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RESUMO

Os residuos de frutos amazonicos sdo fontes promissoras de constituintes quimicos e
metabdlitos que sao responsaveis por diversas atividades bioldgicas. Muitas dessas substancias
sdo capazes de inibir o crescimento de microorganismos causadores de doencas infecciosas.
Dentre esses frutiferos, o piquid (Caryocar villosum) é um fruto nativo da Floresta amazonica,
uma espécie pertencente a familia Caryocaraceae, bastante apreciado por sua polpa carnosa e
6tima qualidade de sua madeira. Estudos recentes descrevem substancias bioativas em extratos
etanolicos e hidroalcoolicos de cascas e sementes que possuem atividades antioxidantes,
enzimaticas e capacidade fotoprotetora. O presente trabalho estudou a composicao quimica dos
extratos bioativos de cascas e sementes de piquia. Apos limpeza, secagem e trituracdo, as cascas
e sementes pulverizadas foram extraidas por maceracdo e Soxhlet com etanol e,
comparativamente, com solventes de polaridade crescente (hexano, acetato de etila e metanol).
Os extratos etanolicos foram submetidos a particéo liquido-liquido com hexano, diclorometano,
acetato de etila e metanol. Todos os extratos e fra¢cdes foram submetidos a testes na Fiocruz
para avaliacdo da atividade antibacteriana pela técnica de difusdo em &gar contra bactérias
Gram positivas e negativas e para avaliacdo antiplasmadica por citometria de fluxo. Em testes
de atividade biologica, a fracdo FASP mostrou-se moderadamente ativa frente as bactérias
Staphylococcus aureus (12 mm), Staphylococcus aureus resistente a meticilina (12 mm) e
Shigella flexneri (15 mm), enquanto que as amostras FHCP, EMCP, EMSP e EECP
apresentaram baixa atividade frente & bactéria Shigella flexneri com halos de inibi¢cdo 11 mm,
11 mm, 10 mm e 9 mm, respectivamente. Na avaliacdo antiplasmodica apenas o extrato EACP
apresentou inibicdo significativa do parasita Plasmodium falciparum, com porcentagem de
inibigdo parasitaria acima de 60% em todas as concentragfes testadas. O estudo fitoquimico
das amostras bioativas foi realizado por técnicas cromatograficas e a identificacdo das
substancias foi realizada por técnicas espectrométricas e espectroscopicas. Nas analises por
cromatografia em camada delgada (CCD) das amostras, observou-se bandas com coloragéo
caracteristica de compostos fenolicos, flavonoides, saponinas e terpenos. A amostra FHCP foi
analisada por CCD e fracionada por cromatografia em coluna flash, uma das fracdes foi
identificada como mistura dos fitoesterdis pB-sitosterol e estigmasterol pelas analises
espectrométricas em comparacdo dos dados com a literatura. Dados cromatograficos,
espectroscopicos e espectrométricos da fracdo FASP e dos extratos EMCP/EMSP/EACP em
comparagdo com os dados literarios permitiram identificar a presenca de derivados de acidos
galico e elagico e podem ser os principais compostos responsaveis pela bioatividade dos
extratos e fragdes do fruto.

Palavras-chave: Caryocar villosum, atividade antibacteriana, atividade antiplasmddica,
citotoxicidade, &cidos fendlicos.
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ABSTRACT

The amazonian fruit residues are promising sources of chemical and metabolites constituents
that are responsible for various biological activities. Many of these substances are able to inhibit
the growth of microorganisms that cause infectious diseases. Among these fruits, the piquia
(Caryocar villosum) is a native fruit of the Amazonian Forest, a species belonging to the family
Caryocaraceae, much appreciated for its pulpy flesh and excellent quality of its wood. Recent
studies describe bioactive substances in ethanolic and hydroalcoholic extracts of bark and seeds
that have antioxidant, enzymatic and photoprotective properties. The present work studied the
chemical composition of the bioactive extracts of peels and seeds of piquié. After cleaning,
drying and grinding, the peels and pulverized seeds were extracted by maceration and Soxhlet
with ethanol and, comparatively, with increasing polarity solvents (hexane, ethyl acetate and
methanol). The ethanolic extracts were submitted to the liquid-liquid partition with hexane,
dichloromethane, ethyl acetate and methanol. All the extracts and fractions were submitted to
tests in Fiocruz to evaluate the antibacterial activity by agar diffusion technique against Gram
positive and negative bacteria and for antiplasmodial evaluation by flow cytometry. In
biological activity tests, the FASP fraction was moderately active against the bacteria
Staphylococcus aureus (12 mm), methicillin resistant Staphylococcus aureus (12 mm) and
Shigella flexneri (15 mm), while the FHCP, EMCP, EMSP and EECP samples showed low
activity against the bacterium Shigella flexneri with inhibition halos 11 mm, 11 mm, 10 mm
and 9 mm, respectively. In the antiplasmodial evaluation only the EACP extract showed
significant inhibition of the parasite Plasmodium falciparum, with a percentage of parasite
inhibition above 60% in all concentrations tested. The phytochemical study of the bioactive
samples was performed by chromatographic techniques and the identification of the substances
was performed by spectroscopic and spectroscopic techniques. In the thin layer
chromatography (TLC) analyzes of the samples, bands with characteristic coloration of
phenolic compounds, flavonoids, saponins and terpenes were observed. The FHCP sample was
analyzed by TLC and fractionated by flash column chromatography, one of the fractions was
identified as a mixture of the phytosterols B-sitosterol and stigmasterol by the spectrometric
analyzes in comparison of the data with the literature. Chromatographic, spectroscopic and
spectrometric data of the FASP fraction and the EMCP / EMSP / EACP extracts compared to
the literature data allowed to identify the presence of gallic and ellagic acid derivatives and may
be the main compounds responsible for the bioactivity of extracts and fractions of the fruit.

Keywords: Caryocar villosum, antibacterial activity, antiplasmodial activity, cytotoxicity,
phenolic acids.
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1. INTRODUCAO

A resisténcia de microorganismos aos antimicrobianos vem crescendo diariamente
preocupando o quadro clinico de muitas doengas infecciosas, considerado um dos principais
problemas de salde mundial. Existem varios estudos com o uso de produtos naturais como
matéria-prima para sintese de diferentes substancias antimicrobianas para tratamento dessas
doencas. As plantas, como produtos naturais, possuem vias metabdlicas secundérias que dao
origem a diversas classes como alcaloides, flavonoides, isoflavonoides, taninos, cumarinas,
glicosideos, terpenos e poliacetilenos que podem ser especificos de determinadas familias,
géneros ou espécies (Simdes et al., 2007).

As frutas amazonicas, como, por exemplo, o0 cupuagu, tucuma, agai, buriti e bacuri,
apresentam grande potencial para producdo dos mais variados tipos de alimentos, tendo
excelentes caracteristicas de aroma, sabor e textura, que sdo resultantes da presenca de
substancias quimicas. E esses constituintes se concentram majoritariamente nas cascas e
sementes, que sdo descartadas durante o beneficiamento destas frutas e os quais poderiam ser
utilizados para minimizar o desperdicio de alimentos, beneficiando o homem e o meio ambiente
(Kobori e Jorge, 2005).

O grupo de pesquisas Q-BiomA (Quimica de Biomoléculas da Amazbdnia) vem
desenvolvendo estudos no Laboratério de Produtos Naturais da Universidade Federal do
Amazonas (UFAM), visando a investigacdo de residuos de frutos amaz6nicos como fontes de
substancias quimicas e biologicamente ativas para fins biotecnoldgicos e farmacolégicos. Em
trabalhos realizados por Pereira (2015), prop6s-se a prospeccéo, identificacdo e extracdo de
substratos dos residuos de 17 espécies frutiferas amazdnicas com interesses comerciais. Em
seus resultados, os extratos de cascas e sementes de piquia destacaram-se pela presenca de

compostos fendlicos e flavonoidicos propiciando resultados positivos para atividades
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antioxidantes por DPPH e inibitdria das enzimas digestivas lipase, a-amilase e a-glucosidase,
possibilitando um amplo campo de pesquisa.

Esses resultados motivaram os estudos realizados por Yamaguchi (2015), com o
intuito de caracterizar os compostos fenolicos dos residuos de frutos amazonicos e avaliar 0 uso
dos mesmos no ambito biotecnoldgico. A analise dos extratos de cascas e sementes de piquia
demonstraram que os extratos etanolicos e hidroalcodlicos do fruto apresentaram melhores
percentuais de substancias fendlicas e flavonoidicas, e os melhores resultados para capacidade
fotoprotetora, bem como um destaque maior aos extratos etanolicos de casca de piquid por
apresentar uma capacidade de inibi¢do do descoramento do - caroteno, atividade antioxidante,
maior que de outras dezoito amostras analisadas no projeto.

Estudos realizados por Bastos (2015) descreveram a avaliacdo da atividade
antimicrobiana de 25 espécies de plantas da Regido Amazonica, incluindo os extratos etanolicos
e hidroalcodlicos de piquid obtidos no projeto anterior citado (Yamaguchi, 2015), que
apresentaram excelentes resultados frente a bactérias Gram-positivas e negativas, como
Streptococcus pyogenis, Salmonella choleraesuis e Salmonella arizonae, mostrando que
extratos deste fruto sdo ricos em substancias quimicas capazes de inibir o crescimento de
microorganismos.

O bom desempenho das pesquisas preliminares realizadas no grupo de pesquisas Q-
biomA e os resultados antimicrobianos relatados para os extratos de piquia demonstram a
necessidade de avancgos na investigacao quimica desses compostos bioativos presentes no fruto.
Portanto, o presente trabalho visa estudar a composicdo quimica de extratos e fragbes de

sementes e cascas de piquia bioativos em ensaios de atividade antibacteriana e antiplasmaodica.
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2. OBJETIVOS

2.1. Geral

Contribuir para o conhecimento da composicdo quimica e aatividade bioldgica dos

extratos bioativos de sementes e cascas de piquia (Caryocar villosum (Aubl.) Pers.)

2.2. Especificos

*

o
*

X/
L X4

X/
L X4

o0

Estudar o perfil cromatografico dos extratos.

Utilizar técnicas cromatograficas para realizar fracionamento bioguiado.

Identificar as substancias de interesse por técnicas espectroscopicas e
espectrométricas.

Avaliar as atividades antibacteriana e antiplasmddica dos extratos e fracGes.
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3. REVISAO DA LITERATURA

3.1. Residuos de frutos amazoénicos como fonte de substancias bioativas

A floresta amazonica apresenta grande diversidade e riqueza de seus frutos. Estima-se
que sdo aproximadamente 220 espécies de frutiferos comestiveis, representando cerca de 44%
da diversidade frutifera brasileira. Essas frutas podem ser consideradas excelentes fontes de
macro e micronutrientes, valorizadas no contexto atual como alimentos saudaveis ou alimentos
naturais e sdo comumente usadas pela populacdo para fins terapéuticos e alimenticios (Neves
etal., 2012).

A alta ingestdo destes frutos tem sido associada a baixa incidéncia de doencas
degenerativas. Este efeito esta associado ndo apenas a presenca de antioxidantes como as
vitaminas A, C e E, mas também a outras substancias naturais, como carotenoides, flavonoides
e outros compostos fendlicos, que mostram capacidade de eliminacdo de radicais livres (Barreto
et al., 2009).

O consumo e despolpamento desses frutos geram uma quantidade relevante de
residuos organicos que sdo descartados aleatoriamente causando problemas ambientais. Porém,
segundo Demajorivic (1995) esses residuos solidos diferenciam-se do termo lixo pois
apresentam valores nutricionais e econdémicos que podem ser reaproveitados no préprio
processo produtivo.

Estudos tém demonstrado uma ampla utilizacdo desses residuos organicos, cascas e
sementes, que podem ser reaproveitados para fins biotecnoldgicos e agroindustriais como, por
exemplo, em produgdo de adubos, ragdes, barras de cereais, biocombustiveis, enzimas
microbianas e como alimentos para ruminantes (Santos et al., 2014; Miller et al., 2013; Silva et

al., 2009; Barbosa et al., 2009; Nascimento et al., 2017; Giordani Junior et al., 2014).
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Na literatura ha relatos de varias substancias bioativas encontradas em residuos de
frutos amazbnicos que estdo relacionadas as atividades farmacoldgicas. Dentre elas,
Yamaguchi e colaboradores (2014) descrevem a presenga de constituintes quimicos nos
residuos de bacuri (Platonia insignis), nas cascas foram detectados biflavonoides e grande
quantidade de pectina, nas sementes detectou-se diterpenos de esqueletos caurano e labdano,
xantonas, alcoois e acidos graxos, substancias associadas as atividades antibacteriana, anti-
inflamatoria e antiparasitaria. Souza (2014) descreve o elevado potencial antioxidante de acai
(Euterpe oleracea), tucuma (Astrocaryum aculeatum) e castanha (Bertholletia Excelsa) que se
deve a alta concentracdo de polifendis, as antocianinas presentes nas sementes de acai, 0s
carotenoides nas cascas de tucuma e os tocoferdis nos residuos da castanha. Segundo Yang et
al. (2003), as sementes de cupuacu (Theobroma grandiflorum) apresentam alto potencial
antioxidante pois sdo fontes de compostos fendlicos como catequina, quercetina, caempferol,

entre outros.

