancias, dentre elas encontraram duas flavanas inéditas e em homenagem ao

género foram denominadas de brosimina A e B (Figura 13).

OH
X
(@] (0] ‘\\\\\\

4'-Hidroxi-7,8-(2",2"-dimetilpirano) flavana

OH

4'-Hidroxi-7,8-(3"-hidroxi-2",2"-dimetilpirano) flavana

HO

OH
O
O \\\\\\©/ .

Brosimina A

Brosimina B

Figura 13. Flavanas da espécie a B. acutifolim

34



Posteriormente, Takashima e Ohsaki (2001) isolaram seis novas flavanas

com pequenas variacdes estruturais do extrato metandlico da casca de B. acutifolim,

gue foram descritas como acutifolina A, B, C, D, E e F, dentre as quais, as

acutifolinas D e E séo diasteroisémeros (Figura 14).

Acutifolina A Acutifolina B

OH

Acutifolina D,E

OH

OH
HO
O

Acutifolina F

Figura 14. Compostos quimicos descritos para espécie a B. acutifolim
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Além das flavanas, Takashima e Ohsaki (2002), isolaram nove flavonoides
inéditos provenientes dos extratos metandlicos das cascas do B. acutifolim, onde
foram denominados como brosimacutina A, B, C, D, E, F, G, H, | e posteriormente
guatro novos flavonoides brosimacutinas J, K, L e M (TAKASHIMA, et all, 2005). No
latex desta espécie foi identificado um alcaloide inddlico o 5-hidroxi-triptamina
(bufoteina), caracterizado segundo Moretti (2006) por apresentar propriedades

alucindginas (figura 15 e 16).

OH OH

HO OH 1o OH
HO (ORR\ O

O O

Brosimacutina A Brosimacutina B

Brosimacutina C Brosimacutina D

HO
OH
O O \\\\\©/
@)
Brosimacutina E Brosimacutina F

Figura 15. Compostos quimicos descritos para espécie a B. acutifolim
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HO O |
OH O
HO OH O OH
HO

Brosimacutina G

Brosimacutina H

OH o) - OH
HO
o 0
O O O OH
OH
HO OH

Brosimacutina |

Brosimacutina J

HO

HO l

Brosimacutina K

OH O
OH

Brosimacutina M

Brosimacutina L

OH
‘ OH

HN / N\

Bufotenina

Figura 16. Flavonoides e Bufotenina descritos para espécie a B. acutifolim
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Da espécie B. potabile, ja foram isoladas trés cumarinas como a 5-
metoxipsoraleno, xantiletina e marmesina do extrato etandlico do cerne da planta.
Da casca foram isoladas também substancias como urs-12-eno, 3p3-acetdxi-oleana-
12-eno, 3B-acetdxi-ursa-12-eno, 3B-acetdxi-lupa-12,20 (29)-dieno e esterdis como o
estigmasterol e B-sistosterol (Figura 17), (ALCANTARA, 2000; ABREU, et al.,

2010).

Z
Z
“Z,
”,
/’-

~
I~
~
=
=

Ursa-12-eno 3B- acetoxi-ursa-12-eno

)
%,

2,
7,
/4

3B- acetoxi-lupa-12,20(29)-dieno

3B- acetoxi-oleana-12-eno

Figura 17. Terpenos da espécie a B. potabile
Dessa forma, o género brosimum é caracteristico de espécies bem
diversificadas na floresta amazénica e de diversos usos medicinais. Onde, suas
cascas sao utilizadas como anti-inflamatorias, antireumaticas e no tratamento de
diversas infecgdes na pele. Os representantes do género sao caracterizados pela
presenca acentuada de cumarinas e triterpenos além de outras classes, como
flavanas, flavonoides, e alcaloides (LIMA, et al., 2013). A Tabela 2, apresenta

algumas substancias isoladas das diferentes espécies pertencentes ao género

Brosimum.
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Tabela 2. Substéancias isoladas de diferentes espécies do género Brosimum.

Espécie

B. gaudichaudii

Parte estudada

Raiz e fruto

Constituintes quimicos

Psoraleno

Bergapteno

Hidroximarmesina

Raiz

Xantiletina

Luvangentina

Classe

Cumarinas

Referéncia

POZZETI (1969, 1971)

VIEIRA (1999)

B. rubenscens

Cerne

Xantiletina

7-dimetilsuberosina

Brosiparina

Luvangetina

Brosiprenina

Cumarinas

BRAZ, et al., (1972); HAYASIDA, et al.,
(2008)

33- acetoxi-oleana-12-eno-28-al

Triterpeno

[-sitosterol

Esteroide

HAYASIDA, et al., (2011)

Palodesangretinas 1-2

Palodesangrenos A-E

Chalconas cumarinas

SHIROTA, et al.,(1998)

SHIROTA, et al.,(1997)

B. potabile

Caule

B-sitosterol

Estigmasterol

Esteroides

ALCANTARA (2000)

Casca

Xantiletina

Marmesina

5- metoxipsoraleno

Cumarinas

3B-Acetoxi-oleana-12-eno

Ursa-12-eno

3B-Acetdxi-ursa-12-eno

3B-Acetoxi-lupa-12,20 (29)-dieno

Triterpenos

ABREU, et al., (2010)
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B. acutifolium

Casca

Brosiminas A

Brosiminas B

Flavanas

Latex

5-hidroxitriptamina (Bufoteina)

Alcaloide

TORRES, et al., (1997)

4’, 7°—di-hidroxi-8-prefenil-flavana

Flavana

TEIXEIRA, et al., (2000)

Casca

4'-hidroxi-7,8-(2",2"-
dimetilpirano)flavana

4'-hidréxi-7,8-(3"-hidroxi-2",2"-
dimetilpirano)flavana

Flavanas

TORRES, et al., (2000)

Casca

Acutifolina A

Acutifolina B

Acutifolina C

Acutifolina D,E

Acutifolina F

Flavanas

TAKASHIMA E OHSAKI (2001)

Casca

Brosimacutina A

Brosimacutina B

Brosimacutina C

Brosimacutina D-E

Brosimacutina F

Brosimacutina G

Brosimacutina H

Brosimacutina |

Brosimacutina J

Flavonoides

TAKASHIMA E OHSAKI (2002)

Brosimacutina K

Brosimacutina L

Brosimacutina M

Flavonoides

TAKASHIMA, et al., (2005)
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3.3 A espécie Brosimum parinarioides (Huber) Ducke

O B. parinarioides tem como nome popular o amapa, amapa-doce, amapa-roxo,
amaparana, murerana, amapazeiro (BORRAS, 2003).

Possui ocorréncia nos estados do Amapa, Amazonas, Para e também na Guiana
Francesa, habita frequentemente as matas de terra firme alta em solos silico-argiloso
(LOUREIRO, et al., 2000). E uma arvore de grande porte, muito comum nas matas da
Amazonia, sendo possivel encontrar de 3 a 5 individuos por hectare. Atinge até 40 m de
altura, suas folhas sdo de tamanho varidveis com no maximo 22 cm por 10 cm de
largura, duras e com base levemente arredondada (Figura 18), possui uma entrecasca
avermelhada e uma madeira interna amarela clara, seu tronco €é cilindrico e bem reto
(CORREA, 1978; REVILLA, 2002).

Figura 18. Tronco e folhas da espécie B. parinarioides. Fonte: autoria propria e SALLES, 2013.

O Tronco ao ser cortado libera um aroma agradavel e libera um leite (latex),
Figura 19. O amapa doce é somente encontrado em terra firme, uma vez que 0 mesmo
nao resiste a cheia do rio (SOUZA, 2003). O latex desta espécie é um produto muito
utilizado pela populacdo, apresentando um gosto doce e agradavel, possui aspecto
branco quando fresco, ou rosa claro depois do contato com o ar, sendo bastante viscoso
muito semelhante a cola (RIBEIRO, 1999).
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Normalmente a producédo do latex é artesanal e devido a ndo existéncia de uma
organizacdo empresarial sobre esse produto, corre o perigo de ter adulteracbes por
outra espécie parecida (REVILLA, 2002; SHANLEY, et al., 2005).

Figura 19. B. parinarioides: utensilio para sangria, latex. Fonte: autoria prépria
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3.3.1 Uso popular do leite do amapa

O leite do amapa € um medicamento de uso popular amazbnico usado por
populagdes rurais e urbanas por centenas de anos. E extraido através de cortes no
tronco sendo usado como um Gtimo cicatrizante de feridas, e também, é empregado
por sua atividade antitussigena e anti-inflamatéria (SHANLEY, et al., 2005;
BORRAS, 2003). Em emplastos e contusdes € utilizado diretamente nas éareas
afetadas, sendo ainda indicado com a finalidade de cura de doencas respiratorias,
tonico, fortificante ou energizante, onde se recomenda ingerir diariamente meio copo
do latex (REVILLA, 2002; BORRAS, 2003).

Devido ao seu alto potencial medicinal, esse latex € muito apreciado pelas
comunidades rurais, sendo substituinte muitas vezes do leite bovino na alimentacéao
humana (GALUPPO, 2004). Segundo experiéncias populares o leite de amapa é
consumido h& muitos anos pelas populagbes amazénicas, por administracdo oral,
sendo ingerido in natura, diluido em leite ou em agua e muitas vezes agitado ou
batido no copo manualmente ou mecanicamente com o auxilio de liquidificador ,

onde a espuma formada, abundante e densa, € retirada (BORRAS, 2003).

3.3.2 Estudos encontrados na literatura de B. parinarioides

No que se refere, aos estudos realizados a partir de B. parinarioides na
literatura, s&o encontrados apenas estudos voltados para a caracterizagao preliminar
das classes de substancias através de testes fitoquimicos e nédo por isolamento ou

por identificagcdo por meio de métodos cromatogréaficos e/ou espectrométricos.

Segundo Galuppo (2004), evidenciou a presenca de compostos derivados de
cumarinas, esteroides, triterpenoides, alcaloides e antraquinonas nas fracfes
testadas de latex liofilizado. No trabalho desenvolvido por Galuppo, também foi
realizado testes fisicos e quimicos para avaliar o valor nutricional do leite de amapéa
comparado com o leite de vaca e o leite de soja, todos relacionados com a dose

diaria recomendada, (tabela 3).
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Tabela 3. Valores de cinzas, célcio, fésforo, magnésio e proteinas do leite do amapéa doce,
comparado com o leite de vaca tipo C e o extrato de soja, relacionados com a dose diaria

recomendada.
. . Dose Diaria
Leite do Leite de Vaca . .
Amapa Doce | (Tipo C- Liquido) Leite de Soja| Recomendada
(DDR)
Cinzas ( %) 0,4 0,7 0,5° -

Célcio (mg/100g) 120 1142 40° 39?
Fosforo (mg/100g) 70 1022 1052 77°
Magnésio (mg/100g) 60 - 0,22-0,24° 66°
Proteinas (%) 5,35-7,13 3,6 3,42 14

Fonte: GALUPO, 2004.

Como resultado, foi possivel observar que o leite do amapé apresenta um
elevado potencial nutricional, e pode ser usado como reforco alimentar,
apresentando 58% de umidade e boa quantidade de alguns minerais em sua
composicdo e a presenca proteinas também esta proxima com a DDR. No que se
refere, ao célcio presente, foi superior ao do leite da vaca e leite de soja, assim
como também a dosagem diaria que é recomendada, apresenta menor quantidade
de fésforo quando comparado ao leite de vaca e soja, embora, o valor é bastante
significativos relacionado com a DDR (GALUPO, 2004).

Estudos realizados anteriormente pelo nosso grupo de pesquisa LAPAAM
(Laboratério de Principios Ativos da Amazdnia), SALLES (2013), descreveu o estudo
fitoquimico do extrato diclorometéanico do latex do leite de amapa extraido de B.
parinarioides possibilitando o isolamento de cinco triterpenos conhecidos como
butirospermol, e seu epimero tirucalla-7,24-dien-3B-ol, o cicloartenol, cicloeucalenol
e obtusifoliol, que sdo descritos ocorrer pela primeira vez na espécie (Figura 20).
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Butirospermol Clicloartenol

Clicloeucalenol

Obtusifoliol

Tirucalla-7,24-dien-33-ol

Figura 20. Terpenos isolados do B. parinarioides. Fonte: SALLES (2013).

Nesse trabalho também foi desenvolvida uma metodologia de andlise por
CLAE, em fase normal, para obtencdo dos perfis cromatograficos do extrato
diclorometanico de B. parinarioides. Os resultados obtidos mostraram que 0s
extratos apresentaram constituintes como os acetatos de a e (-amirina e de lupeol,

cicloeucalenol e o obtusifoliol em sua composigao.
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No que se refere, ao estudo do uso terapéutico da espécie também foi
verificado pela determinacdo do efeito cicatrizante que foi avaliado pelo efeito
coagulante de alguns desses constituintes isolados e dos extratos da espécie pelo
Teste de Protrombina (TP), utilizando a heparina como controle positivo de
anticoagulante, e também pela inibicdo da enzima lipoxigenase (LOX). Como
resultado, ndo foi possivel verificar um resultado positivo utilizando o teste de
Protrombina que avalia a via extrinseca de coagulacdo, porém mais estudos
precisam ser feitos para que possa ser descartada 0 seu Uso como cicatrizante.

Quanto a avaliacdo de atividade anti-inflamatéria indicada, foi possivel
confirmar a inibicho da enzima lipooxigenase para a mistura de triterpenos
acetilados (acetato de a e B-amirina e de lupeol) e também no extrato, comparaveis
ao padrdo de quercetina utilizado, que corrobora para o uso popular contra asma e
doencas pulmonares, uma vez que a enzima lipooxigenase esta envolvida em

processos inflamatérios relacionados a essas doencas anteriormente citadas.
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4, PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

4.1. Coleta do material vegetal

A casca e o latex do B. parinarioides foram coletados na Reserva Florestal
Adolpho Ducke (Figura 21), localizada no Km 26 da estrada AM 010
(Manaus/Itacoatiara-AM) em marco de 2016 [coordenadas 02° 54' 26" e 03° 00" 22"
S, 59° 52' 40" e 59° 58' 40" W]. Os dados de localizacdo e suas exsicatas
encontram-se depositadas no herbario do Instituto Nacional de Pesquisas da
Amazoénia (INPA) no Projeto Flora da Reserva Ducke (Tabela, 4).

Figura 21. Espécie B. parinarioides coletada na Reserva Florestal Adolpho Ducke. Fonte:
autoria propria

Tabela 4. Dados do B. parinarioides coletado

Parte da planta Local N° daplanta  Marco Angulo Distancia
Latex e casca 4 1136 M513 360 10m
Latex e casca 4 1131 M512 28 15m

4.2. Estudo fitoquimico do latex do B. parinarioides

4.2.1. Método de extracéo

O latex foi submetido a extracdo em aparelho ultrassénico com metanol por

cerca de 20 min, em seguida esse material foi deixado em repouso com o0 solvente
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extrator por cerca de 48 h em um processo conhecido como maceracao, por fim foi
realizada a filtracdo a vacuo do material em um funil de Buchner. Os extratos foram

concentrados em rotaevaporador para o posterior calculo do teor extrativo, conforme

[ Latex ]

»  Suspensdo em MeOH;
»  Filtragao;
> Rotaevaporador

o fluxograma 1, abaixo:

i Extrato MeOH E v
TTTTTTTTTTTTTmmTs ’ [ Residuo ]

Fluxograma 1. Procedimento utilizado para a obtencdo de extratos metandlicos do latex

extraido da espécie B. parinarioides.

4.2.2. Fracionamento do extrato

Foi realizado o fracionamento do extrato metandlico do latex por particao

liquido-liquido, conforme o fluxograma 2.

[ Suspensaéo do extrato metanélico em MeOH/ H,O (9:1) ]

Particdo com hexano (3x) I

________________ v
E Fase hexanica E [ Fase hidroalcodlica (7:3) ]
IParti(;éo com CHCl; (3x)
v R A
[ Fase hidroalcodlica ] ' Fase cloroférmica !
! 7
Particdo com AcOEt (3x) I
________________ \ . JUN
' Fase AcOEt : | Fase hidroalcodlica '

Fluxograma 2. Extracao liquido-liquido em ordem crescente de polaridade.

4.2.3. Andlises por APCI-MS" das fragGes da particdo do latex do B. parinarioides.

Utilizou-se 1,0 mg das fracOes separadamente para o preparo da solugao
estoque (1,0 mg/mL). A partir da solucdo estoque foram preparadas solucbes a 10
ppm em metanol grau HPLC e analisadas por injecdo direta em espectrometro de
massas do tipo ion trap (LCQ Fleet da Thermo scientific) equipado com fonte de

ionizacdo a pressao atmosférica (APCI), operando em modo negativo de aquisicdo
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do Laboratério de Cromatografia e Espectrometria de Massas- LABCEM da Central
Analitica/lUFAM. Para a obtencdo dos espectros MS" foram utilizadas energias de
colisédo entre 20-30 eV. A faixa de m/z analisada foi de 100-1000 Da. Os dados das

injecBes foram processados através do programa Xcalibur 2.0.7.
4.3. Estudo fitoquimico da casca do B. parinarioides

4.3.1. Método de extragdo

Para a obtencdo de extratos da casca, inicialmente o material foi seco em
estufa de circulacdo de ar, e ap6és isso, foi moido em moinho de facas e pesado.
Este material foi submetido a extracdo por maceracdo exaustiva sequencial
utilizando-se diferentes solventes extratores que foram: hexano, acetato de etila e
metanol. A troca de solvente foi realizada a cada 72 h, ap6s o término da extracéo o

solvente foi rota-evaporado e reutilizado (Fluxograma 3).

