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RESUMO

As pesquisas voltadas para o conhecimento dos beneficios que o consumo de frutos
nos proporciona tém crescido bastante e a divulgacdo do potencial nutricional e terapéutico
destes tem intensificado essas pesquisas e reconhecido a Amaz6nia como um excelente
campo para busca de novos compostos bioativos. Com isso, tem-se aumentado o consumo dos
frutos o que gera uma quantidade de residuos, cascas e sementes, muitas vezes bem maior que
a quantidade usada para consumo. Esses residuos sdo, geralmente, apenas descartados no
meio ambiente tornando-se poluicdo. Na tentativa de diminuir a poluicdo gerada tem-se
trabalhado em projetos que reutilizem os residuos de frutos. Um dos frutos que tem se
destacado nestes estudos é o bacuri, uma fruta amazonica produzida pelas arvores da espécie
Platonia insignis Mart, familia Clusiaceae, que, ao serem analisados seus extratos etanolico,
estes apresentaram resultados relevantes nos testes para avaliacdo de atividades bioldgicas.
Portanto, o presente trabalho teve como objetivo o isolamento e a identificacdo dos principais
constituintes quimicos dos extratos de residuos de bacuri por meio de técnicas
cromatograficas, de espectrometria de massas (EM) e ressonancia magnética nuclear (RMN).
Neste estudo os extratos etandlico das sementes e cascas foram particionados utilizando
solventes com diferentes polaridades: hexano, diclorometano e acetato de atila. A fase
hexanica dos extratos etanolicos das cascas de bacuri (EECB) foi submetida a fracionamentos
cromatograficos. Desta fracdo foram isoladas as substancias HB3C, HC24, HC344 e HE129.
Destas substancias apenas a HC24 foi elucidada. Esta apresentou comportamento
cromatografico tipico de fendlicos, o pico do ion molecular estava em m/z 603 em APCI no
modo positivo e apresentou deslocamentos quimicos que, quando analisados e comparados
aos dados da literatura, pode-se identificar esta substancia como sendo a Garcinielliptona FC
(GFC), uma benzofenona prenilada rica em atividades bioldgicas. A substancia HE129 foi
analisada a partir dos dados cromatograficos e de espectrometria de massas e pbde-se
observar comportamento semelhante ao da GFC apresentando pico do ion molecular em m/z
603 em APCI no modo positivo e as fragmentacdes caracteristicas da presenca de mais um
isomero de GFC, porém, a analise dos dados de RMN nédo pbde ser realizada devido a
pequena quantidade de massa da amostra. A fracdo em diclorometano do extrato etandlico das
sementes de bacuri (EESB) também foi submetida a fracionamentos cromatogréficos de onde
foram obtidas as substancias 6al, 7al e 7cl. A substancia 6al apresentou-se como um solido
branco. Esta substancia foi submetida a analises por recristalizacdo e, por meio dos dados
cromatograficos, os dados de EM e de RMN esta pode ser identificada como a 30-epi-
cambogina, mais uma benzofenona prenilada, comum na familia Clusiaceae, porém, ainda
ndo relatada na espécie. A substancia 7al e 7cl apresentaram-se como um sélido amorfo de
cor amarela. Ao ser analisada por cromatografia em camada delgada pdde-se observar que a
substancia 7al ainda estava em mistura, mas pelas analises de seus espectros de massas e
comportamento cromatografico sugere-se que esta seja classificada como um fendlico, porém
ndo foi possivel a elucidacdo da estrutura. A substancia 7cl identificada como um
biflavonoide conhecido como fukugetin ja descrito no fruto. Os extratos EECB, EESB, as
fases originadas da particdo e as substéncias isoladas e purificadas foram submetidas a
analises de atividade antiplasmédica medindo a porcentagem de inibicdo do crescimento do
parasita causador da malaria, Plasmodium falciparum, e estas apresentaram atividade
moderada.

Palavras chave: Platonia insignis; Bacuri; Fitoquimica.



ABSTRACT

The researches aimed at understanding the benefits that fruit consumption gives us has
grown considerably and the dissemination of the nutritional and therapeutic potential of these
has intensified these researches and recognized the Amazon as an excellent field for the
search for new bioactive compounds. With this, the consumption of the fruits has been
increased, which generates a quantity of residues, barks and seeds, many times more than the
quantity used for consumption. These wastes are usually only disposed of in the environment
turning in to pollution. In an attempt to reduce the pollution generated, we have worked on
projects that reuse the fruit residues. One of the fruits that stands out in these studies is bacuri,
an Amazonian fruit produced by Platonia insignis Mart, Clusiaceae family, which, when
analyzing its ethanolic extracts, presented relevant results in the tests for evaluation of
biological activities. Therefore, the present work had the objective of isolating and identifying
the main chemical constituents of bacuri waste extracts by methods of chromatographic, mass
spectrometry (EM) and nuclear magnetic resonance (NMR) techniques. In this study the
ethanolic extracts of the seeds and peels were partitioned using solvents with different
polarities: hexane, dichloromethane and attila acetate. The hexane phase of the ethanolic
extracts of bacuri bark (EECB) was submitted to chromatographic fractions. From this
fraction, the substances HB3C, HC24, HC344 and HE129 were isolated. Of these substances
only HC24 was elucidated. This showed typical phenolic chromatographic behavior, the
molecular ion peak was in m/z 603 in APCI in the positive mode and presented chemical
shifts that, when analyzed and compared to the literature data, this substance could be
identified as being Garcinielliptona FC (GFC), a prenylated benzophenone rich in biological
activities. The HE129 substance was analyzed from the chromatographic and mass
spectrometry data and it was possible to observe behavior similar to that of GFC showing
molecular ion peak in m/z 603 in APCI in the positive mode and the fragments characteristic
of the presence of another isomer of GFC, however, the NMR data analysis could not be
performed because of the small amount of mass in the sample. The dichloromethane fraction
of the ethanolic extract of bacuri seeds (EESB) was also submitted to chromatographic
fractions from which the substances 6al, 7al and 7cl were obtained. Substance 6al was
shown as a white solid. This substance was subjected to recrystallization analysis and, through
the chromatographic data, the MS and NMR data could be identified as 30-epi-cambogin, plus
a prenylated benzophenone, common in the Clusiaceae family, but not yet reported in the
species. The substance 7al and 7c1 appeared as a yellow amorphous solid. When analyzed by
thin layer chromatography, it was observed that the substance 7al was still in a mixture, but
the analysis of its mass spectrum and chromatographic behavior suggests that it is classified
as a phenolic, but it was not possible to elucidate the structure. The substance 7c1 identified
as a biflavonoid known as fukugetin already described in the fruit. The extracts EECB, EESB,
the phases originated from the partition and the isolated and purified substances were
submitted to analyzes of antiplasmddic activity measuring the percentage of inhibition of the
growth of the malaria parasite, Plasmodium falciparum, and these showed moderate activity.

Key words: Platonia insignis; Bacuri; Phytochemistry.
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1. INTRODUCAO

A grande quantidade de residuos agroindustriais produzidos a partir do aumento do
consumo de frutos tem se tornado cada vez mais um tema preocupante para 0s ambientalistas
devido ao prejuizo que estes podem causar a0 meio ambiente. Visando a resolucdo desse
problema, ha um grande interesse de empresarios e pesquisadores em investir e estudar uma
forma de uso adequado para esses residuos.

Estudos visando a caracterizacdo fisica e quimica dos frutos e a quantificacdo de
componentes bioativos sdo importantes para o conhecimento do valor nutricional e, do ponto
de vista comercial, para agregar valor e qualidade ao produto final (YAHIA, 2010). A
avaliacdo de suas propriedades bioativas reforca sua posi¢cdo no mercado, atingindo tanto
mercados especificos, criados pela demanda dos consumidores por novos produtos capazes de
manter a saude e prevenir doengas, bem como o crescente mercado de ingredientes funcionais
(PAZ et al., 2015).

O grupo de pesquisas Q-BiomA - Quimica de Biomoléculas da Amazonia
recentemente vem intensificando os estudos dos extratos de partes de frutos, por exemplo, das
espécies Annona muricata L. (Graviola), Bertholletia excelsa H.B.K. (Castanha do Brasil),
Caryocar villosum (Piquia), Dioscorea alata L. (Card roxo), Euterpe precatoria (Acai),
Euterpe oleracea (Acai), Garcinia madruno (Bacurizinho), Paullinia cupana (Guarand),
Platonia insignis Mart (Bacuri), entre outros e, para esses extratos ja foram demostradas
atividades antibacteriana, antifungica e antiplasmodica (BASTOS, 2015).

Dentre os extratos de residuos de frutos estudados, os de P. insignis (Bacuri) tém sido
um dos que mais se destacou nos resultados dos testes para avaliacdo de atividades bioldgicas
despertando, assim, o crescente interesse em estudos de seus componentes quimicos. Quando
0 extrato etanolico de cascas de bacuri foi analisado quanto a presenga de substancias

fenolicas, ao potencial fotoprotetor e antioxidante este se destacou em seus resultados
19



mostrando a importancia de se ter um estudo mais aprofundado sobre os constituintes
quimicos presentes (YAMAGUCHI, 2015). Também foi realizada a avaliacdo da atividade
antimicrobiana e verificou-se que o extrato etanolico das sementes de bacuri demonstrou
atividade inibitoria para o desenvolvimento de certas bactérias, porém, em concentracGes
muito elevadas. Contudo, 0 mesmo extrato demostrou relevante atividade antimalarica frente
a cepa de Plasmodium falciparum (BASTOS, 2015).

Os estudos com o fruto do bacuri concentram-se principalmente nos extratos das
sementes, utilizados popularmente no tratamento de diarreias, dores de ouvido, problema de
pele, doencas inflamatdrias, picadas de aranhas e cobras, reumatismos e artrites, assim como
por seu afeito cicatrizante e leishmanicida. Estudos realizados com extratos das cascas
mostram que esta também possui atividade antileishmania in vitro, e extratos da polpa
apresentaram atividade antioxidante (COSTA JUNIOR et al., 2011a; COSTA JUNIOR et al.,
2012; COSTA JUNIOR et al., 2013; SOUZA et al., 2010; RUFINO et al., 2010).

Considerando que os extratos de bacuri tém apresentado resultados muito promitentes
nos testes para atividades bioldgicas, esse trabalho teve como proposta realizar o estudo
quimico dos extratos etanélicos de Bacuri, tendo como alvo o isolamento e a identificacdo dos
constituintes quimicos por métodos cromatograficos, espectroscopicos e espectrométricos, e
posterior avaliacdo antimalérica e fotoprotetora das fracBes e substancias isoladas, dando

continuidade aos trabalhos que ja vem sendo realizados com o fruto.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Isolar e identificar os principais constituintes quimicos dos extratos etandlicos das

sementes e das cascas do bacuri, que apresentaram atividade antimalarica e fotoprotetora.

2.2 Objetivos Especificos

v Avaliar o perfil cromatografico dos extratos etandlicos das cascas e sementes de
Bacuri.

v’ Utilizar métodos cromatograficos para fracionar os extratos e isolar os principais
constituintes.

v" Identificar as substancias isoladas por ressonancia magnética nuclear e espectrometria
de massas.

v" Avaliar as atividades antiplasmddica e fotoprotetora dos extratos e das substancias

isoladas.
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3. FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 Estudos sobre Residuos de Frutos Amazonicos

As frutas sdo conhecidas como ingrediente essencial para uma vida saudavel, o que
gera um crescente interesse em investigar seus constituintes quimicos. Estudos mostram que
as frutas sdo ricas em substancias bioativas, tais como, fendlicos, vitaminas, carotenoides,
minerais, o que amplia o conhecimento do seu potencial carater medicinal. Essas substancias,
além de serem obtidas por meio do consumo de frutas, também podem ser consumidas pela
ingestdo de sucos, vinhos, cha verde e preto (HUBER et al., 2012; SILVA et al., 2007).

O Brasil esta entre os cinco paises mais ricos em florestas do mundo apresentando
regides com condigdes climaticas e solo fértil que proporcionam um bom desenvolvimento de
uma grande quantidade de arvores frutiferas (PAZ et. al., 2015; FAO, 2010; PEREIRA,
2015). A floresta Amazonica se destaca por apresentar uma rica biodiversidade contendo
plantas e frutas ja conhecidas cientificamente e outras que ainda estdo sendo estudadas, visto
que sao utilizadas por povos indigenas para curar algumas inflamacfes e até doencas
degenerativas como o diabetes. As frutas Amazonicas sdo fonte de substancias bioativas, por
exemplo, o acai (Euterpe oleracea), que apresenta elevada atividade antioxidante, pois é rico
em antocianinas e tocoferois, entre outras substancias. A atividade antioxidante vem sendo
objeto de varios estudos e pesquisas considerando que esta € muito importante para a saude
humana (SILVA et al., 2007; PAZ et al., 2015).

Segundo a Organizacdo Mundial de Salde, para ter uma vida saudavel, além de outros
requisitos alimentares e a pratica de atividades fisicas, € preciso que seja ingerida uma

quantidade de 400 g frutas e legumes diariamente, no minimo (OMS, 2003).
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A divulgacéo do potencial nutritivo e curativo das frutas resultou no aumento de seu
consumo nos ultimos anos e, com isso, ocorreu também um aumento na producéo de residuos
agroindustriais.

A industria de alimentos, em especial a de processamento de frutos, gera uma grande
quantidade de residuos que, dependendo do tipo da fruta processada, pode ser formado por
cascas, carogos ou sementes e bagaco. O descarte da biomassa é um grande problema das
industrias, pois, mesmo sendo material biodegradavel, necessita de um tempo minimo para ser
degradada, sem o qual resulta em poluicdo de rios e florestas. Estima-se que as frutas geram
cerca de 30 a 40% de residuos no processo de despolpamento (HUBER et al., 2012; SOUSA,
2011).

Buscando uma forma de utilizar os recursos naturais disponiveis sem destruir o meio
ambiente, tem-se trabalhado na elaboracdo de projetos que levam a sustentabilidade do
sistema de producdo industrial. A inddstria de alimentos tem uma grande producdo de
diversos residuos, com alto valor de utilizacdo e reutilizacdo. Portanto, estudos utilizando
residuos do processamento de alimentos tém sido realizados de maneira crescente visando o
aproveitamento destes, levando a uma reducdo no impacto ambiental e ainda agregando valor
a esses produtos do mercado (PEREIRA, 2015).

O grupo de pesquisas Q-BiomA - Quimica de Biomoléculas da Amazénia, pertencente
a Universidade Federal do Amazonas, vem investindo em projetos que visam o estudo
quimico e bioldgico dos residuos gerados por frutos Amazoénicos.

Recentemente, foi realizado o estudo dos residuos de 19 frutos da Amazonia, 0s quais
apresentaram uma grande quantidade de substancias bioativas. Alguns deles apresentaram
otimos resultados em atividades bioldgicas tais como atividade antimicrobiana, antioxidante,
anti-inflamatoria, entre outras. Dentre os frutos estudados, a P. insignis (Bacuri) esta entre os

trés que apresentaram os melhores resultados (YAMAGUCHI, 2015; BASTOS, 2015).
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3.2 Platonia insignis Mart. (Bacuri)

O bacurizeiro é uma arvore pertencente a familia Clusiaceae, também conhecida como
familia Guttiferaceae, subfamilia Clusioideae e a espécie é classificada como Platonia
insignis Mart.. Pode atingir mais de 30 metros de altura, com tronco de até 2 metros de

didmetro nos individuos mais desenvolvidos (FERREIRA et al., 2012; HOMMA et al., 2010).

Figura 1 - Bacurizeiro.
Fonte: HOMMA et al. (2010)

E bastante conhecida pelos frutos que produz e por possuir madeira considerada nobre
podendo ser utilizada na fabricacdo de mdveis, caibros, ripas, estacas, embalagens pesadas e
tacos que, segundo dados da literatura, no final dos anos 80, o volume de madeira produzido a
partir dessa espécie no pélo madeireiro de Paragominas-PA superava 0s de outras esséncias
florestais bem mais conhecidas na época, tais como o marupa (Simaruba amara), a andiroba
(Carapa guianensis) e o acapu (Vouacapoua americana) (NASCIMENTO et al., 2007).

Essa arvore encontra-se em estado silvestre nas matas de terra firme da Amazonia,
estendendo-se por um vasto territorio desde a ilha de Marajo, na foz do rio Amazonas,
perpassando o Piaui, a costa do Maranh&o e do Pard. Algumas destas regides sdo nomeadas e
conhecidas como "bacurizais”, pois possuem areas que sdo amplamente preenchidas por esta
arvore. Estes espacos sdo resultantes das constantes derrubadas para plantio de culturas, as
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quais ocorrem anualmente. Para alguns, o bacurizeiro chega a ser considerado como uma
verdadeira "praga” dos rocados. Tal fato é compreendido dado a caracteristica do bacurizeiro,
o0 qual € uma das poucas espécies amazdnicas que apresenta reproducao sexuada (sementes) e
assexuada (brotacdes oriundas de raizes) (HOMMA et al., 2013; CALZAVARA, 1970).

A possibilidade de rebrotamento do bacurizeiro pode ser considerada uma nova
alternativa para as areas degradadas no Para, Maranhdo e Piaui, pois, por meio do manejo,
considerando o espacamento recomendado do plantio (em triangulo equilatero de 10 metros
de lado, possibilitando a limpeza em trés direcdes e maior numero de plantas por hectare) e
seu tempo de germinacdo que é de 50 dias, seria possivel a preservacdo dessas areas, visto que
a densidade de bacurizeiros em inicio de regeneragdo chega a alcancar 40 mil plantas/hectare
(HOMMA et al., 2013; CALZAVARA, 1970).

Em relacdo ao periodo de floracdo e frutificacdo, os bacurizeiros originados de
sementes iniciam a partir do 15° ao 18° ano ap6s o plantio, dependendo bastante das
condi¢des do solo e sementes utilizadas. J& as mudas originadas de brotacdo da raiz de plantas
adultas, iniciam sua producdo apds o 5° ano, desde que seja eliminada a concorréncia das
plantas vizinhas (CALZAVARA, 1970).