3.2. Avaliacdo da atividade antimicrobiana e antimalérica.

Devido a variedade da flora amazdnica com potenciais substancias bioativas, varias
pesquisas estdo voltadas para o estudo e a avaliacdo de produtos naturais com propriedades
farmacoldgicas, no intuito de descobrir compostos candidatos que apresentem atividade
antimicrobiana e possivel desenvolvimento de novas drogas (Duarte et al., 2006).

A atividade antimicrobiana de extratos vegetais geralmente é avaliada por meio da
determinacdo de uma pequena quantidade da substancia necessaria para inibir o crescimento do
microrganismo-teste; esse valor é conhecido como Concentracdo Inibitéria Minima (CIM)
(Ostrosky et al., 2008).

Os metodos de rastreio atualmente disponiveis para a deteccdo da atividade

antimicrobiana de produtos naturais se dividem em trés grupos: os métodos bioautografico,
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difusdo e diluicdo. Os métodos de bioautografia e difusdo sdo conhecidos como técnicas
qualitativas, em vez que estes métodos s6 fornecem uma ideia da presenca ou auséncia de
substancias com atividade antimicrobiana. Por outro lado, métodos de diluicdo sdo
considerados ensaios quantitativos, uma vez que é possivel determinar a concentracéo inibitoria
minima (Valgas et al., 2007).

O método de difusdo é uma técnica que ndo requer dispersdo homogénea em agua,
chamado de método de &gar usando um disco, furo ou cilindro como reservatério. O
reservatorio que contém a amostra a ser testada e colocado em contato com um meio inoculado
e, apds incubacdo, o diametro da zona clara em torno do reservatdrio (diametro de inibicdo) é
medida. Este método foi originalmente concebido para monitorar a quantidade de substancias
antibidticas no extrato bruto. A fim de diminuir o limite de detecgdo, o sistema inoculado pode
ser mantido a uma baixa temperatura antes de incubacéo, o que favorece a difusdo através do
meio de cultura, o que aumenta o didmetro de inibicao (Rios et al., 1988).

A avaliacdo da atividade antimal&rica de produtos naturais, em geral, é feita por testes
in vitro e in vivo, que sdo complementares. No primeiro caso, empregam-se animais na
experimentacao, enquanto que o segundo € realizado em culturas de Plasmodium falciparum,
um dos agentes causadores da malaria, sendo isento de risco ao paciente nos tipos de ensaios
(Nogueira e Rosario, 2010).

Os testes de sensibilidade do plasmaédio as drogas consistem na medicao do efeito das
drogas sobre o crescimento e o desenvolvimento dos parasitas. O sistema de monitoramento de
sensibilidade ndo sofre influencias confusas de fatores relacionados ao hospedeiro, como a
imunidade do hospedeiro e a farmacocinética do medicamento (Chaijaroenkul et al., 2005).

Um meétodo para testar extratos que podem ser toxicos para plasmddio utiliza
microorganismos radiomarcados em um ensaio de infeccdo de eritrocitos com pratos de

microtitulacdo. Os eritrocitos parasitizados sdo incubados com e sem substancias de teste, e 0
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numero de organismos de Plasmodium apos o periodo de incubagéo é quantificado (Cowan et
al., 1999).

Os produtos naturais apresentam uma grande diversidade molecular para descoberta e
desenvolvimento de drogas. Uma das estratégias para obtencdo de novas substancias lideres
consiste no isolamento guiado por bioatividade na qual ensaios biol6gicos ou farmacoldgicos
sdo utilizados para identificar extratos e suas fragdes ativas e dirigir os estudos fitoquimicos por

técnicas cromatograficas, espectrométricas e espectroscépicas (Pieters e Vlietinck, 2005).

3.3. Técnicas cromatogréficas

As técnicas cromatograficas permitem separar, caracterizar e purificar compostos de
determinado extrato ou fracdo. Podem ser utilizadas para a identificacdo de compostos, por
comparagdo com padrdes previamente existentes, para a purificagdo de compostos, separando-
se as substancias indesejaveis e para a separacdo dos componentes de uma mistura. A
cromatografia trata—se de um método fisico-quimico de separacdo dos componentes,
empregando duas fases imisciveis: a fase movel e a fase estacionaria. Durante a passagem da
fase movel pela fase estacionéria, a separacdo resulta da migracéo diferencial dos componentes
da mistura.

A fase estacionéria pode ser empregada em superficie planar ou disposta em um tubo
cilindrico, dessa forma, a cromatografia pode ser subdividida em cromatografia em camada

delgada e cromatografia em coluna (Collins, 1997).

3.3.1. Cromatografia em camada delgada (CCD)
A cromatografia em camada delgada trata-se de uma técnica cromatografica simples e
econdmica afim de uma separacgéo rapida e com identificagao visual. Este método consiste na

separacdo de componentes de uma mistura sélido-liquido, onde a fase movel liquida migra
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sobre a camada delgada de adsorvente retido em uma superficie plana (fase estacionaria/solido).
Como fase estacionaria, a silica é o adsorvente mais empregado na separacdo de compostos
lipofilicos, aldeidos, cetonas, alcaloides, fendis, acidos graxos, aminoacidos, terpenoides e
esteroides (Collins, 1997).

O parédmetro mais importante a ser considerado em CCD é o fator de retencédo (Rf), o
qual é a razdo entre a distancia percorrida pela substancia em questdo e a distancia percorrida

pela fase movel (Figura 1). Os valores ideais para Rf estdo entre 0,4 e 0,6 (Degani et al., 1998).

"""""""""" < Linha de cheaada do solvente

o} [»]
; Rf= ds (distancia da substincia)

- dy, (distancia da fase mével)
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l » Ponto de anlicacdo da amostra
A S )

Nivel maximo de solvente

Figura 1. Esquema de uma placa cromatogréafica. Fonte: Degani et al. (1998)

A CCD pode ser usada tanto na escala analitica quanto na preparativa. Placas analiticas
usualmente tém 10 cm x 2,5 cm e preparativas 20 cm x 20 cm. Podem ser preparadas sobre
placas de vidro, com espessura de 3 a4 mm ou encontra-las pre-fabricadas, as quais apresentam
a fase estacionéria depositada sobre uma lamina de material plastico ou de aluminio, sendo
estas de maior eficiéncia (Degani et al., 1998).

Para analisar o resultado e o desempenho da separacdo alcancado pelo sistema faz-se
necessaria a revelacdo das manchas por processos destruitivos (reagentes ou solucdes que
causam oxidacao dos compostos) e/ou processos nao destruitivos (cAmaras de luz ultravioleta)
(Jork et al., 1990).

A revelacdo de compostos fendlicos em CCD pode ser realizada utilizando uma

mistura aquosa fresca de 1% de ferricianeto de potassio e 1% de cloreto férrico, os fendis
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simples apresentam colorac¢des verde intenso, roxo, azul ou preto. Também sdo detectados em
reagentes como vanilina — HCI ou vanilina — H2SO4 revelando uma gama de cores cor-de-rosa
com resorcinol e derivados de floroglucinol. Os taninos podem ser detectados em luz
ultravioleta curta como manchas violetas escuras (Harborne, 1984).

A separacdo de saponinas por CCD podem ser aplicadas em gel de silica em solventes
como acetona — hexano (4:1), cloroférmio-acetato de etila (1:1), entre outros. Nas placas sao
detectadas como mancha rosa a purpura quando pulverizadas com cloreto de antimdnio em HCI
concentrado e aquecimento a 110 °C durante 10 min (Harborne, 1984). Quando reveladas com
0 reagente Vanilina — H>SO4 apresentam-se com manchas azuis, azul-violeta e as vezes

vermelhas ou amarelo-castanhas no visivel (Schenkel et al., 2004).

3.3.2. Cromatografia liquida (CL)

A cromatografia liquida pode ser dividida em dois grupos: a cromatografia liquida
classica, que utiliza colunas em tubos de vidro e sob pressdo atmosférica, por forca da gravidade
e a cromatografia liquida de alta eficiéncia, que utiliza colunas cilindricas de aco com

microparticulas e por bombas de alta pressao (Collins, 1997).

3.3.2.1. Cromatografia liquida em coluna (CC)

A cromatografia liquida em coluna é uma das técnicas mais utilizadas para a separacao
ou isolamento de constituintes de extratos vegetais, pois utiliza colunas de tipos e tamanhos
diferentes, possibilitando um amplo sistema de fases estacionarias e méveis.

A coluna cromatografica é constituida por um tubo de vidro, em posicdo vertical, a
extremidade superior é aberta e a inferior é afilada terminando numa torneira, que permitira o
controle da vazdo da fase movel (Collins, 1997). A escolha do eluente segue os principios
discutidos em CCD. Se, por exemplo, a amostra é constituida por duas substancias, uma apolar

e outra polar, utiliza-se primeiramente um eluente apolar e em seguida um eluente polar. O
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volume das fragcBes a serem recolhidas é funcdo da quantidade de amostra e do grau de
dificuldade da separacédo (Degani et al., 1998).

A cromatografia flash é um tipo de cromatografia de coluna que fornece um método
répido e barato para a separacdo preparativa de misturas que requerem apenas uma resolugéo
moderada. Além da coluna de vidro, é empregada uma valvula para controle de fluxo de ar de
média pressao.

Resumidamente, o procedimento para a coluna flash consiste em: 1) Escolha do
melhor sistema de eluicdo; 2) Preenchimento da coluna com silica de gel de silica, 40 a 63 um,
a seco ocupando 5 a 6 polegadas; 3) Introducéo do solvente e em seguida do ar de média pressédo
para empurrar todo o ar do solvente; 4) Aplicacdo da amostra e reaplicacdo dos eluentes com

taxa de fluxo de 2 in/min (Still et al., 1978).

3.3.2.2. Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

A cromatografia liquida de alta eficiéncia possui a instrumentacdo mais moderna que
as empregadas em cromatografia liquida classica. A principal diferenca é a utilizacao de colunas
com microparticulas esféricas e por serem menos permeaveis tornou-se necessaria a utilizacédo
de bombas para eluicdo da fase movel. Possui a capacidade de separar e analisar grande
quantidade de compostos presentes em varias amostras, em curto tempo, com alta resolucao,
eficiéncia e sensibilidade (Lancas, 2009).

A CLAE ¢ uma técnica moderna que utiliza instrumentos sofisticados que podem ser
totalmente automatizados (Figura 2). E um tipo de cromatografia liquida que emprega pequenas
colunas, recheadas com materiais preparados e uma fase mével que é eluida sob pressdo por
bombas. Existem uma gama de detectores mas a luz ultravioleta UV-VIS é o mais utilizado. Os

registros de dados sdao obtidos por computador. Esses dados geram cromatogramas,
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representacfes graficas da separacdo referida por meio de picos correspondendo cada

componente quimico (Collins, 1997).

- Coluna cromatogriéfica =
tH m - -
[, N X
Dados
‘ . Injecdo da
‘-{TJ amostra Residuos
Fase ‘*” lil ]
mdvel Ty Detector
Bomba —

Figura 2. Esquema basico de um equipamento de CLAE.

As fases moveis utilizadas em CLAE devem possuir alto grau de pureza e estar livres
de oxigénio ou outros gases dissolvidos, sendo filtradas e desgaseificadas antes do uso. Na
cromatografia em fase normal, a fase estacionaria € mais polar que a fase movel, e em fase
reversa, a fase movel é mais polar. Separag6es analiticas sdo predominantemente realizadas em
fase reversa, sendo a fase C18 (octadecilsilica) a mais usada (Degani et al., 1998).

As analises podem ser realizadas em escala analitica quando se pretende conhecer o
perfil cromatografico da amostra ou em escala preparativa que permite o isolamento dos
compostos quimicos. A escolha do mecanismo de separacdo depende da natureza, peso
molecular e das interacdes entre soluto e as fases estacionaria e mével.

Para avaliacdo e otimizacdo da separacdo sd0 necessarios ajustes nos parametros
cromatograficos em busca da resolucao necessaria. A resolucdo mede a qualidade da separagao
e pode ser melhorada aperfeicoando os parametros de fator de retencdo, eficiéncia e seletividade
(Cass e Degani, 2001).