Os rendimentos dos extratos obtidos foram calculados e em seguida foram

armazenados em freezer para posterior estudo.

[ Casca (650g) ]

»  Maceragdo a frio com Hexano;
»  Troca de solvente (72 h);
»  Rotaevanorador.

T T JV

Residuo ]

»  Maceragéo a frio com AcoEt;
»  Troca de solvente (72 h);
» __Rotaevaporador.

el e g [ Residuo

»  Maceragéo a frio com MeOH;
»  Troca de solvente (72 h);
» Rotaevaporador.

"""""""""""""" [ Residuo ]

Fluxograma 3. Metodologia de extracdo da casca.
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4.3.2. Fracionamento cromatografico do Extrato Hexanico

Uma parte do extrato hexanico (EHCBP) foi inicialmente submetido ao
fracionamento cromatografico em coluna cromatografica (CC: ® x h de 4,5 x 50 cm)
de silica gel (70-230 mesh) eluida com hexano (HEX), diclorometano (DCM), acetato
de etila (AcoEt) e metanol (MeOH) em mistura de polaridades crescente resultando
em 164 fracdes (20 mL cada) conforme o Fluxograma 4. As fracdes obtidas foram
analisadas por cromatografia em camada delgada comparativa (CCDC) e as que
apresentaram o mesmo R; foram reunidas, obtendo-se 15 grupos de fracdes (HGF),

segue na tabela 5.

E Coluna silica (70-320 mesh) E
1 (CC:dxhded4.5x50cm)

v v ' v v v

[ Hexano [ Hexano:CH,CI, ][ CH.Cl, [ CH,Cl,:AcoET ][ AcoET ] AcoET:MeOH ]

v v v v v v

PP Ep S SRS Sy Sy S

[ EHCBP (5,0 g) ]

Fr ¥ Fr i Fr E / Fr Vi Fr o Fr :
1-3 90:10 45 | 6874 |1 9010 7581 | 141144 9505 145-148 |
_________ 8020 69 ' S 80:20 82-89 I . : 85:15 149-152 !
70:30  10-17 70:30  90-108 70:30  153-156
60:40  18-29 60:40  109-116 50:50 157-1605
50:50  30-36 50:50 117-124 100 161-164,5
40:60 37-44 40:60 125-128 ______________ ‘
30:70 45-52 30:70  129-132
20:80 53-58 20:80 133-138
| | !
| 10:90 59-67 | 10:00 139-140 !

__________________________

Fluxograma 4. Fracionamento cromatografico do EHCBP.
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Tabela 5. Agrupamento de fracdes do extrato hexanico das cascas do B. parinarioides apés

analise de CCDC e respectivas massas.

Grupo de Massa Grupo de Massa
Fracdes Fracdes (mQ) Fracdes Fracdes (mQ)
HGF 01 1-15 25,6 HGF 09 66-77 231,3
HGF 02 16-25 55,2 HGF 10 78-88 265,5
HGF 03 26-31 125,5 HGF 11 89 1932
HGF 04 3237 | 196,6 HGF12 | 90-108 1353
HGF 05 3849 | 2157 HGF13 | 109-115 | '°18
HGF 06 50-54 67,7 HGF 14 116-123 297,3
HGF 07 55-64 587,1

HGF 15 124-164 195,0
HGF 08 65 12,3

4.3.2.1- Estudo Cromatogréfico do Grupo de Fracdes HGF06

O grupo de fragcbes HGFO06 (67,7 mg) apds analise de CCDC foi submetida a
cromatografia em camada delgada preparativa (CCDP) com silica gel. Apés duas
CHCI3:AcOEt (95:05)

eluicbes da fase moével resultando em duas fracGes

(Fluxograma 5).

o

[ HGFO06 (57,7mg) ] . ccop A

1
1
1
I - CHCI;:AcOEt (95:05)
1
1
1

- Duas Elui¢bes

N e e e M. /
EHCBP-06.1 EHCBP-06.2
(2,5 mg) (30,4 mg)

Fluxograma 5. Isolamento das substancias presentes na fracdo HGF06
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As fragOes codificadas como EHCBP-06.1 (2,6 mg) e EHCBP-06.2 (30,4 mg)
apresentaram-se como sélidos brancos amorfos. Estas fracfes foram submetidas a
analise por CCD e reveladas com solucdo de anisaldeido. Posteriormente, foram

submetidas a analise por CG-EM.

4.3.2.2- Estudo Cromatogréfico do Grupo de Fracbes HGFO7
O grupo de fracdes GF07 (587,1 mg) foram submetidos a CCDP utilizando

como eluente uma mistura binaria de CHCI3:AcOEt (95:05) duas elui¢des, resultando

em duas fragdes (Fluxograma 6).

- ==

[ HGF07 (587,1 mg) ] .~ .

- CHCl5:AcOEt (95:05)

v

- Duas Eluicbes

. -

EHCBP-07.1 EHCBP-07.2

(187,1 mg) (7,2 mg)

Fluxograma 6. Isolamento das substancias presentes na fracdo HGFO07

A fragcBes codificadas como EHCBP-07.1 (187,6 mg) e EHCBP-07.2 (7,2 mg)
revelaram-se como sélidos brancos amorfos. Essas fracdes foram encaminhadas a
analise por CCD e reveladas com solucdo de anisaldeido. Posteriormente, foram
submetidas também as analises por CG-EM.

4.3.2.3- Estudo por CG-EM das substancias obtidas das fracdes HGF06 e HGFQO7

As analises cromatograficas por CG-EM modelo QP2010MS foram realizadas no
equipamento Shimadzu no laboratério de analises multidisciplinares da Escola
Superior de Saude- ESA/UEA. Utilizando hélio como gas de arraste, uma coluna
capilar de silica fundida DB-5 (5% de difenil e 95% dimetilsiloxano), com 30 m de
comprimento, 0,25 mm de diametro interno e fiime de 0,25 pum. As condi¢des

cromatograficas foram: a temperatura do injetor 280 °C, iniciando-se com 150 °C por
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2 min e um gradiente de 5 °C/min a 240 °C (0 min), e 10 °C a 300 °C (66 min). O
detector de massas operou com ionizacdo por impacto de elétrons em 70 eV e a
varredura foi de 50 a 500 Da. As amostras foram solubilizadas em DCM tendo como
concentracdo final 1mg/mL e diluidas no ato de injecdo. A identificacdo dos
compostos foi realizada por comparagdo dos espectros de massas do banco de

dados do aparelho NIST 2.0, Wiley e com dados obtidos da literatura.

4.3.3. Fracionamento cromatografico do Extrato em Acetato de Etila

O extrato em acetato de etila (EACBP) foi fracionado em coluna filtrante de
silica gel (70-230 mesh), eluida com hexano, éter de petrdleo, acetato de etila e
metanol, em ordem crescente de polaridade, fornecendo 8 fracbes (250 mL),
Fluxograma 7. As fracbes foram concentradas em rotaevaporador rotativo e
comparadas por CCD de silica gel de fase normal e reversa. A analise de CCDC

permitiu a reuniao de fracdes em 5 grupos, como representado na tabela 6.

[ EACBP (6,0 g) ]

:I Coluna silica (70-30 mesh)
! (CC: ® xh de 4,5 x50 cm)

v v v v v '

E Fr E ! Fr | Fr Fr Vo Fr : Fr |

| V! . | L | |

T 5 1 M6 b g

N S N . SN S P S
| 5050 3 5050 7 !

Fluxograma 7. Fracionamento cromatografico do EACBP.
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Tabela 6. Relacdo entre grupos de fragBes do extrato acetato da casca.

Grupo de Massa
Fracdes Fracdes (@)
AGF 01 1 0,001
AGF 02 2 0,002
AGF 03 3-4 1,49
AGF 04 5 2,15
AGF 05 6-8 1,48

4.3.3.1 Condicdes para isolamento por CLAE- semipreparativo em modo reverso da
fracdo AGF 04

Inicialmente foi realizado o “clean up” da amostra por extracdo em fase sélida
(EFS) em um cartucho de silica de fase reversa C18, sendo utilizado apenas MeOH
100% como fase movel. Em seguida foi realizado o estudo de otimizacdo do método
de separacdo em cromatografica liquida de alta eficiéncia (CLAE) em escala
analitica. Utilizou-se um sistema de CLAE, modelo Acella® (Thermo Scientific),
acoplado a um espectrémetro de massas do tipo triplo-quadrupolo, modelo TSQ
Quantum Acess (Thermo Scientific), fonte de ionizacdo APCI monitorando-se no
intervalo de m/z 100-1000 Da.

Foi utilizada uma coluna analitica Luna C18 (5um, 150 x 460 mm)
Phenomenex com fluxo de 1mL/min. A concentracdo da amostra (AGF 04) foi de
1,0 mg/mL solubilizada em metanol grau HPLC sendo realizada uma analise
exploratodria para verificar a complexidade da amostra no modo reverso de elui¢do, a
fase mdvel constituiu de solventes binarios: agua (Solvente A: acidificado com &cido
férmico a 0,005%) e MeOH (Solvente B) no modo gradiente na proporcdo 20%-
100% de B durante de 30 min. O detector DAD foi ajustado para o monitoramento
entre 200-600nm.
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Apés a otimizacdo do método e os devidos calculos de escalonamento, foi
possivel utilizar o método isocratico em 72 % de B por cerca de 30 min sendo
necessario mais 10 min de limpeza da coluna com MeOH em escala semipreparativa
em um cromatégrafo modelo Shimadzu® (CBM-20A), equipado com detector de UV
(SPD-20A), desgaseificador (DGU-20A), sistema binario de solventes (LC-6AD) e
looping de 500 pL. A analise foi monitorada com detector UV nos comprimentos de
onda de 300 e 220 nm, utilizando uma coluna Luna C18 (5um, 250 x 150 mm)

Phenomenex com fluxo de 5 mL/min.

As fracdes coletadas foram analisadas por espectrometria de massas e CCD,
sendo as mais promissoras encaminhadas para a analises de RMN 1D e se
necessarias analises de RMN 2D. Ao final do procedimento foi possivel obter a

substancia pura codificada como H-S1, fluxograma 8.

i AGFO04 |
1
| |
! Fr5 !
1 1
1 1
| (750mg) ! pmmmmemononmmooooooes “
M e e oo~ ’ ' - Solubilizada em DMSO. !
1 - Método: Isocrético (72%
| de B MeOH por 30 min. '
= - Fluxo: 5mL/min. '
- - Canal Binario de UV: !
! 300nm e 220 nm. )
v
H-S1
(25,5 mg)

Fluxograma 8. Isolamento da substancia presente na fracdo AGF04.
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4.3.4. Fracionamento cromatografico do Extrato Metandlico

O extrato metandlico (EMCBP) foi submetido a um fracionamento em coluna
cromatografica aberta, empacotada com gel de silica 70-230 mesh. Utilizou-se como
eluentes inicialmente hexano e diclorometano ambos 100%, e em seguida, misturas
de DCM:MeOH em gradiente crescente de polaridade até chegar em MeOH 100%.
Obteve-se 13 fracdes, apds a evaporacdo do solvente, todas as fracOes desta
coluna foram submetidas a andlise de CCDC e com base nos dados de CCD
algumas fragbes foram reunidas e submetidas a outros fracionamentos

cromatograficos como pode ser visto abaixo (Fluxograma 9).

E Coluna silica (70-30 mesh) E
1 (CC:®xhde53x73.8cm) .

v v v '

[ EMCBP (20,0 g) ]

’
, \

l Fr Lo Fr Do Fr X Fr :
| 1 1 1 h | |
1 1 1 1 \ (] 1
| | | | [ _ |
L 23 1% 9010 4 iy B
N e e e e - — s N e e e e e 7’ : :\ _________ -

| 5050 5

| 1

| 1

' 20180 6 E

: !

' 2080 7 |

| 1

! |

| 2080 8

' 2080 9

| i

| 2080 10 |

Fluxograma 9. Fracionamento cromatografico do EMCBP.
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Tabela 7. Agrupamento entre grupos de fragcdes do extrato metandlico da casca e

respectivas massas.

Grupo de Massa
Fracdes Fracdes (@)
MGF 01 1 0.001
MGF 02 2-4 0.002
MGF 03 5 2,19
MGF 04 6-9 11.05
MGF 05 10-13 5,82

4.3.4.1- Estudo por CG-EM do grupo de fracdes MGF01 e MGF02

Os grupos de fracdes MGF01 e MGF02, apds andlise de CCD com vanilina
sulfarica revelaram a presenca de terpenos em sua composicdo. Portanto, as
mesmas foram submetidas a analises cromatograficas por CG-EM para a

caracterizacdo dos mesmos.

As andlises foram realizadas no aparelho GC-EM (PQ5050A), da marca
Thermo Scientific do Laboratério de Cromatografia Gasosa- LABCG da Central
Analitica/lUFAM, utilizando coluna capilar de silica fundida DB-5 (5% de difenil e 95%
dimetilsiloxano), com 30 m de comprimento, 0,25 mm de diametro interno e filme de
0,25 pum e hélio como gas de arraste. As condi¢cdes cromatogréaficas foram: a
temperatura do injetor foi de 290°C, iniciando com 60 °C por 10 minutos,
aumentando de 60°C a 300°C na razdo de 10°C/min. A temperatura final
permaneceu em 300 °C, por 40 minutos. A temperatura do detector e da 74 interface
do sistema CG-EM foi de 290 °C. O detector de massas operou com ionizagéao por
impacto de elétrons de 70 eV e varredura de massas de 50 a 500 m/z. As amostras
foram solubilizadas em DCM tendo como concentragao final 1 mg/mL e o volume de

injecao foi no modo splitless. A identificacdo dos compostos foi feita por comparacéo
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dos espectros de massas do banco de dados do aparelho NIST 2.0, Wiley e com

dados obtidos da literatura.

4.3.4.2- Estudo Cromatografico do Grupo de Fra¢cdes MGF03

A fracdo MGF03 (2,19 g) foi submetida a um novo fracionamento
cromatografico em coluna de silica (70-230 mesh). Utilizou-se os solventes hexano,
acetato de etila e metanol em ordem crescente de polaridade. Obtendo-se 36
fracOes (Fluxograma 10), apos a analise por CCDC, algumas fracdes foram reunidas
(Tabela 8).

Coluna silica (70-30 mesh) |
(CC: P xhde38x51,3cm) !

_______________________

[ Hex: AcCOET ] [AcoET [ MeOH ]
T (R T
90:10 1-3 28-30 31-33
so20 4 i T SR TE
70:30 7-9 I ,
.
60:40  10-12
50:50 13-15
.
40:60 16-18
30:70 19- 21
! 1
| 20:80 2224
! |
| 10:00 2527 |

_______________

Fluxograma 10. Fracionamento cromatografico do MGFO03.
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Tabela 8. Relagéo entre grupos de fracdes do MGF03 e andlises posteriores realizadas.

Grupo
de Codigos Massa Andlise

Fracdo Fracbes Fracdes Utilizados (mg)  Redlizada

MGF 03-1 13 : 5.0 -

MGF 03-2 46 : 52 :

MGF 03- 3 78 : 48,9 :

MGF 03-4 9 : 22,8 3

MGF 035 10 (CCDP 10) 47,0 ccop

MGF 036 1112 | (CCDP11/12) | 533 ccop

MGF 037 13 (CCDP 13) 317 ccop

MGF 03-8 14 (CCDP 14) 28,5 ccop
MGE 03 | MGF 039 1517 | (CCDP 15/17) | 30,0 :

MGF 0310 | 1819 | M5-CCLO5A | 495 | CLAE-DAD-EM

MGF 03-11 20-21 M5-CC1-05-B 56,2 CLAE-DAD-EM

MGF0312 | 2224 | M5-CCL05C | 50,1 | CLAE-DAD-EM

MGF0313 | 2529 | M5-CCL05D | 7.8 | CLAE-DAD-EM

MGF 03-14 30-33 M5-CC1-05-E 79,5 CLAE-DAD-EM

MGF 03-15 32 M5-CC1-05F | 5100 | CLAE-DAD-EM

MGF 03-16 35 M5-CC1-05G | 172,7 | CLAE-DADEM

MGF 03-17 36 M5-CC1-05H | 8L1 | CLAEDADEM
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As fracOes codificadas como: (CCDP 10), (CCDP 11/12), (CCDP 13) e (CCDP
14) foram submetidas a analise de CCDP dando origem a novas substancias,

conforme exemplificado no fluxograma 11, abaixo:

(CCDP 10) (CCDP 11/12) (CCDP 13) (CCDP 14)

(47,0 mg) (53,3 mg)

L 1

(31,7 mg) (28,5 mg)

______ oL

L

. \

Duas eluicdes: fase Duas elui¢c@es: fase Trés eluicdes: fase Duas eluigdes: fase
moével (Hex: Acetona mével (Hex: Acetona mével (Hex: Acetona movel (Hex: Acetona
6,5:3,5) 6:4) 6,5:3,5) 6,5:3,5)

! P-S1 i i P-S1 ! i P-S2 ‘; ! P-S3 ‘:

1 ! ! ! : 1 1 1
1 ! ! : | 1 1 :

! 5,0 mg ; : 2,2 mg ' ! 7,0 mg ,: ! 2,0 mg ’.