O fruto da P. insignis € um dos mais populares da regido amazonica. Sendo pouco
maior que uma laranja contendo polpa agridoce rica em potassio, fosforo e célcio, que €
consumida diretamente ou utilizada na producédo de doces, sorvetes, sucos, geleias, licores e
outras iguarias. Sua casca, de cor amarelo-citrina, também é aproveitada na culinaria regional

(HOMMA et al., 2013; AGUIAR et al., 2008).
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Figura 2 — Bacuri, o fruto do bacurizeiro.
Fonte: HOMMA et al. (2010)

O bacuri € uma baga inoculada, com formato arredondado, ovalado ou achatado,
contendo em seu interior de uma a cinco sementes envolvidas pelo endocarpo, que se constitui
na parte comestivel do fruto constituido em grande parte pelo epicarpo e mesocarpo, 0s quais,
em conjunto, constituem a casca do fruto, com espessura variando entre 0,7 cm e 2,0 cm. A
casca representa aproximadamente 70% do peso do fruto, vindo a seguir as sementes, cuja
participacdo varia de 13% a 26%. A polpa é a parte do fruto de menor proporcdo
representando cerca de 10% a 18% do peso do fruto (CARVALHO et al., 2003;
GUIMARAES et al., 1992).

Ha relatos de que a procura pela polpa de bacuri aumentou com a crescente exposicdo
do mercado de frutas amazonicas pelos meios de comunicacdo, tanto no pais como no
exterior. 1sso levou a um aumento do seu valor no mercado tendo o quilo de polpa passado de

R$ 10,00 para R$ 20,00 em 2005 (HOMMA et al., 2013).

3.2.1 Atividades bioldgicas

Segundo Yamaguchi e colaboradores (2014), em uma revisdo publicada na revista on
line “Scientia Amazonia”, diversos relatos sobre atividades biologicas e uso
etnofarmacologico de Bacuri sdo encontrados na literatura e estes foram organizados de

maneira resumida na tabela 1.
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Parte do fruto Atividade bioldgica

Diarreia, problemas de pele, dores de ouvido;
Picadas de insetos, aranhas e cobras;
Reumatismos e artrites;

Semente Cicatrizante; atividade leishmanicida;
Antioxidante; Anti-inflamtoria; citotoxicidade em
Artemia salina; efeito genotoxico em fibroblastos de
pulmé@o de hamster chinés; Atividade anticonvulsivante;

Polpa Atividade antioxidante

Tratamento de eczemas, virus da herpes e tratamento de

Casca do tronco dermatites.

o Acéo antioxidante in vitro pelos métodos TBARS,
Garcinielliptona FC (GFC) | sequestro de radicais hidroxilas (OH) e 6xido nitrico
(NO), atividade citotoxica e leishmanicida.

Tabela 1 - Atividades bioldgicas e uso etnofarmacolédgico de bacuri. Fonte: Extraida na integra do artigo de
YAMAGUCHI, et al. (2014).

Recentemente, no grupo de pesquisas Q-BiomA foram realizados estudos com 0s
extratos etandlicos das cascas de bacuri quanto ao potencial fotoprotetor e antioxidante em
células e estes apresentaram resultados promitentes (YAMAGUCHI, 2015). Também foi
realizada a avaliacdo da atividade antimicrobiana e verificou-se que 0s extratos etanolicos de
bacuri demonstraram atividades moderadas frente as cepas de Bacillus liquiniformes e
Bacillus subtilis (bactérias Gram-positivas), e do fungo Candida albicans nos testes de
difusdo, porém quando submetido ao teste de CIM (concentracao inibitoria minima) a melhor
atividade foi observada no extrato das sementes frente ao B. subtilis, 0s demais extratos ndo
foram capazes de inibir nas concentra¢fes consideradas ativass. Contudo, 0 mesmo extrato,
testado juntamente com extratos de outros frutos, demonstrou relevante atividade frente a
cepa de Plasmodium falciparum, sendo que as porcentagens de inibi¢cGes antimalaricas foram
similares nas concentracbes de 50 e 12,5 pg/mL, como pode ser observado na figura 3

(BASTOS, 2015).
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Figura 3 — Percentual da atividade antimalarica dos extratos de Theobroma grandiflorum, Euterpe precatoria,
Garcinia madruno e Platonia insignis
Fonte: Extraida na integra de BASTOS, 2015.

Em outro estudo foi realizada a avalia¢do dos efeitos citotoxicos e imunomoduladores
in vitro do extrato hexanico das sementes de bacuri em macrofagos peritoneais de murinos. O
extrato apresentou baixa toxicidade para macrofagos, bem como para eritrécitos. Observou-se
uma forte atividade imunomoduladora através de um acentuado aumento da producédo de NO,

da capacidade fagocitaria e do volume lisossdmico (LUSTOSA, et al., 2016).

3.2.2 Constituintes quimicos

Pesquisas recentes realizadas com os extratos metandlicos da polpa desse fruto
mostram que esse apresenta muitos substancias quimicas como flavonoides, antocianinas,
vitamina E, vitamina C e polifenois (RUFINO et. al., 2010) sendo os dois ultimos
considerados como as principais substancias bioativas do fruto (CLERICI & CARVALHO-
SILVA, 2011). O extrato da polpa apresentou relevante efeito antioxidante que se deve a
presenca da vitamina C (Figura 4) e substancias fenolicas. Ao ser medido o teor de
substancias bioativas presentes pode-se observar que este apresenta cerca de 0,2 mg de
vitamina C /100 g da polpa, e de fendlicos totais cerca 0,4 mmol/L de acido galico / 100 g de
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amostra (RUFINO et al., 2010; CANUTO et al., 2010). Porém, essa quantidade de vitamina C
ndo e tao significativa quando comparada a quantidade encontrada em frutos como a acerola,

que apresenta cerca de 378,5 mg/ 100 g da polpa (CANUTO et. al., 2010).

HO
o)
@]
HO =
HO OH
Vitamina E Vitamina C

Figura 4 — Substancias quimicas encontradas nos extratos metanolicos da polpa de bacuri.
Fonte: RUFINO et al. (2010).

Um estudo realizado sobre a composi¢do quimica da polpa de bacuri, araga-boi
(Eugenia stipitata) e cupuacu (Theobroma grandiflorum) mostram que dentre estes o bacuri é
0 que apresenta maior quantidade de minerais como Na, K, Ca, Mg, Fe, Zn, Cu e de acucares
como glicose e frutose (Figura 5). Como principais aminoacidos, a polpa do bacuri apresentou

0s &cidos aspartico e glutamico (Figura 5) (ROGEZ et al., 2004).

OH

HO OH
H (0] H o] O || O O
H H  HO S ” ”
OH H OH
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HO OH OH  NH,
M OH OH H ) NH,
Glicose Frutose Acido aspartico Acido Glutamico

Figura 5 - Substancias quimicas encontradas na polpa de bacuri utilizando diferentes modos de extragéo.
Fonte: ROGEZ et al. (2004).

Estudos voltados para identificacdo de substancias volateis da polpa e das cascas de
bacuri apresentam substancias aromaticas como alcodis terpénicos, tendo como majoritario o
linalol (Figura 6). Também observou-se a presenca de hepta-2-ona e o acetato de cis-3-
hexenila, presentes em quantidades relativamente pequenas, hexe-3-eno-1-ol e o derivado

monoterpeno acetato de linalol que s&o apresentados como responsaveis pelo sabor do bacuri.
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Os outros volateis identificados sdo os oxidos de (Z) e (E) linalol, pentan-2-ona e nonan-2-
ona, dodecanoato de metila, terpineol, 3,7-dimetil-octa-1-eno-3,7-diol, eugenol e varios outros
hidrocarbonetos, incluindo o bisaboleno, metil-2-heptano, nonacosano e o citrato de trimetila

(Figura 6) (BOULANGER et al., 1999; ALVES & JENNINGS, 1979).
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Figura 6 - Substancias volateis isoladas dos extratos da polpa e cascas de bacuri.
Fonte: BOULANGER et al. (1999); ALVES & JENNINGS (1979).

Os extratos das cascas de bacuri apresentam cerca de 1,3% de euxantona (Figura 7),
substancia responsavel por apresentar atividades antiretroviral, anti-inflamatoria e antitumoral
(ROBERTS, 1961; BOULANGER et al.,, 1999). A fracdo metandlica apresenta um
biflavonoide, morelloflavona, tipo flavanona (3—8”)-flavona, que é descrita na literatura
como um dos principais metabolitos responsaveis pelas atividades bioldgicas e

farmacoldgicas apresentadas em espécies da familia Clusiaceae (FERREIRA et. al., 2012).
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Também foi relatada a presenca de cerca de 6,0% de pectina, mas essa nao € uma
quantidade muito relevante em comparacao com alguns outros frutos, como exemplo, o liméo
tahiti (Citrus latifolia Tanaka) que apresenta 22,85% de pectina, porém, quando comparado a
novas fontes de pectina como o maracuja amarelo (Passiflora edulis), que apresenta cerca de
2,10%, pode ser bem aproveitado. Essa fibra é utilizada como espessante e geleificante em
produtos alimenticios sendo mais utilizada por apresentar baixo valor caldrico, em
substituicdo aos amidos modificados, tradicionalmente usados como espessantes. O bacuri
apresentou cerca de 2,47 g de proteinas totais / 100 g nas cascas e 3,15 g / 100 g nas sementes.
Comparado aos valores de outras frutas comuns, por exemplo, a banana prata (Musa
balbisiana), que possui um teor de proteinas de 1,3%, e o abacate, com 1,2% apresentou
valores superiores. Na avaliacdo do perfil de minerais, os extratos de cascas e de sementes

apresentaram elevados teores de Mg*?, Mn*?, Na*, K* e Ca*? (SOARES, 2010).

Euxantona Morelloflavona Pectina

Figura 7 - Substancias isoladas dos extratos metandlico e etandlico das cascas de bacuri.
Fonte: ROBERTS (1961); YAMAGUCHI (2015); SOARES (2010).

O efeito antioxidante tem sido citado como um dos principais beneficios obtidos pelo
consumo de frutos sendo este associado a presenca de substancias fenolicas, por isso, a busca
por caracterizar estas substancias em residuos de frutos tem sido intensificada. Experimentos
utilizando a espectrometria de massas relatam que no extrato etanolico do epicarpo de bacuri

foi detectado um pico caracteristico do &cido cafeico e, no extrato etandlico do mesocarpo
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foram detectados picos correspondentes as massas de resveratrol, pelargonidina e os acidos

caftarico e clorogénico (Figura 8) (YAMAGUCHI, 2015).
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Figura 8 - Substancias fendlicas caracterizadas por espectrometria de massas a partir dos extratos etanélicos de
bacuri. Fonte: YAMAGUCHI (2015).

Estudos sobre a fracdo oleosa das sementes de bacuri apresentaram uma mistura de
acidos graxos (Figura 9) como o acido palmitico, representando 44,2%, acido palmitolénico,
com 13,2%, &cido estearico, com 2,3%, acido oleico, com 37,8%, e acido linoleico com 2,5%,
além de &cido linolénico, com 10% (BENTES et al., 1986; SOARES, 2010). Também foram
relatadas as presencas de alcoois graxos (Figura 9) como o eicosanol e o octadecanol e
hidrocarbonetos Cis, Cys € Cos (YAMAGUCHI, et al., 2014). Essa fracdo oleosa apresentou
efeito cicatrizante ao ser testada em feridas cutaneas de ratos (SANTOS JUNIOR et al.,
2010). Do extrato hexanico das sementes de bacuri foi isolado o triglicerideo 1,3-diestearil-2-

oleil-glicerol (TG1) (Figura 9) (SANTOS, et al., 2013).
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Figura 9 - Compostos quimicos isolados da fragdo oleosa das sementes de bacuri.
Fonte: BENTES et al. (1987); YAMAGUCHI, et al. (2014); SANTOS, et al. (2013).

Foram detectados também diterpenes de esqueletos caurano e labdano na fracdo de

baixa polaridade das sementes de bacuri (Figura 10) (YAMAGUCH]I, et. al., 2014).

CHy CH,

H,C CH3

Caura-16-eno E-labda-8(20).13-dieno-15,19-didico

Figura 10 - Diterpenos isolados das sementes de bacuri.
Fonte: YAMAGUCHI, et al. (2014).

Nas fragdes em diclorometano e acetato de etila foram realizadas analises por
cromatografia gasosa / espectrometria de massas (CG/EM), e foram relatados como
compostos majoritarios as xantonas 1,3,5,6-tetrahidroxi-2-(2-metilbut-3-en-2-il)-7-(3-
metilbut-2-enil)xanten-9-ona  (gamma-mangostin),  1,3,6-trihidroxi-7-metoxi-2,8-bis(3-

metilbut-2-enil)xanten-9-ona (alpha-mangostin) e 1-hidroxi-3,5,6-trimetoxi-xanten-9-ona
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(Figura 11). Essas fracdes apresentaram efeito antioxidante, um efeito toxico contra o micro-
crustdceo Artemia salina e promastigota Leishmania amazonensis, efeito anticonvulsivante
que podem ser atribuidos & presenca das xantonas (COSTA JUNIOR et al., 2011a; COSTA

JUNIOR et al., 2011c; COSTA JUNIOR et al., 2013).

HO _
HO o] OH HO

1,3,5,6-tetrahidroxi-2-(2-metilbut-3-en-2-il)-7-(3-metilbut-2- 1,3 6-trihidroxi-7-metoxi-2,8-bis(3-metilbut-2-
enil)xanten-9-ono enil)xanton-9-ona

OH
1-hidroxi-3,5,6-trimetoxi-xanton-9-ona

Figura 11 - Xantonas isoladas das fracGes em diclorometano e acetato de etila originadas do extrato etanélico das
sementes de bacuri. Fonte: YAMAGUCHI et al. (2014).

3.3 Substancias fendlicas

As substancias fendlicas sdo responsaveis pelo crescimento e reproducdo dos vegetais
contribuindo na sua pigmentacdo e agindo como antipatogénicos. e, em alimentos, sdo
responsaveis pela cor, adstringéncia, aroma e estabilidade oxidativa. Esses compostos se
formam em condicOes de estresse como, infeccOes, ferimentos, radiacées UV, dentre outros

(ANGELO & JORGE, 2007).
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As substancias fenolicas sdo encontradas em grande quantidade nas frutas citricas,
como limao, laranja e tangerina, e outras como a cereja, uva, ameixa, péra, macd e maméo,
sendo encontrados em maiores quantidades na polpa que no suco da fruta. Outros alimentos
como a pimenta verde, brocolis, repolho roxo, cebola, alho e tomate também séo ricas fontes
destas substancias (ANGELO & JORGE, 2007).

S&o consideradas substancias fenolicas aquelas substancias vegetais que apresentam
um anel aromatico com um ou mais grupos hidroxila (OH) como substituintes. Esses
compostos sdo geralmente encontrados no vactolo celular, sdo mais frequentemente
associados aos acgucares e tendem a ser soltveis em agua (HARBONE, 1998).

Essas substancias sdo sintetizadas a partir de duas rotas metabdlicas principais: a via
do acido mevaldnico e a via do acido chiquimico que é considerada a mais importante para 0s
vegetais (POMPEU, 2007).

Pode-se notar que pela condensacdo do fosfoenolpiruvato e a eritrose-4-fosfato é
formado o é&cido chiquimico, que é o precursor dos aminoacido aromaticos: triptofano,
fenilalanina e tirosina. Estes sdo 0s precursores de varios alcaloides. Observa-se também que
um dos primeiros grupos de substancias fendlicas formados sdo os fenilpropanoides que,
geralmente sdo volateis, sendo considerados juntamente com 0s monoterpenos e Oleos
essenciais. A formacdo dos substancias fendlicas se da pela presenca da enzima fenilalanina
amonio lipase (PAL) que retira o grupo amina do aminoacido dando origem ao &cido
cindmico (DEWICK, 2009; POMPEU, 2007).

Jé foi encontrada uma diversidade estrutural de substancias fenélicas nos vegetais, isso
porque ocorre uma grande variedade de combinagdes na natureza. Essas combinagdes dao
origem ao que se chama de classes de fendlicos que podem ser observadas na tabela 2

(ANGELO & JORGE, 2007).
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Figura 12 — Rota biossintética de substancias fenolicas.
Fonte: Adaptado de DEWICK (2002) e POMPEU (2007).

Os flavonoides formam o maior grupo de fenolicos conhecidos dentre as substancias
naturais, assim como também podem ser citados os fendlicos simples como monociclicos,
fenilpropandides e as quinonas fendlicas que aparecem em quantidades relevantes nos
vegetais (HARBONE, 1998).

Os fendlicos que se destacam como antioxidantes de fontes naturais sdo 0s

flavonoides, os acidos fendlicos, os taninos e os tocoferois (ANGELO & JORGE, 2007).
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Classe Estrutura
Fendlicos simples, benzoguinonas Cs
Acidos hidroxibenzoicos Cs—C;
Acetofenol, acidos fenilacéticos CsC,
Acidos hidroxicinamicos, fenilpropantides Ce—Cs
Nafitoquinonas CeC4
Xantonas CeC1—Cs
Estilbenos, antoquinonas Ce—C,—Cs
Flavonoides, isoflavonoides Ce—C3—Cs
Lignanas, neolignanas (Ce—Cy),
Biflavonoides (CG—C3—C6)2
Ligninas (Cs—C3)n
Taninos condensados (Ce—C3—Co)n

Tabela 2 -Classes de compostos fendlicos em plantas.
Fonte: ANGELO & JORGE (2007).

Os metodos espectrais sdo bastante importantes para a identificacdo e andlise
guantitativa de fendis, considerando que estes absorvem as radiacGes UV curtas e podem ser
detectados a luz do comprimento de onda de 253 nm, sob a forma de manchas absorventes
escuras nas placas espalhadas com gel de silica contendo um indicador fluorescente

(HARBONE, 1998).