O cromatografo liquido combinado a um espectrémetro de massas (CL/EM) melhora

a performance das duas técnicas sem afetar as caracteristicas de cada instrumento. CL/EM é
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uma técnica hifenada eficaz para um rastreio rapido de misturas na qual os dados de absorcéao
de luz obtidos e as massas sdo informacGes importantes para a possivel identificagdo da
estrutura (Chiaradia et al., 2008).

As formas de ionizagdo mais utilizadas no acoplamento CL/MS, as quais operam a
pressdo atmosférica sdao: Electrospray (ESI, “Electrospray lonization”) > Ionizagdo Quimica a
Pressdo Atmosférica (APCI, “Atmospheric Pressure Chemical Ionization”) > Ionizagdo por

Fotons & Pressdo Atmosférica (“Atmospheric Pressure Photon Ionization™) (Lancas, 2009).

3.4. Técnicas espectroscdpicas
3.4.1. Espectroscopia de ultravioleta (UV)

Muitas moléculas organicas e grupos funcionais sdo visiveis nas porcdes de um
espectro eletromagnético nas regides de ultravioleta (UV) e visivel (VIS), que sdo regides com
comprimento de ondas entre 190 nm e 800 nm. Consequentemente, a utilizacdo da absorcédo
espectroscépica é limitada pelo alcance dos comprimentos de ondas.

Um espectroscopico UV-VIS consiste de uma fonte de luz, um monocromador e um
detector. A fonte de luz é usualmente uma lampada de deutério que emite radiacdo
eletromagnética na regido ultravioleta de um espectro e uma segunda fonte de luz, uma lampada
de tungsténio, que é usada para comprimentos de onda na regido visivel de um espectro. O
monocromador é uma rede de difracdo, sua funcdo é difundir o feixe de luz para dentro do
comprimento de onda dos componentes. O detector é geralmente um tubo fotomultiplicador,
em instrumentos modernos sdo usados detectores de diodos posicionados lado a lado num
cristal de silicio (Pavia et al., 2009).

O espectro de absorcdo no ultravioleta é importante para revelar a presenca de certos
grupos funcionais e a posic¢ao dos substituintes existentes no esqueleto da molécula. A maioria

dos compostos fenolicos (e especialmente os flavonoides) pode ser detectada em
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cromatogramas por suas cores ou fluorescéncias a luz UV, as cores sendo intensificadas ou
alteradas queimando os papéis com vapor de amdnia. Os pigmentos fendlicos sdo visivelmente
coloridos e s@o assim particularmente facilmente monitorizados durante o seu isolamento e
purificacdo. Os compostos fendlicos sdo todos arométicos, de modo que todos eles mostram
intensa absorcdo na regidao UV do espectro. Os fendis absorvem no UV curto e podem ser
detectados a luz no comprimento de onda 253 nm como pontos absorventes escuros em placas
que se espalham com gel de silica contendo o indicador fluorescente (Harborne, 1984).

Todos os flavonoides causam extingéo da fluorescéncia em UV - 254 nm e dependendo
do tipo estrutural apresentam coloragdo amarelo-escuro, verde ou azul, que pode ser
intensificada com o uso de reveladores (Wagner e Bladt, 1995). Os espectros de carotenoides
sdo bastante caracteristicos entre 400 a 500 nm, com um pico majoritario cerca de 450 nm e

dois picos minoritarios (Harborne, 1984).

3.4.2. Espectroscopia em infravermelho (1V)

Esta técnica permite indicar a existéncia de insaturacfes de sistemas aromaéticos e de
bandas caracteristicas dos grupos funcionais especificos na molécula. A obtencdo de um
espectro igual ao do padrédo possibilita confirmar o tipo de estrutura do composto em analise
(Cunha e Roque, 2005a).

A radiacdo infravermelha corresponde aproximadamente a parte do espectro
eletromagnético situado entre as regides do visivel e das micro-ondas. A porcdo de maior
utilidade para a quimica organica esta situada entre 4000 cm™ e 400 cm™ (Silverstein et al.,
2007). Compostos aromaticos séo detectados com intensidade forte em uma frequéncia de 3150
— 3050 cm?; fenodis apresentam bandas de estiramento entre 3400 e 3300 cm™.

De acordo com Harborne (1984), a espectroscopia IV ndo é muito atil para
identificacdo de carotenoides, mas avaliada para deteccdo de certas caracteristicas estruturais,

como grupos ceto- ou acetilénicos em alguns pigmentos.
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3.4.3. Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

A Ressonancia magnética nuclear (RMN) é uma técnica valiosa para a determinacéao
do esqueleto da estrutura de compostos organicos. Para obtencao dos espectros de ressonancia,
submete-se a amostra a um campo magnético externo, de forma que os ndcleos com nimero de
massa impar entram em ressonancia com a radiofrequéncia aplicada, absorvendo energia
eletromagnética em frequéncias caracteristicas para cada nucleo, de acordo com a sua
vizinhanga quimica (Simdes et al., 2007).

Os espectros de RMN de hidrogénio e carbono 13 sdo os mais utilizados e sua
interpretacdo permite caracterizar o numero e o tipo de atomos de H e C, em funcdo da
localizacdo e do desdobramento dos sinais correspondentes a absor¢do de energia
eletromagnética (Simdes et al., 2007).

Para interpretacdo dos espectros de RMN de H ¢é importante considerar trés aspectos
dos espectros: 1) deslocamento quimico (&) — localizagdo dos sinais no eixo X, indicando a
presenca de nucleo em um ambiente magnético diferente; 2) area do pico — a area sob cada sinal
é proporcional ao nimero de atomos de H (integracdo); 3) desdobramento de sinal — efeito sob
os hidrogénios equivalentes produzindo um sinal com picos multiplos (acoplamento)
(Solomons e Fryhle., 2011).

Nos espectros de RMN os hidrogénios em grupos metilas (hidrocarbonetos saturados
ou aliféaticos) apresentam deslocamentos quimicos em 0,7 — 1,3 ppm, frequéncia mais baixa em
relacdo aos préotons metilénicos (1,2 — 1,4 ppm) e os hidrogénios metinicos com deslocamentos
quimicos em 1,4 — 1,7 ppm. Os hidrogénios de grupos aromaticos possuem 2 tipos
caracteristicos: hidrogénios de anel aromaticos, deslocamento alto proximo de 6,5 — 8,0 ppm e
hidrogénios benzilicos apresentam deslocamento quimico entre 2,3 — 2,7 ppm (Pavia et al.,

2009).
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Nos espectros de RMN de 3C n3o existe desdobramento de sinais, cada atomo de
carbono Unico produz apenas um pico. Atomos de carbonos de hidrocarbonetos s&o blindados
do campo magnético e os sinais aparecem em campo alto (menor ppm), enquanto que 0s &tomos
de carbonos ligados aos grupos eletronegativos, grupo hidroxila sdo desblindados e os sinais
aparecem em campo baixo (maior ppm), por exemplo, 0s grupos aromaticos apresentam
deslocamentos quimicos entre 110 — 175 ppm. A Figura 3 mostra as faixas aproximadas de

deslocamentos quimicos para diferentes carbonos substituidos (Pavia et al., 2009).
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Figura 3. Faixas de deslocamentos quimicos aproximados de RMN de *3C. Fonte: Pavia et al. (2009)

3.5. Técnicas espectrométricas

Espectrometria de Massas (EM) € uma técnica fisico-quimica que fornece indicagoes
sobre a massa molecular e o padrdo de fragmentacdo que podem contribuir para a localizagao
de certos grupos funcionais e cadeias laterais (Cunha e Roque, 2005a).

Um espectro de massa em conjunto com outras técnicas permite a identificacdo de
estruturas de compostos organicos. Atualmente o uso dessas técnicas acopladas as

cromatografias modernas, permitem analises mais eficientes e rapidas.
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A instrumentacdo de um espectrémetro de massas € formada por quatro componentes:
entrada da amostra, tipo de ionizacdo, método de separacdo de ions e o detector. A amostra é
introduzida na fonte de ions, onde o composto € ionizado, os ions sdo separados na base da
razao massa/carga e o numero de ions que corresponde a cada “unidade” de massa/carga ¢é
registrado em um sistema de dados e os dados sdo fornecidos na forma de um espectro de massa
(Figura 4) (Silverstein et al., 2007).
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Figura 4. Esquema da instrumentacdo bésica de um espectrdmetro de massas. Fonte: Lancas (2009)

As fontes de ionizacdo utilizadas e disponiveis no Bloco da Central Analitica da
UFAM sdo: lonizagdo por Eletrospray (ESI) e lonizacdo Quimica a Pressdo Atmosférica
(APCI), as quais operam a pressao atmosférica.

A fonte de ionizacdo por eletrospray (ESI) exerce melhor desempenho no acoplamento
cromatografia liquida e espectrometria de massa (CL-EM). O processo de ioniza¢ao ocorre em
pressdo atmosférica. A amostra € dissolvida em um solvente, usualmente, ndo polar, e
pressurizada em um tubo capilar feito de ago inox, ao qual é aplicada uma voltagem tipicamente
entre 3.000 e 5.000 V. Como resultado, o liquido emerge do capilar a pressdo atmosferica, na

forma de um aerossol. As goticulas formadas perdem sucessivamente o solvente (sé@o
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dessolvatadas) e os ions fluem para o espectrometro de massas induzidos pelos efeitos da
atracdo eletrostatica e pelo vacuo (Langas, 2009). E uma técnica ideal para analises de
moléculas polares e com massa molecular grande, mas ndo se limita ao estudo de grandes
biomoléculas, pois moléculas pequenas com peso molecular na faixa de 100-1500 podem ser
estudadas por ESI-MS (Pavia et al., 2009).

Outra fonte de ioniza¢do muito utilizada é a ionizacdo quimica a pressao atmosférica
(APCI), empregada na analise de moléculas ndo polares e/ou mais volateis, as quais ndo
apresentam as caracteristicas desejaveis para serem convertidas em ions na fase gasosa a partir
de uma fase condensada — como um liquido em HPLC. Na técnica APCI, os analitos
provenientes da coluna de cromatografia liquida sdo introduzidos na sonda cuja extremidade €
circundada por um sistema de aquecimento e dentro da qual um gés adicional passa
continuamente para volatilizar a amostra e solvente. Proximo a sonda, é instalada uma agulha
metalica, denominada de eletrodo de descarga tipo corona, que, submetido a um potencial de
alguns milhares de volts, provocara o aparecimento do denominado efeito corona. Utilizando-
se uma interface do tipo APCI, pode-se operar tanto no modo positivo, quanto no modo
negativo. O sucesso do processo dependera basicamente da afinidade protbnica do analito

(Lancas, 2009).

3.6. Metabdlitos vegetais

As plantas e microorganismos apresentam um arsenal metabélico (enzimas, coenzimas
e organelas) capaz de produzir, transformar e acumular inimeras outras substancias, ndo
necessariamente relacionadas diretamente a manutencéo da vida do organismo produtor, todo
esse conjunto € chamado de metabolito secundario. O aparecimento desses metabolitos
biologicamente ativos na natureza é determinado por necessidades ecoldgicas e possibilidades

biossintéticas, sendo que a co-evolugdo de plantas e microorganismos conduz a sintese de
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metabolitos vegetais como funcdes de defesa ou atracdo. Por serem fatores de interacdo entre
organismos, apresentam atividade bioldgicas interessantes (Simdes et al., 2007).

Os blocos de construgdo para os metabdlitos secundarios ndo ocorrem de um mesmo
produtor. Uma parte da via biossintética é derivada de metabdlitos primarios a partir dos
intermediarios acetil-coenzima A (acetil-coA), acido chiquimico, acido meval6nico e fosfato
deoxixilulose (Dewick, 2002). O esquema do ciclo biossintético dos metabdlitos vegetais pode

ser observado na Figura 5.

Glicose
| I?olissacarideos
|\Heterosideos
Acido chiquimico \/ Aceti‘l CoA
Triptofano ~ Fenilalaning/  Acido Ciclodo4cido  Via Condensagdo
tirosina galico citrico mevalonato
Tani ‘ . Acidos graxos
Alcaloides hid arll_lnps . Isoprendides Acetogeninas
inddlicos e idrolisavets ) Ornitina Policetideos
quinolinicos Antraquinonas lisina
_Flav0n0|des Terpenoides e
Taninos condensados esterdis
Protoalcaloides Acido cinamico Alcaloides
alcaloides pirrolidinicos,
isoquinolinicos e tropanicos,

benzilisoquinolinicos pirrolizidinicos,
piperidinicos e

quinolizidinicos

Fenilpropandides

Lignanas e
lignanas
cumarinas

Figura 5. Vias biossintéticas dos metabélitos secundarios. Fonte: Simdes et al. (2007)

3.6.1. Principais classes quimicas presentes nas espécies de Caryocar.

3.6.1.1. Compostos fendlicos

Os compostos fendlicos englobam uma vasta diversidade de substancias vegetais das

quais possuem em comum um anel aromatico possuindo um ou mais substituintes hidroxilas.
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Alguns compostos fendlicos ndo se apresentam em forma livre nos tecidos vegetais. Sdo aqueles
presentes sob a forma de polimeros, na qual estdo os taninos e as ligninas. Essas substancias
tendem a ser solUveis em agua, ja que ocorrem mais frequentemente combinado com aclcar
(glicosideos) e sdo geralmente localizadas no vacuolo celular (Harborne, 1984).