__________________________________________

Fluxograma 11. Isolamento das substancias presentes na fragdo MGF03 por CCDP

As substancias obtidas foram entdo submetidas a analise por espectrometria

de massas e andlise por espectroscopia de RMN 1D e 2D.

4.3.4.3- Condicdes para isolamento por CLAE em modo reverso.

Com base nas andlises de CCD das fracBes provenientes do MGF 03, as
amostras codificadas como: (M5-CC1-05-A, M5-CC1-05-B, M5-CC1-05-C, M5-CC1-
05-D, M5-CC1-05-E, M5-CC1-05-F, M5-CC1-05-G e M5-CC1-05-H) foram

selecionadas para serem analisadas por CLAE-DAD-EM. Sendo entéo realizadas
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inicialmente o desenvolvimento e otimizagdo do método de separagdo em
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) em escala analitica sendo
posteriormente encaminhadas as mais promissoras para analises em CLAE

semipreparativo, como exemplifica o fluxograma 12.

CLAE

Semipreparativo

| M5CCLO5A | M5CCl05-B !
| [ | -
| (495mg) ! . (562mg)
] 1 H
Método: Gradiente (20% de B Método: Gradiente (25% de B
MeOH até 100%) por cerca meOH até 100%) por cerca de
de 30 min em Coluna C18. 30 min em Coluna C18. Fluxo:
Fluxo: 4,2 mL/min. UV: 300 e 4,2 mL/min. UV: 300 e 220
220 l
{ H.S1(2,0mg) i H.S1 E
1 h ! 1
1 h ! 1
! H.S2(2,0mg) : (5,0 mg) :
1 \ N e . 7
! |
i H.S3(2,0mg) |
[ |
! 1

. H.S4 (3,0 mg)

~

Fluxograma 12. Isolamento de substancias presentes na fragdo MGFO3 por CLAE.

Todas as substancias obtidas foram submetidas a analise por espectrometria

de massas e analise por espectroscopia de RMN 1D e 2D.

4.4. Elucidacdo estrutural das substancias isoladas por Ressonancia Magnética
Nuclear (RMN) e Espectrometria de Massas de Alta Resolucdo (EM Q-TOF)

Os espectros de RMN 1D e 2D foram obtidos no equipamento modelo Bruker
modelo Advance 500 (500 MHz) do Laboratério de Ressonancia Magnética Nuclear
NMRLAB da Central Analitica/UFAM. As substancias foram solubilizadas em
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cloroférmio deuterado (CDCI3) e metanol deuterado (MeOD), a referéncia interna
utilizada foi o tetrametilsilano (TMS). Os deslocamentos quimicos foram expressos
em ppm (O) e as constantes de acoplamento (J) foram registradas em Hertz (Hz). Os
dados espectrais obtidos foram devidamente -calibrados e processados nos
softwares de processamento TopSpin auxiliados também pelo programa ACDLAB
12.0, onde todos os dados obtidos foram comparados com os da literatura para
auxiliar na elucidacéo estrutural.

As andlises de espectrometria de alta resolucéo foram realizadas, na central
analitica no laboratério tematico de quimica de produtos naturais (CA-LTQPN) do
Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia (INPA) no equipamento da (Brucker
Daltonics, modelo Micro TOF-QII) através de fonte APCI, para determinar a massa

molecular exata das substancias.
4.5. Estudo da atividade biolégica

4.5.1 Ensaio citotoxico em linhagens de células tumorais in vitro

Os ensaios antitumorais foram realizados em parceria com o prof. Dr.
Emmanoel Vilaga Costa com a colaboragdo do Prof. Dr. Daniel Pereira Bezerra da
FIOCRUZ/Bahia.As amostras foram diluidas em DMSO puro estéril na concentragéo
de 10 mg/mL para extratos e fracdes. As amostras foram testadas no intervalo de
concentracdo entre 0,38-50 pg/mL. No que se refere ao preparo das células

tumorais (ATCC) foram utilizadas:

MCF7 (adenocarcinoma de mama humano);
e HCT116 (carcinoma de célon humano);

e HepG2 (carcinoma hepatocelular humano);
e HL-60 (leucemia promielocitica humana);

e MRCS5 (fibroblastos de pulm&o humano);

As células foram cultivadas em garrafas para cultura de células (75 cm?,
volume de 250 mL), com o meio RPMI 1640 e suplementados com 10% de soro
bovino fetal. As células foram mantidas em incubadoras com atmosfera de 5 % de

CO, a 37 °C. Diariamente acompanhava-se o0 crescimento celular com a utilizacao
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de microscopio de inversao. O meio foi trocado sempre que o crescimento celular
atingia confluéncia necesséria para renovacao de nutrientes. Para a manutencao de
células aderidas utilizou-se tripsina (0,25%) para que as células se despregassem
das paredes das garrafas. As culturas de células apresentavam negativas para
microplasma, conforme avaliado pela colocacdo com Hoechst (Mycoplasma Stain
Kit, Cat. MYC1, Sigma-Aldrich®, St Louis, MO, USA).

Para avaliar a citotoxicidade dos extratos e/ou fragdes pelo ensaio do alamar
blue foi realizado apdés 72 horas de exposicdo com as amostras teste. O alamar
blue, identificado como resazurina (O'BRIEN et al., 2000), € um indicador
fluorescente/colorimétrico com propriedades redox. Como com os sais de tetrazdlio,
o alamar blue reduz-se em células em proliferacdo. A forma oxidada € azul (ndo
fluorecente/célula ndo viavel) e a forma reduzida é rosea (fluorescente/célula viavel)

como pode ser visto abaixo:

HO (0] @) HO (@) 0]
» _
(;\a]/ 570 nm 595 nm N
o C)
Alamar Blue
Resorufina

(Resazurina)

Nio fluorescente Altamente fluorescente

Figura 22. Reacdo redox do ensaio alamar blue com mudanca da cor do meio na presenca

de células viaveis ou nao.

A reducdo do alamar blue reflete a proliferacéo celular. Este foi inicialmente
utilizado para indicar crescimento e/ou viabilidade celular no monitoramento de
proliferacdo de linfocitos (AHMED et al., 1994) onde atualmente apresenta varias
aplicacbes. Inicialmente, as células foram adicionadas nas cavidades da placa de
Elisa de 96 pocos (100 pL/poco de uma solucéo de 0,3 x 10° células/mL para células
em suspensdo e 0,7 x 10° células/mL para células aderidas). Ap6és 24 horas de
incubagdo, as amostras testes dissolvidas em DMSO foram adicionadas em cada

poco e incubadas por 72 horas. O controle positivo utilizado foi a doxorrubicina, ja o
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controle negativo recebeu a mesma quantidade de DMSO. Quatro horas (vinte e
guatro horas para o PBMC) antes do final do periodo de incubacdo, 20 pL da
solucédo estoque (0,312 mg/mL) de alamar blue (resazurina) foram adicionados a
cada poco. As absorbancias foram mensuradas nos comprimentos de onda de 570
nm (reduzido) e 595 nm (oxidado) utilizando uma leitora de placa (AHMED et al.,
1994).

A porcentagem de inibicdo foi calculada e registrada a percentagem de
inibicdo x log da concentracdo sendo determinado os valores de ICsy a partir da

regressao nao-linear utilizando o programa Prisma versao 5.0 (GraphPad Software).

4.5.2 Determinagdo in vitro da atividade antioxidante

4.5.2.1 Capacidade de sequestro do radical livre DPPH

A determinagdo da capacidade de sequestro de radicais livres foi feita
utilizando o método descrito por CHOI, et al (2002) e RUFINO et al (2007) com
modificacdes, que utiliza o radical livre DPPH' (2,2-difenil-picril-hidraxina). Esse
radical apresenta coloracdo roxa quando em solucdo e é caracterizado por ser
estavel devido ao deslocamento de um elétron ndo compartilhado sobre toda a
molécula. A caracterizacdo da atividade antioxidante frente a este método é
observada pela captura dos radicais livres de DPPH na presenca do composto

antioxidante, o que € evidenciado pela mudanca da coloracdo do meio (Figura 23).

NN;QNOZ ’ R‘_>
ON

IEAMento da Atividade Antioxidante

Figura 23. Reacédo de captura do radical livre e mecanismo do DPPH na presenca de um

composto antioxidante.
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Os resultados séo expressos comumente como a concentragao de substrato
gue causa 50 % de perda da atividade do radical DPPH, (% CSso, em pg/mL). Foi
realizado um ensaio preliminar para determinar a faixa de concentracdo (0,1 e 0,01
mg/mL) de cada amostra a fim de se obter o valor real de %CSs,. Com os valores da
absorbancia estimou-se a faixa de trabalho, que consistiu em uma série de diluicdes
(seis diluicbes) para cada extrato, fracdo e/ou substancia, em placa de Elisa de 96
pocos, utilizando-se a quercetina como controle positivo. A absorbancia foi medida

em um leitor de multiplaca da BioTek, modelo EIx800, em 515 nm.

4.5.2.2 Capacidade de sequestro do radical ABTS

A avaliacdo da atividade antioxidante pelo método do sequestro do radical
livre ABTS também é um método colorimétrico, baseia-se na capacidade de
substancias antioxidantes em capturar o radical livre ABTS. A avaliacdo da atividade
antioxidante pelo método do sequestro do radical ABTS é feito por meio de um
método espectrofotométrico no comprimento de onda de 734 nm (RE, et al., 1999)
caracterizada pela descoloracdo da solucéo azul esverdeada, diminuindo os valores
de absor¢ao por meio do tempo de reagdo (RUFINO et al., 2007).

A reacao de estabilizacdo do radical ABTS pode ser observada na Figura 24.

o v=( N=(
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C2H5 Csz

Figura 24. Reacdo de captura do radical livre ABTS na presenca de um antioxidante.
Os resultados sao apresentados em pM da capacidade antioxidante por

equivalente ao Trolox (TEAC), visto que o Trolox foi utilizado como controle positivo
no ensaio (RUFINO et al., 2007).
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4.5.3 Atividade Inibidora da enzima Acetilcolinesterase (AChE) in vitro

Os inibidores de AChE séao utilizados parar tratar pacientes com a doenca de
Alzheimer. Pacientes com essa doenca apresentam uma diminuicdo nos niveis de
acetilcolina no processo sinaptico, diminuindo a neurotransmissdo colinérgica
cortical, ou seja, disfuncdes cognitivas, funcionais e comportamentais associadas
com a doenca de Alzheimer. O principal papel das substancias que atuam como
inibidores da enzima AChE é promover o aumento da concentragcdo da acetilcolina,
gue sdo alvos para o tratamento da doenca de Alzheimer (ADERSEN, 2006;
HEINRICH, 2004).

A atividade inibidora da acetilcolinesterase foi avaliada quantitativamente
usando um leitor de Elisa da BioTek, modelo EIx800, tendo como base o método de
ELLMAN (1961). Inicialmente foram adicionados nas cavidades da placa de Elisa a
amostra em seis diferentes concentragdes juntamente com tampéao fosfato 0,2 M e

DTNB em seguida foram misturados com a enzima AChE.

A mistura foi incubada por 15 min a 25°C. Foi adicionado iodeto de
acetilcolina (ACHI) em todos os pocos e em seguida, a microplaca foi levada ao
espectrofotometro em 405 nm e entdo mensurada cineticamente durante 30

minutos.

Ressalta-se que todas as amostras foram analisadas em triplicada. O ensaio
teve como controle negativo o tampéao fosfato. O padrdo utilizado como controle
positivo foi a neostigmina [100 pg/mL]. Foi utilizado o software Excel para
determinacao da % de inibicdo da enzima acetilcolinesterase e o software GraphPad
Prism 7.0 para determinacéo do Clsp somente para as amostras com % de inibicéao

superiores a 50%.

A curva de inibicdo foi obtida construindo-se um grafico com a % de inibicao
versus o logaritmo da concentracdo do inibidor (extrato, substancia isolada ou
controle positivo), os parametros de regressado nao-linear foram determinados para a

curva e os valores de ICs, foram obtidos utilizando-se o GraphPad Prism 7.0.
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A porcentagem de inibicdo da acetilcolinesterase foi calculada com o auxilio

da equacdo:
% Inibicdo= [(C-A) x 100]/C

Onde C representa a absorbancia do controle da enzima, subtraida do branco
do substrato e A corresponde a absorbancia da amostra subtraida do branco. Os
resultados sdo entdo expressos como 0 percentual de atividade enziméatica
remanescente (ELLMAN, 1961).

4.5.4 Determinacdo da atividade anti-inflamatéria pelo ensaio in vitro da inibicdo da

enzima 5-LOX pelo método do ensaio da FOX

A cascata do acido araquiddnico (CAA) é responsavel pela bioformacdo dos
eicosanoides, como por exemplo as prostaglandinas (PG’s) que s&o importantes
mediadores celulares que regulam diversas funcbes do funcionamento do
organismo. Estas estdo envolvidas em diversos processos fisiopatologicos incluindo

0s processos de inflamagao.

As lipoxigenases (LOX) sdo enzimas responsaveis pela producdo de
hidracidos e leucotrienos a partir da CAA. A inibicdo seletiva das enzimas
lipoxigenases (LOX), ciclooxigenses (COX) da CAA reduz a producdo de
prostaglandinas e leucotrienos que representam um atraente alvo terapéutico para o
tratamento de doencas como o caso da inflamacao. A enzima 5-LOX é responsével
pela catalise da oxidacdo dos &cidos graxos que contenham o dieno 1-4 e a
modificacdo do acido linoleico (dieno 1-4 para dieno 1-3) o qual pode ser detectado
em 234nm (PINTO et al., 2007).

Um meétodo de determinacdo da atividade da enzima 5-LOX é através do
ensaio colorimétrico baseado na hidroperoxidacédo lipidica denominado de FOX
(Ferrous oxidations in xylenol orange). Este ensaio € baseado na oxidacdo do ion
Fe?* a Fe** pelo hidroperéxido em meio &cido. Na presenca deste forma-se um

complexo quimico entre o ion ferro e a substancia laranja de xilenol, resultando em
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uma cor azul purpura que é identificado no espectrofotbmetro na regiao entre 500 a
600 nm (PINTO et al., 2007).

Para a avaliacdo do ensaio da inibicdo da enzima 5-LOX pelo método
adaptado da FOX (FERNADES, 2012 e PINTO et al., 2007). Foram utilizados os
seguintes reagentes: agua Mili-Q, metanol, etanol, Tween®20, Cloreto de célcio
(CaCly), adenosina trifosfato (ATP), acido linoleico, acido sulfarico, sulfato de ferro e
Tris-HCI. Foram também utilizados o laranja xilenol e a fosfatidilcolina da Sigma-
Aldrich, enzima 5-LOX humana e o acido nordihidroguaiarético (NDGA) ambos da

Caymman Chemical.

Inicialmente foram preparadas as solu¢des das amostras na concentragao de
1000 pg/mL em etanol e Tween®20, assim como o0 controle negativo de inibicdo da
enzima 5-LOX e o padrdao NDGA [100 pug/mL]. Para a realizacdo do ensaio foram
adicionados na cubeta cerca de 10 pL de amostra, 20 pL de solucdo de enzima
[1000 pg/mL] e 250 pL de tampéao Tris-HCI (50mM, pH= 7,4) que continha CacCl, (0,4
mM), ATP(0,2 mM) e 24 pug/mL de fosfatidicolina (PC) incubados por cerca de 4 min.

Apés os 4 min, foram adicionados 10 pL de &acido linoleico, esperou-se
novamente a incubacéo por cerca de mais 6 min. Ao término da reacéo adicionou-se
500 pL do reagente FOX “coloragao laranja” composto por solugédo de acido sulfarico
(25 mM), solucao de laranja xilenol (100uM), solucéo de sulfato de ferro Il (100uM) e
metanol:agua (9:1). Em seguida, foi realizada a leitura no espectrofotbmetro de UV-
Visivel para monitoramento da formacdo do complexo e verificou-se que ocorreria
em 500-600 nm. Posteriormente, através de varias leituras concluiu-se que o
complexo estabilizava em 10 min. Desse modo, os ensaios foram realizados em
modo cinético pelo tempo de estabilizacdo. Foram realizadas também as leituras em
modo de varredura no comprimento de 200-650 nm para monitorar a reacdo, pois
tratava-se de um ensaio espectrofotométrico/ colorimétrico. Onde a cor amarela do
laranja de xilenol acidificado € convertido em azul devido a hidroperoxidacéo lipidica
que atua na oxidacéo dos fons de Fe?* que é resultante no complexo Fe**/ xilenol

laranja com aumento da absor¢cdo em 500 a 600 nm.
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1. Rendimento dos Extratos
Os diferentes extratos da planta geraram os rendimentos apresentados
em percentual conforme pode ser visualizado na tabela a seguir:

Tabela 9. Rendimento em percentual dos extratos obtidos

Massa Rendimento

Amostras Extratos
(9) (%)
EHCBP 6,32 1,0
Casca 650 g EACBP 10,39 1,6
EMCBP 25,03 3,85
Latex 4309 EMLBP 6,82 1,58

A partir da avaliagcdo da tabela de rendimentos, percebe-se que o extrato
metandlico (EMCBP: 25,03 g) das cascas apresentou maior rendimento, seguido
dos extratos de acetato de etila (EACBP: 10,39 g), metandlico do latex (EMLBP:
6,82 g) e hexanico (EHCBP: 6,32 g).