3.4 Métodos Cromatograficos

A cromatografia € um método fisico-quimico de separacdo que se baseia na migracdo
diferencial dos componentes de uma mistura entre duas fases imisciveis, a fase estacionéria,
que ¢ a parte fixa onde alguns componentes da mistura podem ficar retidos, e a fase mével,
que pode ser um liquido ou um gas que interage com alguns componentes da mistura e 0s
transporta por entre a fase estacionaria. A diferenca de migracdo ocorre devido a diferentes
interacbes entre as duas fases e as substancias que existem na mistura. As diversas
combinacdes entre as fases mdvel e estacionaria faz com que essa técnica seja muito eficiente

na separacdo de misturas (DEGANI, et.al., 1997).
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3.4.1 Cromatografia em coluna aberta de fase normal (CCAFN)

A cromatografia em coluna aberta (ou cromatografia classica — CC — como também é
conhecida) é um método bastante utilizado para isolamento de produtos naturais. E realizada
em um tubo cilindrico de vidro com medidas de altura e didmetro que dependem da
quantidade de amostra e de qual tipo de analise deseja-se realizar (DEGANI et al., 1997).
Esta se utiliza de fases estacionarias sélidas que podem ser a silica (SiO;) e a alumina (Al,O3),
adsorventes que também podem servir apenas como suporte para uma fase estacionaria
liquida. No caso do uso de fases estacionrias sélidas esse processo € classificado como
cromatografia por adsorcéo, e com fase estacionaria liquida, cromatografia por particdo. Com
0 uso da cromatografia de fase quimicamente ligada a cromatografia por parti¢cdo se tornou
menos usual, pois, quando comparadas, apresentou menor estabilidade na analise (DEGANI
etal., 1997).

As interagdes que ocorrem entre o soluto, a fase moével e a fase estacionaria podem ser
interacOes de hidrogénio, interacGes eletrostaticas e hidrofobicas ou forcas de Wan der Waals,
entre outras. Essas interacdes é que norteiam as separa¢des das misturas e definem qual modo
sera usado na analise, se modo reverso, normal, por pareamento de ions ou por troca ibnica
e/ou por exclusdo (CASS & DEGANI, 2001).

No modo normal as fases estacionarias sdo mais polares que a fase movel e estas
podem ser adsorventes organicos (silica ou alumina) ou fases polares quimicamente ligadas
(ciano, diol, fenil, amino) (CASS & DEGANI, 2001).

As fases estaciondrias solidas apresentam particulas com tamanhos entre 60-230 mesh,
que possibilitam um fluxo razoavel da fase movel dentro da coluna, considerando que esse
fluxo depende da gravidade. Neste meétodo, as fragdes individuais das amostras sdo
manualmente recolhidas. Também pode ser feito o uso de silica de particula menor (230-400

mesh) como adsorvente, porem, para essas colunas € necessario 0 uso de um sistema de
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bombeamento para o empacotamento e eluicdo e esta sdo chamadas de Cromatografia Flash
(DEGANI, et al., 1997; SNYDER & KIRKLAND, 1979).
A escolha do sistema de eluicdo segue os principios da cromatografia em camada

delgada - CCD podendo ser alterado no decorrer da analise (DEGANI, et al., 1997).

3.4.2 Cromatografia em camada delgada (CCD)

A cromatografia em camada delgada (CCD) é uma técnica de adsor¢do em que a
separacdo se da pela interacdo entre os componentes de uma mistura, a fase estacionaria e a
fase movel. Comparada a CC é um método mais simples, muito mais econdbmico e mais
rapido, durando cerca de 30 a 60 minutos de andlise, portanto tornou-se predominantemente
escolhido para o acompanhamento de reacdes organicas, sendo também muito utilizada tanto
na escala analitica quanto na preparativa (DEGANI et al., 1997; SNYDER & KIRKLAND,
1979).

A amostra é aplicada com bastante facilidade, porém, a escolha da fase movel ndo é
tdo simples. Considerando que as fases estacionarias mais usadas sao bastante polares nao se
deve usar solventes muito apolares, pois estes ndo removem 0s compostos do ponto de
aplicacdo, nem usar 0s muito polares, pois estes sao capazes de arrastar os componentes da
amostra até o topo da placa. Portanto, a opcao que apresenta melhores resultados na separacédo
das substancias é a mistura de solventes formando um sistema de polaridade média em
relacdo a polaridade dos componentes da amostra (DEGANI et al., 1997; SNYDER &
KIRKLAND, 1979).

O fluxo da fase movel inicia colocando a placa, jA com a amostra aplicada, em uma
cuba ou outro recipiente fechado com uma pequena quantidade de solvente. O fluxo de
solvente ocorre por capilaridade, sem a necessidade de intervencdo do operador, contra a

forca da gravidade (SNYDER & KIRKLAND, 1979).
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A revelacdo das placas pode ser feita usando 0s processos destrutivos e nao
destrutivos. Os processos ndo destrutivos mais usados sdo com a utilizacdo de substancias
fluorescentes misturadas a silica, quando na preparacdo da placa, que possibilita a revelagdo
dos compostos em camaras de luz UV, ou, pode-se utilizar o iodo, considerando que este
forma um complexo com compostos insaturados, de modo que placas que contenham estes
compostos, ao serem colocadas em uma camara com cristais de iodo, apresentam pontos
amarronzados. Ja os processos destrutivos ocorrem quando € aplicada sobre a placa (ja eluida)
uma solucdo aquosa de um oxidante organico ou um &cido mineral e estas sdo submetidas a
altas temperaturas, cerca de 100 °C. Os compostos organicos oxidados sdo revelados na forma
de manchas coloridas (DEGANI et al., 1997).

Um exemplo comumente utilizado em estudos com produtos naturais € a identificacéo
de compostos fendlicos simples por meio de CCD. Esses compostos podem ser detectados por
meio das cores verdes, roxas, azuis ou pretas intensas, utilizando uma mistura aquosa fresca
de 1% de cloreto férrico e 1% de ferricianeto de potassio (HARBONE, 1998). Porém, esse
método ndo é tdo especifico quanto a classe de fendlicos, pois a analise apresenta problemas
com a instabilidade de solugdes diluidas de cloreto férrico, causando o aumento da
absorbancia na presenca de solventes organicos e a impregnacdo da cor azul na vidraria
utilizada, incluindo as cubetas do espectrofotdmetro (ANGELO & JORGE, 2007). A vanilina-
HCI (1 g de vanilina em 10 ml de HCI concentrado) e vanilina-H,SO,4 (10% de vanilina em
EtOH e H,SO4-conc, 2:1) ddo uma gama de cores cor-de-rosa com derivados de resorcinol e
floroglucinol. O reagente de Gibbs (cloridrato de 2,6-dicloroquinona a 2% em cloroférmio)
seqguido de fumagem da placa com NH,OH 2M d&a uma variedade de cores com diferentes
fenois (HARBONE, 1998). Pode-se também optar por detecta-los utilizando um reagente
mais especifico, sendo citado como o melhor o reagente de Folin-Ciocalteu que esta

disponivel no mercado como uma solucdo de pulverizacdo. Com 0 uso desse reagente 0s

40



fenois como catecol ou nucleos de hidroquinona aparecem como pontos azuis imediatamente
apos a pulverizacdo. Outros fendis aparecem como pontos azuis a cinzentos quando é
aplicado na placa o vapor de aménia (HARBOME, 1998).

Apesar de essa ser uma técnica muito mais conveniente e vantajosa por sua
simplicidade, também apresenta limitacbes como a baixa capacidade para separagdo
preparativa e dificuldade para quantificacdo quando comparada a técnicas mais modernas

(SNYDER & KIRKLAND, 1979).

3.5 Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN)

A espectroscopia de ressonancia magnética nuclear € uma das mais importantes
técnicas de andlises quimicas, pois, é capaz de identificar diferentes nucleos atémicos sendo
capaz de prever quais e quantos atomos estdo formando a estrutura de determinada substancia.

Essa técnica se utiliza de uma propriedade existente em muitos nucleos atdmicos, o
spin, que descreve os nlcleos como se estivessem girando em diferentes sentidos. O nucleo
mais comumente estudado é o do hidrogénio (préton), onde é possivel verificar quantos e
quais de seus is6topos estdo presentes na substancia e, também prever qual ambiente quimico
estes se encontram. Qutro exemplo é o estudo com os ndcleos de carbono (PAVIA et al.,
2015).

Esse fenbmeno ocorre quando sobre determinada substancia é aplicado um campo
magnético externo e este fica alinhado com o spin do nucleo atdbmico fazendo com que esse
absorva energia e mude sua orientacdo de spin em relacdo ao campo aplicado.

Em alguns casos, apenas usando os dados das analises em RMN e IV ja é o bastante

para elucidar estruturas moleculares (PAVIA et al., 2015).
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3.6 Espectrometria de massas (EM)

A espectrometria de massas (EM) é um método ainda mais antigo que os citados
anteriormente, porém, apresenta-se como um destaque entre 0s métodos analiticos modernos.
Assim como CLAE (Cromatografia liquida de alta eficiéncia), também é utilizada em vérios
campos das ciéncias, como exemplo, na industria farmacéutica que na producdo de
medicamentos utiliza a EM na anélise de identificacdo das substancias importantes para o

desenvolvimento sintético dos medicamentos (HOFFMANN & STROOBANT, 2007; PAVIA

etal., 2015).
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Figura 13 - Componentes béasicos de espectrémetro de massas.

A figura acima apresenta os cinco componentes basicos de um espectrémetro de
massas. Primeiramente tem-se a unidade de entrada da amostra, que é onde a amostra é levada
para o0 ambiente de baixa pressdo, pois, em um espectrdmetro de massas as pressdes sdo muito
baixas na fonte de ionizacdo e menores ainda nas regides do analisador de massa e do
detector. A partir dai, a amostra é direcionada para a fonte de ions, compartimento que
transforma as moléculas em ions em fase gasosa a vacuo, como a ionizagdo por impacto
eletronico (IE) e a ionizagdo quimica (IQ) e, ap0s isso, acelera estes ions por um campo

eletromagnético. Em seguida, esses ions séo levados para o analisador de massa que 0s separa
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pelas diferencas de sua razdo massa/carga (m/z). Ap0Os esse processo de separacao de ions,
estes sdo contados pelo detector, e 0 sinal € processado e registrado pelo processador de sinais
que, em geral é um computador. Por fim, pode-se observar o resultado da analise que € o
espectro de massa, um grafico do nimero de ions detectados como uma funcéo de sua razédo
m/z (PAVIA et al., 2015).

Acoplada a cromatografia liquida, a espectrometria de massas é considerada a técnica
mais eficiente para analise de compostos de maior massa molecular, maior polaridade e
menos volateis. As fontes de ionizacdo mais utilizadas nesse método hifenado, CL/EM, que
formam ions a pressdo atmosférica sdo: Electrospray (ESI, “Electrospray lonization”),
Ionizagdo Quimica a Pressdo Atmosférica (APCI, “Atmospheric Pressure Chemical
lonization”), Ioniza¢do por Fotons a Pressdao Atmosférica (“Atmospheric Pressure Photon
lonization”). Dentre estas, o Electrospray ¢, de longe, a forma de ionizagdo mais empregada

no acoplamento CL/EM, seguida da APCI (LANCAS, 2009).

3.7 Avaliacédo das atividades bioldgicas

3.7.1 Atividade fotoprotetora

Vivemos em um pais cuja localizacdo geogréafica recebe a radiacdo solar de maneira muito
intensa. Receber a radiacdo solar pode trazer muitos beneficios como: tratamento de ictericia
em bebés, que é causada pelo excesso de bilirrubina no sangue fazendo com que a pele e o
branco dos olhos figuem de cor amarelada; o bronzeamento da pele; a producéo de vitamina
D, e etc. (CABRAL et al.,, 2011; VIOLANTE et al., 2009) Porém, uma das maiores
preocupacfes € com a exposicdo excessiva a essa radiacdo, pois esta pode causar o foto
envelhecimento, que é o excesso de exposicdo da pele ao sol causando manchas que podem

levar a queimaduras e até mesmo ao cancer de pele. (CABRAL et al., 2011)
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Existem trés tipos de raios solares de acordo com seu comprimento de onda. A
radiacdo ultravioleta A (UVA), que se apresenta entre 320 e 400 nm, a pesar de penetrar na
pele de maneira mais profunda, dependendo do tempo de exposicdo geralmente ndo causa
eritema. Essa radiacdo promove a fotoxidacdo da leucomelanina levando ao bronzeamento da
pele. Se exposta em excesso, a pele pode sofrer danos como a formacéo de radicais livres e o
cancer. A radiacdo ultravioleta B (UVB), entre 290 e 320 nm, apresenta energia muito mais
forte sendo mais prejudicial a pele. Também leva ao bronzeamento da pele, porém, com mais
rapida possibilidade para queimaduras e inducdo ao cancer. A terceira é a radiacdo
ultravioleta C (UVC) que estd entre os comprimentos de onda de 100 e 290 nm. Esta
apresenta energia muito forte sendo prejudicial a saude da pele, porém, é completamente
absorvida pelo oxigénio e pela camada de ozodnio, portanto ndo apresenta riscos a saude.

(VIOLANTE et al., 2009)

uvB

Epiderme

Derme UVA

Figura 14 - llustracdo da absorcéo das radiac6es solares UVA e UVB na pele.

Sabe-se que a absorcdo da radiacdo solar se da ndo so por exposicao direta ao sol, mas
também pela acéo refletida dos raios, portanto, além do uso de chapéus, tecidos e o cuidado
em ndo se expor ao sol por tanto tempo, a pele também deve ser protegida com filtro solar,
que é um dermocosmético composto por substancias que sdo capazes de absorver, refletir ou

refratar a radiacé@o ultravioleta evitando assim o aparecimento de eritemas e edemas na pele,
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reduzindo o risco de queimaduras e o risco de carcinoma de células. (CABRAL et al., 2011,
VIOLANTE et al., 2009)

Existem no mercado dois tipos de filtro solar: os organicos e 0s inorganicos.

Os filtros organicos sdo, geralmente, formados por moléculas aromaticas que
apresentam grupos carboxilicos e um grupo doador de elétrons que pode ser uma amina ou
um grupo metoxila na posicdo orto ou para do anel. Esses filtros protegem a pele absorvendo
as radiacOes ultravioleta, que possuem alta energia e transformam-nas em radiacGes de
energias menores que nao causam danos a pele. (FLOR et al., 2007)

Flor e colaboradores (2007) explicam em seu artigo que no processo de absorcdo da
radiacdo ultravioleta as transicdes eletronicas envolvidas ocorrem entre a diferenca de energia
dos orbitais HOMO — LUMO, de modo que os elétrons situados no orbital 1 HOMO (orbital
molecular preenchido de mais alta energia) sdo excitados para orbital n* LUMO (orbital
molecular vazio de mais baixa energia) e, ao retornarem para o estado inicial, 0 excesso de

energia € liberado em forma de calor.

o CHy CHg
o NG
OH HsC O O SCHy, —>> HiC e O O CH3
CHy E 3
[
o OH o o

A B

Figura 15 - Estruturas de substancias utilizadas como filtros solares (A) p-aminobenzoico (PABA), que apresenta
melhor absorcéo da radiacdo UVB e, para radiacdo UVA, (B) 1-(4-terc-butilfenil)-3-(4-metoxifenil) propano-
1,2-diona (Butil Metoxi-dibenzoil-metano). Fonte: FLOR et al. (2007).

Filtros solares inorganicos sdo representados por dois 6xidos: ZiO e o TiO,, produtos
de origem mineral, que se apresentam na forma de pés inertes que sdo incorporados as
formulacBes sendo o tamanho da particula de relevante importdncia para o bom

funcionamento do produto (VIOLANTE et al., 2009).
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3.7.2 Atividade antiplasmddica

A maléria é uma doenca conhecida mundialmente por ser considerada muito grave ao
ponto de levar muitos dos infectados a 6bito. Essa doenca é adquirida por meio da picada de
mosquitos fémeas do género Anopheles que se alimentam, também, de sangue humano. Existe
cerca de quatrocentas espécies desse género de mosquito, porém, poucas Sa0 responsaveis
pela transmissdo da malaria. No Brasil a maléria estd presente em todas as regides do pais,
porém, apresenta uma incidéncia maior de casos na regido Norte por ser esta uma regido que,
além de ter clima tropical, apresenta também uma vasta floresta que é o ambiente preferido
para a proliferacdo desses mosquitos. As espécies responsaveis pela transmissao da maléria no
Brasil sdo A. deaneorum, A. albitarsis, A. aquasalis, A. brasiliensis e a A. darlingi, sendo esta
ultima considerada a responsavel pelo maior nimero de casos de malaria no pais (LIMA,
2014).

O parasita causador da malaria pertence ao filo Protozoa, classe Sporozoa, familia
Plasmodiidae, género Plasmodium. Cinco espécies sdo capazes de infectar o homem, porém,
no Brasil, apenas trés sdo associadas a malaria: P. falciparum, P. vivax, e P. malariae. Destas
a P. falciparum é responsavel pela forma mais grave da doenca, pois tem a capacidade de
invadir células mais jovens tendo maior eficacia no seu desenvolvimento e atenuando 0s

sintomas da doenca (BASTOS, 2015; LIMA, 2014).

https://www.news-medical.net/health/Malaria-|

Figura 16 - Anopheles, 0 mosquito vetor da malaria. Fonte: https://www.news-medical.net.
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Estudos relatam que dos principais antimalaricos frequentemente empregados na
terapéutica encontram-se as aminoquinolinas (cloroguina, amodiaquina, primaquina, quinina,
quinidina e mefloquina); os antifolatos (sulfadoxina); diaminopirimidinas (pirimetamina); as
lactonas sesquiterpénicas (artemisinina) e alguns antibioticos (tetraciclina, doxiclina e
clindamicina combinado principalmente com a quinina) (BASTOS, 2015).

Com isto, no presente trabalho foi realizado o estudo quimico para isolamento das
substancias majoritarias existentes nos extratos etanolico de bacuri que foram ativos para

atividade antiplasmodica e fotoprotetora.
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4. DESCRICAO METODOLOGICA

4.1 Coleta do material

O material vegetal utilizado faz parte das amostras do Projeto de Residuos do grupo de
pesquisas Q-BiomA, e ja estavam devidamente armazenados nos freezers do laboratorio.