Os compostos fendlicos podem ser classificados de acordo com o tipo de esqueleto
principal (Quadro 1), onde C6 corresponde ao anel benzénico e CX a cadeia substituinte com
X atomos de carbono e também podem ser classificados de acordo com a ocorréncia desses
compostos no reino vegetal, podendo ser divididos em compostos amplamente distribuidos e

compostos fenolicos de distribuicdo restrita (Carvalho et al., 2004).

Esqueleto basico Classe de substancias fenolicas
C6 fenois simples, benzoquinonas
C6-C1 acidos fenolicos
C6-C2 acetofenonas e acidos fenilacéticos
C6_C3 fenilpropandides, acidos cinamicos e compostos analogos,
fenilpropenos, cumarinas, isocumarinas e cromonas.
C6-C4 Naftoquinonas
C6-Cl1-Co6 Xantonas
C6-C2-C6 estilbenos, antraquinonas
C6-C3-C6 flavonoides e isoflavonoides
(C6 - C3)2 Lignanas
(C6 - C3-C6): Diflavonoides
(C6)n melaninas vegetais
(C6 —C3)n Ligninas
(C6 - C1)n taninos hidrolisaveis
(C6 —C3-C6)n taninos condensados

Quadro 1. Classificacdo dos compostos fendlicos com base no esqueleto basico. Fonte: Carvalho et al. (2004)

Os compostos fendlicos estdo amplamente distribuidos no reino vegetal e nos
microorganismos. Em plantas, sdo essenciais no crescimento e reproducdo, além de atuarem
como agentes antipatogénicos e contribuirem na pigmentacdo. Em alimentos, sdo responsaveis

pela cor, adstringéncia, aroma e estabilidade oxidativa. Além desses compostos, especialmente
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os flavonoides, as vitaminas C e E e os carotenoides sao bons antioxidantes, capazes de absorver
radicais livres e inibir a cadeia de iniciag&o ou interromper a cadeia de propagacao das reac6es
de oxidagéo, sendo muito eficientes na prevencgéo de autoxidacdo (Angelo e Jorge, 2007).

No processo bioquimico da planta, fendis de plantas possuem capacidade de complexar
com proteina por ligacdo. Quando os constituintes das células da planta se renem e as
membranas sdo destruidas durante os procedimentos de isolamento, os fendis rapidamente
formam complexos com a proteina e como resultado muitas vezes ha inibicdo da atividade
enzimatica em extratos de plantas brutas. Por outro lado, os fendis sdo muito susceptiveis a
oxidacdo enzimética e a substancia fenolica pode ser perdida durante os procedimentos de
isolamento, devido & acdo de enzimas fenolases especificas presentes em todas as plantas
(Harborne, 1984).

A origem biossintética dos compostos fendlicos deriva de duas vias metabdlicas: a via
do chiquimato e a via do acetato. A via do acido chiquimato tem origem neste acido, cuja
biossintese se faz a partir da condensacao do fosfoenolpiruvato com a 4-fosfo-eritose. Do acido
chiquimico originam-se &cidos aromaticos (fenilalanina e tirosina), que cuja desaminagao
forma o &cido cindmico e seus derivados. A via do acetato origina acidos B-policetometilénicos
de comprimento variavel, que por ciclizacdo via condensacdo aldélica ou reacdo de Claisen

formam compostos fenolicos (Cunha e Roque, 2005b).

3.6.1.1.1. Acidos fenélicos

Os acidos fendlicos caracterizam-se por terem um anel benzénico, um grupamento
carboxilico e um ou mais grupamentos de hidroxila e/ou metoxila na molécula, conferindo
propriedades antioxidantes para os vegetais (Angelo e Jorge, 2007). A atividade antioxidante

esta relacionada com a posi¢do dos grupos hidroxilas e também com a proximidade do grupo —
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CO2H em relagédo ao grupo fenil. Quanto mais préximo esse grupo estiver do grupo fenil, maior

sera a capacidade antioxidante do grupo hidroxila na posicdo meta (Silva et al., 2010).

Os acidos fenolicos consistem em dois grupos, derivados do acido hidroxibenzoico e

derivados do acido hidroxicinamico. Os acidos hidroxibenzoicos incluem os acidos galico, p-

hidroxibenzoico, o-hidroxibenzoico (salicilico), protocatecuico, vanilico e siringico (Figura 6),

que tém estrutura comum, C6 — C1 e sdo encontrados em morango, uva, laranja, liméo e

tangerina (Angelo e Jorge, 2007).

OH

COOH

HO @COOH

Acido p-hidroxibenzoico Acido o-hidroxibenzoico

HO H5CO
HO COOH HO COOH
HO H5CO
Acido galico Acido siringico

HO COOH

HO

Acido protocatéquico

HO COOH

H,CO

Acido vanilico

Figura 6. Estruturas de acidos fendlicos derivados do &cido benzoico. Fonte: Carvalho et al. (2004).

Os acidos fendlicos derivados dos acidos hidroxicindmicos sao compostos aromaticos

com trés carbonos que formam uma cadeia lateral (C6 — C3), como os acidos caféico, ferulico,

p-cumarico e sinapico (Figura 7), sendo 0s mais comuns que estdo presentes em alimentos como

maca, péra, cereja e damasco (Angelo e Jorge, 2007).
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R R R’
Acido p-cumarico H H
HO Acido caféico OH H
\ COOH Acido fertlico OCH H
R’ Acido sinapico OCHs OCHs

Figura 7. Estruturas de acidos fendlicos derivados do acido hidroxicinamico. Fonte: Carvalho et al. (2004).

3.6.1.1.2. Flavonoides

Os flavonoides compreendem um grupo de compostos fendlicos amplamente
distribuidos nas frutas e nas plantas, apresentando-se sob muitas variagbes como flavondis,
flavonas, isoflavonoides, flavanonas, antocianos e chalconas. Suas principais fontes sao: café,
cebola, macd, uva, cerveja, vinho tinto e especialmente cha preto, que contém sobretudo
catequinas em sua composicdo (Silva et al., 2010). Os flavonoides de origem natural
apresentam-se oxigenados ou conjugados com acgucares, chamados de heterosideos. Quando
esta conjugacao se liga por intermédio de uma hidroxila denomina-se O - heterosideo e quando
a ligacéo ocorre com um atomo de carbono denomina-se C — heterosideo. Quando 0 composto
encontra-se sem agucar é chamado de aglicona ou genina, sendo denominado de forma livre
(Zuanazzi e Montanha, 2004).

Os flavonoides sdo compostos com baixo peso molecular, consistindo em 15 atomos
de carbono em seu nucleo fundamental, organizados na configuragcdo C6 — C3 — C6. A estrutura
quimica dos flavonoides consiste em dois anéis aromaticos, denominados anéis A e B, unidos
por trés carbonos que formam um anel heterociclico, denominado anel C (Figura 8) (Angelo e

Jorge, 2007).
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| |
Figura 8. Estrutura basica dos flavonoides. Fonte: Angelo e Jorge (2007).

O anel aromatico A é derivado do ciclo acetato/malonato, enquanto o anel B é derivado
da fenilalanina. Variagbes em substituicdo do anel C padrao resultam em importantes classes
de flavonoides, como flavondis, flavonas, flavanonas, flavanois (ou catequinas), isoflavonas e
antocianidinas. Substituicdes dos anéis A e B originam diferentes compostos dentro de cada
classe de flavonoides. Estas substituicdes podem incluir oxigenacdo, alquilacao, glicosilacéo,

acilacéo e sulfonacédo (Angelo e Jorge, 2007).

3.6.1.2. Carotenoides

Carotenoides, sdo tetraterpenoides amplamente distribuidos que compreendem o0s
pigmentos lipossollveis e sdo encontrados em todos os tipos de plantas, em bactérias simples e
compdsitos de flor amarela. Em plantas, carotenoides possuem duas principais fungdes: como
pigmentos fotoprotetores na fotossintese e como corantes em flores e frutos. Nas flores,
aparecem na maior parte como cores amarelas e quando nas frutas, podem igualmente ser
laranja ou vermelho (Harborne, 1984).

Esses compostos existentes nos legumes e frutos possuem grande capacidade de fixar
oxigénio durante os processos fotoquimicos e agem como antioxidantes exercendo acéo
preventiva sobre as afec¢Oes degenerativas.

Estruturalmente podem ser aciclicos (licopeno) ou possuirem ciclos com 5 ou 6
membros nas extremidades de uma cadeia carbonada (y e f-caroteno, denominado pré-vitamina

A) (Cunha e Roque, 2005d).



41

Os carotenoides podem ser divididos em dois grandes grupos: (a) carotenos ou
carotenoides hidrocarbonetos: compostos apenas de carbono e hidrogénio (ex. o e B-caroteno e
licopeno) e (b) xantofilas: que sdo derivados oxigenados dos carotenos e contém pelo menos
uma funcdo hidroxi, ceto, epdxi, metoxi ou acido carboxilico (ex. luteina, zeaxantina e

astaxantina) (Silva et al., 2010).

&\Am

[B-caroteno

HO

HO

18
I

Licopeno

Figura 9. Estruturas de alguns carotenoides encontrados nas plantas. Fonte: Silva et al. (2010).

3.6.1.3. Saponinas

As saponinas sdo metabdlitos secundarios amplamente distribuidos no reino vegetal.

Elas agem como uma barreira quimica ou escudo no sistema de defesa da planta para combater
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patdgenos e herbivoros. A descoberta de atividades bioldgicas de saponinas ndo se limita apenas
aos usos tradicionais, mas também em aplicacdes farmacéuticas. Foram encontradas saponinas
possuindo propriedades farmacéuticas de agentes hemoliticos, moluscicidas, antiinflamatérios,
antifungicos ou antienvelhecimento, antibacterianos ou antimicrobianos, antiparasitarios,
antitumorais e antivirais (Cheok et al., 2014).

Saponinas sdo glicosideos de esteroides ou de triterpenos com elevada massa
molecular (600 a 2000) que possuem a caracteristica de reduzir a tensdo superficial da agua, o
que explica a sua acdo emulsificante, detergente e a sua elevada toxicidade para 0s peixes.
Estruturalmente possui uma parte lipofilica (esteroides) e outra parte hidrofilica (agUcares). Em
modo geral, ocorrem em forma de complexos sendo dificeis em processos de isolamento e
elucidacdo estrutural (Cunha e Roque, 2005¢). O comportamento anfifilico e a capacidade de
formar complexos com esteroides, proteinas e fosfolipidios determinam a variedade de
propriedades bioldgicas para essas substancias, destacando-se pela sua a¢do sobre membranas
celulares, alterando a permeabilidade, ou causando sua destruicdo (Schenkel et al., 2004).

A formacgdo de espumas persistentes durante a extragdo de plantas ou durante a
concentracdo de extratos de plantas é caracteristico de saponinas. De fato, se grande quantidade
de saponina ocorre numa planta, é dificil concentrar com éxito extratos alcodlicos aquosos,
mesmo quando se utiliza um evaporador rotativo (Harborne, 1984).

As saponinas podem ser classificadas de acordo com o ndcleo fundamental da aglicona
ou ainda, pelo seu carater acido, basico ou neutro. Assim, quanto a aglicona, podem ser
classificadas em saponinas esteroidais e saponinas triterpénicas (Figura 10). O carater &cido é
explicado pela presenca de um grupo carboxilico na aglicona e/ou na cadeia de agucares. O
carater béasico deriva da presenca de uma amina secundaria ou terciaria como os glicosideos

nitrogenados esteroidais (Schenkel et al., 2004).
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Estrutura tipo p-amirina: Estrutura tipo a-amirina:
acido oleanélico R1 =R, = H acido ursélico Ry =R, = H

lupeol

Figura 10. Ndcleos mais usuais das saponinas triterpénicas. Fonte: Schenkel et al. (2004).