5.2 LATEX

5.2.1 Particionamento liquido-liquido

Durante o fracionamento por particdo liquido-liquido do extrato EMLBP,
encontrou-se problemas na solubilidade do mesmo, com surgimento de precipitacéo
de um material polimérico que também esté presente nessa matriz organica (Figura
25).

69



Figura 25. Fracionamento do extrato metandlico do iatex por particao liquido-liquido e

surgimento de precipitado polimérico.
Este material ocasionou grande dificuldade no manuseio da amostra tendo
influéncia no rendimento das frac6es, como pode ser observado na Tabela 10.

Tabela 10. Rendimento em percentual das fracdes da partigdo liquido-liquido

Massa Rendimento

Amostra Fracdes
(mg) (%)
Fr.Hex 8,0 0,11
Fr.Clor 22,8 0,32
EMLBP | 6,82¢g
Fr.Acoet 32,2 0,47
Fr.Hidro 72,0 1,05

5.2.2 Caracterizacdo dos constituintes organicos identificados nas fragbes da
particdo do latex do B. parinarioides por meio de espectrometria de massas com
ionizacdo por APCI-MS?

Os resultados sugerem que muitos dos componentes presentes nas fracfes
séo fendlicos, pois apresentaram melhores ionizagcdes no modo negativo. Portanto,
eles foram facilmente desprotonados no modo negativo, destacando-se os de m/z
191 [M — H] e m/z 353 [M — H] (Figura 26).
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Figura 26. Espectro APCI-MS no modo negativo para as fragcdes: Fr.AcoEt (A), Fr.Clor (B) e
Fr.Hidro (C) do latex de B. parinariodes.
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Estes ions em destaques foram submetidos ao processo de fragmentacéo (MS?),
sendo os ions m/z 191 [M — H] e o m/z 323 [M — H] conhecidos como padrdes de

fragmentacao caracteristicos a acidos organicos, conforme pode ser visto abaixo:
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Figura 27. Espectro de Massas em MS? do fon de m/z 191 [M-HJ
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Nos espectros de MS? para o fon m/z 191 [M-HJ, foram feitas as proposta de
fragmentacdes para os ions como (m/z 191— m/z 173— m/z 155 —m/z 111,

respectivamente).
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Nos espectros de MS? para o fons m/z 353 [M-H] (Figura, 28); foram feitas as

propostas de fragmentagbes para os ions (m/z 353— m/z 191— m/z 179— m/z

173—
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Os espectros de massas sugerem, com base nas fragmentagdes e literatura,
apenas duas substancias conhecidas presentes. Foram identificados o &cido
clorogénico m/z 353 [M-H] e o acido quinico m/z 191 [M-H]’, contribuindo assim com
o conhecimento da quimica do latex para essa espécie. Assim, a técnica de APCI-
MS? com insercédo direta da amostra mostrou-se uma ferramenta rapida e eficiente
para a tentativa de identificacdo da composicdo quimica de fracdes de plantas

guando se tém compostos de natureza conhecida.

5.3 CASCA

5.3.1 Caracterizacéo de triterpenos por CG-EM em fracBes do extrato hexanico da
casca

A realizacdo do fracionamento em coluna cromatogréafica do extrato hexanico
das cascas de B. parinarioides, resultou em 08 grupos de fra¢cdes finais, sendo que o
estudo foi direcionado para as fragcbes GF06 e GF07. Dessa maneira, tanto a fracédo
GF06 quanto a GFQ7 foram refracionadas por meio de CCDP, na qual foram obtidas
guatro substancias: 06.1; 06.2; 07.1 e 07.2, que demonstraram caracteristicas de
terpenos frente a andlises de CG-EM e ao revelador anisaldeido produzindo
coloracdo azul em algumas zonas do cromatograma em CCD de fase normal
(Hex:AcoET 9,5: 0,5) (Figura 29).

Figura 29. CCD obtida das substancias: 06.1, 06.2, 07.1 e 07.2 reveladas com

anisaldeido.

74



5.3.1.1 Substancias 06.1

O cromatograma da Figura 30, evidenciou uma mistura de componentes,
sendo dois componentes majoritarios, cujo tempo de retencao foi de 47,715 minutos
e area de 47,42% (pico 8) e o componente com tempo de retencdo de 34,583

minutos e area de 27,21% (pico 6)
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Figura 30. Cromatograma da substancias 06.1

Assim, pela analise dos espectros de massas obtidos para EHCBP-06.1 e a
consulta as bibliotecas de espectros disponiveis no equipamento (NIST,
Wiley229.LIB), visualizou-se uma mistura de triterpenos, com picos majoritarios de

IS 84% para o pico 8 e IS 86 % para o pico 6 (Figura 31).
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Figura 31. Espectro de massas das substancias 06.1 a) MS do pico 8% e b) MS do pico 62

Os espectros de massas para o picos 8 e 6 evidenciaram 0 mesmos padrdes
de fragmentacGes com picos mais abundantes em m/z 218 e m/z 203, que sé&o
compativeis com fragmentacBes caracteristicas dos triterpenos pentaciclicos com
uma instauracdo na posicao C-12. Para o pico 8, o composto apresentou 0 ion
precursor m/z 410, equivalente a massa calculada para o triterpeno urs-12-eno
(410,72 Da) e, para 0 pico 6, 0 composto apresentou o0 ion precursor m/z 396,
equivalente a massa calculada para o triterpeno norolean-12-eno (396,69 Da). Tal
fragmentacao ocorre via uma reacao Retro-Diels-Alder no anel C (Figura 32), padréo
para as séries ursano e oleanano (MATHE & CULIOLI, 2004).

o <

+

-CH3

+

m/z218 m/z203

m/z 396 [M+H]*

Figura 32. Fragmentac¢des das substancias do a) pico 8 e b) pico 6
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5.3.1.2 Substancias 06.2

A analise do perfil mostrou a presenca de um (1) componente majoritario na
mistura, com tempo de retengdo de 47,721 minutos e area de 100% com IS 90%
(Figura 33).
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Figura 33. Cromatograma do composto 06.2

Por meio do espectro de massas do pico 1 foi possivel visualizar um padrao
de fragmentos com picos mais abundantes em m/z 396, m/z 381 e m/z 255 (Figura
34), que sao compativeis com fragmentacbes caracteristicas do esteroide -

Sitosterol. A Figura 35, traz uma proposta de fragmentacéo substancia 06.2.
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Figura 34. Espectro de massas da substéancia 06.2
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m/z 381

Figura 35. Proposta de Fragmentacéo do B-sitosterol.

5.3.1.3 Substancias 07.1

A andlise do cromatograma (Figura 36) mostrou a presenca de dois
componentes majoritarios na mistura, o componente com tempo de retencdo de
47,662 minutos e area de 48,85% (pico 2), e 0 componente com tempo de retencéo
de 47,073 minutos e area de 41,50% (pico 1). A Figura 37, apresenta 0s espectros

de massas dos componentes da substancia 07.1.
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Figura 36. Cromatograma da substéncia 07.1
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Fig_ura 37. Espectro de massas da substéncia 07.1: a) MS do pico 1, b) MS do pico 2
FINGOLO etal., 2013
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No espectro de massas referente ao pico 1 e 2 comparando-se os dados a
literatura, pode-se observar sinais mais abundantes em m/z 468; m/z 218; m/z 203
e m/z 189 sinais compativeis com os triterpenos pentaciclicos como os acetato de q,
B-amirina. A diferenciacdo entre a a, B-amirina segundo os relatos da literatura pode
ser observada pelas intensidades relativas dos picos m/z 189 e m/z 203, onde a B-
amirina possui o pico m/z 203 mais intenso do que o m/z 189, enquanto que a a-
amirina mostra ambos 0s sinais com intensidades semelhantes a fragmentacdo mais

79



caracteristicas desses compostos ocorre via retro- Diels-Alder no anel C, padrdo

para esses tipos de triterpenos com sinal mais intenso em m/z 218.

Portanto, os dados fornecidos pela andlise de CG-MS, bem como a
comparagcdo com dados da literatura (FINGOLO et al.,, 2013), permitiu inferir a

presenca dos triterpenos acetilados a, B-amirina, Figura 38, abaixo:

Acetato de a,—amirina

m/z 218

m/z 468 [M+H]"

* +
m/z 189 m/z 203

Figura 38. Proposta de Fragmentacao da a, B-amirina.

5.3.1.4 Substancias 07.2

A analise do perfil (Figura 39) mostrou a presenca de mistura de substancias,
sendo trés (3) componentes majoritarios, 0 componente com tempo de retencdo de
47,085 min e area de 47,15% (pico 7), o componente com tempo de retencédo de

47,666 min e area de 27,29% (pico 9) e o componente com tempo de retencdo de
46,054 min e area de 19,66 % (pico 3).
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Chromatogram 7.2 COGCMSsohtion Dats Project] Inerin' 7.2 grd
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Figura 39. Cromatograma da substéncia 07.2
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Figura 40. Espectro de massas de EHCBP-07.2: a) MS do pico 7 b) MS do pico 9
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OB s | ng 49 20 as6207 311 335 339 357 393 ("4gg 453 448

Por meio da andlise do espectro de massas para o pico 7 foi possivel a
verificacdo dos mesmos padrdes de fragmentagcdes, com picos mais abundantes em
m/z 393 e m/z 453 que sao compativeis com fragmentacdes caracteristicas do

esteroide acetilado Lanosterol (NASCIMENTO, 2014). A Figura 41, traz uma
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proposta de fragmentagéo do pico 7 da fracdo 07.2. Através do espectro de massas
para o pico 9 observou-se o padrdo de fragmentacdo, com picos mais abundantes
em m/z 218 e m/z 203, que sdo compativeis com fragmentacfes caracteristicas do
triterpeno pentaciclico insaturado Urs-12-eno (MATHE & CULIOLI, 2004).

m/z 468 [M+H]"

s )
0 XOH _
)J\ CH,4 m/z 393

- CH,

m/z 453

R
\\\

Figura 41. Proposta de Fragmentacdo do acetato de lanosterol.

5.3.2 Caracterizacdo quimica de compostos do extrato metandlico das cascas por
CG-EM

A mistura de compostos denominada MGF 01 e MGF 02 foram obtidas do
fracionamento do EMCBP (Fluxograma 9, P4gina 55) onde indicaram a presenca de
terpenos em sua composicdo quando realizadas a andlise por CCD em fase normal
(Hex:AcoET 9,5: 0,5) reveladas com vanilina sulfdrica, como pode ser visto na Figura
42.
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Figura 42. CCD obtida das fracdes MGF01 e MGFO02.

As amostras de MGF 01 e MGF 02, também foram analisados por
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas. A analise do
cromatograma apresentado na Figura 43, demonstrou a presenca de uma mistura
de terpenoides como o acetato de lanosterol, acetato de lupeol, acetato de

cicloartenol, lupeol e a,B- amirina (Figura 44).
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Figura 43. Cromatograma da mistura de terpenos das fragcbes MGF01 e MGFO02.
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A analise de CG-EM permitiu a identificacdo de seis terpenos (Figura 44),
apresentando tempos de retencdo acima de 20 minutos como pode ser visto na
tabela 11. As fragmentagOes apresentadas na Tabela encontram-se no anexo.
Essas analises permitiram observar fragmentaces caracteristicos de triterpenos,
para os triterpenos do tipo oleanano e ursano que possuem a insaturacdo na
posicdo C-12 a fragmentacdo mais caracteristica ocorre via reacdo Retro- Diels-
Alder no anel C (VILEGASA, et al., 1997; SALLES, 2013).

Tabela 11. Relacdo de terpenos entre grupos de fracbes MGF01 e MGFO02.
Tr

(min) Composto Fragmentacédo (MS/MS)
Acetato de
MGE | 28,30 Lanosterol 468 (M+), 453, 393, 109, 69 (100%), 55
01 | 28,39 B -amirina 426 (M+), 218 (100%), 203, 189
28,99 @ Acetato de lupeol 468 (M+), 408,365, 218, 189 (100%)
Acetato de
................. 2970 ..cicloartenol | 408 (M*), 453, 408,393, 365, 69(100%) 43 .
26,94 a- amirina 426 (M+), 218 (100%), 203, 189
27,46 lupeol 426 (M+), 218, 207, 189, 135, 121, 107
MGE Acetato de
02 | 28,28 Lanosterol 468 (M+), 453, 393, 109, 69 (100%), 55
28,38 B -amirina 426 (M+), 218 (100%), 203, 189
28,96 @ Acetato de lupeol 468 (M+), 408,365, 218, 189 (100%)
Acetato de
29,69 cicloartenol 468 (M+), 453, 408,393, 365, 69(100%) 43
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a—amirina B—amirina

Wy

HO

Lupeol Acetato de Lupeol

Acetato de Cicloartenol

Acetato de Lanosterol

Figura 44. Triterpenos identificados nas fracdes MGF01 e MGF02.
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5.3.3 Determinacédo estrutural das substancias isoladas das cascas do B.

parinarioides

5.3.3.1 Determinacao estrutural da substancia P-S1

A substancia P-S1 (5,0 mg) foi isolada do fracionamento (Fluxograma 11,
pagina 59), apresentou-se como sélido amorfo solivel em cloroférmio. A
determinacéo estrutural foi feita com base nos dados de RMN *H, **C, HSQC, HMBC
e COSY. Analisando-se o espectro de RMN de 'H a 500 MHz em CDCl; da Figura

45, abaixo:

NMR-494-17_INGRITY.012_HIDRO_325.esp 385 XR[BE 8IS 58 87 Y8Rk
NNCOGO6GS 16 w6 NN &N
Nl L) I N

Normalized Intensity
[e¢]
1

|

—
2141.491.051.071.13 0.961.27 1.911.241.231.061.116.07
I I 1 | | ] I I I I I I

13 12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1
Chemical Shift (ppm)

Figura 45. Espectro de RMN *H ( 500 MHz, CDCl;) da substancia P-S1

o

Pode-se perceber sinais caracteristicos de atomos de hidrogénio aroméaticos
com deslocamentos quimicos correspondentes a dois dubletos, com integracéo para
um hidrogénio, em 6y 7,14 ppm (J= 2,13 Hz); 64 6,80 ppm (J= 8,89 Hz) e um duplo

dubleto em 64 7,15 ppm (J= 8,89 e 2,13 Hz) onde os valores da constante de
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acoplamento evidenciaram o acoplamento dos hidrogénios aromaticos na posi¢céo

6,80 (d)
H

“orto” e “meta”.

7,15 (dd)
HO H
H
7,14 (d)

Nesta mesma regido notou-se ainda dois sinais, com integracdo para um
hidrogénio cada em 64 6,37 ppm (dd, J= 8,83 e 2,36 Hz); 64 6,92 ppm (d, J= 8,83 HZz)
e um dubleto em &6y 6,38 ppm (J=2,36 Hz). Sugeriu-se entdo a existéncia de dois
diferentes anéis aromaticos do nucleo de algum composto fendlico.

6,92 (d)
H

6,37 (dd)
5 H
i‘; OH

H
6,38(d)
Na regido dos hidrogénios alifaticos observou-se um tripleto com 6y 5,32 ppm
(J= 7,13 Hz; 1H), acoplando com &y 3,36 ppm (J= 7,13 Hz; 2H); assim como dois
singletos que possuem trés hidrogénios cada, &y 1,76 e 6y 1,77 ppm; que foram
atribuidos a dois grupos metila. O espectro do COSY (Figura 46) consolidou os
acoplamentos dos hidrogénio propostos, uma vez que nesse experimento sao
observadas as correlacdes homonucleares (*H-'H) da substancia, como pode ser

visto abaixo:
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F1 Chemical Shift (ppm)

7 6 5 4 3 2 1 0
F2 Chemical Shift (ppm)

Figura 46. Correlagdes homonucleares 'H-'H observadas no experimento de COSY

para a substancia P-S1

Analisando-se os dados, pode-se deduzir que existe um segmento de um
grupo prenila na estrutura, pois além das correlacbes das constantes de

acoplamentos dos (J) constatou-se as correlacdes pelo COSY:

Foram também verificados ha presenca de um duplo dubleto em &y 4,92 (J=

10,29 e 2,4 Hz; 1H); na qual foi atribuido a um hidrogénio oximetinico de um anel C
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existente na estrutura, além de quatro multipletos em &4 2,11/ 2,05 e 2,87/ 2,71

atribuidos aos hidrogénios metilénicos:

4,92 (dd)

O espectro de RMN de *C da substancia P-S1 evidenciou a existéncia de
vinte carbono na estrutura, sendo eles aromaticos, metilénicos, metilicos e vinilicos
(Figura 47).
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Figura 47. Espectro de RMN *C (125 MHz, CDCl;) da substancia P-S1
O espectro de HSQC (Figura 48) mostrou as correlacdes heteronucleares dos

carbonos ligados diretamente aos hidrogénios (J;), sendo possivel entdo posicionar

todos os hidrogénios aos seus devidos carbonos (*H-'3C) ao longo da estrutura.
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Figura 48. Correlacdes heteronucleares H-*C observados no espectro de HSQC (500
MHz, CDCIls) para a substancia P-S1.
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O experimento de HMBC foi utili para determinar as correlacdes
heteronucleares *H-"*C a longa distancia (J,, Js, Js € Js), Figura 49. Sendo possivel
confirmar os dados obtidos nos espectros anteriores e corroborar com a localizagéo

dos carbonos quaternarios.