As cascas e sementes de bacuri foram cedidas pela empresa “Pousada Bacuri”, no més
de marco de 2012, localizada no municipio de Braganca (Pard), onde sdo plantados

bacurizeiros em 65 hectares.

4.2 Obtencao dos extratos brutos das cascas e sementes de bacuri

O extrato etano6lico das cascas de bacuri (EECB), que foi utilizado neste trabalho, foi
obtido por maceracédo a frio por um periodo de 24, 48 e 72 horas. A cada intervalo o extrato
foi filtrado e foi acrescentado mais uma quantidade de etanol suficiente para cobrir o material
0 material vegetal que permaneceu no frasco. Esse extrato ja estava preparado, devidamente
armazenado no freezer de amostras do Q-BiomA e com quantidade suficiente para a
realizacdo desta pesquisa tendo 70 g do extrato. O extrato etandlico das sementes de bacuri
(EESB) foi preparado seguindo o mesmo método de extracao.

Para obtencdo do EESB, primeiramente, pesaram-se 150 g das sementes (trituradas)
que foram colocadas em um frasco a&mbar onde foram adicionados 300 mL de etanol,
quantidade de solvente necessaria para que o material vegetal ficasse submerso. Foi realizada
a filtragdo simples desse material a cada 24 h, em seguida, a parte filtrada foi levada ao
evaporador rotatorio a uma pressdo de 600 mm/Hg e temperatura de 40 a 50 °C para
evaporacdo da maior quantidade de solvente e, para eliminacdo do que ainda restou de

solvente, o material foi deixado na capela de exaustdo por alguns dias.
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Esse método de extracdo foi escolhido baseado no trabalho de Yamaguchi (2015),
onde foi realizada a otimizacdo das extracdes e, como resultado, pode-se observar que este é
um dos meétodos que apresentou maior rendimento para as extracdes das sementes de bacuri
sendo mais acessivel e simples de realizar.

Tambeém foi realizada uma extracdo sequencial em banho ultrassénico (US) utilizando

como solventes extratores o hexano, ACOEt e MeOH respectivamente conforme fluxograma

abaixo:
T o :
' Material vegetal triturado
15 g de cascas / sementes
Extragdo com Hexano - 20 min no US — Filtragdo - 3 vezes
Concentracdo em evaporador rotatdrio a 40 °C
I=TTT=-=-===== l __________ 1 ===-=--= l‘ _____ 1
! A . 1 1 ]
! Extrato hexanico ! 1 Torta !

Extragao com AcOEt - - 20 min no US — Filtragdo - 3 vezes
Concentragdo em evaporador rotatério a 40 °C

__________ I

Extragdo com MeOH - - 20 min no US — Filtragado - 3 vezes
Concentragdo em evaporador rotatério & 40 °C

Figura 17 - Fluxograma da extracdo sequencial de cascas e sementes de bacuri.

A partir dessa extracdo sequencial foram obtidos os seguintes extratos:

Extrato das cascas de bacuri (BAC) Extrato das sementes de bacuri (BAS)
Em hexano (BAC-Hex) Em hexano (BAS-Hex)
Em acetato de etila (BAC-Ac) Em acetato de etila (BAS-Ac)
Em metanol (BAC-Me) Em metanol (BAS-Me)

Tabela 3 - Extratos obtidos por banho ultrassdnico a partir das cascas e sementes de bacuri.
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Esses extratos foram analisados nas atividades biologicas para compara¢do com 0S
extratos em diferentes polaridades obtidos pela particdo dos extratos etanolicos. O processo de

particdo esta descrito no proximo item.

4.2.1 Pré-fracionamento dos extratos etandlicos

Com os extratos etandlico (obtidos por maceracdo a frio) EECB e EESB secos e
pesados, foi realizado o particionamento com uma pequena massa de extrato solubilizada em
mistura de metanol (MeOH) com agua destilada (H2Ogest) Na propor¢éao de 8:2 com acréscimo
de algumas gotas de hexano. O extrato solubilizado foi transferido para um funil de separacao
onde foi realizado o fracionamento utilizando como solventes extratores o hexano (Hex),
diclorometano (DCM) e acetato de etila (AcOEt) dando origem a quatro fases de cada extrato:
fase hexénica (EECB-Hex e EESB-Hex); fase em diclorometano (EECB-DCM e EESB-
DCM); fase em acetato de etila (EECB-AC e EESB-AC) e fase em metanol/agua (EECB-ME

e EESB-ME).

4.3 Métodos cromatograficos

4.3.1 Avaliacdo do perfil cromatogréafico dos extratos etanolicos

O perfil cromatografico dos extratos foi avaliado por cromatografia em camada
delgada (CCD) utilizando placas cromatograficas de folhas de aluminio com silica gel 60,
com indicador de fluorescéncia F,s4, da Merck (Germany), em fase normal. As placas foram
reveladas com vanilina sulfirica, cloreto férrico e a luz ultravioleta nos comprimentos de
onda 254 e 366 nm. O sistema de eluentes foi definido pela analise da melhor separagédo de

manchas apresentada na placa cromatogréfica.
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4.3.2 Fracionamento cromatografico dos extratos etanolicos de bacuri

As fases originadas da particdo foram submetidas a analises cromatogréaficas para o
fracionamento e possivel isolamento das substancias. Os eluentes utilizados em cada etapa da
anélise em cromatografia em coluna (CC) foram determinados por cromatografia em camada
delgada (CCD), como citado no item anterior. Nos fracionamentos por CCAFN
(cromatografia em coluna aberta de fase normal) foram utilizadas colunas com silica gel
(Silicycle, SiliaFlash® G60, 70-230 mesh). Inicialmente, os fracionamentos foram realizados
utilizando uma coluna tipo filtrante, que apresenta uma relacdo amostra/silica de 1 g / 30 ¢
visando o fracionamento dos extratos. As fracOes originadas desse fracionamento foram
monitoradas por CCD. As fragdes que apresentaram as substancias majoritarias foram
novamente submetidas a analises por CCAFN para possivel isolamento utilizando a relacdo

amostra — silica 1 g / 50 g (COLLINS, 1997).

4.4 Métodos espectroscopicos e espectrométricos
4.4.1 Anélise por RMN

A identificacdo das substancias isoladas foi inicialmente realizada por analise de RMN
de 'H e 3C. As amostras foram solubilizadas em solvente deuterado (CDsOD ou CDCls)
tendo como padrdo o TMS. Esta analise foi realizada na Central Analitica da UFAM
utilizando um espectrémetro da Bruker Avance Il HD operando a 11,75 Tesla, observando o
ntcleo de *H a 500,13 MHz e de *C a 125,76 MHz. Os espectros gerados foram analisados

com o auxilio do software ACD/NMR Processor academic edition.
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4.4.2 Analise por espectrometria de massas

Para auxiliar na identificacdo das substancias também foram realizadas analises em
espectrometro de massas da marca LCQ Fleet, da Thermo Scientific, com fonte de ionizagao
APCI (para analises de compostos de baixa & media polaridade). As amostras foram
preparadas pesando 1 mg, que foi solubilizado em 1 mL de MeOH (de alta pureza). Dessa
solugéo de 1 mg/mL foram retirados 20 pL que foram transferidos para um outro frasco onde
foi adicionado mais MeOH, totalizando 1 mL da solucdo. Os espectros resultantes foram
analisados com o auxilio do software Xcalibur. Esta analise também foi realizada na Central

Analitica da UFAM.

4.5 Ensaios bioldgicos

4.5.1 Avaliacéo da atividade fotoprotetora

Para analise do potencial de fotoprotecdo dos extratos e fragdes, foi utilizado o0 método
adaptado de determinacdo do espectro de absorcdo, a espectrofotometria, que vem sendo
utilizado no laboratério Q-BiomA e foi descrito por Mansur (1996) e colaboradores. As
amostras sdo analisadas em concentracBes diluidas e séo verificados 0s seus respectivos
comprimento de onda méximo e a absor¢do maxima.

As amostras foram preparadas pesando 1 mg e sendo solubilizado em 1 mL de MeOH
de alta pureza. Dessa solugédo foram retirados 60 pL e transferidos para outro frasco em que
foi avolumado para completar 3 mL de solucdo. Cada solugdo foi levada a andlise para
obtencgéo do espectro de absorcdo na regido do ultravioleta na faixa de comprimento de onda
que corresponde as regides UVA, UVB e UVC: entre 200 a 400 nm.

O equipamento utilizado foi um espectrofotdmetro de marca Genesys 10S UV-VIS da
Thermo Scientific, localizado no laboratdrio de fisico-quimica da UFAM.
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4.5.2 Avaliacdo da atividade antiplasmddica

A avaliacdo da atividade antiplasmaodica foi realizada em parceria com a plataforma de
bioensaios da Fiocruz Amazonia sob a coordenacéo da profa. Dra. Patricia Orlandi. A cepa de
Plasmodium falciparum, FCR3, foi cultivada em meio de cultura suplementado, mais 10% de
soro humano AB+ e eritrocitos humanos normais. As solucdes foram preparadas utilizando
100% de dimetilsulfoxido (DMSO), em seguida, estas foram transferidas para uma placa de
pocos de fundo chato contendo meio de cultura para o parasita, eritrocitos infectados, o
controle positivo utilizado foi o DMSO, a droga controle foi o Quinino e o controle negativo
foram eritrocitos ndo parasitados e sem droga. Esse material foi mantido em incubadora por
72h a 37 °C. Apos esse periodo de incubagao as solugdes foram analisadas em citdmetro de
fluxo para leitura que determina a parasitemia, entdo, foi realizado o calculo da porcentagem
de inibicdo do crescimento parasitario de acordo com a formula: % Inibicdo = 100 -
(%Fluorescéncia amostra — %Fluorescéncia Eritrocitos sadios / %Fluorescéncia Controle —
%Fluorescéncia Eritrocitos sadios) x 100]. (BASTOS, 2015). A concentracdo inibitoria em
50% da parasitemia total (C150) foi determinada pelo software Graphpad Prism 7 através de
um grafico do Log da dose versus inibicdo (expresso em porcentagem em relagcdo ao controle)
por analise de regressdo nao linear, apenas para as amostras que inibiram 50% do crescimento

parasitario.

4.5.3 Teste de citotoxicidade

O teste de citotoxicidade também foi realizado em parceria com a plataforma de
bioensaios da Fiocruz Amazonia sob a coordenacédo da profa. Dra. Patricia Orlandi. O método
utilizado foi o de alamar blue segundo (NAKAYAMA et al, 1997), utilizando células VERO
(linhagem celular sadia derivada de rins de macaco verde) e células HEp-2 (linhagem celular
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tumoral derivada de carcinoma de laringe humana). As células foram incubadas em placas de
cultura de fundo chato de 96 pocos em meio DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium)
contendo 10% de soro fetal bovino (FBS), 50 pg/mL de penicilina e 50 pg/mL de
estreptomicina (Invitrogen) a 37 °C em estufa a 5% de CO,. As células foram plaqueadas na
concentracdo de 1 x 10* células/poco na placa de 96 pocos, cada pogo contendo 100 pL da
solucdo. As amostras foram solubilizadas em 100 pL de DMSO, quando extratos, 6leos ou
fracdes, e 200 uL de DMSO, quando compostos isolados. Apos isso, 10 pL deste estoque
inicial, de cada amostra, foram transferidos para um tubo contendo 990 puL de meio DMEM
completo, com concentracao final do DMSO de 0,5% na placa, de forma que este nédo interfira
nos resultados. Apds 24 horas de incubacdo e aderéncia das células na placa, as mesmas
foram tratadas com 100 pL das amostras, totalizando uma concentracdo final de 50 pg/mL
para extratos, fracdes e 6leos, e 25 pg/mL para isolados. A incubacdo das células tratadas com
as amostras ocorreu durante um periodo de 72 horas. Apds o periodo de tratamento foi
adicionado 10 pL de resazurina 0,4% (diluida 1:20) para a analise de fluorescéncia. Ap6s o
tempo de metabolizacdo da resazurina padronizado, que compreendeu 2 horas, foi realizada a
leitura da fluorescéncia. A média da porcentagem de viabilidade celular (VC) foi calculada
conforme a férmula abaixo, onde Ft= (fluorescéncia da célula + meio DMEM+ resazurina +
amostra) e Fb= (fluorescéncia da célula + meio DMEM + resazurina). A porcentagem de
morte celular (MC) foi calculada de acordo com a formula: MC = 100 - % viabilidade celular

(VC). O teste foi realizado em triplicata.

VC = Ft x 100 /Fb
MC =100-VC
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Obtencéo dos extratos

O EESB, obtido pelo método de maceragédo, apresentou rendimento igual a 25,8655 g

(~16%).

Os extratos etanolicos das cascas e sementes de bacuri foram fracionados inicialmente

usando uma massa pequena de 1 mg para verificar se a particdo daria certo. Em seguida, o

processo foi repedido para a obtencdo de mais massa das fases originadas pela particdo e seus

rendimentos estdo descritos na tabela 4.

Extracoes do EECB Rendimento Extracoes do EESB Rendimento
(Massa em g) de EECB(%) (Massa em g) de EESB(%)
il 1,0038 | 1,0021 | 6,0041 1,0058 | 1,0000 | 6,0052
extratos (g)
F(Hex) 0,6203 0,5124 3,35 55,96 % 0,4376 0,6798 2,8067 48,99 %
F(DCM) 0,1104 0,1416 0,8284 13,48 % 0,2670 0,0892 0,5068 10,77 %
F(AcOELY) 0,0569 0,243 1,1468 18,06 % 0,0607 0,0199 0,0327 3,77 %
F(MeOH/H,0) 0,1041 0,9039 18,87 % = -=-= 0,3423 5,700 %

Tabela 4 - Rendimento das frages originadas do particionamento dos extratos etanélico
de cascas e sementes de bacuri.

Pode-se observar um alto rendimento da fase hexanica de ambas as partes do fruto

mostrando que esta apresenta uma grande quantidade de substancias de baixa polaridade na

sua constituicdo quimica.

Observando os rendimentos das extracfes realizadas em banho ultrassénico pode-se

notar que o extrato das sementes apresenta uma quantidade de substancias de baixa polaridade

maior que o extrato das cascas.

Rendimento de extratos
de cascas BAC (%)

Rendimento de extratos
de sementes BAS (%)

Extrato hexanico

1,0659 g (7,1 %)

4,5208 g (30,13 %)

Extrato em AcOEt

0,3861 g (2,574 %)

3,4232 g (22,82 %)

Extrato metanolico

3,4348 g (22,89 %)

0,6129 g (4,086 %)

Tabela 5 - Rendimento da extracdo sequencial das cascas e sementes de bacuri.
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5.2 Avaliacao do perfil cromatografico dos extratos etanélicos de bacuri

O perfil cromatografico dos extratos EESB, EECB e das fases F(Hex), F(DCM) e

F(AcOEt) originadas da particdo foi avaliado utilizando o sistema de eluicdo composto por

Hex/AcOEt, na propor¢do 6:4, sendo essa mistura de eluentes a que melhor apresentou a

separagdo de manchas nas placas cromatogréficas.

As placas foram analisadas utilizando como reveladores a luz UV nos comprimento de

onda 254 nm e 366 nm, vanilina sulfirica e cloreto férrico.
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Figura 18 - Analise por CCD de EECB, EESB e suas respectivas fases originadas da parti¢éo eluidas em

Hex/AcOEt (6:4)




Observa-se que os perfis cromatograficos de EECB e EESB sdo semelhantes assim
como das suas respectivas fases hexanicas. Reveladas em cloreto férrico, ambas as fases
F(Hex) apresentaram manchas na coloracéo rosada e cinza escuro. Reveladas em luz UV no A
254 nm, nota-se a presenca de manchas escuras e no A 366 nm, uma mancha majoritaria
esverdeada. Essas coloracBes indicam a presenca de substancias fenolicas e terpenoides,
confirmando os dados da literatura que apresentam o bacuri sendo rico em substancias
fenolicas (HARBOME, 1998). As fases obtidas em diclorometo apresentam comportamento
cromatografico semelhante, porém com algumas manchas diferentes entre si e estas foram

analisadas novamente com outra mistura de eluentes que sera apresentada mais a frente.

5.3 Avaliacao de atividades biol6gicas dos extratos
5.3.1 Atividade fotoprotetora

Para a avaliacho da atividade fotoprotetora foi utilizado o método da
espectrofotometria adaptado do trabalho de Mansur (1996) e colaboradores. E considerado
um método confiavel além de ser simples, barato, rapido e ndo apresentar riscos, pois ndo ha
necessidade de expor a pele a analise (MANSUR et al., 1996; YAMAGUCHI et al., 2016).

Os espectros da figura 20 apresentam os comprimentos de onda maximo (Avax) € as

absorcbes maximas dos extratos e fracGes de cascas e sementes de bacuri.
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Figura 19 - Espectros de absorgéo dos extratos e fracfes de bacuri.

Para melhor visualizar os valores de Amax estes foram listados na tabela 5

apresentando uma énfase nas regides relativas as radiacdes UVA, UVB e UVC.

Amostras Avax(nm)/absorbéncia U\Z/;%) (nlr(r)l()) a U\3/2Eé (nzra()) a UX(')O(‘) (r?ri()) a
EESB 205(0,58) 205(0,58) 290(0,16) 320(0,05)
EESB-Hex 203(0,47) 203(0,47) 290(0,11) 320(0,04)
EESB-DCM 203(0,47) 203(0,47) 290(0,21) 320(0,07)
EESB-AC 200,01(0,22) 200,01(0,22) 290(0,09) 320(0,03)
EESB-ME 200,01(0,34) 200,01(0,34) 290(0,08) 320(0,05)
EECB 203(0,40) 203(0,40) 290(0,13) 320(0,06)
EECB-Hex 202(0,46) 202(0,46) 290(0,09) 320(0,05)
EECB-DCM 203(0,36) 203(0,36) 290(0,12) 320(0,07)
EECB-AC 203(0,43) 203(0,43) 290(0,17) 320(0,09)
EECB-ME 203(0,2) 203(0,2) 290(0,02) 320(0,01)
BAC-Hex 203(1,05) 203(1,05) ND ND
BAC-AC 203(0,58) 203(0,58) ND ND
BAC-ME 202(0,19) 202(0,19) ND ND
BAS-Hex 202(0,26) 202(0,26) ND ND
BAS-AC 202(0,23) 202(0,23) ND ND
BAS-ME 202(0,25) 202(0,25) ND ND

Tabela 6 - Comprimentos de onda maximos e absorbancia maxima dos extratos e fragdes de bacuri. (ND= ndo
detectado)
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Pode-se notar que todos os extratos e fracOes testados apresentam comprimento de
onda maximo na regido da radiacdo UVC. Para os extratos etanolicos as fases que se
destacaram foram EESB-Hex e EESB-DCM, que apresentaram absorbancia um pouco maior
em relacdo as outras fragcdes para a regido de UVC e, na regido de UVB, a fracao destaque foi
a EESB-DCM com comprimento de onda 290 nm (0,21).