3.7.  Familia Caryocaraceae

Caryocaraceae ¢ uma familia boténica exclusivamente neotropical, composta por 25
espécies distribuidas entre os géneros Caryocar e Anthodiscus, ocorrendo comumente nas
Guianas e na Bacia Amazénica (Figura 11). O género Caryocar ocorre na Amazonia Central
enquanto Anthodiscus se restringe a parte norte da Amazoénia (nas Guianas, Venezuela), a
regido andina da Venezuela, Colémbia e Peru, e a Mata Atlantica da Bahia (Prance & Silva,

1999).
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Figura 11. Mapa de distribui¢do da familia Caryocaraceae.
Fonte: www.mobot.org

O género Caryocar possui 0 nome derivado do grego karyon (noz) e do latim caro
(carne), em referéncia ao fruto carnoso. Esse género é constituido por 16 espécies e sdo muito

bem estudados, especialmente porque eles sdo boas fontes de 6leos e madeira, este Gltimo sendo
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de boa qualidade devido a sua dureza, resisténcia a umidade e aos ataques de insetos (Prance &
Silva, 1999). As sementes e 0 mesocarpo interno produzem um 6leo que se diz ser excelente
para cozinhar e usar como um substituto para a manteiga. Devido a riqueza de sua polpa em
sabor, vitaminas, 6leos e proteinas, o fruto € comumente usado para saborear arroz, frango e
doces caseiros. A polpa também é usada para fazer um licor alcodlico e as frutas ndo adequadas
para cozinhar sdo matérias-primas para fabricacdo de sabonetes caseiros (Aradjo, 1995).

As espécies do género Caryocar e Anthodiscus sdo listadas no Quadro 2. Em Manaus,
trés espécies do género estdo localizadas na Reserva Ducke: Caryocar glabrum, Caryocar

villosum e Caryocar pallidum (Prance & Silva, 1999).

Caryocar Anthodiscus
Caryocar amygdaliferum Mutis Anthodiscus amazonicus Gleason
Caryocar amygdaliforme G. Don. | Anthodiscus chocoensis Prance
Caryocar brasiliense Camb. Anthodiscus fragrans Sleumer
Caryocar coriaceum Wittm. Anthodiscus klugii Standl.
Caryocar costaricense J. D. Smith | Anthodiscus montanus Gleason
Caryocar cuneatum Wittm. Anthodiscus obovatus Benth.
Caryocar dentatum Gleason Anthodiscus peruanus Baill.
Caryocar edule Casar Anthodiscus pilosus Ducke
Caryocar glabrum (Aubl.) Pers Anthodiscus trifoliatus G. Mey.

Caryocar gracile Wittm
Caryocar harlingii Prance
Caryocar microcarpum Ducke
Caryocar montanum Prance
Caryocar nuciferum L
Caryocar pallidum A. C. Smith

Caryocar villosum Pers.
Quadro 2. Espécies dos géneros Caryocar e Anthodiscus. Fonte: Ascari et al. (2013).

Na literatura existem varios trabalhos com as espécies do género Caryocar visando o
estudo quimico e bioldgico. A seguir, sdo citadas algumas dessas referéncias.

Os frutos do género Caryocar sao considerados fontes de 6leos vegetais pois possuem
alta concentracdo de lipideos. Os trabalhos de Costa e colaboradores (2011) com 6leo da polpa

de Caryocar coriaceum mostraram a composicdo de acidos predominantes na fragdo lipidica
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como oleico, palmitico, heptadecendico, linoleico e esteérico. O acido oleico, encontrado em
varios 6leos e muito predominante na composic¢éo lipidica das espécies de Caryocar, mostrou
uma atividade anticancer interessante, demonstrado por si sé ou combinado com trastuzumab,
anticorpos monoclonais utilizados no tratamento contra linhas celulares do cancer de mama.
Ensaios antibacterianos in vitro demonstraram que o 6leo de polpa de C. coriaceum pode atuar
como um inibidor do crescimento contra quase todas as bactérias testadas, com excecéo de K.
pneumonia e E. coli. Os melhores resultados foram obtidos contra S. choleraesuis e S. aureus,
com halos de inibicdo de 15 e 13 mm, respectivamente, o primeiro também representando a
menor percentagem para concentracao inibitéria minima (CIM) com 1,25%.

Estudos realizados por Araruna e colaboradores (2013) descrevem a composicao e
identificacdo quimica de compostos fendlicos de extrato hidroalcodlico (EH) e fragdo
metandlica (FM) das folhas de Caryocar coriaceum e avaliagdo das atividades antimicrobianas
e modulatdrias. A andlise qualitativa revela a presenca de classes de metabdlitos como taninos
hidrolisaveis e pirogalicos, compostos fenolicos e flavonoides (flavonas, flavonois e xantonas).
A quantificacdo dos compostos fenolicos por CLAE-DAD demonstrou a presenca de acido
galico (EH: 19.0 £ 0.15 mg/g, FM: 11.2 + 0.34 mg/qg), acido clorogénico (EH: 31.4 £ 0.26 mg/g,
FM: 56.8 + 0.16 mg/g), &cido cafeico (EH: 18.7 + 1.02 mg/g, FM: 7.5 £ 0.09 mg/qg), rutina (EH:
68.1 + 0.04 mg/g, FM: 32.5 + 0.05 mg/g) e quercetina (EH: 26.9 £ 0.17 mg/g, FM: 18.5 + 0.03
mg/g). As amostras demonstraram uma CIM > 1024 ug/mL contra todas as cepas bacterianas
e flngicas, ndo demonstrando atividade antimicrobiana clinicamente relevante. Contudo, o
extrato e a fracdo mostraram um efeito modulador antibi6tico quando combinados com o0s
aminoglicésideos utilizados.

Macedo et al. (2011) relata em seus estudos a caracteriza¢do quimica da polpa de pequi
(Caryocar brasiliense Camb.) mostrando a seguinte composi¢édo nutricional: 27,70% de amido,

21,38% de proteinas, 19,70% de fibras, 3,82% de cinzas, 3,60% de lipideos e 16,97% de
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umidade. Enquanto na améndoa contém principalmente proteinas (64,41%) e umidade
(16,50%).

Pesquisas sobre 0s constituintes volateis de pequi (Caryocar brasiliense) por Maia et
al. (2008), reportaram uma mistura de esteres carboxilicos, &cidos graxos saturados,
hidrocarbonetos e terpenos de cadeia longa saturada. Os componentes essenciais para 0 aroma
do pequi sdo: o hexanoato de etila (52,9%), octanoato de etila (4,6%), alcool tetra-
hidrofurfurilico (4,3%), butanoato de etila (4,1%), palmitato de butila (3,7%), estearato de
isobutila (2,6%) e &cido 3-metilvalérico (2,6%).

Em estudos realizados por Bezerra et al. (2002), o extrato etandlico bruto a partir de
cascas e folhas da arvore de Caryocar brasiliense apresentou atividade tdxica contra
Biomphalaria glabrata, hospedeiro intermediario do Schistosoma mansoni, o agente causador
da esquistossomose. Na concentracdo de 100 ppm, de ambos 0s extratos etandlicos de cascas e
folhas apresentaram elevada toxicidade contra B. glabrata, atingindo 90% de mortalidade ap6s
48 horas. A uma concentracdo mais baixa (50 ppm), observou-se uma diminuicdo drastica da
toxicidade de folhas, apresentando 20% de mortalidade e os extratos de cascas mataram apenas
10% dos parasitas ao fim de 48 horas.

Em outros estudos, os extratos hidroalcodlicos de folhas de C. brasiliense foram
testados contra promastigotas de L. amazonenses, algumas bactérias patogénicas e espécies de
fungos e, também foi investigada a atividade antioxidante. Os extratos inibiram a proliferacdo
de forma promastigotas de L. amazonenses, apresentando um efeito significativamente superior
para o efeito mostrado por glucantime (antimoniato de meglumina), um medicamento utilizado
para tratamento de leishmaniose. A melhor atividade bactericida foi observada contra a
Pseudomonas aeruginosa (1,5 x 10% pg/mL) e Staphylococcus aureus (2,0 x 10% pg/mL). A

atividade antioxidante do extrato apresentou bons resultados, os valores na concentragédo de 1,0
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mg/mL foram muito préximos dos apresentados pela vitamina C e rutina, considerados 6timos
antioxidantes (Paula-Junior et al., 2006).

As folhas de Caryocar microcarpum apresentaram atividade repelente/toxicidade
contra formigas cortantes conhecidas por causar danos extensivos as culturas tropicais. Essas
folhas também sdo usadas pelos indios do noroeste da Amaz6nia como veneno de peixe. Esta
aplicacdo esté relacionada a presenca de taninos e saponinas nesta parte da planta (Kawanishi

& Raffauf, 1986).

3.8. Piquié (Caryocar villosum)

Caryocar villosum é uma espécie nativa da Regido Amazo6nica, comumente conhecido
como piquid, uma palavra indigena originaria do tupi que significa “casca espinhosa”. Possui
como sinonimias: Caryocar butyrosum (Aubl.) Willd., Caryocar villosum var. aesculifolium
Wittm., Caryocar villosum var. macrophyllum Wittm., Pekea butyrosa Aubl. e Pekea villosa
(Aubl.) Poir (Rabelo, 2012).

E uma é&rvore que néo tolera sombra, ndo se regenera facilmente na sombra, mas em
pleno sol cresce rapidamente, o que é comum entre as arvores emergentes. Sua polinizagdo é
feita por morcegos. De acordo com Shanley e Medina (2005), um piquiazeiro ndo produz frutos
todos os anos. Algumas arvores “descansam’ em um ano e produzem no outro, producdo bienal.
Em Manaus e Belém, a floragdo ocorre durante julho a novembro e a frutificagdo ocorre 6 a 8
meses depois, nos meses de margo a maio (Clement, 2000).

A espécie possui ocorréncia na Amazonia brasileira e Guiana Francesa, sobretudo em
florestas de terra firme, sobre solos argilosos bem drenados em ecossistemas de plato e vertente.
As arvores de Caryocar villosum séo de grande porte atingindo 40 a 50 m de altura. Possuem
caule cilindrico, sendo alongado em florestas fechadas e curtos em areas de insolagdo intensa.

A copa da arvore possui ramificagfes espalhadas com folhagens abundantes e agrupadas no
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apice dos ramos. As flores sdo amarelas, bissexuais, actinomorfas, estames numerosos, conados

na base formando um anel, anteras rimosas (Rabelo, 2012 e Prance & Silva, 1999).

Figura 12. Arvore, folha e fruto da espécie Caryocar villosum. Fonte: Maciel, K. M.

Segundo Shanley et al. (1998), quando as folhas do topo da arvore estdo verdes, 0s
frutos ainda ndo estdo maduros. O fruto cai da arvore quando maduro, devendo ser coletado
diretamente do ch&o e ser processado rapidamente para evitar rancidez, devido ao seu alto
conteldo em dleo.

Seus frutos sdo comestiveis, elipsdide a oblongo-globosa, com endocarpo lenhoso,
frequentemente com espinhos proeminentes (Prance & Silva, 1999). Possuem o formato quase
redondo, do tamanho em média de uma laranja constituido por 1 a 3 bagas reunidas sob a mesma
casca parda, carnuda, espessa e muito rica em taninos. A casca adere fortemente as bagas, mas
quando amadurecem soltam-se facilmente. Essas bagas sdo constituidas por um caro¢o muito
maduro recoberto por uma camada de 3 a 5 mm de espessura com uma polpa amarela muito
doce e perfumada, o endocarpo, constituido por uma grande quantidade de espinhos finos e

duros (Pesce, 2009). Essas caracteristicas do fruto podem ser observadas na Figura 13.
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Figura 13. Fruto piquia inteiro e suas partes internas. Fonte: Maciel, K. M.

O piquia quando fresco possui 0 peso médio de 280 g, composto por 65% de casca
fina e cor cinza amarronzada (epicarpo), 11% de uma polpa amarela moderadamente grossa
(0,5 a 2 cm) oleosa e densa (mesocarpo) e 24% de uma semente dura e espinhosa, contendo
espinhos curtos (0,5 a 1,5 cm) localizados na camada interna envolvendo a castanha (Clement,
2000).

A polpa tem 72% de 6leo, 3% de proteina, 14% de fibras e 11% de outros carboidratos.
A améndoa descascada contém 70,4% de 6leo (16,7% do carogo); 6leo branco e meio solido
(Pesce, 2009). O piquia é uma excelente fonte de calorias e energia. Os animais que comem as
flores também aproveitam os nutrientes do piquid. As flores sdo compostas de 71% de
carboidratos, 8% de proteinas e 3% de gorduras (Shanley & Medina, 2005).