- 0
- 50
10
. . | 150
HH‘HH\HH‘\H\\HH‘HH\HH‘HH\\H\‘HH\HH‘HH\HH‘HH\HH‘\Hi
1 6 5 4 3 2 | 0
F2 Chemical Shift (ppm)

Figura 49. Correlacéo heteronucleares *H-*C observados no experimento de HMBC (500
MHz, CDCIls) para a substancia P-S1.

No espectro de HMBC acima foram observados as correlagdes entre o
hidrogénio &y 6,80 com os carbonos 6. 133,80; 126,88; 154,15; &4 7,15 com &,
127,99; 77,84; &y 7,14 com 8. 125,46; 154,15; 126,88; &4 3,36 com &, 154,15;
126,88; 121,65; 134,98; &4 5,32 com 8. 17,92; 25,81; 29,95; &y 1,77 com & 25,81; dy
1,76 com &, 17,92; 121,65 e 134,98 confirmando a existéncia do grupo prenila ao
longo do anel B da estrutura:
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17,92 H
1,77 (s) 7,14 (d)

Podem-se visualizar as correlagdes em dy 4,92 com os carbonos &, 127,99;
133,80; 24,65; oy 2,11/ 2,05 com &, 77,84; 24,65; dy 2,87/ 2,71 com &, 77,84; 29,97;
114,24; 156,05; &4 6,37 com d. 114,24. 103,55; &4 6,92 com &, 154,82; 103,55; o4
6,38 com 6.,107,87; 156,1.

6,92 (d)
4,92 (dd)

Com isso, de acordo com os dados espectrais analisados, auxiliados com a
comparacao de relatos da literatura tém-se a deducéo de que a estrutura proposta
tratava-se de uma flavana (Figura 50), sinais de RMN 1D e 2D (Tabela 12).
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Figura 50. Estrutura da flavana- P-S1

Tabela 12. Dados de RMN (CDCl;, 500 MHz) da flavana P-S1 em comparagdo com 0sS
dados da literatura.

MHz,Acetona, ds). (8) Deslocamento quimico em ppm.

*% 1

N° | 8'H mutssemry | §%%C | "OHmioen |13 | cosy HMBC
i’ - 133,80 ] 134,3 ] -

., | 7,15(dd: 8,89 e , _
2 5.13), 1H 12546 | 7,33(d:8,7) | 127,9 ; 127,99; 77,84
3’ | 6,80(d; 8,89), 1H | 115,78 | 6,85(d;8,7) | 1158 ~ 1133,80: 126,88; 154,15
4 . 154,15 - 157,7 - -
5’ - 126,88 | 6,85(d;8,7) | 1159 - ]
6" | 7,14 (d: 2,13), 1H | 127,89 - 127,9 - |125,46; 154,15; 126,88
2 4’922("40)'; 1&29 © | 77.84 | 498(dd:10,3) | 780 | 211 | 127,99: 133,80; 24,65
3 | 211(Me205 | 5997 | 190MeEZ16 | 41 | 497 77,84: 24,65

(m), 2H (m)
2,87(m) e 2,71 2,67 (M) e 2,88 [ 77,84, 29,97; 114,24;
. (M), 2H 24,65 (m) 256 156,05
5 |6,38(d;2,36), 1H | 10355 | 6,71(d;8,2) | 127,3 - 107,87; 156,05
6 - 154,82 | 6,38(d;8,2) | 1086 - ]
6,37 (dd; 8,83 e .

7 2.36), 11 107,87 ; 154,8 ; 114,24: 103,55
8 | 6,92 (d;8,83), 1H | 130,17 - 117,7 - 154,82; 103,55
9 - 156,05 - 154,3 - -
10 - 114,24 - 113,7 - -

, _ _ 154,15; 126,88;
17 | 3,36 (d; 7,13), 2H | 29,95 | 3,41(d;7,2),1H | 22,4 | 1,77 121 65 134,98
27 | 532 (t;7,13), 1H | 121,65 | 527 (t 7,2), 1H | 1222 | 3,36 | 17,92;25,81: 29,95
ap - 134,98 - 134,0 - -
4 1,77 (s), 3H 17,92 1,72 (s), 3H 17,8 | 336 2581
5" 1,76 (s), 3H 2581 1,74 (s), 3H 258 | 532 | 17,92; 121,65; 134,08

Legenda: = Comparacdo com dados da literatura: TORRES, 2000 (H; 300 MHz CDCl;) e TAKASHIMA, 2005 (H; 500
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A anadlise de massas de alta resolu¢cdo no modo negativo de P-S1 demonstrou
a presenca do pico de maior intensidade em m/z 309,1486, referente a um ion [M-HJ]

, cuja formula molecular mais provavel € C,0H2:03 € erro 3,4 ppm dentro do limite de
erro aceitavel (Figura 51).

Substancia: P-S1
MM: 310,157
FM: C20H2203
HO m/z 309,1486 [M-H]
/ ©
OH
Meas. m/iz # Adduct lon Formula m/z err [ppm] mSigma
309.1486 1 M-H C20H2103 309.1496 3.4 10.5
e M5, 9.4-10.min 564605
a
=]
>
1
269.0802
255.2311 283.0940
o ‘.1, — b ' " Laty l.|||;
260 =280 300

Figura 51. Espectro de massas no modo negativo de ionizagéo da substancia P-S1
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No espectro de massas da substancia P-S1, observou-se majoritariamente o
ion m/z 309,1486 [M-H], onde este foi submetido ao processo de fragmentacéo

(MS?), Figura 52, abaixo.

x108 -MS52(309.1493), 20.0eV, 9.5min #570)|
5_

47 187.1121
§ Gongra)
14 309.1493

135'?437 164.0463 |

0 |
s0 75 100 125 150 175 200 225 250 275 300 miz

HO

/ OH
HO m/z 121
(o)
/
OH
m/z" 187

Figura 52. Espectro de MS? para o fon m/z 309 [M-H] e proposta de fragmentac&o para a

substancia P-S1.

Portanto, a partir dos dados obtidos de RMN 1D e 2D, auxiliados com dados
de massas de alta resolugdo e MS? evidenciaram que a substancia P-S1 é uma
flavana, classe de substancia comumente encontrada no género Brosimum de
acordo com relatos da literatura (TORRES, 2000; TEIXEIRA, 2000 e TAKASHIMA,
2005) e busca no Scfinder. Entretanto verificou-se que esta flavana em questdo nao
apresenta relatos na literatura, mas mostra que a estrutura possui mesmo esqueleto
basico encontradas no género. Com isso, sugeriu-se como sendo 4’,6-dihidroxi-

5’prenil-flavana utilizando as recomendacdes da IUPAC.
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5.3.3.2 Determinagéo estrutural da substancia- P-S2

A substancia P-S2 (7,0 mg) foi obtida como solido amorfo de coloracdo
amarela e solivel em cloroférmio, foi isolada do fracionamento (Fluxograma 11,
Pagina 59 ) . A determinacédo estrutural foi realizada com base nos dados de RMN
'H, C, HSQC, HMBC e COSY e pela comparacdo com dados relatados na
literatura (TORRES, 2000; TAKASHIMA, 2002 e TAKASHIMA, 2005).

A partir do espectro de RMN de 'H (Figura 55) da substancia P-S2, pode-se
notar grupos de sinais referentes a hidrogénios aromaticos com deslocamento
guimico de hidrogénio em 64 6,42 ppm (d, J= 8,58); 64 7,81 ppm (dd; J= 8,58 e J=
2,45 Hz) e 64 6,40 ppm (S) ppm com constantes de acoplamento “orto” e “meta”
correlacionando entre si referentes aos hidrogénios H-5, H-6 e H-3 respectivamente
atribuidos ao anel A. Foram observados ainda, sinais com &4 em 6,82 ppm (d, J=
8,25 Hz) e 6y 7,42 ppm (d, J= 8,25 Hz) dentre os quais foram atribuidos aos
hidrogénios H-3'/5’, H-6’ e &y 7,40 ppm (J= 2,1 Hz) H-2' sendo proveniente do anel

aromatico B.

O singleto em &y 13,56 (s) foi atribuido ao deslocamento quimico do grupo
hidroxila ligada ao carbono C-2 do anel A, além de dubletos tipicos referentes a
hidrogénios olefinicos proximos a carbono carbonilico, em &y 7,82 ppm (d) e 6y 7,41
ppm (d), exibindo uma configuracéo trans entre si, ambos com (J) igual a 15,37 Hz,
gue baseados em dados obtidos da literatura pode-se inferir como sendo

caracteristicos aos hidrogénios a e B do esqueleto de uma chalcona (Figura 53).

OH O

Figura 53. Esqueleto proposto para a substancia P-S2
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Também foram, constatados a ocorréncia de sinais em ambiente quimico de
campo alto, cujos protons encontram-se mais blindados sendo caracteristicos de
hidrogénios alifaticos, como os singletos &4 1,79 e 1,78 ppm (s, H-4"/5"), integrando
3H cada, que foram atribuidos a duas metilas. Um dubleto em &y 3,38 ppm
correspondente a H-1” (d, J= 7,03Hz, 2H) e 645,34 ppm (t, J= 7,03Hz, 1H) H-2", que
baseados em relatos da literatura indicam a presencga de segmento de grupo prenila
ligada na molécula (Figura 54).

Figura 54. Segmento de grupo prenila da estrutura P-S2.
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Figura 55. Espectro de RMN *H (500 MHz, CDCl;) da substancia P-S2
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Tanto nos espectros de RMN *H quanto o de *C, é notério a presenca de
pequenas impurezas na amostra e por tal fato, alguns sinais ndo foram levados em
consideragcdo, contudo ndo impossibilitou que houvesse uma boa correlacédo e

coeréncia nos dados de RMN'H e *°C.

Diante do exposto acima, tem-se que, o espectro de *C (Figura 56),
apresenta 20 sinais referentes aos carbonos que consolidam a presenca do
esqueleto da chalcona mencionado acima, como por exemplo, o sinal em &¢ 192,0*
referente a carbonila conjugada com os sinais em &¢c 144,7 e 117,4 ppm
caracteristicos aos carbonos olefinicos a e p da chalcona. Podem-se perceber a
ocorréncia de sinais aromaticos em &¢ 131,84 (C-6); 128,27 (C-6’); 127,95 (C-2’);
127,42 (C-1°); 116,13 (C-3’); 114,11(C-1); 107,99 (C-5); 103,52 (C-3) e sinais em &¢
166,37(C-2); 163,69 (C-4); 157,16 (C-4’) referentes aos carbonos arométicos

oxidados.
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Figura 56. Espectro de RMN **C (125 MHz, CDCls) da substancia P-S2

Visando a confirmacdo da estrutura foram realizados os experimentos de
RMN 2D: HMBC, HSQC e COSY. O espectro de HSQC (Figura 57) revelou os
deslocamentos quimicos dos carbonos ligados diretamente aos hidrogénios (J1),
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com isso, foi possivel fazer a determinacdo de todos os valores de 'H-*C na
estrutura.
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Figura 57. Espectro de HSQC (500 MHz, CDCl,) da substancia P-S2
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Auxiliados com dados do mapa de contorno HMBC que mostra a correlacao
entre os deslocamentos dos carbonos ligados a longa distancia dos hidrogénios (J,
Js, J4 € Js), Figura 58.

T J_JQ

]
[Sa)
o

F1 Chemical Shift (ppm)

- 100

]
(R I ]

- 150

"

7 6 5 4 3 2 1 0
F2 Chemical Shift (ppm)

Figura 58. Correlacdo heteronucleares 'H-*C observados no experimento de HMBC (500
MHz, CDCIls) para a substancia P-S2.

No espectro de HMBC mostrado acima, constatou-se a correlagcdo entre os
hidrogénios e os carbonos ao longo do anel A para a substancia P-S2. Onde ao longo
de duas ligacdes houve a correlacdo em &4 7,81 (H-6) com os 6. 163,69 e 166,37. O

&u 6,42 (H-5) correlacionou-se 6. 114,01 e 103,52 ainda &y 6,40 (H-3) apresentou
correlagdo com &.114,01; 107,99; 163,69 e 166,37 conforme pode ser visto abaixo:
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Observou-se também a correlacdo entre o &4 7,82 (H-B) com os &, 192,03,
157,16 e 127,95; o &y em 7,41 (H-a) correlacionou-se com &, 192,03, 127,95 e
127,42. Tem-se ainda a correlacdo do oy 7,40 (H-2') com & 144,75 e 128, 27. além
dessas correlagdes o dy 6,82 (H-5') mostrou correlagdo com 6. 157,16 e 127,42 e 0
Oy 7,42 (H-6") com 8. 127,95.

192,03 ! ly R
o) H H

7,82 (d) 7,40 (dd)

Foi possivel identificar a localizacdo do grupo prenila na estrutura com o
auxilio dos dados de HMBC. Podendo-se perceber a correlagdo do o4 3,38 com dc¢
157,16, 121,32, 135,03 e 130,87; 0 em &y 5,34 com d¢ 29,35, 25,83 e 17,95; 64 1,78
com 8¢ 25,83 e oy 1,79 com d¢ 135,03, 121,32 e 25,83.
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O experimento do COSY (Figura 60) mostrou as correlagdes do oy 7,81 (H-6)
com oy 6,42 (H-5); &4 7,82 (H-a) com 7,41 (H-B); &y 7,42 (H-6’) com 6,82 (H-5’) e by
3,38 (H-1") com 5,34 (H-27). As correlagbes observadas s&o plausiveis para a

estrutura em questao:

6,42 6,82
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Figura 59. Correlacdes homonucleares observados no experimento de COSY (500 MHz,
CDCl,) para a substancia P-S2

De acordo com a comparacédo entre todos os dados espectrais apresentados
acima auxiliados com dados espectroscépicos da literatura, tém-se a proposta da
estrutura na Figura 60, com seus respectivos sinais observados nos espectros de
RMN 1D e 2D (Tabela 13).

Figura 60. Estrutura da chalcona- P-S2
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Tabela 13. Dados de RMN (CDCI3, 500 MHz) da chalcona P-S2 em comparagdo com 0s
dados da literatura.

NS | 3 mueary | 88C (:L?:E'Z) ~§13C | cosy HMBC

1 - 114,01 - 114,2 - -

2 - 166,37 - 165,2 - -

3 | 640(s),1H | 10352 : : S| AR REIIES0Y
4 : 163,69 ] - - -

5 | 6,42(d,8,58), 1H | 107,99 | 6,49(d,8,8) | 1093 | 7,81 114,01; 103,52

6 | 7.81(d,8,58), 1H | 131,84 | 8,02(d,8,8) | 1308 | 6,42 163,69; 166,37

* - 192,03 - 193,0 - -

a 7,41(d, 15,37), 1H 117,5 7,77 (d, 15,0) 118,3 - 192,03; 127,95; 127,42
B 17,82(d, 15,37), 1H| 144,75 | 7,85 (d, 15,0) 145,0 7,41 192,03; 127,95

1’ - 127,95 - 127,5 - -

2’ 7’402(:?(;’ ]E_;|’_|25 € 127,95 7,73 (d, 8,8) 131,7 - 144,75; 128,27

3’ - 130,87 - - - -

4’ - 157,01 - - - -

5 | 682(d,85),2H | 116,13 | 6,93(d,88) | 116,7 | 7.42 157,16; 127,42

6’ 7,42 (d, 8,25), 1H | 128,27 7,73 (d, 8,8) 131,7 7,81 127,95

1”7 ] 3,38 (d, 7,03), 1H 29,35 3,41 (d, 7,2) 22,4 5,34 157,16; 121,32; 135,03
2” 1534 (m,703),1H | 121,32 5,27 (t, 7,2) 122,2 3,38 29,35; 25,83; 17,95
3” - 135,03 - 134,0 - -

47 1,79 (s), 3H 17,95 1,72 (s) 17,8 - 135,03; 121,32; 25,83
5” 1,78 (s), 1H 25,83 1,74 (s) 25,8 - 25,83

Legenda:**Comparacgdo com dados da literatura: TORRES, 2000( H; 300 MHz CDClI3) e TAKASHIMA,
2005 (H; 500 MHz, Acetona, dg). (0) Deslocamento quimico em ppm. (-) ndo identificado.