Em comparacdo com dados encontrados na literatura observa-se que esses extratos e
fases ndo apresentam um espectro de absorcdo tdo amplo como relatado. Porém, apresenta
sim absorcdo abrangente entre as regides de UVC e inicio de UVB o que caracteriza um filtro
solar que poderia apresentar menos risco de irritabilidade para a pele, pois, ndo haveria a
necessidade de misturar mais sustancias para se conseguir uma boa protecdo para a pele
(YAMAGUCHI, et al., 2016).

A fase EESB-DCM, que se destacou em absor¢do na regido de UVB, foi analisada
para identificacdo das substancias presentes e a capacidade que estas apresentam essa de
absorcdo, visto que, segundo as analises preliminares por cromatografia em camada delgada,

essa fase apresenta substancias fendlicas.

5.3.2 Atividade antiplasmddica

Para a avaliacdo da atividade antiplasmddica cada amostra foi analisada em oito
concentragdes diferentes (50 pg/mL, 25 pg/mL, 12,5 pg/mL, 6,25 pg/mL, 3,12 pg/mL, 1,56
pug/mL, 0,78 pg/mL e 0,39 pg/mL), em triplicata, e em seguida, foi calculada a porcentagem
de inibicdo do crescimento parasitario da cepa FCR3 e suas respectivas médias. A partir da
porcentagem de inibicdo, foi calculado o Clsy (concentracdo inibitdria média capaz de inibir
50% do crescimento parasitario) das amostras.

Dentre os extratos testados, 0 EESB destacou-se apresentando Clsy de 10,53 pg/mL.

Este extrato quando testado na concentragdo 50 pg/mL apresentou 81,8% de inibicédo, 70,9%
59



na concentracdo de 25 pg/mL, e 33% de inibicdo na concentracdo de 12,5 pg/mL. Bastos

(2015) apresentou um trabalho comparando a porcentagem de inibicao dos extratos de alguns

frutos amazonicos nas concentracGes de 50 pg/mL e 12,5 pg/mL e o extrato etandlico das

sementes de bacuri apresentou o melhor resultado tendo cerca de 60% de inibicdo do

crescimento parasitario em ambas as concentracfes. Essas diferencgas nos resultados podem

ser relacionadas ao fato de se tratar de uma linhagem diferente, sendo que Bastos (2015)

utilizou a linhagem 3d7gfp de P. falciparum.

O extrato BAC-ME apresentou 46% de inibicdo na concentracdo de 50 pg/mL, e o de

BAS-ME apresentou inibicdo entre 41 e 46% em todas as oito concentracdes testadas. Os

demais extratos apresentaram espectro de inibi¢ao abaixo de 40%.

Para as fracOes do particionamento de EECB foi plotado o gréafico da figura 20.

PLASMODIUM FALCIPARUM (FRC3)

3
KT)
c o o o o o o o o
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(&) 2
g Ty
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o /—/
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o * % 5 5 % 5 % 5
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E 50 25 12,5 6,25 3,12 1,56 0,78 0,39
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QUININO

Figura 20 - Analise das fases originadas do EECB contra o crescimento do parasita Plasmodium falciparum. HM
= Hema@cias sadias: controle negativo; PF = Parasita sem o extrato: controle de crescimento parasitario: controle

positivo; DMSO = Dimetilsulfoxido: controle reagente; Quinina = droga controle. Fonte: Fiocruz.
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Para as fases da particio do EESB também foi plotado um grafico que estd

representado na figura 21.

PLASMODIUM FALCIPARUM (FRC3)
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Figura 21 - Anélise das fragGes originadas do EESB contra o crescimento do parasita Plasmodium falciparum
HM = Hemacias sadias: controle negativo; PF = Parasita sem o extrato: controle de crescimento parasitario:
controle positivo; DMSO = Dimetilsulféxido: controle negativo; Quinino = droga. Fonte: Fiocruz.

Analisando os graficos acima se observa que a fase EECB-HEX foi a que se destacou
apresentando Clsp de 13,97 pg/mL. Esta fragdo apresentou 61% de inibigdo na concentracao
de 50 pg/mL e 54% em 25 pg/mL. A fragdo EESB-HEX apresentou 48% de inibigcdo apenas
na concentracdo de 50 pg/mL. As demais fracGes apresentaram entre 20 e 40% de inibicéo
parasitaria.

Dentre os extratos e fragOes, o extrato EESB (Clsp= 10,53 pg/mL) e a fracdo EECB-
HEX (Clso= 13,97 pg/mL) se apresentaram como 0s melhores resultados. Estes resultados
podem indicar que essas amostras apresentam atividade antiplasmodica moderada para esta
cepa, pois, segundo Amarante et al. (2011), amostras que apresentarem Clsg < 10 pg/mL séo
consideradas como tendo uma boa atividade antiplasmaodica, j4 as que apresentam valores
entre 10 e 100 pg/mL séo consideradas como tendo atividade moderada e acima de 100

pg/mL baixa atividade.
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O estudo quimico da fracdo hexanica foi realizado para obtencdo das substancias

responsaveis por esse resultado de inibicao de crescimento parasitario.

5.3.3 Avaliacéao do potencial citotoxico em células sadias e células tumorais.

A avaliacdo do potencial citotoxico dos extratos de sementes e de cascas de bacuri foi
realizado utilizando linhagem celular tumoral de laringe humana (HEp-2), e linhagem de

células sadias derivada de rins de macaco verde (VERO), conforme mostra as tabelas 7 e 8.

Amostra % Morte celular
EESB 63,17307
EECB 47,57046

BAC Acetato 72,68327
BAC Hexano 73,65905
BAC MeOH 11,79672
BAS MeOH -
BAS Hexano -
BAS Acetato 1,421956

Tabela 7 —Porcentagem de morte celular em linhagem celular tumoral de laringe humana (HEp-2).
(-) = Néo apresentaram morte celular.

Observa-se que, com exce¢do dos extratos metanolico e hexanico de sementes de
bacuri, extraidos em banho ultrassénico (BAS-MeOH; BAS-HEX), todos o0s outros
apresentaram certa porcentagem de morte de células tumorais tendo destaque os BAC-HEX e
BAC-AC (extracdo em banho ultrassonico), e os extratos EESB e EECB (extraidos por

maceracao exaustiva).

Amostra % Morte celular

EESB -

EECB -
BAC Acetato 85,33404291
BAC Hexano 68,10417636
BAC MeOH -

BAS MeOH -
BAS Hexano -
BAS Acetato 25,8231833

Tabela 8 - Porcentagem de morte celular em linhagem celular sadia de rins de macaco verde (VERO).
(-) = Néo apresentaram morte celular.
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Além de apresentar uma porcentagem significativa de morte das células tumorais
testadas, os extratos EECB e EESB também apresentaram resultado positivo quando testados
em células sadias, ou seja, ndo apresentaram morte de células sadias podendo ser
considerados extratos com composicdo quimica interessante para o estudo farmacoldgico. Ja
os extratos BAC-Hexano e BAC-Acetato apresentaram uma porcentagem de morte de células
sadias até maior que a morte das células tumorais ndo sendo assim extratos interessantes para

prosseguir nos estudos.

5.4 Fracionamento cromatografico de EECB-Hex

Na primeira analise foi realizado o fracionamento da F(Hex) do EECB para obtencéo
das primeiras substancias isoladas, conforme figura 23.

_____________________

L e e e - —a L e e a g g g 4 L e e e ——a

Fracionado por CCAFN [

1 . 1 |
| Fracdo HB3C Fracionado por CCAFN | Fragdo HE126 |
L 1
Andlise por EM e RMN Andlise por EM e RMN
v :J _______ | Pt J""'"". L o]
| __fracdoHcz | Fragdo HC344 | | _fragaoHC3423
Fracionado por [ Andlise por EM e RMN Fracionado por
CCDpreparativa | _____ CCD preparativa
e UPIRPPRIONY Bl tvtutl s

Andlise por EM e RMI " Andise por EN1 & RN

Figura 22 - Fluxograma geral do fracionamento e isolamento de substancias a partir da F(Hex) do EECB.
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A analise foi iniciada com uma coluna do tipo filtrante (relacdo amostra/silica=1 g/

30 g). Entéo, foram utilizados 3 g da F(Hex), cerca de 90 g de silica gel G60 (20 cm de altura)

em uma coluna de 4 cm x 75 cm. A eluicdo foi realizada no modo gradiente com o sistema de

solventes Hex:AcOEt, aumentando a quantidade de AcOEt gradativamente, como apresentado

na tabela 8. Foram obtidas cinco fragdes (HA, HB, HC, HD e HE) de 210 mL cada a partir

dessa coluna.

Coluna filtrante de F(Hex)

Gradiente
Fracoes Hex (%) AcOEt (%)
HA (0,735 g) 100 --
HB (0,461 g) 90 10
HC (1,104 g) 80 20
HD (0,364 g) 70 30
HE (0,096 g) 50 50

Tabela 9 - Gradiente utilizado na coluna de fracionamento da F(Hex).

Todas as fracBGes foram secas, devidamente pesadas e analisadas por CCD (Figura 23).

Em seguida, foram submetidas a outras analises cromatograficas para isolamento das

substancias majoritarias.

Vanilina sulfurica

-~

F(Hex)

UV: 254 nm

\ (a) F(Hex) HA HB HC Hlj HE  (b)F(Hex) HA HB HC HD HE (c) F(Hex) HA HB HC HD HIJ

UV: 366 nm

~

Figura 23 - Anélise por CCD da coluna filtrante de F(Hex) eluidas em Hex/AcOEt (6:4) sendo reveladas em
vanilina sulfirica (a) e luz UV 254 nm (b) e 366 nm (c).
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5.5 Fracionamento da amostra HB por CCAFN

A fracdo HB foi fracionada por CCAFN para possivel isolamento da substancia
majoritaria conforme figura 25. Essa substancia apresenta colora¢do roxa escura, quando

revelada com vanilina sulfdrica, e Rf = 0,6 como mostra a figura 26.

| Fracdo HB |

__________________

Analise por EM e RMN

Figura 24 - Fluxograma do fracionamento cromatogréfico da amostra HB.

Para isso, foi utilizada uma coluna de 2 cm x 75 cm, com 0,461 g da amostra e 27,11 g
de silica gel (relagdo amostra/silica de 1 g / 60 g), tendo o volume morto igual a 50 mL e

sistema de eluicdo no modo gradiente composto por DCM/AcOEt, conforme tabela abaixo:

Coluna de isolamento HB

Gradiente
Fracbes | DCM (%) | AcOEt (%)
12 (10x) 100 -
28 (5x) 99 1
3% (3x) 98 2
42 (2x) 97 3
58 95 5
62 (2x) 90 10
78 80 20
82 70 30
92 60 40
10° 50 50

Tabela 10 - Gradiente utilizado na coluna de isolamento da amostra HB.

Cada fracdo coletada teve o volume equivalente & metade do volume morto. O

resultado dessa andlise foi observado por CCD como pode ser observado na figura 25:
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Figura 25 - Anélise por CCD da fragdo HB com sistema de eluentes DCM/ACOEt (98:02) e revelado com

vanilina sulfdrica.

Desta analise, foram reunidas as fraces que estdo sinalizadas na figura 25, onde se

acredita ter a mancha correspondente a substancia majoritaria, e essa foi chamada de HB3.

5.5.1 Fracionamento por CCAFN da amostra HB3

A fragdo HB; foi fracionada por CCAFN na qual foi utilizada uma coluna de 1,5 cm x

50 cm, com 0,138 mg da amostra e 7,2 g de silica gel (18 cm), tendo o volume morto igual a

47 mL, e sistema de eluicio no modo gradiente foi composto primeiramente por

Hex/CHClIs(cloroférmio) e depois por CHCls(cloroférmio)/AcOEt, conforme tabela abaixo:

Coluna de isolamento HB3

Gradiente
Fracdes Hex (%) | CHCI;(%) | AcOEt (%)
12 (2x) 20 80 -
22 (3x) 10 90 -
32 (4x) -- 100 -
42 (3x) -- 98 02
52 (2x) -- 95 05
62 (4x) -- 90 10
72 (5%) -- 50 50

Tabela 11 - Gradiente utilizado na coluna de isolamento da amostra HB3.

As fragGes sinalizadas na figura 27 foram reunidas, originando a fragdo HB3C de

massa igual a 0,083 g e esta foi analisada por CCD onde se observou que a substancia
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majoritaria ja estd bastante purificada, entdo esta foi levada a analises por EM e RMN para

identificacéo.

" )

2 /

Figura 26 - Andlise por CCD da coluna de isolamento da amostra HB3; com sistema de eluentes DCM/AcOEt
(98:02) e revelado com vanilina sulfarica

5.5.2 Caracterizacdo da amostra HB3;C por espectrometria de massas
A amostra foi analisada por espectrometria de massas utilizando com o ionizador

APCI nos modos negativo e positivo.

HB3C_APCI POSIT_NEGAT #114-121 RT: 2,70-2,78 AV: 8 NL: 2,50E4
T: ITMS - ¢ APClI corona Full ms [100,00-1000,0(¢
395,43

100

90

a) ]

3 789,71

E 428,15
o3 13520 18457 25540 380417,‘1[A | 44150 567,37 651,53 693,64 777,76 || 59359 g61 12 932,38 988,74
bt ot g g serts et Al e S o A b e b8 e s et et
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m/z

HB3C APCI POSIT NEGAT #85-90 RT: 2,13-2,20 AV: 6 NL: 3,69E4
T: ITMS + c APClI corona Full ms [100,00-1000,0

100+ 397,26

b) 90;

80

20 791,45
E 177,10 426,31
10

3 205,13 J
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odirdad ‘LM AR s Wi Ju g b 2 O 020 RO 20,09 90205
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m/;

Figura 27 - Espectros de massas da amostra HB;C analisados em APCI nos modos negativo (a) e positivo (b).
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Esses espectros apresentaram um pico mais intenso de m/z 395 no modo negativo e
m/z 397 no modo positivo.

Essa massa pode representar a presenca de um fitoesterol que sdo encontrados em
grande quantidade na composicéo das fracdes oleosas dos vegetais (BARTOLOMEAZZI et
al., 1999). Essa substancia apresenta massa igual 414 g/mol, porém, esse tipo de esterol, que
possui grupo hidroxila na posicéo trés da estrutura, apresenta um padrdo de fragmentacao [M

+ H — H,0]" quando analisado por APCI (KOBAYASHI et al., 1993).

/ NL: 6,31E3 \

11_01_2017_HB3C_full_pos_neg#2
72277 RT:4,84-4,89 AV:6 T TMS
- ¢ APCl corona Full ms2
100 395,00@cid20,00 [105,00-397,00] 380,31
80
60
-«
40
-15,05
175,15
20 135,14 395,36
326,35

258,28
159“,16 . ,.189,26 223,24 | 284,38 | 367,41 ) /

K o 122,14 ‘

Figura 28 - Espectros de massas de fragmentacdo do pico de m/z 395 da amostra HB;C analisados em APCI no
modo negativo.

Ao analisar o espectro de fragmentacdo observa-se um pico mais intenso de m/z 380
representando a perda de uma metila, o que confirma a possibilidade de ser um esterol, pois
estes apresentam essa caracteristica de fragmentacéo.

Essas informacg6es espectrais condizem com o fato de essa substancia ter sido isolada
da fracdo hexanica do bacuri, sendo esta a que se apresenta mais oleosa que as demais.

A amostra foi enviada para analise por RMN, porém ndo houve tempo habil para a

andlise desses dados e possivel elucidagdo da molécula.
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Espectros de RMN obtidos a partir da amostra HB3C.

rFormalized Intensity
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Figura 29 - Espectro de RMN de H da substancia HB;C solubilizada em CDCls, a 500,13 MHz.
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5.6 Fracionamento da amostra HC por CCAFN

A fracdo HC, originada da coluna de pré-fracionamento da F(Hex) do EECB, foi

fracionada por CCAFN para possivel isolamento das substancias majoritarias, como mostra a

figura 30.

Fracionado por CCD
preparativa

CCD preparativa

W Fracionado por

__________

Andlise por EM e RMN

_______________

Analise por EM e RMN Fracionado por
CCD preparativa

| Fragdo HC34235 !

Analise por EM e RMN

Figura 30 - Fluxograma do fracionamento cromatografico da amostra HC.

Foi utilizada uma coluna de 2 cm x 75 cm, com 1 g de amostra e 50 g de silica gel,

tendo o volume morto igual a 40 mL e sistema de eluicdo no modo gradiente composto por

CHCI3/AcOEt, conforme tabela 12;

Coluna de isolamento HC

Gradiente

Fracoes CHCI5 (%) | AcOEt (%)
12 (2x) 100 -

28 (2x) 90 10

3% (2x) 85 15

42 (2x) 80 20

52 (2x) 70 30

62 (2x) - 100

Tabela 12 - Gradiente utilizado na coluna de isolamento da amostra HC.
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As fragdes coletadas dessa coluna foram analisadas por CCD em CHCI3/AcOEt (8:2) e
revelada com vanilina sulfdrica, conforme figura 31 e o processo de isolamento da

substancias majoritarias estd descrito nos itens seguintes.

e

~

- J

Figura 31 - Analise por CCD da coluna de isolamento da amostra HC eluida em CHCIs/AcOEt (8:2) e revelada
com vanilina sulfurica.