O piquia tem diversos usos, dentre eles: alimento humano, cosmético, curtume,

saboaria, medicinal, tinturaria e outros que sdo citados no quadro 3.
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Z‘f‘;rt]‘:ada Utilidades
Flores Atracdo odorifera para animais de caga.
Madeira Matéria-prima para constru¢cfes navais e Civis.
Oleo Alimentacao: Fritura de peixes.

Cosmeéticos: fabricacdo de cremes faciais.
Casca do fruto | Preparacdo de tinta para escrever e tingir.

Polpa do fruto Alimentacdo: consumida cozida com &gua e sal e preparo de licor.

Améndoa Alimentacao: Cortada e consumida pela populacao.

Quadro 3. Utilidades de algumas partes da arvore e do fruto de piquia. Fonte: Shanley & Medina (2005) e
Suganuma e Viana (2011).

Na medicina, o fruto piquia é usado como antiinflamatério e contra afec¢des no figado.
E uma espécie que contém alto contedido de vitamina A e compostos fenélicos e flavonoides
totais, possuindo um grande potencial antioxidante o que ajuda a prevenir e curar desordens dos
6rgdos (Suganuma e Viana, 2011).

Estudos bioldgicos incluiram efeitos antigenotoxicos, capacidade sequestrante de
espécies reativas de oxigénio e nitrogénio, propriedades antifungicas contra fungos cutaneos e
atividade antiinflamatoria in vivo tépica. Em geral, o perfil quimico do piquia apresenta altos
niveis de compostos bioativos e possui forte potencial biotecnologico para as industrias

alimenticias, farmacéuticas e cosméticas.

3.9. Estudos quimicos e bioldgicos de Caryocar villosum

Um estudo realizado por Marx e colaboradores (1997) relataram a composicéo
quimica da polpa do fruto piquid (Caryocar villosum), mostrando baixo teor de dgua e um
elevado teor de lipideos na matéria seca, composto majoritariamente pelos acidos palmitico
(33,50 g/100 g) e oleico (29,50 g/100 g) (Figura 14). Além desses, foram relatados a presenca
de outros compostos quantificados como os carboidratos: glucose (0,92 g/100 g), sacarose (0,79

g/100 g) e frutose (0,26 g/100 g); os minerais: célcio (83,00 g/100 g), magnésio (52,00 g/100
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g), fosforo (41,00 g/100 g), selénio (0,70 g/100 g); os esteroides: 7,25-stigmastadienol (195,75
mg/100 g), B-sitosterol (129,70 mg/100 g) e stigmasterol (80,20 mg/100 g); amino&cidos livres:
asparagina (18,16 mg/100 g), acido y-aminobutirico (17,84 mg/100 g) e alanina (17,20 mg/100
g), e alguns compostos volateis como o (E)-nerolidol (19,75 mg/100 g), 2-heptanona (19,30

mg/100 g), B-bisaboleno (18,7 mg/100 g) e furfural (14,62 mg/100 g).

HAC OH

acido palmitico O
C16H320, = 256,42 g/mol

OH
ch/\/\/\/\z/\/\/\/W

acido oleico O
C1sH340, = 282,46 g/mol

Figura 14. Estruturas quimicas dos acidos majoritarios presentes na polpa de piquid. Fonte: Marx et al. (1997).

O isolamento, elucidacdo estrutural de saponinas triterpénicas e toxicidade dos
extratos metanolicos de cascas e polpas de piquiéd coletadas em Belém foram estudados por
Magid et al. (2006a). As andlises por CLAE analitico mostraram que os perfis cromatograficos
dos extratos metandlicos de cascas e polpas sdo qualitativamente semelhantes, mas
quantitativamente diferentes, com quantidades elevadas de cariocarosideos presentes na polpa,
como (1) éster 3-O-4-D-galactopiranosil-(1—3)g-D- glucopiranosiduronato metil -2f- acido
hidroxioleanolico —28-O-p-D-glucopiranosil (cariocarosideo 1V-10), (2) éster 3-O-$-D-
xilopiranosil-  (1—3)p-D- galactopiranosil-  (1—3)4-D-glucuronopiranosil-25-  &cido
hidroxioleanolico — 28-O-$-D-glucopiranosil (cariocarosideo 1V-17), (3) ester 3-O-p-D-
galactopiranosil-(1—3)p-D-glucuronopiranosil-24-  &cido  hidroxioleandlico—28-O-$-D-

glucopiranosil (cariocarosideo 1V-9) (Figura 15), entre outros.
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Figura 15. Estruturas de cariocarosideos encontrados no extrato metanélico de polpa de piquia. Fonte: Magid et al.
(2006a).

Neste mesmo trabalho, os extratos metandlicos de cascas foram submetidos a colunas
cromatograficas utilizando gel de silica normal e em fase reversa, e cromatografia de CLAE
semi-preparativo para obtencdo de uma fragéo rica em saponinas. Esse procedimento conduziu
ao isolamento de 24 saponinas triterpénicas, sendo identificadas 10 saponinas ja conhecidas e
14 novos cariocarosideos, agliconas como hederageninas (4), baiogeninas (5) (Figura 16). A
identificacdo de &cido oleandlico, hederageninas e baiogeninas por CCD foi eluida em CHCls:
MeOH (98:2). Nos testes de toxicidade, os extratos metandlicos de polpa e cascas foram
avaliados no ensaio com crustaceo salina (Artemia salina) e os dois extratos apresentaram boa
atividade. A polpa com CLso de 100 pg/mL foi mais toxica que o extrato da casca (500 pg/mL).
A fragdo de saponina da casca mostrou 17% de morte em uma concentragdo de 10 pg/mL e
também foi mais ativa que os extratos em metanol. Esta toxicidade revela os frutos como
potenciais agentes pesticidas e antitumorais e explica o uso tradicional como veneno de peixe.
No teste antimicrobiano pelo método de difusdo em &gar, os compostos ndo inibiram o

crescimento das bactérias numa concentragdo de 50 pg contra Escherichia coli, Staphylococcus
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aureus, Pseudomonas aeruginosa, Mycobacterium smegmatis e Enterococcus faecalis (Magid

et al.,2006a).

R1 R R R4
4 H H Xyl-  Glc-
5 OH H Xyl-  Gle-

Figura 16. Estruturas de agliconas hederageninas (6) e baiogeninas (7) encontradas na fracdo do extrato
metandlico de cascas de piquia. Fonte: Magid et al. (2006a).

Em outro trabalho realizado pelo mesmo grupo com 0S mesmos processos de
isolamento foram identificadas sete saponinas do extrato metandlico da casca do caule de
piquid, sendo cinco novos compostos e dois ja conhecidos (Figura 17). A fracdo de saponina
oriunda do extrato metandlico da casca do caule de C. villosum foi purificada usando uma
combinacdo de cromatografia em coluna sobre gel de silica e RP-18 com eluigdo gradiente
CHCI3 — MeOH — H20 (95:5:0 — 60:40:7), e finalmente por CLAE semi-preparativo. E ap0s
hidrolise acida desta fragdo foram produzidas dois agliconas identificadas como hederageninas
e baiogeninas por cromatografia em camada delgada (CCD) comparativa com amostras padroes
e confirmacdo estrutural por analises nos espectros de RMN uni e bidimensional. Também
reportaram a avaliacdo da atividade lipolitica ex vivo usando um explante do tecido adiposo
humano, a inibi¢do da atividade DOPA-oxidase de duas saponinas (2 e 3) mas ndo houve

observagdo da atividade lipolitica numa dose de 100 pg/mL e nem observagdo de qualquer

inibicdo da atividade da DOPA-oxidase numa dose de 50 ug/mL. Porém, os dois compostos
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exibiram atividade citotéxica moderada in vitro contra células de queratindcitos humanos com

uma CLso de 23 (2) e 20,9 uM (3) (Magid et al., 2006b.)

RED 0 -
OH ‘CH,0H
R1 R2 Rs
1 H H H

HO  OH
OH
HO (x,o‘ Ho OH
5 H N °
OH HO
HyC 70"
He OH
HO oOH

Figura 17. Estruturas quimicas de saponinas triterpénicas encontradas na casca do caule de piquia.
Fonte: Magid et al. (2006b).

Estudos realizados por Magid et al. (2008) relataram o isolamento de sete novos
glicosideos fendlicos das cascas do caule de Caryocar glabrum e Caryocar villosum. O extrato
metandlico de casca de caule de C. villosum foi submetido a uma separa¢éo cromatografica em

uma coluna cromatogréafica liquida a vacuo (CLV) em RP-18 eluida com MeOH - H,O (4:6,
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6:4, 8:2 e 10:0). Uma das fracdes obtidas foi submetida a CC sucessivas em gel de silica eluida
com CHC13 contendo quantidades crescentes de MeOH e as fragdes eluidas com CHCI3-MeOH
(8:2 e 7:3) foram entéo purificadas por CLAE semi-preparativa levando ao isolamento de dois
glicosideos fendlicos: (1) acido 3-O-metil-4'-(3"-O-acetil)-a-L-ramnopiranosil elagico e (2)
acido 3-O-metil-4'-(4"-O-acetil)-a-L-ramnopiranosil elagico (Figura 18). A identificacdo péde

ser confirmada pela combinagéo dos dados dos espectros de EM e RMN.

Rq R,
1 CHsCcO H
2 H CHsCO

Figura 18. Estruturas de glicosideos fendlicos encontrados nas fragdes do extrato metandlico de cascas de
caule de piquid. Fonte: Magid et al. (2008).

A identificacdo de fenolicos glicosilados e saponinas triterpénicas (aglcares como
ramnose e glucose) em extratos metandlicos de piquid foi analisada em comparacdo com
padrdes por CCD eluidos em MeCOEt-i-PrOH-Me,CO-H,O (20:10:7:6) e revelados por
aquecimento e borrifacdo com 50% de H>SO4 (Magid et al., 2006a; Magid et al., 2008).

Estudos realizados por Chisté e Mercadante (2012) visaram a identificacdo e
quantificacdo de compostos fenolicos e carotenoides da polpa de piquia (Caryocar villosum)
por CLAE-DAD-EM/EM, usando um espectrémetro de massas com analisador do tipo ion-
trap. Os fendlicos foram analisados usando a fonte de ionizacao ESI operando no modo positivo
e negativo, faixa de m/z 100 a 800 Da. Enquanto os carotenoides foram analisados usando a
fonte APCI operando no modo positivo, faixa de m/z 100 a 700 Da.

Adicionalmente, Chisté e Mercadante (2012) realizaram a composi¢ao aproximada e

a capacidade de sequestro do radical peroxila (ROO*®) da polpa do fruto. Na composicdo
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proximal, a polpa apresentou 51,7% (0,4) de umidade, 25,5% (+0,75) de lipidios, 18,0% (+0,9)
de carboidratos, 3,7% (%0,9) de proteinas e 1,1% (+0,01) de cinzas. A capacidade antioxidante
da polpa de C. villosum, pelo método ORAC, foi de 3,74 £ 1,09 mmol Trolox/100 g, valor alto
em relacdo ao valor médio reportado para 41 frutos diferentes (2,7 mmol Trolox/100 g).

Nas andalises por CLAE-DAD-EM/EM, os compostos fendlicos foram separados
utilizando uma coluna Hydro Synergi C1g em eluigdo gradiente com agua/acido formico (99,5:
0,5) e acetonitrila/acido formico (99,5: 0,5) de 99:1 para 50:50 em 50 minutos seguindo para
1:99 em 5 minutos com fluxo de 0,9 ml/min. Foi relatado a presenca de 17 compostos fendlicos
na polpa, sendo majoritariamente acido galico (182 pg/g polpa), acido elagico ramnosideo

(107,0 ug/g polpa) (Figura 19) e acido elégico (104,0 pug/g polpa).

HiC 0
HO OH
OH
acido gélico acido elagico
CsHgO4 = 168,146 g/mol C14Hs0g = 302,192 g/mol

Figura 19. Estruturas quimicas de compostos fenélicos da polpa de piquia. Fonte: Chisté e Mercadante, 2012.

Para a separacdo dos carotenoides foi utilizada uma coluna Czo YMC, fluxo de 0,9
mL/min em eluicdo gradiente de metanol/éter metil-tert-butilico de 95:5 para 70:30 em 30
minutos seguindo para 50:50 em 20 minutos. Foram identificados e quantificados 12
carotenoides presentes na polpa, composto majoritariamente por trans-anteraxantina (3.4 pg/g
polpa), trans-zeaxantina (2.9 pg/g polpa) e luteina (2.8 pg/g polpa) (Figura 20) (Chisté e

Mercadante, 2012).
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HO i
Luteina

Figura 20. Estruturas quimicas de carotenoides encontrados na polpa de piquia. Fonte: Chisté e Mercadante,
2012.