A andlise de massas de alta resolugdo no modo negativo de P-S2 evidenciou

a presenca do pico de maior intensidade em m/z 323,1293, referente a um ion [M-H]

, cuja formula molecular mais provavel é C,H;190,4 (Figura 61). Com isso somando-

se as informacdes ja obtidos pelos dados de RMN 1D e 2D, pode-se consolidar a

estrutura.
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Substancia: P-S2
MM: 324,136
FM: C,oH,004

m/z 323,1293 [M-H]

HO OH
OH 0
Meas. m/z # Adduct lon Formula m/z err[ppm] mSigma
3231293 1 M-H C20H1904 323.1289 -1.2 14.5

\nlens‘_ MS, 12.2-13.7min #728-821)

"

254

2.0

0.51

339.1237
255.2324 271.0977
283.2630  397.0652

355.1178
0.0

260 280 300 320 340 380 380 miz

Figura 61. Espectro de massas no modo negativo de ionizac&o da substancia P-S2

Este fon foi submetido & analise de fragmentacéo MS? (Figura 62), resultando
no pico de m/z 187 [M-H], como um dos mais intensos assim como o pico de m/z°

135 [M-H]'". Foi entéo realizada a proposta de fragmentacdo para essa substancia.
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-MS§2(323.1270), 30.0eV, 1.4min #81

135.0082

0.5

91.0170
|

213.0896 281.1171
0.04 . h . L i ws

50 100 150 200 250 300 miz

HO m/z” 323 OH
AN C AN

OH o

Ho /
m/z IJQ(

o

m/z” 187

Figura 62. Espectro de MS? para o ion 323 [M-H] e proposta de fragmentacdo para a

substancia P-S1.

Apés ter sido feita a determinacdo estrutural da substéncia, a mesma foi
desenhada no Scfinder e revelou que esta substancia 2,4,4" trihidroxi-3'-prenil-

chalcona ja possui relatos porém a mesma € inétida nessa espécie.
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5.3.3.3 Determinagédo estrutural da substancia P-S3

A substancia P.S3 (2,0 mg), apresentou-se como um solido amorfo com
coloracdo amarela e solubilidade em cloroférmio, foi isolada conforme mostrado no
(Fluxograma 11, Pagina 59 ). A determinagdo estrutural foi realizada com base nos
dados de RMN unidimensional de *H e bidimensional HSQC, HMBC e COSY sendo
auxiliados com dados existentes na literatura, os dados de **C foram obtidos por

meio da projecao dos dados bidimensionais.

Na substancia P-S2 foram visualizados sinais caracteristicos a hidrogénios
olefinicos. Na estrutura P-S3 foram observados também sinais desta natureza: &y
7,41 ppm (H-a; J=15,42) e &y 7,82 ppm (H-B; J=15,42), indicando a presenca do

esqueleto caracteristico de uma chalcona.

Baseados nos dados de RMN de 'H da amostra P-S3 (Figura 63), pode- se
notar sinais caracteristicos a hidrogénios aromaticos com deslocamentos quimicos
em Oy 7,83 (S); O 6,43 (d) e Oy 6,41 (d), assim como os oy 7,51 (d, J=8,25; 2,07); dy
6,97 (d, J=8,25) e d4 7,32 (d, J=2,07); onde foram atribuidos a dois anéis aromaticos

existente na estrutura, o anel A e B respectivamente.
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Figura 63. Espectro de RMN *H (500 MHz, CDCl,) da substancia P-S3
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Também foi possivel observar sinais com deslocamento quimicos na regido
dos compostos alifaticos como os sinais em &y 3,01; 2,88 (H-17), 4,46 (H-2”), 5,03;
4,92 (H-5”) e um singleto em 1,84 (H-3") integrando para 3H, indicando a presenca
de uma metila. Foi realizada a analise de HSQC para a substancia P-S3, visando a
determinacao dos carbonos ligados aos hidrogénios da estrutura, como pode ser

visto na Figura 64.
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Figura 64. Correlacdes heteronucleares *H-"*C observados no espectro de HSQC (500

MHz, CDCIl) para a substancia P-S3
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Com os dados de HMBC (Figura 65), foi possivel visualizar as correlagcbes a
longa distancia dos hidrogénios com os carbonos ao longo da estrutura e assim

consolidar a estrutura proposta:

T
—
[
o

F1 Chemical Shift (ppm)

8 1 6 5 4 3 2 1 0
F2 Chemical Shift (ppm)

Figura 65. Correlacdo heteronucleares observados no experimento de HMBC (500 MHz,
CDCl) da substancia P-S3.

As correlacdes observadas permitiram posicionar os substituintes no anel A.
Pode-se atribuir a correlagcdo do hidrogénio &y 7,83 com os carbonos o, 166,4 e
162,1; oy 6,43 com . 114,5; 166,4;, 162,1 e 107,5; &4 6,41 com 103,6. O
deslocamento quimico em &y 13,47 oriundo de alguma hidroxila correlacionando-se
com &.166,4; 114,5 e 103,6.
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6,41 (d)
H

Outras correlagdes foram verificadas, como o &y 7,41 com & 191,8; 127,3; o
onem7,82 com 6. 191,8; 129,4; 132,9; 0y 7,51 com &, 132,9; 46,97 com &, 127,3;
158,9; 126,0; &y 7,32 com &, 158,9; 129,4 e 144,6.

H
7.82 () 7,51 (dd)
Para o posicionamento do grupo alifatico (2”-hidroxi-3"metil-3”-butenil) ligado
ao anel B, sugeriu-se na posi¢cédo 5. Uma vez que, foram observados as correlagdes
dos deslocamentos quimicos em &y 3,01/ 2,88 com &, 126,0; 78,2; 158,9; 132,5; dn
1,84 com 6.111,6; 146,0; 78,2; 644,92/ 5,03 com . 18,3; 78,2.
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7,51 (dd)

PPt

Baseados no experimento do COSY (Figura 66), foi possivel observar as correlacoes:
g 5503 (_)
H5"

6,41 (d)

H .
7,51 (dd) "~
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F1 Chemical shift (ppm)

1 6 5 4 3 2 | 0
F2 Chemical Shift (ppm)

Figura 66. Espectro de COSY (500 MHz, CDCl;) da substancia P-S3

Portanto, com base nos dados espectrais de RMN 1D e 2D mencionados
acima e descritos na tabela 14, auxiliados por relatos da literatura tem-se a proposta

da estrutura (Figura, 67) abaixo:

OH o H H

Figura 67. Estrutura da chalcona P-S3
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Tabela 14. Dados de RMN (CDClI;, 500 MHz) da chalcona P-S3 em comparagdo com 0s
dados da literatura.

1
N° | &%H sy | 6%°C **6 "H *x§ 13C | COSY HMBC
(mult. J, Hz)

OH 13,47 (s) ] ] ] ] 166,4; 114,5; 103,6
1 : 1145 : 1142 | - :

2 i 166,4 i i ; :

3 7.83 () 132,0 i 1652 | 6,41 166,4; 162,1

4 i 1621 | 802(d,88) | 1308 | - :

5 6,41 (d, -) 107,3 i i i 103,6

6 6,43 (d, -) 1036 | 649(d,88) | 1093 | - | t45I904 1020
. i 191,9 i 1930 | - i

a | 7.41(d, 1542) | 1172 | 7.77(d,150) | 1183 | 7.82 101,9; 1273

B | 7.82(d,1542) | 1449 | 7.85(d 150) | 1450 | 7.41 | 191.9;129,0;132,9
T i 127,3 i 1275 | - i

2 | 7oL édg%)s,zs; 1290 | 7.73(d,8,.8) | 1317 | 6,97 132,9

3 | 697(d,825 | 1180 | 693(d,88) | 1167 | - 127,3; 158,9; 126.0
& i 1589 i i i i

5 i 126,0 : i ; i

6 | 7.32(d,207) | 1329 | 7.73(d.8.8) | 1317 | 6,97 | 1589;129,0; 144,6
17 3,01 (m), 2,88(m)| 380 2,92 (m) 389 | 503 | 12007851589
2’ 4,46 (m) 78,3 4,30 (m) 771 i i

3’ i 146.0 i 1485 | - i

4 1,84 (s) 18,0 1,82 (s) 183 | 503 | 111,8;146,0; 783
5 | 903 ((rrrr‘]))’ 492 | 1118 | 479,499 (m) | 110,7 | 1,84 18,3; 78,3

Legenda:*Comparacdo com dados da literatura: TAKASHIMA, 2005 (H; 500 MHz, Acetona, dg) e LI,
2002(Acetona, dg. (8) Deslocamento quimico em ppm.

Com base na analise de massas de alta resolu¢cdo no modo negativo de P-S3
revelou a presenca do pico de maior intensidade em m/z 339,1247 [M —H], referente
a um ion desprotonado, cuja formula molecular mais provavel é C,H1905 (Figura
68). Com isso somando-se as informacdes ja obtidos pelos dados de RMN 1D e 2D,

pode-se consolidar a estrutura da substancia proposta:

114



Substancia: P-S3
MM: 340,375
FM: CyqH5(Os5

m/z 339,1247 [M-H]

HO

OH O
Meas. m/z # Adduct lon Formula m/z err [ppm] mSigma
339.1247 1 M-H C20H1905 339.1238 2.8 12.0

-MS, 8.1min #48%

339.1247

340.1310

341.1350
334.2638 337 \1252 338.1241 n 344.9128
M n

336.1261 I 343.1559
n A oy A M A Ll A | - A

‘L/ 347.2507
A N r

Figura 68. Espectro de massas no modo negativo de ionizagdo da substancia P-S3

Este fon foi submetido & analise de fragmentacdo MS? (Figura 69), onde foi
possivel observar uma elevada perda de 136Da, resultando no pico de m/z 203 [M —

H]" e um dos picos mais intensos em m/z 137 [M — H]. Abaixo podem-se observar a
proposta de fragmentacao para esses ions.
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-MS2(339.1195), 45.0eV, 12.7min #762
4000 135.0086

3000

2000 O 225.0551
1000 267.0630 297.1095
153.0172 185'0948 3 339.1195
0+ L 320.0201 f
T T80 175 200 225 250 275 " Ta00 325 | mhz
m/z 339 OH
HO OH
OH O
m/z- 137 OH
HO m/z 203
OH
OH (6]

Figura 69. Espectro de ms?para o fon 339 [M-H] e proposta de fragmentacao.

Por meio dos dados obtidos de RMN 1D e 2D, auxiliados com dados de
massas de alta resolucdo e MS? evidenciou que a substancia P-S3 é uma chalcona.
Baseados nos levantamentos bibliograficos da literatura e nas bases de dados do
Scfinder evidenciou que a substancia ndo possui relatos, em contra partida mostrou
gue j& ha relatos de chalconas no género brosimum. Portanto, sugere-se como
nome segundo regras da IUPAC como sendo a 2,4,4-trihidroxi-5-(2-hidroxi-3-betil-

butenil)-chalcona.
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5.3.4 Andlise por CLAE-DAD-EM

A analise das fracdes AGF 04 (Fluxograma 8, Pagina 54) foi realizada por
CLAE-DAD-EM, onde foi possivel obter o cromatograma com resolucdo, apos
inimeras modificaces no método de separacéo tais como gradiente, concentracao
das fases moveis e/ou aditivos acidos, colunas cromatograficas ou mesmo tempo de

andlise cromatografica.

Com isso, foi conseguido o cromatograma da Figura 70. O pico
cromatografico majoritario com tg 24,42 min foi isolado em escala semipreparativa e
apresentou espectro de UV com absor¢cdo maxima em = 260 e = 301 nm, que é
caracteristico a cromoforos provenientes de substancias fendlicas. O pico
apresentou o ion m/z 527 [M-H] e 529 [M-H]" pela anédlise do massas de baixa
resolucdo (Figura 71), que foi codificado como H-S1, sendo submetido a

identificacao estrutural pela anélise de RMN.

SPE_EACBP_CF1_05 #7226-7354 RT: 24,08-2451 AV:129 NL: 2.98E5 microAU

260

280000
2z0000 ]
RT: 0,00 - 40,00 240000
E 24,42
250000 @D
200000
900000 180000
850000 , 1600003
P 140000 301
800000 e
750000 100000
700000 800003
60000
650000 e
600000 20000
? a5
550000 " % & %
waselongh ()
} 500000
3 450000
400000
350000
300000
250000
200000
150000 27,70 w074
25,36 }
100000 |22 | 3012 3074 3003
50000 221 2508 NS " 3312 3420
2,02 1270 1679 1702 1085 T T e SR 3629 385
0 T e T T
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38

Time (min)

Figura 70. Cromatograma registrado em 200-400 nm obtidos a partir da analise por

CLAE-DAD-MS para a fracdo AGF 04 proveniente da casca do B. parinarioides.
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Figura 71. Espectro de massas obtido do pico de tg 24,42 (substancia H-S1)

Foram desenvolvidas metodologias de separacao para as fracbes M5-CC1-
05-B e M5-CC1-05-A, provenientes do MGF 03 (Fluxograma 12, Pagina 60). As

analises destas fracdes foram realizadas por CLAE-DAD-EM, obtendo-se os

cromatogramas da figura 72.

Os picos cromatograficos com tempo de retencao igual a tg 15,91; tg 15,86; tr

18, 87 e tg 20,06 min, foram isolados em escala semipreparativa apresentando

espectros de UV com absor¢gdo maxima em torno de = 260-400 nm que podem ser

caracteristicos de cromoéforos de substancias fendlicas (Tabela 15).

Tabela 15. Informag@es relevantes para as substancias isoladas por CLAE semipreparativo.

. Cédigo Pico A max miz  m/z m/z’ MS?
Fracao . )
Substancias g (Min) (m)  [M-H] [M-H]©  Q-TOF [M-H]

H-S1 | 1591 | 260-301 | 527 | 529 |527,1708| 527, 512, 495, 411

H-S2 | 1352 | 318-393 | 447 | 449 |447.0740| *47: 422’8203' 323,

Ac%F H-S1 | 15,86 | 260-301 | 527 | 529 [527,1708| 527, 512, 495, 411

H-S3 |18, 87 | 261-302 | 511 | 513 |511,1807 511’4963;34166’ 430,

H-S4 | 2006 | 261-307 | 515 | 517 |515.1720| 515, 477, 323, 297

118



RT: 0,00 - 24,00

SPE_EACBP_CF1_05 #7226-7354 RT: 24,08-24,51 AV: 129 NL: 2,98E5 microAU

5 260
1600000 2800007
1500000 2600003
240000
1400000 b
220000
1300000 200000
1200000 1800003
, 1600003
11000003 5 1400003 o
1000000 1200003
100000
33: 900000 80000
3 800000 600007
40000
700000 ]
20000; ~—. 207
600000 o : : e
200 250 300 350 400
500000 wavelength (nm)
400000
| 17,63
300000 15“11 v ]
200000 701 13,34 14,29 \ \
, it i I Vol
100000 18,29 1035 1235 /!, /u‘ . Vol
| 4 : I i i 18,90
072 177 348 475 T im0 ALY 1935 2116 219
T T T T 7 T T T 7 T T T T T T T [ T T T T T T T T T [ T T T [ T T T [ T T T T T
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22
Time (min)
_____ 1
RT: 0,00 - 24,00 !
1511 A
100000
90000
80000
70000
60000
I3 ]
50000
40000
30000 6.96
20000 h
10000 1,79 ‘\ 8,22
4 145 % 343, 518 [l i 2138 2286
7065 [\)| 274 . 95 655 i
\\\”\\\\\\\\\\‘\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22
EMCBP_SPX_8_ISO55 #3222-3689 RT: 10,74-1229 AV: 468 NL: 293E4 microAU 5_ccl_ab #4694-4803 RT: 15,64-1601 AV: 110 NL: 2,63ES microAU
241 TS ss== 1
3000003 1otr 15,86 1 260000 S 1
sso000] L ___ o ___ 240000
260000 220000
240000 200000
220000
JSE 150000
e 1600007
261
g 160000 1 140000
i 140000 1 1200004
120000 or 100000
100000 wo000]
80000
60000 600004
400005 40000
200005 20000
’ 307 ,
P R e Y I I Y 210 260 | 280 | 300 | 320 | 340 | 360 380 400 w0 20 A0 %0 30 M0 %0 | w0 a0 40 40
vavelengh () vavekngt o)

Figura 72. Cromatograma registrado em 200-400 nm obtidos a partir da andlise por
CLAE-DAD-MS para as fracbes M5-CC1-05-B e M5-CC1-05-A da casca do B. parinarioides.

Como pode ser observada acima, a substancia codificada como H-S1

apresentou-se de forma majoritdria nas diferentes fracbes da casca de B.

parinariodes assim como no extrato de acetato de etila (EACBP). Varias bases de
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dados como Scfinder, MASSBANK, PubChem, ChemSpider foram consultadas para
auxiliar na identificacdo estrutural dessas substancias mencionadas acima (Tabela
15), porém nao foi possivel inferir como sendo nenhuma das substancias ja
reportadas nesses sites de buscas estruturais. Com base nisso, prosseguiu-se com

a andlise de elucidacao estrutural por meio da técnica de RMN 1D e 2D.

5.3.4.1 Determinagédo estrutural da substancia H-S1

Foram isolados 30,5 mg da substancia H-S1 das fracdes AGF 04 e MGF 03
(Fluxograma 8 e 12, paginas 54 e 60, respectivamente), a mesma apresentou-se
de forma amorfa com coloracdo branca. Analisando-se o espectro de RMN *H
(Figura 73), Observaram-se 0s sinais caracteristicos de aromaticos, como a
presenca de dois dubletos com deslocamentos quimicos em &y 7,19 ppm (d; J= 8,56
Hz; 2H) e 646,71 ppm (d; J= 8,56 Hz; 2H).