5.6.1 Isolamento da amostra HC24

As duas primeiras fracOes, sinalizadas na figura 31 apresentaram Rf = 0,57, massa de
300 mg quando pesadas juntas e formaram uma mistura de cristal com um sélido amarelo
escuro no frasco onde foram coletadas, como ilustrado na figura 30. Quando reveladas com
vanilina sulfurica apresentam coloracdo marrom, coloracdo preta em cloreto férrico e
coloracéo alaranjada quando em NP-PEG. Quanto a absorcéo no ultravioleta, apresentou uma
mancha escura quando revelada no comprimento de onda 254 nm e esverdeada quando em
366 nm. Essas coloracfes podem ser caracteristicas de substancias fendlicas (HARBOME,
1998; WAGNER & BLADT, 2001). Estas fracGes foram reunidas, denominada de HC2 e
levadas a analises por EM conforme figura 32.

Observa-se que 0s picos com maior abundancia relativa sdo os de m/z 603, no modo
positivo, e m/z 601, no modo negativo. De acordo com dados da literatura acredita-se que essa
massa € relativa a presenca de benzofenona prenilada, uma classe de substancias isoméricas
de comum ocorréncia na familia Cluseaceae e que, uma destas, a Garcinielliptona FC, ja foi

isolada do extrato hexanico das sementes de bacuri por meio de cromatografia em coluna
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aberta e CCD preparativa, utilizando os eluentes CHCIs/MeOH na proporcdo de 9:1, sendo
esta identificada por EM e RMN. (SILVA et al., 2015; COSTA JUNIOR, et al., 2012). Essa
substancia apresentou significativa inibicdo de crescimento em duas linhas de células
tumorais, atividade leishmanicida, efeito antioxidante in vitro e in vivo, além de efeitos
anticonvulsivante e vaso relaxante (NASCIMENTO et al., 2014; COSTA JUNIOR et al.,

2011b; COSTA JUNIOR et al., 2012; ARCANJO et al., 2014; ACUNA et al.; 2009).

6 603,40 NL: 1,90E5 \
7 a) HELA_HC2ACR_HC2A_HC2B

] CR_HC2B_pos_neg#376 RT:
80 8,95 AV: 1 T:ITMS +c APCI
] corona Full ms
60 [100,00-1000,00]
407
20
0118714 23311 34321 41123 467,20 %% | 62542 70341 805,60 928,61
100— 601,52 NL: 2,32E4
1 b) HE1A_HC2ACR_HC2A HC2B|
] CR_HC2B_pos_neg#1145-
80 1162 RT: 25,15-25,41 AV: 18
- T: ITMS - ¢ APClI corona Full ms|
60 [100,00-1000,00]
407
20

J109,11 533,43

1 273,33 341,29 409,45 465,47 | , | 634,35 737,81 803,60 944,56

O e e e b e e e e e e

100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000
m/z

Figura 32 - Espectro de massas da amostra HC2 na fonte APCI no modo positivo (a) e negativo (b).

Em seguida, o pico de m/z 601 foi fragmentado conforme espectros da figura 33 que
apresenta picos intensos de m/z 465 e 409. Esses espectros confirmam a presenca de uma
benzofenona prenilada com formula molecular contendo C3gHs00g € massa 602g/mol que se

apresenta de forma isomérica na natureza (LOPEZ, 2014; PICCINELLI et al., 2009).
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~ 465,45 NL: 4,35E3
= s s , N\

& HC2A frag_pos_neg#174-178 RT:2,21-2,26 AV:5T:
50 409.26 ITMS - ¢ APCl corona Full ms2 601,00@cid20,00
E 20310 27325 35527 557,45 60147 [165,00-603,00]
] ) | A i
L 08 273,57 : NL: 8,30E2
] HC2A_frag_pos_neg#187-189 RT:2,40-243 AV:3T:
505 ITMS - ¢ APClI corona Full ms3 601,00@cid20,00
E 327,34 465,00@cid20,00 [125,00-467,00]
3 136,30 259,25 ! l 397,40 465,56
n b 1 1
Lon 229,14 NL: 2,55E2
7 HC2A_frag_pos_neg#201-202 RT:2,63-2,65 AV:2T:
505 27319 ITMS - ¢ APClI corona Full ms4 601,00@cid20,00
E 213,39 ' 465,00@cid20,00 273,00@cid20,00 [75,00-275,00]

0— T T T l| T I| | AL A R R IS AN R RS R RS MR IR RS MR MM |
100 200 300 400 500 600
m/z

Figura 33 - Espectros de MSn da amostra HC2 referente ao pico de m/z 601 ionizado em APCI (-).

Dessa fracdo 40 mg foram usados para andlise por CCD de fase normal preparativa
utilizando uma placa de vidro medindo 20 cm x 20 cm com 0,25 mm de silica gel 60 contendo
indicador de fluorescéncia UVas, € eluida em CHCI3:MeOH na proporcdo 20:1, conforme
imagem 35. Esta mistura eluitrépica foi adaptada a partir de relatos da literatura para detec¢do

de fluroglucinois, dos quais as benzofenonas preniladas fazem parte (PYKA, 2014).

/

Amostra HC24 Visivel UV: 254 nm UV: 366 nm

/

Figura 34 - Amostra HC24 eluida em CHCI3:MeOH na proporg¢do 20:1 e revelada em UV 254 e 366nm.

A mancha majoritaria amarela foi raspada da placa com o auxilio de um estilete e a
extracdo foi realizada com acetato de etila por 5 vezes finalizando com metanol. Apos essa
andlise foi possivel obter uma fracdo oleosa de cor amarela e massa de 14 mg que foi
chamada de HC24. Quando analisada por CCD, apresentou apenas duas manchas de Rf muito

préximo como mostra a imagem 36.
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Essa fracéo foi enviada para anélise por RMN.

(- —

4 o
- — i 0,33
I 0,29

/

Figura 35 - Amostra HC24 eluida em CHCI3;:MeOH na proporgdo 20:1 e revelada em vanilina sulfurica.

5.6.2 Identificacdo da amostra HC24 por RMN

A anélise por espectroscopia por RMN de *H apresentou o seguinte espectro:

—Bfit
g

2 F.=
| 3 = o
35 5T .. P Tl
_L M? T =
- i
. ; e ——— . ey

T
&

i

Figura 36 - Espectro de RMN *H da substancia HC24 solubilizada em CDCls, a 500,13 MHz. Espectros
ampliados no final deste item.

O espectro de RMN *H apresentou sinais de hidrogénios na regido de aromaticos com
deslocamentos quimicos () em 6,6 (d 8,4 Hz), 7,0 (m) e 7,02 (s). Também foi possivel
observar a presenca de sinais referentes a oito metilas e quatro sinais de hidrogénios ligados a
carbonos sp® em cadeias abertas com & em 4,38 (s), 4,42 (s), 4,92 (t 6,5 Hz) e 5,09 (s largo).
No o6 17,8 (s largo e de baixa intensidade) pode-se observar a presenca caracteristica de

hidrogénio de hidroxila comum em substancias que sofrem tautomeria.
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Figura 37 - Espectro de RMN de **C da substancia HC24 solubilizada em CDCls, a 125,76 MHz.

Analisando o espectro de RMN de **C pode-se observar a presenca dos carbonos com
deslocamentos tipicos de regido de aromatico em 6 114,5, 116,5 e 124,05, assim como,
aqueles gque representam dois grupos hidroxila como substituintes do anel em & 143,4 e 149,5.

Encontra-se também os sinais referentes a trés carbonilas em & 193,89, 194,85 e 209.

HC24 - NUR-543-17_KAREN.200.001 2r.2sp

a) T
26,2634,008 1.67,25.77, 081 153,176,082 3

| 2745%,015 | 404 2550 007 1.02,27.02,0.95 E o
] s L T e -
273, 4357, 011 2™ o T E6 05 g
- L N = P9 s
- 261, 3065, 0.13 £ @
T e 0T <
6 E
5
- w &

438, 11265, 011
661,11455, 033 423, 11266,012 E 100
. 5.0, 12023, 0.09 E

a
€96, 116.47, 028 571, 116.94, 006
712405023 491, 12375, 043

506, 124.11,0.12

e j
- o JAn A 45 +0
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b C 140
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Figura 38 — Mapa de correlacdes de HSQC (a) e HMBC (b) da substancia HC24 solubilizada em CDCls.
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Os espectros bidimensionais apresentaram as correlagdes que permitiram a elucidagéo

estrutural da molécula em comparagdo com dados encontrados na literatura.

.18 _18
}7 (|3H 17 OH
| |
0w OH _13_ _OH HO o _13_ ,OH
\zll/ Q?/ }2/ \ﬁ4 NP7 127 N
| | | Il
NGO N SN 25 p2ee A Ay
24=23 I I 24=23 Tl
6.0 8 6.0 _8_0
26 ~7 0N 26 77 N
37 l
27 .29 RN
\2|8 ~31 ?8 1
32
32 -
33 i
3

Figura 39 - Par tautomérico da Garcinielliptona FC — Substéancia (1) - 8,8-dimetll-1-(3,4-dihidroxibenzil)-2-
hidroxi-3,5-di(d,d-dimetilalil)-7-(2-isopropenilhex-5-enil)-7a-H-trans-biciclo[3.3.1]nona-2-en-4,9diona.
Substancia (1A) - 8,8-dimetil-1-(3,4-dihidroxibenzil)-4-hidroxi-3,5-di(d,d-dimetilalil)-7-(2-sopropenilhex-5-
enil)-7a-H-trans-biciclo [3.3.1]nona-3-en-2,9-diona.

Foi identificada entdo a substancia conhecida por Gacinielliptona FC, uma
benzofenona prenilada, ja relatada na literatura, presente no extrato hexanico das cascas e

sementes de bacuri que se apresenta como um par tautomérico, figura 40 (SILVA, et al.,

2015).

=
=
K 1 Garcinielliptona GFC — par tautomerico 1A /

Figura 40 - Correlagdes entre hidrogénios e carbonos da Garcinielliptona FC.
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Os dados apresentados nos espectros foram organizados na tabela 13 para melhor

visualizacdo e comparacgdo com os dados da literatura.

Garcinielliptona FC (1)

Garcinielliptona FC (1)
SILVA, et al., 2015

Posicdo | &y (ppm); J (Hz) | 3¢ (ppm) HMBC Ou (ppm); J (Hz) | &c (ppm)
1 69,7 H7, H17, H37 69,9
2 193,89 17,84 (OH) 194,1
3 116,41 116,1
4 194,89 198,8
5 57,7 H7 58
6 a=2,06(d 13,1) 425 o=2,04(d 13,5) 42,8

B=236(d13,1) B =232 (d 13,5)

7 1,45 (m) 46,7 H37 1,46 (m) 47

8 49,47 H7, H37 49,8
9 209,0 H17 209,3
10 194,85 H12 195,8
11 128,1 H15 128,2
12 7,02 (sl) 116,5 7,02 (d, 4,5) 116,7
13 143,4 H12, H15 7,52 (OH) 143,7
14 149,5 H12,H15 7,69 (OH) 149,8
15 6,6 (d 8,4) 114,5 6,57 (d, 8,4) 114,6
16 7,0 (m) 124,05 H15 6,99 124,3
17 a=2,61(sl) 26,3 o=2,63 (dl, 13,8) 26,4

B=2,75(d 13,2) B=2,71(dl, 13,8)
18 5,00 (sl) 120,05 H17, H21 5,36 (1) 120,3
19 --- 135 H17, H21 135,3
20 1,67 (5) 25,78 H21 1,88 (s) 26,1
21 1,72 (sl) 18,17 1,73 (s) 18,7
22 o= 1,90 (m) 36,3 a=1,95(15,72) 36,4
B =213 (s) B=2,16(14.5,8.0)
23 4,92 (t6,5) 123,75 Ha22 4,97 (t7,2) 124,1
24 133 Ha22 1331
25 1,67 () 25,7 H23 1,67 (5) 22,9
26 1,53 (s) 17,7 H23 1,53 (s) 17,8
27 2,0 (m 2H) 32,6 1,88 (m, 2H) 32,1
28 2,73 (d 12,9) 43,57 2,64 (dI, 13,8) 438
29 --- 148,15 --- 149,8
30 4,38 (5) 112,65 4,30 (5) 1151
31 1,53 (s) 17,8 1,53 () 17,8
32 a=2,0 (m) 32,6 --- a=1,88 (m) 32,1
B =2,06 (m) B =1,96 (m)
33 2,01 (m 2H) 40 1,88 (m 2H) 36,4
34 --- 148,13 --- 148,3
35 4,42 (s 2H) 122,66 4,64 (s) 112,9
4,66 (s)

36 1,79 (s) 26,06 1,73 (s) 25,9
37 1,02 () 27,02 H7, H38 0,98 (5) 27,2
38 1,17 (s) 22,81 H37 1,18 (s) 23,3

Tabela 13 - Dados de RMN de *H (500 MHz) e **C (125 MHz) da Garcinielliptona FC (CDCls).
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Espectros de RMN ampliados referente a substancia Garcinielliptona FC:

0.40 —
0.35 3
0.30 3
0.25 3
0.20 3
0.15 3
0.10 3

0.05 4

HCZ4 - NMR-543-17_KAREN.001.001. 1resp

—17.82

167

o A

1.02

—1.17

Chemical Shift (ppm)

Figura 41 - Espectro de RMN de *H da substancia HC24 solubilizada em CDCls, a 500,13 MHz.

78



[
g
I

o
o
o
I &
-+
o
0 [te]
w =]
| o
o
T A
T -
e I
o
P~
L LI LR R | L L L T T T T [ T T T[T TT T T [T T T T [T T T[T T T T[T T r[ro1 T T T rr[rrrrrr1
18 1i 15 700 695 35 860 3.1 5.0 4.9 4.4

Figura 42 - Ampliag&o dos sinais de RMN de 1H da substancia HC24 nas regides de 17,82 a 4,4 ppm.
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Figura 43 - Ampliagéo dos sinais de RMN de 1H da substancia HC24 nas regides de 2,77 a 1,79 ppm.

80



172

167

1.02

=
- D

s} - = =z

1 | T -

-
[
b
-

T 17T T 17T T T7 LEN S S B R B p p B B B |
T T
155 1.45 ! 115 1.08

Figura 44 - Ampliagdo dos sinais de RMN de 1H da substancia HC24 nas regides de 1,72 a 1,02 ppm.
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Figura 45 - Espectro de RMN de **C da substancia HC24 solubilizada em CDCl3, a 125,76 MHz.
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F2 Chemical Shift (ppm)

Figura 46 — Mapa de correlacdo de HSQC da substancia HC24 solubilizada em CDCls.
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Figura 47 - Mapa de correlacdo de HMBC da substancia HC24 solubilizada em CDCls.
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5.6.3 Isolamento de substancias a partir da amostra HC34

As fragdes destacadas a direita da figura 31 foram reunidas e chamadas de HC34. Essa
fracdo, quando analisada por CCD com hexano, cloroférmio e acetato de etila (1:7:2),
apresentou duas manchas majoritarias uma com Rf = 0,34 e a outra com Rf = 0,44. Essas
manchas quando reveladas com vanilina sulflrica apresentam coloracéo lil&s e rocha, revelam
no UV 366 nm apresentando coloragdo azulada, porém, ndo revelam em A 254 nm, cloreto
férrico nem em NP-PEG.

Para o isolamento das manchas majoritarias a fracdo foi fracionada por CCD de fase
normal preparativa utilizando uma placa de vidro medindo 20 cm x 20 cm com silica gel
contendo indicador de fluorescéncia UVs4 € eluida em hexano, cloroférmio e acetato de etila

na proporgao 1:7:2.

Andlise por EM e RMN  Analise por EM e RMN

Analise por EM e RMN

Figura 48 - Fluxograma do fracionamento cromatogréafico da amostra HC34.
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Dessa placa foram extraidas cinco fragcdes que podem ser vistas na figura 49.

&034 1 2 3 4 5 /
Figura 49 - Analise por CCD da amostra HC34 eluida em Hex:CHCI3:AcOEt (1:7:2) e revelada com vanilina
sulfdrica.

As fracdes HC34-4 e HC34-5 de Rf = 0,44 e 0,5, respectivamente foram submetidas a
analises por EM e RMN, porém, néo foi possivel realizar a analise dos dados da fragdo HC34-
5, pois esta ainda se apresentou em mistura.

A fracdo HC34-4, com massa de 2 mg, apresentou espectro de massas com um Gnico
pico intenso de m/z 455, em APCI no modo negativo, e com pico base de m/z 439 em APCI

no modo positivo, como pode ser observado nos espectros a seguir.
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100 455,58

a) 20

283,47
& 601,62

219,38 | 1 369,54 413,24 501,45 "
el i Ramaran:ani! Y ' 4

639,35 699,86 797,03 835,70 915,75 947,77

t ‘ aaas f i i i e
200 300 400 500 600 700 800 900 1000

Karen 11 10 Samostras(APCI pos) #118-123 RT: 2.28-2.34 AV: 6 NL: 3,39E3
T: ITMS + ¢ APCI corona Full ms [150,00-1000,0

100

b) e

439,48

579,67

50 607,71

338,52
411,50

457,44 551,63
20 393,50 490,26

313,42
10 274,50
20337 I “
Lttt ittt i
P P i
0

200 301

637,43

535,53 681,38
adochedd bbb o i3, 863,78 952,01

i ML‘ \I b sl

t Y t f d
400 500 600 700 800 9200 1000
m

Figura 50 - Espectros de massas da amostra HC34-4 analisadas em APCI no modo negativo (a) e positivo (b).
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Em seguida, esta amostra foi submetida & anélise por RMN de *H e seu espectro pode
ser observado na figura abaixo. A andlise do espectro e possivel elucidacdo da substancia ndo

foram realizadas por falta de tempo habil.

Normalized Intensity

0104

TS V.

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
50 45 L] 35 30 25 20 15 10 05
Chemical Shift (ppm)

Figura 51 - Espectro de RMN de *H da substancia HC34-4 solubilizada em CDCls, a 500,13 MHz.