Almeida e colaboradores (2012) descreveram os efeitos de genotoxicidade e
antigenotoxicidade da polpa de piquiad nas células hepaticas, renais e cardiacas de ratos e em
adicdo, o estudo fitoquimico da polpa liofilizada. Compostos fenolicos, carotenoides e acido
ascorbico dos extratos hidroalcodlicos da polpa de piquia foram separados por CLAE-DAD em
uma coluna C1g Synergi Hydro usando um gradiente linear de agua: acido férmico (99,5: 0,5)
e acetonitrila: acido férmico (99,5: 0,5) como fase mdvel e os cromatogramas foram
processados a 217 nm. O &cido ascorbico foi quantificado por CLAE-DAD apds separagdo em
uma coluna cromatografica Cis Slim-pack com fase mdvel em eluicdo isocratica contendo &cido
sulfarico. Os principais compostos quimicos encontrados e suas respectivas porcentagens sao
mostrados na Tabela 1. Os resultados demonstraram uma resposta inversa dose-dose da polpa
piquid, ou seja, a menor dose de piquia causou a maior diminuigdo no dano ao DNA e a maior
dose causou a menor diminuigdo. Em suma, a polpa de piquid ndo foi genotoxica e inibiu a
genotoxicidade induzida pelo DXR (agente antitumoral) mas alguns dos efeitos protetores

observados dependeram das doses e condigOes experimentais e afirmaram que ainda sdo
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necessarias mais investigacGes para esclarecer se a polpa piquia afeta positivamente a satde

humana.

Classes de substancias | Concentragdo (mg/100 g) Compostos quimicos (%6)
acido galico (31%)
acido elagico ramnosideo (18%)
acido elagico (17 %)
Compostos fendlicos 2936.2 + 6.9 glucosideo monogaloil (4%)
totais B glucosideo hexahidroxidifenol (3.5%)
acido elagico glucosideo (3%)
diglucosideo quercetina metil (1%)
acido quinico cumarila (1%)
anteraxantina(27%)
carotenoide n&o identificado (22%)
zeaxantina (19%)
Carotenoides totais 6.9+0.2 neoxantina (9%)
violaxantina (6%)
[3-caroteno (4%)
Luteina (3%)
Tocoferois 1.2+0.1 a - tocoferol (100%)

Tabela 1. Compostos quimicos encontrados na polpa de piquid liofilizada. Fonte: Almeida et al., 2012.

Os estudos realizados por Yamaguchi (2015) abordam a caracterizacdo de compostos

fendlicos e atividades bioldgicas de frutos amazonicos. Dentre os frutos, os extratos de piquia

destacaram-se pelos excelentes resultados: os extratos etanolicos de cascas apresentaram

maiores quantidades de compostos fendlicos do que encontradas em polpas de outras frutas

consumidas pela populacdo como a banana e a goiaba, enquanto que nos extratos

hidroalcodlicos de cascas houve maior predominéncia de compostos flavonoidicos; a atividade

antioxidante foi avaliada pelos métodos de DPPH e ABTS, o extrato etanodlico de cascas

demonstrou alta capacidade de sequestro de radicais livres (CSsp) com concentracbes muito

préximas ao do padrdo quercetina; no método de descoramento de B-caroteno apresentou

inibicdo maior que as outras amostras; e também apresentaram bons resultados na atividade

antioxidante em células e na capacidade fotoprotetora. Nos ensaios de atividade antimicrobiana,
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0s extratos de cascas e polpas de piquia apresentaram valores proximos (19 e 20 mm) ao do
padrdo (23 mm) para inibicdo da bactéria Enterobacter cloacae. Os extratos hidroalcodlicos
(35,15%) e etanolicos (30,60%) de casca de piquid apresentaram maiores percentagens de
inibicdo da enzima tirosinase.

Bastos (2015) relata em seu trabalho a avaliagéo da atividade antimicrobiana de 25
espécies de plantas da Regido Amazonica, incluindo os extratos etandlicos e hidroalcodlicos de
piquia obtidos no projeto de Yamaguchi (2015), que apresentaram excelentes resultados frente
a 14 bactérias, sendo 7 bactérias Gram-positivas e 7 Gram-negativas e C. albicans, mostrando
que os extratos de piquia sdo fontes promissoras de substancias bioativas.

A caracterizagdo de compostos fenolicos por CLAE-DAD, avaliacdo da atividade
antioxidante e potenciais citotoxico e antiinflamatdrio dos extratos hidroalcodlicos de cascas,
sementes e polpas de piquid foram estudados por Yamaguchi e colaboradores (2017). Os
extratos de casca apresentaram alto teor de compostos fendlicos e flavonoides totais, assim
como os melhores resultados para capacidade de eliminacdo de radicais livres em modelos
ABTS (Clsp: 3,93 £ 0,12 ug/mL) e DPPH (Clso: 7,81 + 0,34 pug/mL) e também alto potencial
anti-inflamatoério pois apresentou alta inibicdo (quase 100%) de Oxido nitrico em baixas
concentragfes (C= 12,5 ug/mL). Em analises de citotoxicidade, os mesmos extratos foram
avaliados contra células tumorais humanas (SKMELL19, MCF-7 e HCT116) e ndo-tumoral
(MCR-5) e apresentaram baixa citotoxicidade em linhas celulares humanas (Clso> 50 pg/mL)
mas alta em cepas tumorais, na concentracdo de 50 pg/mL todas as linhas celulares

apresentaram mais de 50% de citotoxicidade.
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4. PARTE EXPERIMENTAL

4.1. Coleta e processamento do material vegetal

A coleta dos frutos da espécie Caryocar villosum foi realizada no dia 12 de marco de
2016 na Reserva Florestal Ducke, localizada em Manaus, estado do Amazonas. Um total de 8
frutos foram coletados diretamente da arvore fichada sob o n. 587, no periodo da tarde.

O material botanico foi armazenado em sacos de fibra e transportado ao Laboratério
de Produtos Naturais da UFAM. Os frutos foram higienizados e depois cada parte do fruto foi
separada manualmente (cascas, polpas e sementes). As polpas foram armazenadas na geladeira.
As partes residuais, cascas e sementes foram secas em estufa com circulagdo e renovacgéo de ar
a 50°C no Laboratério de Bioenergia — Faculdade de Ciéncias Agrarias (FCA), posteriormente
as cascas foram processadas em um liquidificador e as sementes trituradas em moinho de seis

facas e os mesmos foram armazenados para obtencdo dos extratos.

4.2. Preparacdo dos extratos

Ap0s processamento do material vegetal, obteve-se 829 g de sementes e 200 g de
cascas de piquid. As mesmas foram submetidas a extracdo por maceracao na corneta do extrator
Soxhlet e em seguida pelo extrator Soxhlet em dois métodos de extracdo: uma extracdo Unica
com o solvente etanol (método 1) e, comparativamente, uma extracdo sequenciada com
solventes em ordem crescente de polaridade (hexano, acetato de etila e metanol) (método 2).
Foram realizadas um total de 7 extracdes, nas quais as quantidades em massa do material
processado e 0s volumes dos solventes utilizados em cada extracao sdo apresentados na Tabela

2.



N° de Parte do Massa (g) Volume
extracao fruto (mL)
1 cascas 100 400
) 2 170 600
Metodo 1 3 sementes 200 625
4 89 324
5 cascas 100 400
Método 2 6 170 600
sementes
7 200 600

Tabela 2. Dados de massas e volumes utilizados em cada extrag&o.
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Na noite anterior a extracdo em Soxhlet o material foi colocado em um recipiente

poroso (papel filtro) e imerso no solvente por aproximadamente 14 horas dentro da corneta do

sistema e no dia seguinte foi extraido em Soxhlet por 8 horas. O sistema do extrator montado é

mostrado na Figura 21. Os extratos foram concentrados em um evaporador rotativo sob presséo

reduzida a 50 °C e apds completa secagem calculou-se o rendimento e, em seguida, foi retirada

uma quantidade dos extratos (35 mg) para a realizagéo dos testes bioldgicos, para avaliagdo do

extrato mais promissor para posterior estudo fitoquimico.

Figura 21. Sistema do extrator Soxhlet.
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Para fins comparativos, também realizou-se a extracdo do material vegetal da mesma
espécie, ja armazenado na geladeira de um projeto anterior do grupo Q-biomA (Yamaguchi,
2015). A extracdo foi realizada em maceragéo e no dia seguinte em Soxhlet com etanol por 8

horas, as massas e volumes do solvente estdo apresentados na Tabela 3.

Método 1
N° extracOes Massa (g) Volume (mL)

Cascas 1 300 650
(848 g) 2 330 700
3 248 650

4 190 600

Sementes 5 200 625
(658 g) 6 168 324
7 100 550

Tabela 3. Dados de massas e volumes utilizados nas extragcdes do material vegetal armazenado na geladeira.

4.3. Particdo liquido-liquido dos extratos etanélicos

Os extratos etanolicos de cascas e sementes de piquid foram submetidos a particao
liquido-liquido com hexano, diclorometano, acetato de etila e metanol em um funil de
separacdo. A amostra foi solubilizada em metanol e dgua na propor¢do de 8:2. As particdes
foram realizadas com 30 mL de cada solvente, em ordem crescente de polaridade. Apds
agitacdo e liberacdo da pressdo, os solventes menos densos, hexano e acetato de etila foram
retirados com o0 uso de pipeta de Pasteur e os solventes mais densos, diclorometano e
metanol/agua, foram retirados pela torneira do funil. Em seguida, cada fracdo foi concentrada
em evaporador rotativo sob presséo reduzida a 50 °C e secos em temperatura ambiente e depois
armazenadas no freezer. Foram particionados 10 gramas dos extratos etanolicos de cascas e 41
gramas dos extratos etanolicos de sementes. Retirou-se uma quantidade de cada fragao (35 mg)

para a realizagédo dos testes biologicos.
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4.4. Codificagdo dos extratos e fracoes

Os codigos dos extratos sdo iniciados com “E”, seguido do solvente utilizado na
extracdo, etanol: “E”, hexano: “H”, acetato de etila: “A” e metanol: “M”. Seguido da parte dos
residuos utilizada, cascas: “C” e sementes “S”. E por tltimo terminam com a letra “P”
referindo-se ao fruto piquia.

Os codigos das fracGes iniciam com “F” seguido do solvente utilizado na partigéo,
hexano: “H”, diclorometano “D”, acetato de etila: “A” e metanol: “M. Seguido da parte dos
residuos utilizada, cascas: “C” e sementes “S”. E por ultimo terminam com a letra “P”

referindo-se ao fruto piquié.

4.5. Anélise cromatografica das substancias bioativas

45.1. Cromatografia em camada delgada (CCD)

As analises das amostras em CCD foram realizadas utilizando placas cromatogréaficas
de fase normal de gel de silica (TLC silica gel G60, ALUGRAM® Xtra SIL G/UV2sq,
Macherey-Nagel, 20 x 20 cm) e/ou fase reversa (TLC Silica gel C18, ALUGRAM®
RP18W/UV2s4, Macherey-Nagel, 20 x 20 cm) dependendo do perfil de cada amostra. As placas
de CCD foram cortadas dependendo do numero de aplicacbes e foram marcadas a
aproximadamente 0,6 cm da base inferior da placa e 0,4 cm na base superior. Para limpeza das
placas, as mesmas foram eluidas em metanol, ativadas na estufa por uma hora a 100 °C e, por
fim, eluidas em metanol novamente. A amostra foi aplicada em forma de banda na base inferior
da placa e apos saturacdo da cuba cromatografica com papel filtro, contendo a fase mdvel
adequada, a placa foi introduzida na cuba.

Para cada amostra selecionou-se o melhor sistema de eluicdo visando melhor
separacdo dos constituintes quimicos. A visualizacdo do cromatograma foi realizada por

exposicdo a luz ultravioleta (UV) nos comprimentos de onda 254 nm e 365 nm e utilizando
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reveladores como vanilina sulfurica, cloreto férrico, sulfato cérico e outros necessarios para

revelacdo das bandas cromatogréficas.

45.2. Cromatografia em camada delgada preparativa (CCDP)

As analises por CCDP de fase normal foram preparadas em placas de vidro de 20 x 20
cm, usando 20 g de Silica gel com gesso e UV 254 nm (5— 15 um/ 60 A) - Sorbent Technologies
e 70 mL de agua destilada. As placas foram secas a temperatura ambiente por 72 h e ativada
em estufa a 100°C por 1 h. Apds eluicdo em cuba cromatografica com solventes adequados
para a amostra, a revelacao foi realizada por luz ultravioleta (UV-254 e 365 nm) na cabine TLC
Visualizer (CAMAG), e em seguida as manchas foram raspadas, extraidas e filtradas com papel

filtro.