A presencga de sinais em &y 6,47 ppm (d; J= 15,8 Hz; 1H) e &4 5,98 ppm (dd;
J= 15,8 Hz e 7,80 Hz; 1H), que sado caracteristicos a atomos de hidrogénios
olefinicos, proximos ao anel aromatico. Pode-se dizer que estes hidrogénios estao
proximos a um anel ciclizado biossinteticamente por grupos do tipo prenilas, devido
a presenga dos sinais 64 3,18 ppm (dd; J=7,80 Hz e 7,68 Hz;, 1H) e &4 2,13 (d;
J=7,68 Hz; 2H) que se encontram vizinhos a trés singletos com &y 5,52 ppm (s, 1H);
01 3,80 ppm (s, 1H) e 641,73 ppm (s, 1H).

Foi constatado sinais caracteristicos de cumarinas, como a presenca de dois
dubletos em &4 9,08 (d; J= 10,0 Hz; 1H) e &4 6,21 (d; J= 10,0 Hz; 1H), referentes a
hidrogénios do tipo vicinal. O hidrogénio em &4 9,08 encontra-se menos blindado,

devido a possibilidade de conjugacao da ligacdo dupla com a carbonila da lactona.
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Figura 73. Espectro de 1H (500 MHz, CDCIls) da substancia H-S1.

No espectro de COSY (Figura 74), foi possivel confirmar os acoplamentos
entre os prétons de *H. Onde o sinal em &4 7,19 (d) acoplou com &y 6,71 (d), assim
como os sinais em &y 6,47 (d) com &y 5,98 (dd); &4 3,18 (dd) com os hidrogénios oy
2,13 (d); 645,52 (s); 641,73 (s) e d4 3,80 (-), como podem ser visualizados abaixo:

w173 (s)

PP
7,9d)  647() M

y, H ’4 H
6,71 (d)
H

sV

“a H
L 598(dd)

7,19 (d)
y

HO

H K
6,71 () .-~
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Pode-se observar também a corelacdo dos hidrogénios da cumarina, oy 9.08
(d) com &4 6,21 (d):

- -
9,08 (d) <"~
H \
Y
6,21 (d)
c‘f :
—0 o o

9 8 I 6 5 4 3 2 1 0
F2 Chemical Shift (ppm)
Figura 74. Correlagées homonucleares 'H-'H visualizadas no experimento de COSY para a

substancia H-S1.

No experimento de carbono '°C para a substancia H-S1 (Figura 75), foi
possivel notar a presenca de vinte e nove sinais de carbono, portanto pode-se

estimar que a estrutura H-S1 possui-a trinta e um atomos de carbono uma vez que
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dois atomos de carbono estdo duplicados, como foi observado nos dados acima.

Dentre eles sinais caracteristicos a carbonos carbonilicos, aromaticos, metilénicos,

metinicos e metilicos .

Normalized Intensity
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Figura 75. Espectro de *C (125 MHz, CDCl,) da substancia H-S1.

80 60 40 20

No espectro de HSQC, foi possivel atribuir a posicdo de cada hidrogénio

correlacionando com o &tomo de *C (J,), conforme pode ser visualizado na Figura
76.
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Figura 76. Correlacdes heteronucleares 'H-'>C visualizado no espectro de HSQC para

substancia H-S1.

F1 Chemical Shift (ppm)

a

124

F1 Chemical shift (ppm)



No mapa de HMBC (Figura 77), sdo observadas todas as correlacdes que
corroboram para as propostas de localizacdo de todos os hidrogénios e carbonos ao

longo da estrutura.

)

10

F1 Chemical shift (ppm)

. 150

-

g 8 T 6 5 4 3 2 1 0
F2 Chemical Shit (ppm)

Figura 77. Correlagbes heteronucleares 'H-"*C visualizado no espectro de HMBC para a
substancia H-S1.

Com base nos dados de HMBC, acima foi possivel consolidar a correlacdo de
alguns sinais como o sinal do hidrogénio em &y 7,17 (d) que correlacionou com &
133,5; 158,14 e 116,3; 0 Oy 6,71 (d) com &, 130,44 e 158,14; &y 6,47 (d) com O
133,52; 130,44 e 42,47; 646,71 (d) com &.130,44 e 158,1; &4 5,98 (dd) com &, 33,27;

130,44, como podem ser visualizado abaixo:
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2,13 (@H

6,71 (d)

O deslocamento quimico de hidrogénio em &y 2,13 (d) correlacionou com os
carbonos em 8. 124,95 e 133,19; o sinal em &4 5,52 (s) com &, 23,31, 33,27 e 46,36;
00y 1,73 (s) com &, 124,95; 133,19 e 33,27:

O &y 9,08 (d) correlacionou com os carbonos em &, 162,4; 145,8; 138,9 e
127,7; o sinal em &y 6,21 (d) com d.162,4 e 115,26; dy 3,96 (s) com & 149,9:
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Tabela 16. Dados de RMN (MeOD, 500 MHz) da substancia H-S1

5H mutaHy | 8C COSY HMBC
9,089 (d; 10,0) 1H 146,93 6,21 162,4; 145,8; 138,9; 127,7
7,19 (d; 8,56) 2H 128,4 6,71 128,44; 133,5; 158,14; 116,3
6,71 (d, 8,65) 2H 116,35 7,19 116,35; 130,44; 158,14
6,47 (d; 15,8) 1H 133,52 5,98 42 .46; 128,44; 130,44*
6,21 (d, 10,0) 1H 112,95 9,08 115,27; 126,14
5,98 (dd; 7,80; 15,82)
1H 126,34 3,18; 6,46 33,27; 130,44
5,52 (s) 1H 124,95 | 1,73;2,13: 3,80 23,31; 33,27, 46,36
5,19 (s) 1H 100,9 - 46,3; 77,09; 181,4; 200,05
3,96 (s) 3H 61,06 - 149,9
3,80 (s) 1H 41,25 | 552;2,13;1,73 57,20; 61,06
3,64 (s), 3H 57,2 - 181,4
3,34 (s), 1H 49,9 5,19 -
3,18 (dd, 7,80; 18) 1H | 42.46 5,98: 2,13 33,27; 35,83; 46,36; 126,3; 133,52
41,25; 46,3; 77,09; 127,70; 200,05;
2,37 (d; 124) IH 358 2,19 1814
2,19 (dd; 1,5;12,5) 1H | 358 2,37; 3,80 41,25; 46,3; 77,09; 127,7; 200,5
5,52; 3,80; 3,18;
2,13 (d; 7,68) 2H 33,22 1,73 125,5; 133,5
1,73 (s) 3H 23,31 | 5,52;3,80;2,13 33,27; 125,5; 133,5

(6) Deslocamento quimico em ppm. (-) ndo identificado.

As informacdes acima (Tabela 16), possibilitaram chegar na estrutura mais
préxima para a substancia codificada como H-S1, cuja formula molecular é C3;H,70g
(Figura 78). Esta substancia vai requerer o auxilio de outras andlises para que se
possa confirmar como de fato estardo organizados os carbonos quaternarios na qual
foi realizada a proposta na (Figura 79).
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Proposta 1-Substancia: H-S1
MM: 528,178
FM: C5,H,,04
m/z 527,1708 [M-H]

Figura 78. Proposta estrutural mais proxima para a substancia H-S1.
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Meas. m/z # Adduct lon Formula m/z err [ppm] mSigma
9271710 1 MH C31H2708 22717 02 152

Intens. -MS, 8.9min #531

"
44

339.1227

200 300 400 500 600 700 800 miz

Figura 79. Espectro de massas de alta resolu¢cédo da substancia H-S1.

Visando ao méximo o numero de informac¢des que pudessem consolidar a
verdadeira proposta da substancia H-S1, foi realizada a analise de infravermelho. O
espectro no IV (Anexo), evidenciou uma banda larga de absorcdo de estiramento
entre 3.500 cm™ e 3200 cm®, que s&@o estiramentos caracteristicos de grupo
hidroxila, uma banda de média intensidade em 1616 cm™ referentes a alcenos
conjugados. Este espectro revelou trés bandas em 1228 cm™, 1150 cm™ e 1067 cm™
gue indicam h& presenca de ésteres. Por fim, foi visualizada uma banda em 1440

cm* caracteristicos a deformacao angular de CH..
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5.4 ENSAIO BIOLOGICO DOS EXTRATOS DA CASCA E DO LATEX DO B.

parinarioides

5.4.1 Ensaio citotéxico

A Tabela 17 apresenta os resultados para o teste antitumoral dos diferentes
extratos da casca e do latex e as fracdes do latex. Foram obtidos os valores de ICsg
(concentracgdo inibitéria média) com respectivo intervalo de confianca de 95% obtido
a partir de trés experimentos independentes realizados em duplicata pelo método do
Alamar blue apos 72 horas de exposi¢do com as células MCF7 (adenocarcinoma de
mama humano), HCT116 (carcinoma de coélon humano), HepG2 (carcinoma

hepatocelular humano), HL-60 (leucemia promielocitica humana) e MRC5
(fibroblastos de pulmdo humano) obtidos por regressdo nédo-linear com auxilio do
programa GraphPad Prisma versdo 5.0. A Doxorrubicina (DOX) foi usada como

controle positivo para o ensaio.

Tabela 17. Valores de ICso em pg/mL para a atividade citotoxica em linhagens de

células tumorais versus nao tumorais.

ICs0 pg/mL = D.P
Amostra Cdbdigo

MCF7 HCT116 HepG2 HL-60 MRC5
EMLBP >50 >50 >50 >50 >50
42,06
Fr.Hex >50 >50 >50 35,76 — 49,48 >50
Latex Fr.Clor >50 >50 >50 >50 >50
Fr.Acoet >50 >50 >50 >50 >50
Fr.Hidro >50 >50 >50 >50 >50
EHCBP 33,37 30,88 33,78 20,89 50
27,88 -39,93 | 26,36 -36,19 | 29,18 -39,12 | 17,55 - 24,85
28,51
Casca  EACBP >50 >50 >50 22,84 — 35,58 >>0
45,18
EMCBP >50 >50 >50 37.23 - 54.97 >50
Controle DOX 1,78 0,11 0,07 0,05 0,68
+ 0,83 - 3,80 0,05-10,25 0,03-0,15 0,03 -10,09 0,26 — 1,81
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Baseado, nos dados de ICsy obtidos, pode-se observar que as amostras que
possuem ICso > 50 pg/mL ndo sédo consideradas promissoras. Ja as amostras com
ICs0 < 50 pg/mL revelam atividade antitumoral (SUFFNESS & PEZZUTO, 1990;
BOIK, 2001).

Deste modo, todas as amostras testadas ndo foram toxicas frente a célula
normal MRC5, o que representa um resultado positivo para as amostras analisadas.
A Fr.Hex (42,06 ug/mL) provenientes do latex quanto os extratos: EACBP (28,51
ug/mL) e EMCBP (45,18 pug/mL) ambos da casca revelaram-se ativas para a célula
tumoral HL-60. O extrato hexanico da casca do B. parinarioides (EHCBP) destacou-
se, apresentando atividade citotoxica promissora para as diferentes células
tumorais: MCF7; HCT116; HepG2 e HL-60. Tal fato pode ser explicado devido a
elevada natureza de compostos terpénicos que estdo presente nesse material, que
baseados em relatos da literatura corroboram a pronunciada atividade antitumoral

com os compostos terpénicos (CAl et al., 2003).
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5.4.2 Avaliacao in vitro da atividade antioxidante

5.4.2.1 Estudo da capacidade de sequestro do radical livre DPPH

Por meio da equacao da reta dos graficos da porcentagem de capacidade de
sequestro do radical DPPH em funcéo da série de seis concentracdes das amostras
e do controle positivo (quercetina), foi estimado os valores de CSsy em pg/mL para

0s extratos do latex e da casca e substancias isoladas, Tabela 18.

Tabela 18. Resultados da atividade antioxidante pelo radical DPPH.

Amostra Cbédigo % Inibicdo CSsopg/mL £ D.P

EMLBP 182,13 + 0,07
>50,0 %
Latex Fr.Acoet 153,89 + 0,05
Fr.Hidro <50,0 % -
EACBP 135,32 +£ 0,08
EMCBP 35,93 + 0,02
P-S1
>50,0 % 39,4 +0,01
P-S2
445 + 0,02
P-S3
Casca 54,2 +0,01
H-S1
15,7 £ 0,04
H-S2
30,4 +0,02
0,
H-S3 >50,0 %
25,6 +0,02
H-S4
27,3+0,03
Controle + | Quercetina 86,2 % 6,05+0,01

Com base nos dados obtidos, pode-se notar que as amostras oriundas da
casca do B. parinarioides apresentam as maiores atividades antioxidantes do que as
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amostras provenientes do latex. Ja comparando-se as atividades dos extratos da
casca: o0 EMCBP (35,93 pg/mL), demonstrou maior atividade do que o EACBP
(135,32 pg/mL). No que se refere as substancias isoladas pode-se perceber que
todas exibem alta atividade antioxidante, onde a substancia H-S1 (15,7 pg/mL)
apresentou maior atividade antioxidante seguido do H-S3 (25,6 pg/mL)> H-S4 (27,3
pg/mL)> H-S2 (30,4 pg/mL)> P-S1 (39,4 pg/mL) > P-S3 (15,7 pg/mL) > P-S2 (44,5
pg/mL).

A atividade antioxidante observada pode ser explicada pela natureza fendlica
dos compostos isolados, pois ja é descrito inUmeros trabalhos na literatura que
relacionam o aumento da atividade antioxidante dos compostos fenélicos por serem

moléculas doares de protons e consequentemente estabilizando o radical DPPH.

5.4.2.2 Estudo da capacidade de sequestro do radical ABTS

Para a avaliacdo da atividade antioxidante pelo método do ABTS foi
necessario construir uma curva padréo, utilizando-se o Trolox como controle
positivo. Foi obtido por meio das leituras de absorbéancias em funcdo da

concentracéo (Figura 80).

0,8
0,7
0,6

0,5

0,4 = —

0,3 \
y =-0,0003x + 0,7505

02 +—
: R2=0,9998
o1 —9

0,0

Abs

0 250 500 750 1000 1250 1500 1750 2000
Concentracéo de Trolox (pM)

Figura 80. Curva padrdo do Trolox em funcéo da concentracdo em 734 nm.

Com auxilio do gréfico, foi possivel determinar a equacao da reta y= -0,0003x
+ 0,7505 e obter um bom coeficiente de correlacdo R?= 0,9998, ambos obtidos por

meio da curva padrdo do Trolox. A atividade antioxidante foi determinada e os
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resultados dos extratos brutos frente ao captura do radical ABTS encontram-se na
tabela 19.

Tabela 19. Resultados da atividade antioxidante pelos Valores de TEAC

(Capacidade Antioxidante Total Equivalente ao Trolox) pelo método ABTS™

. TEAC
Amostra Caodigo - D.P
99 (um/gY
EMLBP 289,44 0,04
Latex Fr.Acoet 426,11 0,05
Fr.Hidro 589,44 0,03
EACBP 906,11 0,01
EMCBP 1920,00 0,02
P-S1
1200,00 0,03
Casca p.S2
630,00 0,06
P-S3
435,12 0,02
H-S1
2111,44 0,01

Baseado nos dados obtidos revelam-se maiores capacidades antioxidantes os
extratos: EMCBP (1920,00 uM TEAC g%, seguido do EACBP (906,11 pM TEAC g
B> fr.hidro (589,44 uM TEAC g™')> fr.AcoEt (426,11 uM TEAC g')> EMLBP
(289,44 uM TEAC g™). Quanto as substancias isoladas, exibiram maiores atividades
a H-S1 (2111,44 uM TEAC g™)> P-S1 (1200,00 yM TEAC gh)> P-S2 (630,00uM TEAC
gh)> P-s3 (435,12uM TEAC g*). Ressalta-se que quanto maior for o valor da
capacidade antioxidante equivalente ao Trolox (TEAC) maior € o potencial

antioxidante da amostra.

Com isso, a partir dos resultados antioxidantes obtidos para os diferentes
extratos e substancias tanto pelo método do DPPH quanto o método ABTS, pode-se

observar uma boa correlacdo antioxidante entre os diferentes ensaios o que
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corrobora com que essas amostras possuam de fato capacidades sequestrante de

radicais livres.

5.4.3 Ensaio de inibicdo da enzima AChE in vitro

No ensaio in vitro de inibicdo da atividade da enzima acetilcolinesterase foi
avaliado para os diferentes extratos e substancias obtidas da casca. A neostigmina
foi utilizada como controle positivo para avaliar a eficiéncia do método utilizado, uma
vez que a mesma € utilizada na analise quantitativa da inibicdo da
acetilcolinesterase realizado pelo método de ELLMAN et al, 1961. O método é
baseado na reacdo de hidrolise da acetilticolina pela enzima (AChE), produzindo
tiocolina a qual reage com o DTNB, para produzir o composto 5-tio-2-nitro-benzoato
gue possui uma coloracdo amarela que € caracteristica do ensaio (Figura 82). As

reacdes envolvidas neste ensaio séo:

(@]
® // AchE ® © ) .
HzO + (CH3)3NCH2CH28—C —_— (CH3)3NCH2CH28 + H3CCHOO + 2H
ATCI } ]
tiocolina
S——S
® ©) +
(CH;);NCH,CH,S
NO NO
2 DTNB 2
COO° COO-
s ©
® S}
+ (CH;);NCH,CH,S S
NO,
Coor NO,
5-tio-nitro-benzoato 2-nitro-benzoato-5-mercaptotiocolina L.