As fragdes HC34-2 e HC34-3 foram reunidas resultando na fragdo codificada como
HC34-23 e submetidas a um novo fracionamento por CCD preparativa em uma placa
medindo 10 cm x 10 cm, utilizando o mesmo sistema de eluigdo citado a cima,
Hex:CHCI3:AcOEt (1:7:2), com o fim de isolar a mancha de Rf =0,34.

A partir do fracionamento da amostra HC34-23 foram extraidas sete fragdes das quais
a fragdo 5, 6 e 7 apresentaram uma Unica mancha. Estas foram reunidas resultando em massa
de 1 mg, denominadas de HC34-23-5 e submetidas a anélises por EM e RMN para

identificacéo.
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w3423 2 3 4 5 6 7 8 5 6 7 HC34-23-y

Figura 52 — Andlise por CCD da amostra HC34-23-5 eluida em Hex:CHCI3:AcOEt (1:7:2) e revelada com
vanilina sulfdrica.

Quando analisados seus espectros de massas € RMN pdde-se observar que a amostra

estava em mistura o que impediu a elucidagdo da substancia.

5.6.4 Fracionamento da amostra HE por CCAFN

Andlise por
CCD preparativa

Andlise por EM e RMN

Figura 53 - Fluxograma do fracionamento e isolamento da Fracdo HE.

A fracdo HE foi analisada por CCD com sistema de eluente CHCI3;:AcOEt (1:1).

Quando revelada com vanilina sulfrica a mancha majoritaria de Rf = 0,6 apresentou
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coloragdo marrom, quando em cloreto férrico apresentou coloracdo escura, em UVys,
apresentou uma mancha escura e em UV3g6 coloracdo amarela esverdeada. Essas coloracdes
podem indicar presenca de substancias fenolicas.

Entdo essa amostra foi submetida a analise por CCAFN filtrante sendo utilizada uma
coluna de 1,5 cm x 75 cm, com 90 mg de amostra e 2,7 g de silica gel, tendo o volume morto
igual a 8 mL e sistema de eluicdo no modo isocratico composto por CHCI3/AcOEt (1:1).

Foram obtidas cinco fracdes dessa coluna e estas foram analisadas por CCD eluida em
CHCI3:AcOEt (1:1) e revelada com vanilina sulfirica conforme imagem “a” da figura 48.

A primeira fracdo, HE1A, foi analisada utilizando um sistema de eluicdo préprio para
flavonoides que é composto por cloroférmio, acetona e acido férmico (75:16,5:8,5) e revelado
com cloreto férrico, vanilina sulfurica e NP-PEG como pode ser observado na imagem “b” da

figura 51 (WAGNER & BLADT, 2001).

( ——

Gl

s‘ Rf=0,72

!&i\
- -

Figura 54 - Imagem “a”: analise por CCD da coluna da amostra HE eluida em CHCI;:AcOEt (1:1); Imgem “b™:
analise da amostra HE1A eluida em cloroférmio, acetona e acido férmico (75:16,5:8,5) e revelado com cloreto
férrico, vanilina sulfdrica e NP-PEG, respectivamente.

Observa-se que a mancha majoritaria que revelou em NP-PEG na cor alaranjada de Rf
= 0,72 apontando a presenca de um flavonoide. Portanto a amostra HE1A foi analisada por
CCD preparativa utilizando uma placa de vidro de 20 cm x 20 cm com silica gel e essa
mancha, chamada de substancia HE129, foi purificada e levada a analises por EM e RMN.

Na analise por EM pode-se observar novamente a presenca de m/z 601 (APCI no

modo negativo) e no espectro de massas de fragmentacdo a perda 136 Da, caracteristica de
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benzofenonas preniladas que é muito comum de benzofenonas preniladas encontradas na

familia Clusiaceae como citado anteriormente (LOPEZ, 2014; PICCINELLI et al., 2009).

KAREN 14 11 HC HE APCI POS #300-305 RT: 3,51-3,56 AV: 6 NL: 1,52E4
T: ITMS + ¢ APCI corona Full ms [100,00-1000,0

1005 603,45

a) 90
804
704
60
504
404
304
204
3 579.72 | 637,42
e 233,38 San.54 418,29 467.37 °57:68 661,47
o231 ) - ) Lol 1 s2s60 | 4| - 732,64 809,60 881,89 943,13
R A R A A B L T R A R L B L e A A e B e e e e
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000
m/z
b Karen_14_11 HC_HE_APCI_NEG #108-111 RT: 2,06-2,10 AV: 4 NL: 1,83E4
T: ITMS - ¢ APCl corona Full ms [100,00-1000,0(
1005 601,60
904
8o
704
604
504
405
30
204
104
3 533,56
- 109,2: g 659,51
0:" 205,48 283,56 362,41 455,58 L 57564 | . | 699,86 821,73 915,71 969,79
B e L R R T e R A R e L Aa B A s ke aann aae s S
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000

Figura 55 - Espectro de massas da amostra HE129 na fonte APCI no modo positivo (2) e negativo (b).

Quando analisadas em uma mesma placa de CCD de fase normal com a mesma
mistura eluitropica, Hex/AcOEt 8:2, as amostras HE129 e a Garcinielliptona FC, substancia
isolada anteriormente, apresentam Rf diferente sendo a amostra HE129 de maior polaridade.
E quando analisadas em CCD com a mistura eluitrpica caracteristica para benzofenonas,
CHCI3/MeOH, estas apresentam o mesmo Rf. Portanto essa amostra pdde ser caracterizada
como um isémero da Garcinielliptona FC. N&o foi possivel realizar a elucidacdo estrutural,
pois a quantidade de amostra era de 2 mg o que impediu a analise dos espectros de RMN pois

os sinais de 'H apresentaram-se com baixa intensidade.
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5.7 Fracionamento cromatogréafico do EESB-DCM

Na segunda parte da analise cromatografica foi realizado o fracionamento da F(DCM)
do EESB, com uma coluna do tipo filtrante (relacdo amostra/silica = 1 g / 30 g) sendo
utilizado 0,500 g da fracéo, cerca de 20,4 g de silica gel (15 cm de altura) em uma coluna de 2
cm X 75 cm.

| F(DCM) do EESB—500 mg |

S

Andlise por EM e RMN Analise por EM e RMN

Andlise por EM e RMN

Figura 56 - Fluxograma geral do fracionamento e isolamento de substancias a partir
da F(DCM) do EESB.

A eluicdo foi realizada no modo gradiente primeiramente com o sistema de solventes
Hex/CHCl3,em seguida usou-se o sistema composto por CHCI3/AcOEt, como apresentado na

tabela abaixo:

Coluna filtrante de F(DCM)

Gradiente
Fracdes Hex (v) CHCI; (v) AcOEt (V)
12 (1x) 1
22 (2x) 3 1
3% (2x) 1 1
42 (3x) 1 3
52 (3x) 1
62 (3x) 3 1
7% (3x) 1 1
82 (3x) 1 3
92 (3x) 1

Tabela 14 - Gradiente utilizado na coluna filtrante da fracdo F(DCM).
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As fracdes obtidas foram analisadas por CCD a partir da 62 fracéo, pois nas primeiras

fragdes ndo pode ser observado manchas na placa.

‘ )

2 \ - 0 e el
6al 7al 7cl

Figura 57 - Analise por CCD da coluna filtrante de F(DCM) eluidas em Hex/AcOEt (2:8) e reveladas com
vanilina sulfdrica.

As fracBes 6al,contendo 32 mg, a fracdo 7al com 35 mg e a fracdo 7c1 com 11,5 mg

foram submetidas a novas andlises para isolamento das substancias majoritarias.

5.7.1 Isolamento da amostra 6al

A amostra 6al apresentou-se como uma mistura de um solido branco em solucéao
amarela. Foi submetida a sucessivas analises por recristalizacdo utilizando etanol a quente e
sendo observada a formacao de cristais com formato de cubos brancos a medida que a solugéo
ia sendo resfriada. Apresentou Rf = 0,57, quando eluida em CHCI3/MeOH 20:1, coloracdo
roxa bem escuro quando revelado em vanilina sulfirica, azulada quando revelado em cloreto
férrico e amarela quando em NP-PEG sendo essas cores caracteristicas de substancias
fendlicas.

Ap0s purificacdo da amostra esta apresentou massa igual a 10 mg e foi submetida a

analises por EM e RMN para possivel identificacdo da sustancia.
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Figura 58 - Cristal formado pela substancia 6al e placa de CCD eluida em CHCI:/MeOH 20:1 e revelada em
vanilina sulfirica.

5.7.2 Identificacédo da substancia 6al por EM e RMN

A amostra foi analisada por EM utilizando como fonte de ionizacdo APCI e
apresentou m/z 603 em modo positivo, e m/z 601 em modo negativo. Massa comum de

substancias isoméricas encontradas em plantas da familia Clusiaceae.

Karen 11 10 Samostras(APCI neg) #217-223 RT: 4,20-4,27 AV: 7 NL: 6,48E4
T: ITMS - ¢ APCI corona Full ms [150,00-1000,0(

a) 100 601,57
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10; 608,33

5‘85"’6'3 \7“ \‘66‘6.3‘3 703.39 ‘7‘91,50‘ §71‘,L71‘ 915:57‘ 971,?5

T T u T T T 1
400 500 600 700 800 900 1000
m/z

219,42 255,49 329,51 413,55 465,51 517.49

e T T
200 300

Karen_11_10_5amostras(APCI_pos) #277-283 RT: 5,28-5.35 AV: 7 NL: 8,99E4
b) T: ITMS + ¢ APCI corona Full ms [150,00-1000,0
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80|
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17727 23332 287,25 34328 41134 46745 s3s50 2020 | 637.40 731,62 822,00 874,67 940,54 986,10
T T T T 1
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T T T 1
200 300 400 500 600 700 800 900 1000
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Figura 59- Espectro de massas da amostra 6al na fonte APCI no modo positivo (a) e negativo (b).
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Essa massa pode ser de um dos isémeros das benzofenonas preniladas muito comuns
na familia principalmente em plantas do género Garcinia. Para continuar as analises foi

realizada também a fragmentacéo do pico em m/z 601.

ﬁen 11 10 amostra6Al #247-251 RT: 1,31-1,.38 AV: 5 NL: 5.69E3 \

T: ITMS - ¢ APClI corona Full ms2 601,00@cid2C
100-

601,49

465,55

273,38 557,47

20324 231,31 309,29 327.36 378.27 43131 o157
5 . ; T T T T

Figura 60 - Espectro de MS2 de m/z 601 da amostra 6al na fonte APCI modo negativo.

Essas sdo fragmentagfes comuns encontradas nesse tipo de substancia, principalmente
a perda de 136 unidades de massa, caracteristico de uma unidade de floroglucinol.
Entdo a amostra foi submetida a analises de RMN para possivel elucidacdo da

substancia isolada.

167
57
1

163
1
4

Mormalized |rtensity
1.69

Chemical Shift (ppm)

Figura 61 - Espectro de RMN de *H da substancia 6al solubilizada em CD;OD a 500,13 MHz.
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O espectro de RMN de *H foi analisado e pode-se notar a presenca de trés sinais com
deslocamentos referentes a regido de aromatico: 6,73 ppm (d, 8), 7,03 ppm (dd, 8;2) e 7,24 (d,
2). Apresentou também dois sinais caracteristicos de hidrogénios ligados a carbonos sp® em
cadeias abertas: 4,92 ppm (m) e 5,21 ppm (m), além de dez simpletos na regido de metilas:
0,90 ppm, 0,98 ppm, 1,15 ppm, 1,25 ppm, 1,58 ppm, 1,59 ppm, 1,64 ppm, 1,67 ppm, 1,68
ppm e 1,69 ppm.

O espectro de RMN de *C complementa as informacées obtidas no espectro de
hidrogénio apresentando sinais com deslocamentos tipicos de carbonos de um anel aromatico:
116,3 ppm, 115,78 ppm e 124,3 ppm, além de sinais de carbonos no anel aromatico ligados a
hidroxila: 146,8 ppm e 152,7 ppm. Outros sinais importantes para a elucidacdo da molécula
sd0 0s caracteristicos a presenca de trés grupos carbonila com deslocamentos de 194 ppm, 196

ppm e 208 ppm.
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Figura 62 - Espectro de RMN de **C da substancia 6a1 solubilizada em CD;0D a 125,76 MHz.

Com a analise dos mapas de correlagcdo de HSQC e HMBC foi possivel concluir as

informac0es e verificar a presenca de mais uma benzofenona prenilada.

95



/

DBAT - NIIR-575-17_KAREN 200.001 Z1r.csp
. 1 MMM

157,18.23,0.75,0

3.03,29.34,0.22 = al o o 0.96, 2713, 053

a)

4.2, 3068, 0.03,0 0
g o £
. o s g
452,266,002 261,2671,013 1.56,265,05 1.59,26.51, 017 B e
£2,3068,002 - 05,2512, 052 @ £
337 031037 I3 WA 0T g
5 £
35,5005, 006 15478903 0 2
5
o
100

673, 11578, 0.34
6731244 000  521.12301,043

e - ;
724, 116,34, 067 497, 12134, 042

752 126,42, 0.39

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 T T T T
70 65 80 55 50 45 40 35 a0 25 20 15 1.0 05 [}

F2 Chemical Shift (ppm)
D641 AMR-579-17_KAREN. 300.001 2 e5p

.Y

c - 0
) 521,181,003 492, 1852,002 118830 08,2166, 061
2.03,30.39, 015 & i 20
a o lo
° P 203, 4467, 0.0 - i ot aw e,
T91, 2877, 008 303,5288,002 ) 229 8272042 1591852 039 g 095,23:21,065 0
oo - -
[ a o -
0.98, 69.67, 0.61
E 5 5 - &0
263, 47.58,0.03 T R T 98, 47.57, 0.51
a o -
3,8862,0.03 09,8851,0.7
263,69.68, 0.08 0
o o

1.58,69.83, 0.03
244,1215,008 e 100

1.64,123.25, 0.42 1.26,66.38, 0.7
263, 12148, 0.1 : d
Rt - 168, 126.6, 0.64
263, 135.42, 0.08 - 120
o

L t .
6.73, 146.77,0.13 o o 188, 12145, 081
673, 152.74, 0.02 F 140
:*\;7 228, 13556, 0.04 168,134.19,08 TE5, 135,65, 0.09

23 17363, 041 16% 134584052 -

7.03, 152.74, 0.09
180

30317386002 535 20847, 014 703, 17279.012
] 1.03,20817,0.14

703, 19442, 0.06 o ks

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 T T
\ 7.0 65 6.0 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 05 [

Figura 63 — Mapas de correlacdo de HSQC (a) e de HMBC (b) da substancia 6al solubilizada em CDsOD.

Os dados obtidos a partir da substancia isolada foram analisados, comparados com
dados existentes na literatura e listados na tabela 15, assim, foi possivel identificar a

substancia conhecida comumente como 30-epi-cambogina (FULLER et al., 1999).
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30-epi-cambogina

30-epi-cambogina
FULLER et al., 1999

Posicdo | &y (ppm); J (Hz) dc (ppm) HMBC Su (ppm); J (Hz) | 3¢ (ppm)
1 1736 H7 173,9
2 110,2
3 196,58 196,3
4 69,6 H6, H17, H21 69,6
5 471 46,7
6 1,50 (m) 47,6 H7, H22, H23 1,50 (m) 475
7 H = 2,03 (d, 14,7) 40,21 2,02 (dd, 14.5, 7.4) 40,0

H = 2,28 (d, 14,7) 2,28 (d, 14)
8 52,8 H7, H29 52,6
9 208,1 H7, H29 208,0
10 194.4 H12, H16 194,3
11 131,74 H15 131,2
12 7,24 (d, 2) 116,3 H16 7,24 (d, 2) 116,3
13 146,85 H12, H15 146,8
14 152,7 H12, H15, H16 152,5
15 6,73 (d, 8) 115,78 6,73 (d, 8) 115,6
16 7,03 (dd, 8,3; 2) 1243 7,02 (dd, 8.2) 124.4
17 H = 2,63 (dd, 13,8) 26,7 H18 2,43 (dd, 13.5, 5) 26,5
H = 2,44 (dd, 13,4) 2,63 (13.8, 8)
18 4,92 (m) 1213 H17, H21 4,91 (m) 1211
19 135,55 H17, H21 135,3
20 1,59 (s) 26,59 H21 1,58 (s) 26,3
21 1,58 (s) 18,52 H20 1,57 (s) 18,2
22 1,15 (s) 22,9 H23 1,14 (s) 22,8
23 0,98 (s) 27,23 H22 0,98 (s) 27,0
24 H = 2,08 (m) 30,68 H7 2,12 (m) 30,5
H = 2,67 (m) 2,67 (m)
25 4,92 (m) 126,9 H6 4,91 (m) 126,2
26 1346 1335
27 1,69 (s) 26,2 H28 1,68 (s) 26,1
28 1,67 () 18,7 H27 1,66 (s) 18,5
29 H=1,03 (t, 13) 29,34 1,01 (dd, 14, 14) 29,0
H = 3,03 (dd, 14) 3,02 (dd, 14, 3)
30 1,37 (m) 447 H29, H32, H33, H34 1,36 (m) 447
31 88,3 H29, H32, H33 88,1
32 0,90 (5) 29,12 H33 0,90 (s) 29,0
33 1,25 (s) 21,72 H32 1,25 () 213
34 H=1,82 (m) 30,68 1,83 (m) 30,5
H = 2,08 (m) 2,05 (m)
35 5,21 (m) 123,01 H34, H37 5,20 (M) 122,8
36 1341 H34, H37, H38 134,6
37 1,67 (5) 26,2 H35, H38 1,78 (5) 26,1
38 1,64 (s) 18,2 H35 1,63 (s) 17,8

Tabela 15 - Dados de RMN de *H (500 MHz) e de **C (125 MHz) da 30-epi-cambogina (CD;0OD).
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Essa substancia também é bastante comum nas plantas da familia Clusiaceae, porém,

ainda ndo havia sido relatada a presenca desta em Platonia insignis.
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Figura 64 - Estrutura da 30-epi-cambogina, nome comum da substancia, que recebe o seguinte nome oficial: 2H-
4a,8-Metano-9H-cicloocta[b]piran-9,11-diona,10-(3,4-dihidroxibenzoil)-3,4,5,6,7,8-hexahidro-2,2,7,7-
tetrametil-3,6,8-tris(3-metil-2-buten-1-il)-, (3R,4aS,6R,8R)-
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Espectros de RMN ampliados referentes a substancia 30-epi-cambogina:

Homalized Intensity

1.0
093
0.8 3
E w
3 &
E - Do
U.T—E gg
06 3
: 5, |2
n=5 2-8 < -
043
03
3 -
] Mgy -
3 0o~
Eﬁ& |°‘:i o
024~ ~ =2
ENERRE |
3 I‘--I‘--L~l 5 o
01 d | o 5
] | T
E h A
B e LI L LI L L L L L L L B I L L L L L B L B T T
7.0 65 8.0 55 5.0 45 40 35 3.0 25 20 15 1.0 05 0

Chemical Shift (ppm)

Figura 65 - Espectro de RMN de *H da substancia 6al solubilizada em CD;OD a 500,13 MHz.
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Figura 66 - Ampliagao dos sinais de RMN de H da substancia 6al nas regides de 7,25 a 3,00 ppm.
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Figura 67 - Ampliacdo dos sinais de RMN de *H da substancia 6al nas regides de 2,70 a 1,80 ppm.
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Figura 68 - Ampliacdo dos sinais de RMN de 1H da substancia 6al nas regides de 1,70 a 0,90 ppm.
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Figura 70 — Mapa de correlagbes de HSQC da substéncia 6al solubilizada em CD;0D.

20

40

60

F1 Chemical Shift (ppm)

&0

100

120

140

103



168, 18.86,0.35

113, 2198, 0.05

F2 Chemical Shift (ppm)

Figura 71 - Mapa de correlagdes de HMBC da substancia 6al solubilizada em CD3;0D.

1.15,27.27,07
] 2.03,30.39, 0.15 P —
: R 3.03, 4467, 0.01 - L o8 o o %g
] ! 4'91 =TT 003 303 :233002 220 5272 012 1.58, 18‘:2039 1.03, 52.63, 0.06 . 1.02, 23.36, 0.03
] A1, N o - I‘
2&3 4r=snus 09 4474 055
o EI -
3, 86.62, 0.03 27, =2ssu11 2.03,52.72,0.04
o -
244 121.5, 0.06
253 1214301 154, 123.25,0.42 125 8838 0.77
] 573, 131.:;3, 0.16 1881266, 064
. \ 2?1 134.29, 0.02 p— ]
6.73,146.77,0.13 o 1,58, 121.45 0.8
o 1'; 263, 135.42, 0.08 1.68,134.18, 0.8 1.58, 135.55, 0.99
2.3, 17368, 0.1 164, 13464 052
7.03, 152.74, 0.08
o
3.03,173.86, 0.02 228 20817 014 22T 173.7% 01
o 1.03, 208,17, 0.14
7.03, 194.44 0.06 o o I L
242 19558, 0.06
R R e e A B e B S E R A e e e AR,
7.0 65 6.0 55 5.0 45 40 35 3.0 25 2.0 15 1.0 05

20

40

60

80

100

F1 Chemical Shift (ppm)

120
140
160
180

200

104



5.8 Isolamento da amostra 7al

A amostra 7al apresentou-se na forma de um sélido amorfo amarelo, com massa igual
a 35 mg, Rf = 0,50, quando eluida em Hex/DCM/AcOEt (2:1:7), de coloracdo alaranjada
quando revelada em vanilina sulfurica e em UV em 366 nm, uma mancha escura em UV 254
nm e coloracdo amarela em NP-PEG. Com base em informacdes obtidas na literatura essas

sdo caracteristicas de substancias fenolicas.

5.8.1 Caracterizacgao da substancia 7al por EM

A amostra foi submetida a anélises por espectrometria de massas onde foi obtido o

seguinte espectro:

DCM 6 7 #176-180 RT: 4,58-4,64 AV: 5 NL: 1,08E5
T: ITMS + ¢ APCI corona Full ms [100,00-1000,0

100

a) s0

543,28

30 417,27

603,46

103 153,22

177.24 23132 271,30 297.20 32930 369,51 391.34 | 42325 455.24 483,34 535.58 || 551.66 AL \‘h 637.47
; ; ; ; ; b ; : /

T
150 200 250 300 350 400 450 500 550 600
miz

DCM 6 7 #451-456 RT: 9,91-9,97 AV: 6 NL: 1,.86E5
T: ITMS - ¢ APCl corona Full ms [100,00-1000,0(

b) 100 541,28

415,32

10
53359 || 557,29 601,51 61748

321,41 361,57 389,39 L 447,31 481,07 515,60 .S i — I 635,51 666,83

B e e A sae nana e e e b el e

350 400 450 500 550 600 650

m/z

o

Figura 72 - Espectro de massas da amostra 7al na fonte APCI no modo positivo (a) e negativo (b).
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Pode-se observar que pico do ion molecular foi em m/z 543, no modo positivo e em
m/z 541 no modo negativo. Entdo foi realizada a fragmentacdo do pico no modo negativo

apenas, considerando que esta pode se tratar de uma substancia fenolica.

100.

a0 541,24

15130 20127 21699 25372 269.26 s00.25 sszaz_seiza 29930 \

0=y T T T T T e T .
150 260 250 360 350 400 250 560
miz

Figura 73 - Espectro de MS2 de m/z 541 da amostra 7al na fonte APCI modo negativo.

Ao serem analisadas as fragmentacGes observa-se que tanto o ion molecular em m/z
541 quanto em m/z 543 apresentam perde de 126 Da de massa que € referente a perda de
floroglucinol como pode ser observado na proposta de fragmentacéo na figura 74.

A substéncia foi submetida a analises por RMN, porém, ndo foi possivel finalizar a
elucidacao estrutural da molécula.

Contudo, observando as analises cromatograficas, os espectros de massas e 0
levantamento bibliografico realizado em relacéo aos constituintes quimicos do bacuri pode-se
sugerir que esta substancia seja um do biflavanoide morreloflavona do tipo flavanona-

(3—8”)-flavona que ja foi isolado nos extratos de bacuri.

HO OH

Figura 74 - Proposta de fragmentacdo para as morelloflavonas. Fonte: Adaptado do trabalho de BURGOS (2010)
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5.9 Isolamento da amostra 7cl

A amostra 7cl € bastante parecida com a 7al. Também se apresentou na forma de um

solido amorfo amarelo com Rf = 0,45 quando eluida em Hex:DCM:AcOEt (2:1:7), de

coloracdo alaranjada quando revelada em vanilina sulfarica e em UV 366 nm, uma mancha

escura em UV 254 nm e coloracdo amarela em NP-PEG.

5.9.1 Identificacao da substancia 7c1 por EM e RMN

A amostra foi submetida a analises por espectrometria de massas e apresentou ion

molecular em m/z 557 no modo positivo e, no modo negativo, em m/z 555, massas bem

similares as da substancia 7al.

DCM_6_7 #230-235 RT: 6,07-6,14 AV: 6

T: ITMS + ¢ APCI corona Full ms [100,00-1000,0

a) 100

431,29

495‘,36 415,35 ‘
T

NL: 9,67E4

541,26
451,44 46541 47948 493,62 507,61 533,45 L

557,31

| 579,65

603,45
L

T
400 420 440

T i T
460 480 500 520 540
miz

DCM_6_7 #534-538 RT: 11,33-11,37 AV: 5 NL: 1,04E5
T: ITMS - ¢ APCl corona Full ms [100,00-1000,0¢
429,28

b) 100

450,22

324,25
]

403,33 | | 465,41
e e R

555,25

539,59\ 601,44 665,22 709,43 755,18
T U U T T T J T T

T i
560 580

859,01
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v ey
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Ty
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T
800 900

d
1000

Figura 75 - Espectro de massas da amostra 7c1 na fonte APCI no modo positivo (a) e negativo (b).
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A fragmentacdo também foi realizada apenas no modo negativo.

7cl_frag_pos_neg #951-961 RT: 8,13-8,21 AV: 7 NL: 2,92E3
F: ITMS - ¢ APCI corona Full ms2 555,00@cid2C
100 429,20

)
o

403,28 449,26
229,19 265,31 307,38 325,32 363,39 | | 469,25 511,36 537,42
LB M e e e e e e B e e e o o At e e e R o e A
200 250 300 350 400 450 500 550

m/z

Figura 76 - Espectro de MS2 de m/z 555 da amostra 7c1 na fonte APCI modo negativo.

Pode-se observar também a perda do floroglucinol que ¢é caracteristica de
biflavonoides, menos 126 Da, representado pelo pico m/z 429 de maior abundancia.
Entdo a substancia foi submetida a analises por RMN onde se pode obter o seguinte

espectro de RMN de *H:

-~

D7C1 - NMR-573-17_KAREN.011.001.1r.esp

641

Figura 77 - Espectro de RMN de *H da substancia 7c1 solubilizada em CD;OD a 500,13 MHz.

Nos espectros de RMN foi possivel observar sinais de *H em & 5,62 (d 12 Hz), 5,74 (d

12 Hz) que séo caracteristicos de uma flavanona, assim como, sinais de 'H em & 6,41 (s)
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referentes a presenca de uma flavona em relacdo as correlagdes com os atomos de RMN de

13C.

~
/

11571

=
a
a

Mormalized rtensity

51.01

188.57

=L 5803
A

P —147.03

DAL A B BB s A s s B A L s s B A s S R R A A s s A s M AR A A B A M) s i)
200 192 184 178 168 160 152 144 136 128 120 1z 104 % 8 20 7z =) 56 48 40 32 24 18 8 ]
Chemical Shift (ppm)

Figura 78 - Espectro de **C da substancia 7c1 solubilizada em CD;0D a 125,76 MHz.

Foi possivel observar a presenca de deslocamento de **C em 6 83,7 e 82,61 e *C em §
103,3 caracteristicos de flavanona e flavona, assim também como os carbonos carbonilicos
com deslocamentos em & 197,6 e 183. Analisando os espectros bidimensionais foi possivel

elucidar a substancia.
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Figura 79 — Mapas de correla¢fes de HSQC (a) e de HMBC (b) da substancia 7c1 solubilizada em CD30D.

A amostra 7cl apresentou-se como sendo um composto de férmula molecular
C30H20011 com massa molecular de 556, sendo identificado em comparacdo com dados da
literatura como um biflavonoide do tipo flavanona-(3—8”)-flavona, conhecida como
morelloflavona. Biflavonoides sdo muito comuns em plantas da familia Cluseaceae
(BURGOS, 2010).

A andlise dos espectros de RMN foi realizada em comparagdo com dados da literatura
com o0s quais se pode confirmar que se trata de um biflavonoide conhecido como
morelloflavona, também chamado de fukugetin e, segundo a plataforma de pesquisa

SciFinder, recebe 0 nome de [3,8'-Bi-4H-1-benzopiran]-4,4'-diona, 2'-(3,4-dihidroxifenil)-2,3-
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dihidro-5,5',7,7'-tetrahidroxi-2-(4-hidroxifenil)-, (2R,3S)- (ELFITA, et al., 2009; GONTIJO et

al., 2012).
Morelloflavona — Fukugetin Morelloflavona - Fukugetin
ELFITA, etal., 2009 (a)
GONTIJO et al., 2012 (b)
Posicao Su (pPm); J (Hz) | 3¢ (ppm) HMBC Su (ppm); J (Hz) dc (ppm)
2 5,62d (12) 83,7 H2 5,89d (12,6) 82,0 (b)
3 5,74 d (12) 82,6 H6’ 4,93d (12,6) 49,9 (b)
4 197,6 H3 197,64 ()
5 102 164,82 (b)
6 5,99d (1,7) 96,3 H8 5,98 (sI) 96,51 (a)
7 164,8 H6 165,72 (a)
8 5,97 d (1,8) 97,5 H6 5,93 (sI) 97,70 ()
9 165,4 H8 162,33 (b)
10 102 103,32 (a)
K 129,5 H2’;H3’;HE’ 130,39 ()
2’ 7,06 d (8,1) 119,9 7,10d (8,1) 129,4 (a)
3 6,63d (8,1) 1154 H5’;H6’ 6,35d (8,1) 115,46 (a)
4 158 H5’;H6’ 158,4 ()
5 6,42 d (8,6) 1153 H3 6,35d (8,1) 115,46 (a)
6 7,09d (8,6) 129,4 H2 7,10d (8,1) 129,40 (a)
2” 165,6 H2"’;H3”;H6™ 166,1 (a)
3” 6,41 s 103,3 6,38 (5) 103,5 (a)
4 183 H3” 183,9 (a)
5” 159,02 162,7 (a)
6” 6,26 s 99,2 6,62 (s) 99,5 (a)
7 162,6 H6” 161,6 (a)
8” 103,8 104,1 (a)
9” 156,6 156,6 (a)
10” 104,7 H3”;H6” 106,4 (a)
1” 123,2 H3”;H5™ 123,0 (a)
27 7,34d (1,7) 114,0 H6™ 7,31 (sI) 114,3 (a)
37 147 H2’;H5™ 146,7 (a)
4 150 H2;H5"";H6™ 151,1 (a)
57 6,91d (8,6) 116,7 6,87 d (8,3) 116,8 (a)
6” 7,29d (8,6) 120,3 H2” 7,26 d (8,3) 120,8 (a)

Tabela 16 - Dados de RMN de *H (500 MHz) e **C (125 MHZ) da substancia 7c1 - morelloflavona (CD;OD).
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Os sinais de carbonos quaternarios nas posi¢cdes 10, 5” e 9” nao puderam ser
observados pelas correlagcbes do HMBC, porém, foram observados no espectro de RMN de
3C e atribuidos conforme a faixa de deslocamento caracteristico e por comparacdo com 0s

dados da literatura.

Figura 80 - Estrutura da morelloflavona ( [3,8'-Bi-4H-1-benzopiran]-4,4'-diona, 2'-(3,4-dihidroxifenil)-2,3-
dihidro-5,5',7,7'-tetrahidroxi-2-(4-hidroxifenil)-, (2R,3S)- )
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Espectros de RMN ampliados referentes a morelloflavona.
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Figura 81 - Espectro de RMN de *H da substancia 7c1 solubilizada em CD;OD a 500,13 MHz.
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Figura 82 - Ampliacéo dos sinais de RMN de *H da substancia 7c1 nas regides de 7,35 a 6,62 ppm.
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Figura 83 - Ampliacéo dos sinais de RMN de *H da substancia 7c1 nas regides de 6,43 a 5,61 ppm.
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Figura 84 - Espectro de RMN de **C da substancia 7c1 solubilizada em CD;0D a 125,76 MHz.
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5.10 Avaliacdo da atividade antiplasmodica das substancias isoladas

As substancias isoladas e as purificadas foram submetidas a avaliacdo da atividade
antimalarica utilizando a mesma metodologia citada anteriormente quando os extratos foram
testados. O calculo da concentragdo inibitoria minima destas substancias foi tabelado para

melhor visualizagdo. Como citado anteriormente, substancias com valor de CIL, abaixo de 10
pg/mL sdo consideradas como tendo boa atividade antimalarica, as que apresentam CI, entre
10 e 100 pg/mL sdo substancias com atividade moderada e, as que apresentam CI, acima de

100 pug/mL apresentam baixo potencial antiplasmodico (AMARANTE, et al., 2011).

J—— Atividade antiplasmédica
Clso (ng/mL)
HC24 — Garcinielliptona FC 38,19
7Al 2,75
7¢1 — Fukugetin (Morelloflavona) 10,48
HE129 19,82

Tabela 17 - Valores de Clsg apresentados pelas substancias isolados referentes a atividade antiplasmaédica.

Podemos observar que as substancias HC24, 7cl e HE129 apresentam atividade
antimalarica moderada tendo as substancias 7cl1 e HE129 valores muito proximos aos
considerados valores de substancias que apresentam boa atividade antiplasmodica. A
substancia 7al foi a que se destacou tendo apresentado valor de Clso muito baixo em relagéo
aos valores das outras substancias analisadas sendo considerada como tendo boa atividade
antimalarica, porém, esta substancias ndo esta isolada, como citado anteriormente, o que pode

levar a ideia de que esse valor seja na verdade referente a mistura de substancias presentes.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

O presente trabalho apresentou informacGes que confirmam e complementam as que ja
estdo relatadas na literatura sobre os residuos do fruto bacuri. Observou-se, pela analise dos
rendimentos de extratos e fracdes, que os residuos do bacuri possuem uma maior porcentagem
de substancias de baixa polaridade tendo as fracGes hexanicas representado cerca de 50% de
rendimento. Ao avaliar o perfil cromatografico por CCD e o isolamento das substancias pode-
se obter informacGes referentes as classes de substancias majoritarias nos extratos estudados,
confirmando assim, a presenca majoritaria de substancias fenolicas no bacuri.

Pela analise de dados de espectros de massa e de RMN foi possivel caracterizar e
identificar algumas substancias confirmando a presenca de esterdis comuns e substancias
fenolicas das quais a familia Clusiaceae € rica, como as benzofenonas preniladas e
biflavonoides.

Na fracdo hexanica dos extratos de cascas foi possivel confirmar a presenca de
Garcinielliptona FC, uma benzofenona prenilada ja relatada na literatura como constituinte
quimico dos extratos de bacuri. Também foi possivel verificar que na fracdo em
diclorometano das sementes estd presente mais um isdmero dessa benzofenona, a 30-epi-
cambigina, substancia que ainda ndo havia sido relatada no fruto e, considerando que as
benzofenonas sdo conhecidas na literatura como substdncias que apresentam diversas
atividades bioldgicas, sugere-se que seria interessante dar continuidade aos estudos voltados
para isolamento, identificacdo e quantificacdo de benzofenonas preniladas nos residuos desse
fruto.

Em relacdo as atividades bioldgicas testadas pode-se verificar um destaque para os
resultados da atividade antiplasmodica considerando que as substancias isoladas e fragdes
com substancias purificadas apresentaram bons valores no célculo da concentracdo inibitoria

minima.
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