Figura 81. Reag6es envolvidas no método de Ellman (1961).
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Figura 82. Placa de 96 pocos com produto da reacgdo da tiocolina com o 5-tio-2-nitro-
benzoato para a avaliacdo da atividade inibitoria para as amostras e padrdo além da curva

resposta da avaliacdo quantitativa da atividade inibidora da enzima ACHE da neostigmina.

Os resultados obtidos tanto para os extratos brutos quanto para as
substancias, ndo foram capazes de influenciar na atividade enzimatica da

acetilcolinesterase de forma relevante na concentragdo de 90 pg/mL. Todas as
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amostras testadas foram realizadas em triplicata e os valores foram expressos como
percentual de atividade enzimatica remanescente mostraram-se inferiores a 15%,
por isso ndo se prosseguiu com a avaliacdo quantitativa para a determinacdo do

ICs0, cOMoO pode ser observado na Tabela 20.

Tabela 20. Atividade Inibitéria remanescente da enzima AChE.

% Atividade Inibitoria

Amostra Cdédigo
Remanescente
EACBP <15,0 %
EMCBP <15,0%
H-S1 <15,0 %
H-S2 <15,0 %
H-S3 <15,0 %
Casca

H-S4 <15,0 %
P-S1 <15,0 %
P-S2 <15,0%
P-S3 <15,0 %
P-S4 <15,0 %
o 78,35 %

Controle + Neostigmina

ICsp 18,62 pg/mL + 0,01

De acordo com relatos ELLMAN (1961), amostras com grande atividade de
inibicdo compreendem um intervalo entre 70 a 100% e o intervalo de 15% a 50%
s&o descritos como de baixa atividade a moderada.
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5.4.4 Inibicdo da enzima Lipooxigenase (LOX) pelo método da oxidagdo do ion

Ferroso/laranja de xilenol (FOX)

Avaliou-se a capacidade dos extratos e substancias isoladas da casca do B.
parinarioides de inibir a enzima 5-LOX humana, por meio do ensaio colorimétrico e

espectrofotométrico da FOX na regido do UV e no visivel.

Na Figura 83 revela-se o aspecto da solugcdo do controle positivo e controle
negativo obtido no ensaio da FOX, como esperado de acordo com relatos da
literatura para este ensaio, antes de se iniciar a leitura das absorbancias no UV-vis
(PINTO et al., 2007).

Controle + Controle -

Figura 83. Aspecto da solugcdo do controle positivo (NDGA) e controle negativo apos ser

adicionado o reagente FOX.

Com base nisso foi realizada o monitoramento do controle positivo (200-650
nm). Foi possivel visualizar que a cor amarela do laranja de xilenol acidificado foi
convertida em azul devido a hidroperoxidacao lipidica em virtude da oxidacdo dos
fons (Fe " a Fe "), resultando na formacdo do complexo que absorve em 590 nm

como pode ser visto no espectro de absor¢céo da Figura 84, abaixo:
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Figura 84. Espectro de absor¢cdo do NDGA em 200-600 nm apds ser adicionado o reagente

FOX, resultando na absor¢édo do complexo em 590nm com passar do tempo.

O aspecto da amostra adicionando-se imediatamente o reagente FOX, antes
de se dar inicio a leitura das absorbancias e ap6s os 10 min de leitura.

Apresentaram-se da seguinte forma:

Apos 10 min

Figura 84. Aspecto da solugcdo apos ser adicionado o reagente FOX e ap6s 10 min de

leitura para uma amostra considerada ativa.

Foi possivel entdo determinar a porcentagem de inibicdo enziméatica por meio

da equacao apresentada abaixo:
% inibicdo= Ag— A1/ Agx 100
Onde: Aq— Absorbéncia do controle negativo; A;— Absorbancia da amostra;
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Uma vez que foram, determinados as absorbancias do controle negativo e
das amostras, foi possivel entdo determinar a % de inibicdo enzimatica para os
diferentes tempos analisados das diferentes amostras. Nas tabelas seguintes estéo
descritos os valores em % obtidos da inibicdo enzimatica da FOX para as diferentes

amostras:

Tabela 21. Resultados do ensaio anti-inflamatério in vitro da inibicdo da enzima 5-LOX pelo
método da FOX para o extrato (EMCBP).

Amostra [ Tempo | ABS | o [ % [ pp
(Cédigo) (min) | Média |Inibi¢do | Variancia
1 0,424 | 39,7727 | 10,0018 0,2448
2 0,5175 | 31,5023 | 0,01805 |0,29883
3 0,5755 | 26,3596 | 0,06845 |0,33239
Casca 4 0,613 | 23,4229 | 10,1352 | 0,35409
5 0,639 | 21,5951 | 0,2048 |0,36913
(EMCBP) 6 0,6585 | 20,3267 | 0,28125 |0,38041
7 0,6735 | 19,486 | 0,34445 |0,38908
8 0,686 | 18,7685 0,405 0,39629
9 0,6965 | 18,1551 | 0,47045 |0,40234
10 0,7065 | 17,6573 | 0,51005 |0,40809

método da FOX para a substancia (P-S1).

AMEEdE | Tepe | AES B % | pp
(Codigo) (min) | Média | Inibicdo | Variancia
1 0,337 | 52,1307 | 0,0242 |0,19474
2 0,374 | 50,4964 | 0,578 |0,21626
3 | 0,3995 | 48,8804 | 0,12005 |0,23126
4 | 04205 | 47,4703 | 022445 |0,24379
Casca 5 | 04385 | 46,1963 | 0,31205 |0,25445
(P-51) 6 0,456 | 448276 | 0,232 |0,26485
7 | 0,4725 | 43,5146 | 053045 |0,27461
8 0,488 | 42,2143 | 06498 |0,28378
9 0,503 | 40,8931 | 0,7442 |0,29254
10 | 05165 | 39,8019 | 0,83205 | 0,3004

Tabela 22. Resultados do ensaio anti-inflamatorio in vitro da inibigcdo da enzima 5-LOX pelo
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método da FOX para a substancia (P-S2).

Amostra

Tempo

ABS

%

%

(Cdédigo) (min) | Média | Inibicdo | Variancia Db
1 0,372 | 47,1591 | 0,0242 |0,21492
2 0,4135 | 45268 | 0,01445 | 0,2388
3 0,4335 | 44,5298 | 0,00845 |0,25032
4 0,4455 | 44,3473 | 0,00125 |0,25721
Casca 5 0,457 | 43,9264 0,0008 | 0,26385
(P-S2) 6 0,4655 | 43,6782 | 0,00005 |0,26876
7 0,4755 | 43,156 | 0,00045 |0,27453
8 0,485 | 42,5696 | 0,0018 |0,28002
9 0,4925 | 42,1269 | 0,00125 |0,28435
10 0,501 | 41,6084 0,005 |0,28927

método da FOX para a substancia (P-S3).

Amostra Tempo ABS _ % _% _ D.P
(Cédigo) (min) | Média | Inibicdo | Variancia '
1 0,319 | 54,6875 0,1058 0,185
2 0,372 | 50,7611 0,18 0,21583
3 0,3985 | 49,0083 | 0,23805 |0,23129
4 0,4145 | 48,2199 | 0,26645 |0,24056
Casca 5 0,425 | 47,8528 0,3042 | 0,24672
(P-S3) 6 0,4335 | 47,5499 | 0,32805 |0,25167
7 0,441 | 47,2803 0,3528 | 0,25604
8 0,4465 | 47,1285 | 0,36125 |0,25921
9 0,4535 | 46,7098 | 0,39605 |0,26333
10 0,46 | 46,3869 0,4232 | 0,26713

Tabela 23. Resultados do ensaio anti-inflamatério in vitro da inibicdo da enzima 5-LOX pelo

Tabela 24. Resultados do ensaio anti-inflamatério in vitro da inibicdo da enzima 5-LOX pelo
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Tabela 25. Resultados do ensaio anti-inflamatorio in vitro da inibicdo da enzima 5-LOX pelo
método da FOX para a substancia (H-S1).

A | Ty | HES B % | pp
(Codigo) (min) | Média | Inibicdo | Variancia
1 0,14 | 72,2406 | 0,0032 |0,08091
2 0,18 | 71,0611 0,005 | 0,10401
3 0,2165 70 0,00845 | 0,12512
4 0,2465 | 68,705 | 0,01125 |0,14245
Casca 5 0,2695 | 67,8145 | 0,02205 |0,15582
(H-S1) 6 0,2895 | 66,9646 | 0,02645 |0,16739
7 0,306 | 66,3243 | 0,0288 |0,17691
8 0,319 | 659673 | 0,0338 |0,18444
9 0,33 | 657083 | 0,0392 |0,19081
10 | 0,3395 | 65,4629 | 0,04205 | 0,1963

Tabela 26. Resultados do ensaio anti-inflamatério in vitro da inibicdo da enzima 5-LOX pelo

método da FOX para o controle positivo (NDGA).

0, 0,
Padrdo T(?n”i]r?)o l\'/?éBd?a Ini bf)géo Vari g)ncia il
1 0,291 58,6648 0,0128 0,16813
2 0,322 57,3792 0,0162 0,18603
3 0,3415 56,302 0,03125 0,19738
4 0,3575 | 55,3404 0,06125 0,20679
NDGA 5 0,3725 | 54,2945 0,10125 0,21566
6 0,385 53,418 0,1458 0,22308
7 0,398 52,4208 0,2048 0,23083
8 0,41 51,4506 0,2592 0,23796
9 0,4215 50,47 0,31205 0,24476
10 0,4325 | 49,5921 0,37845 0,25131

Com base nos dados de inibicdo da enzima 5-LOX obtidos pelo método da
FOX, pode-se dizer preliminarmente que para a concentracao das amostras de 1000
pug/mL os extratos EACBP, EMCBP (39,77%) e as substancias P-S1 (52,13%), P-S2
(47,15 %) e P-S3 (54,68 %) possuem capacidade inibitéria da enzima relevante. Ja

a substéancia codificada como H-S1 (72,24 %) possui capacidade inibitoria elevada.
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O padrao NDGA consolida a eficiéncia do método da FOX utilizado, uma vez que o
mesmo apresentou inibicdo para a enzima 5-LOX na concentracdo de 100 pg/mL
(58,66 %). Portanto, estes resultados indicam a existéncia que esses extratos e
substancias possuem propriedades anti-inflamatoérias por via LOX, que esta de
acordo com dados reportados na literatura, uma vez que essa atividade esta sempre
associada com substancias de natureza fendlica que possuem atividade antioxidante
(SILVA, et al, 2002).
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6. CONCLUSAO

Este trabalho visou contribuir com o estudo da composi¢do quimica do latex e
da casca do B. parinarioides uma vez que a casca nao possui estudo a cerca da
composicdo quimica. Portanto, foram analisados fitoquimicamente cerca de quatro
extratos desta espécie, onde foi constatado que os maiores rendimentos obtidos
foram nos extratos metandlicos (EMCBP), seguido do extrato de acetato de etila
(EACBP), extrato metandlico do latex (EMLBP) e por fim o hexanico (EHCBP).

A analise cromatografica por CG-EM das fracbes HGF06 e HGFO07
provenientes do EHCBP evidenciaram a presenca de triterpenos como o urs-12-eno,
norolea-12-eno, B-sitosterol, acetato de a e B-amirina e acetato de lanosterol. A
analise da fracdo MGF01 e MGFO02 oriundas do extrato metandlico, também
realizada por CG-EM revelou ha presenca de uma mistura de terpenoides como o
acetato de lupeol, acetato de lanosterol, acetato de cicloartenol, lupeol e a e B-
amirina todos esses compostos até o presente momento ndo foram descritos para a

casca desta espécie.

A andlise das fases da particdo do latex por meio da caracterizagdo por
espectrometria de massas auxiliada, pela fragmentacao indicou preliminarmente a
presenca do acido quinico e acido clorogénico em sua composi¢cdo. Ambos os

compostos nao reportados para o latex do B. parinarioides.

O método por separacdo por CLAE-DAD-EM em fase reversa permitiu a
obtencdo da substancia isolada H-S1, que se apresentou de forma majoritaria tanto
no EACBP guanto no EMCBP. Os resultados obtidos mostraram que nos diferentes

extratos do B. parinarioides apresentam constituintes majoritariamente comuns.

Foram isoladas trés substancias do extrato metanolico da casca do B.
parinarioides, sendo a 4’ 6-dihidroxi-5-prefenil-flavana, 2,4,4-trihidroxi-3™-prenil-
chalcona e 2,4,4-trihidroxi-5-(2-hidroxi-3™metil-3-butenil)-chalcona. Sendo inéditas
as substancias 4’,6-dihidroxi-5-prefenil-flavana e 2,4,4-trihidroxi-5-(2-hidroxi-3
metil-3”-butenil)-chalcona. Ja a 2,4,4*trihidroxi-3-prenil-chalcona foi isolada pela

primeira vez neste género.
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A avaliacdo citotoxica dos extratos e fragbes frente a linhagens de células
tumorais indicaram, que tanto a fase hexanica da particdo do latex quanto os
extratos de acetato de etila e metanol da casca, revelaram-se ativos para a célula
tumoral HL-60 (leucemia promielocitica humana). J& o extrato hexanico da casca do
B. parinarioides demonstrou pronunciada atividade antitumoral para as diferentes
células tumorais que foram: MCF7 (adenocarcinoma de mama humano), HCT116
(carcinoma de colon humano), HepG2 (Leucemia promielocitica humana) e HL-60
(leucemia promielocitica humana). demonstrando entdo pronunciada atividade

antitumoral.

Os ensaios de atividade antioxidante pelos métodos de DPPH e ABTS
evidenciaram que tanto os extratos de acetato de etila e metandlico da casca quanto
todas as substancias isoladas apresentaram maiores capacidade sequestrante de
radicais livres. O ensaio de atividade inibitéria da enzima acetilcolinesterase
apresentou baixa percentagem de inibicdo para os diferentes extratos e substancias
isoladas.

Quanto a avaliacdo da atividade anti-inflamatoria pela inibicdo da enzima 5-
LOX obtida pelo método FOX, pode-se verificar alta inibicdo da atividade enzimética
para 0s extratos e diferentes substancias isoladas sendo possivel entédo
correlacionar tal atividade com a alta capacidade antioxidante dos compostos
obtidos. Corroborando entdo para o seu uso popular com potencial nutracéutico uma

vez que o mesmo € utilizado em processos anti-inflamatorios.
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ANEXO
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Ingl 170929131424 #2933-2957 RT: 29,63-29,83 AV: 25 SB: 161 29,21-29,62,29,84-30,77 NL: 4,36E6 |mmmmmmmmmmmes !
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Ing3_ 170929135758 #2765-2778 RT: 28,22-28,33 AV: 14 SB: 113 27,57-28,21,2845-28,74 NL: 1,71E7
T:{0;0} +c EIFull ms [50,00-600,00]
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FULL_SCAN_SUBSTANCIAS #22-66 RT: 0,37-0,97 AV: 45 SB: 56 0,87-1,45,0,00-0,35 NL: 1,15E5
T: ITMS - ¢ APCI corona Full ms [100,00-1000,00]
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FULL_SCAN_SUBSTANCIAS #983-1007 RT: 16,40-16,61 AV:25 SB: 101 16,66-17,17 ,15,63-16,34 NL: 1,74E5
T: ITMS + ¢ APCl corona Full ms [100,00-1000,00]
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FULL_SCAN_SUBSTANCIAS #94-109 RT: 1,45-1,65 AV: 16 SB: 68 1,72-2,22,0,75-1,40 NL: 4,44E4

T: ITMS - ¢ APClI corona Full ms [100,00-1000,00]
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FULL_SCAN_SUBSTANCIAS #1216-1236 RT: 19,04-19,26 AV:21 SB: 159 19,24-20,07,17,85-18,99 NL: 2,84E4

T: ITMS + ¢ APCI corona Full ms [100,00-1000,00]
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FULL_SCAN_SUBSTANCIAS #189-207 RT: 3,01-3,26 AV: 19 SB: 49 3,37-3,77,2,60-3,03 NL: 2,97E4

T: ITMS - ¢ APCI corona Full ms [100,00-1000,00]
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Espectro de massas no modo de ioniza¢gao negativo da substancia H-S3

FULL_SCAN_SUBSTANCIAS #1366-1387 RT: 20,88-21,11 AV: 22 SB: 71 19,43-20,02,20,70-20,98 NL: 3,43E4

T: [TMS + ¢ APCl corona Full ms [100,00-1000,00]
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FULL_SCAN_SUBSTANCIAS #138-163 RT: 2,16-2,55 AV:26 SB: 63 2,43-2,99,1,72-2,24 NL: 3,38E4
T: ITMS - ¢ APClI corona Full ms [100,00-1000,00]
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FULL_SCAN_SUBSTANCIAS #1307-1325 RT: 20,16-20,36 AV: 19 SB: 100 20,37-21,03,19,59-20,18 NL: 3,46E4
T: ITMS + ¢ APClI corona Full ms [100,00-1000,00]
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