45.3. Cromatografia em coluna aberta (CC)

Os fracionamentos cromatograficos foram realizados em coluna de vidro de altura e
didametro especificos de acordo com as quantidades de amostras a serem cromatografadas.
Dependendo da natureza da amostra, foram utilizadas fases estacionarias com as seguintes
especificacfes: (i) silica gel G60 com particulas entre 60 — 200 um (70-230 mesh); (ii) silica
flash F60 entre 40 - 63 um (230 — 400 mesh), utilizando diferentes sistemas de solventes
definidos anteriormente por CCD.

Na cromatografia em coluna de silica flash, as particulas sdo extremamente pequenas
e impedem a passagem do solvente, sendo necessario o uso de pressdo no topo da coluna para
ocorrer o fluxo da fase movel pela fase estacionaria. A pressdao pode ser fornecida ao sistema
por um compressor ou bomba de vacuo. Esse processo requer a utilizacdo de uma valvula que
controle a pressdo do sistema (Still, 1978). Na Figura 22 estd ilustrado o sistema de

cromatografia em coluna de silica flash.
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Valvila

Reservatorio de solvente

Bomba de pressao

Figura 22. Sistema de cromatografia em coluna utilizando silica flash.

Segundo Still e colaboradores (1978), existe uma relagcdo entre a quantidade de
amostra e 0s seguintes fatores: variagdo do Rf, didmetro da coluna, volume da fracéo coletada

e o volume total do eluente, para que a separac¢ao aconteca com a mesma eficiéncia da observada

na CCD.
Diametro da Volume do Quantidade de amostra (mg) Volume da
coluna (cm) eluente (mL) ARf > 0,2 ARf>0,1 fragéo (mL)
1 100 100 40 5
2 200 400 160 10
3 400 900 360 20
4 600 1600 600 30
5 1000 2500 1000 50

Tabela 4. Relacdo entre didmetro da coluna e quantidade da amostra na cromatografia em coluna.
Fonte: Still et al. (1978).

4.5.4. Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

As analises foram realizadas no Laboratdrio de espectrometria de massas na Central

Analitica da UFAM utilizando o cromatdgrafo analitico da marca Thermo Scientific, modelo

Acella®. O uso do cromatdgrafo foi realizado utilizando a coluna Luna fenil — hexil, 150 mm
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X 4,6 mm, 5 um, da marca Phenomenex. As fases moveis utilizadas foram metanol (solvente
B) e agua (solvente A). O detector foi ajustado para o monitoramento entre 220-400 nm.

Para analise em escala preparativa foi utilizado um cromatégrafo modelo Shimadzue
(CBM-20A), equipado com detector de UV (SPD- 20A), desgaseificador (DGU-20A), sistema
binério de solventes (LC-6AD) e looping de 500 uL. Utilizou-se a coluna Luna C18 (5 um, 250
x 10 mm) Phenomenex com fluxo de 2 mL/min. As fases moveis utilizadas foram metanol (B)
e 4gua (A) em modo de eluicdo gradiente. As fracdes foram analisadas por espectrometria de

massas, sendo posteriormente encaminhadas as mais promissoras para analises de RMN.

4.5.5. Cromatografia liquida acoplada a Espectrometria de massas (CL/EM)

As analises foram realizadas no Laboratério Tematico de Quimica de Produtos
Naturais (LTQPN) no INPA utilizando um cromatografo UFLC, modelo Prominence
(Shimadzu), equipado com bomba binéria LC-20AT, detector de arranjo de diodos (DAD)
SPDM-20A e injetor automatico SIL-20A. O espectrometro de massa acoplado é equipado com
analisador time of flight, modelo microTOF-Q Il da marca Bruker, dotado de uma fonte de ESI
operado no modo negativo), resolucdo de 17500 (FWHM), monitorando a faixa de m/z 50 a
900. Utilizou-se uma coluna Shim-pack XR-ODS (50 mm x 2.0 mm, tamanho de particula 2.2
pum) com fluxo de 0,4 mL/min. As fases moveis utilizadas foram agua com &cido féormico 0,1%
(A) e acetonitrila com acido férmico 0.1% (B) em modo de eluicdo gradiente por 52 minutos.

Para controle, aquisicdo e processamento de dados utilizou-se o programa Compass 4.1.

4.6. Andlises espectrométricas e espectroscopicas
4.6.1. Espectrometria de massas (EM)

As andlises de espectrometria de massas foram realizadas no laboratério de
espectrometria de massas na Central Analitica da UFAM, usando um espectrémetro ion trap

LCQ FleetTM da marca Thermo Scientific.
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As amostras foram pesadas e solubilizadas com metanol grau CLAE em uma
concentracdo de 1 mg/ml, onde foram retirados 20 puL em outro microtubo e avolumado para 1
ml com metanol. Dependendo da natureza da amostra foram utilizadas duas fontes de ionizagéo.
As amostras mais polares foram analisadas usando a fonte eletrospray (ESI) operando no modo
positivo e negativo, injecdo por insercdo direta com fluxo de 100 puL/min, varredura entre 100
a 1000 m/z e as amostras mais apolares foram analisadas usando a fonte APCI varredura entre
100 a 550 m/z. Para processamento de dados foi utilizado o Programa Xcalibur 2,0 (Thermo

Fisher Scientific, San Jose, EUA).

4.6.2. Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Os espectros de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN H), de carbono
(RMN 3C) e das correlagdes bidimensionais foram realizados em um espectrometro da Bruker
advance 111 HD operando a 11,75 Tesla (500 MHz para os ncleos de *H e 125 MHz para os
nucleos de *C), localizado no Laboratério de RMN na Central Analitica da UFAM. A amostra
foi solubilizada em cloroférmio ou metanol deuterados dependendo de sua polaridade.
Tetrametilsilano (TMS) foi utilizado como padréo de referéncia interna. Os deslocamentos
quimicos foram expressos em ppm (J) e as constantes de acoplamento (J) foram registradas em

Hertz (Hz).

4.7.  Atividade antimicrobiana
4.7.1. Teste de difusdo em agar

Os ensaios antibacterianos foram realizados em colaboragdo com a plataforma de
Bioensaios do Instituto Lednidas e Maria Deane — FIOCRUZ Amaz6nia, sob a coordenacéo da
Profa. Dra. Patricia Puccinelli Orlandi Nogueira. Foram avaliadas cepas padrdes de 31 bactérias

Gram positivas e Gram negativas (Tabela 5).



Bactérias Gram-Positivas Cepas
Bacillus subtilis subsp. subtilis (CT) ATCC 6051
Enterococcus faecalis (Streptococcus faecalis) ATCC 4083
Geobacillus stearothermophilus ATCC 7953
Listeria indcua ATCC 33090
Listeria monocytogenes ATCC 15313
Staphylococcus aureus ATCC 80958
Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA)
Staphylococcus simulans ATCC27851
Bactérias Gram negativas Cepas

Acinetobacter baumanii

ATCC 19606-143

Citrobacter freundii

ATCC 43864-576

Escherichia coli de aderéncia difusa (DAEC) BUTANTA F1845
Escherichia coli enteroagregativa (EAEC) CDC EDL- 042
Escherichia coli enterohemorragica (EHEC) CDC EDL-933-171
Escherichia coli enterotoxigénica ST (ETEC) ST8

Escherichia coli enterotoxigénica ST (ETEC)

BUTANTA LT 2871

Escherichia coli enterotoxigénica tipica (EPEC)

ATCC E234869

Escherichia coli-INV-enteroinvasiva (EIEC)

ATCC 1381

Escherichia coli ndo diarreicogénica

ATCC 10536

Hafnia alvei

ATCC 11601-120

Klebsiella pneumoniae

ATCC 4352-083

Proteus mirabilis

ATCC 15290-095

Pseudomonas aeruginosa

CDC EDL-1284

Pseudomonas putida (oralis)

ATCC 15175-113

Salmonella arizonae UFAM
Salmonella choleraesuis ATCC 10708
Salmonella typhimurium ATCC 13311
Salmonella typhi ATCC 6539
Serratia marcescens ATCC 14756-131
Shigella desenteriae ATCC 13313
Shigella flexneri ATCC 12022
Yersinia enterocolitica ATCC 9610
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Tabela 5. Relacdo das cepas bacterianas Gram-positivas e negativas.

Para o teste de antagonismo, as amostras testadas foram solubilizadas em DMSO a
10% na concentracdo de 5 mg/mL quando extratos ou fra¢des, e 1 mg/mL quando substancias

isoladas.
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As bactérias foram cultivadas previamente em caldo LB por 24 horas. A cultura
bacteriana crescida foi diluida em meio de cultura, conforme padroniza¢do com o tubo 0,5 da
escala de McFarland, que equivale a 1,5 x 108 unidades formadoras de coldnias/mL (UFC/mL).

A determinacdo da atividade antibacteriana foi realizada pelo método de difusdo em
agar, pela técnica do poco, segundo Grove e Randall (1955), a qual consiste na utilizacdo de
placas com camada dupla (camada base e camada seed), utilizando o meio de cultura Agar
Mdeller Hinton (MHA). Primeiramente, foi vertido o meio nas placas de Petri em duas
camadas. Apds a solidificacdo do meio de cultura, o indculo bacteriano padronizado foi
semeado com swab estéril por toda a sua superficie da placa. Em seguida, com o auxilio de
ponteiras de 200 pL, foram perfurados orificios de 6 mm de didmetro, os quais receberam
aproximadamente 80 pL das amostras. O controle negativo compreendeu pogos contendo
DMSO a 10% e a droga controle utilizada foi o0 TIENAM (imipenem + cilastatina sédica) na
concentracdo de 500 pg/mL. Os ensaios foram feitos em triplicata.

Apos a difusdo dos metabolitos no meio de cultura, as placas foram incubadas a 37°C
por 24 h e em seguida foi realizada a leitura do didmetro dos halos de inibi¢do, com o auxilio

de uma régua milimetrada.

4.7.2. Determinacao da concentracao inibitéria minima (CIM)

As amostras que apresentaram halos de inibi¢ao no antibiograma foram avaliadas para
determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima de acordo com a CLSI (2012), em placas de
96 pogos. As cepas que se apresentaram sensiveis foram cultivadas em 3 mL de caldo nutritivo
Luria Bertani (LB), incubadas a 37°C, por 24 h. Para o preparo do in6culo bacteriano foi
transferido com auxilio de micropipeta uma aliquota de 50 a 100 pL da cultura para um tubo
com 3 mL de meio LB estéril suficiente para atingir a turvacdo padrdo de 0,5 na escala de

McFarland (1,5 x 108 UFC/mL).
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Foram acrescidos 50 puL do meio LB em todos 0s po¢os. Nos orificios da linha A, da
coluna 1 a 9, foram acrescidos 50 pL referentes as amostras correspondentes (extratos, fracdes
ou isolados) em triplicatas, e nas colunas 10 e 11 foram adicionados 50 puL da droga controle
(TIENAM). Os pocos da linha A tiveram seus conteddos homogeneizados e procedeu-se uma
diluicdo seriada (1:2) nos pogos subsequentes de cada amostra, realizada até a linha H. Em
seguida, foram acrescidos em cada poco, 20 pL do meio LB estéril, 20 pL de in6culo bacteriano
a 0,5 da escala McFarland e 10 puL de resazurina a 0,01% filtrada como indicador colorimétrico
de oxi-reducdo para caracterizacdo da viabilidade celular, resultando em um volume final de
100 pL/poco. A concentragéo final avaliada foi em um espectro de 1000 a 7,8 pug/mL (Figura

23).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A |1000 pg/mL | 1000 pg/mL | 1000 pg/mL | 1000 pg/mL | 1000 pg/mi | 1000 pg/mi | 1000 pg/mL | 1000 pg/mL | 1000 pg/mL | 1000 pg/mL | 1000 pg/mL

B | 500 pg/mL | 500 pg/mL | 500 pg/mL | 500 pg/ml | 500 pg/mL | 500 pg/mlL | 500 pg/mL | 500 pg/mL | 500 pg/mL | 500 pg/mL | 500 pg/mL

C 250 pg/mL | 250 pg/mL | 250 pg/mL | 250 pg/mL | 250 pg/mL | 250 pg/mL | 250 pg/mL | 250 pg/mL | 250 pg/mL | 250 pg/mL | 250 pg/mL

D 125 pg/mL | 125 pg/mL | 125 pg/mL | 125 pg/mL | 125 pg/mL | 125 pg/mL | 125 pg/mL | 125 pg/mL | 125 pg/mL | 125 pg/mL | 125 pg/mL

E 62,5 pg/mL | 62,5 pg/mL | 62,5 pg/mL | 62,5 pg/mL | 62,5 pg/mL | 62,5 pg/mL | 62,5 pg/mL | 62,5 pg/mL | 62,5 pg/mL | 62,5 pg/mL | 62,5 pg/mL

F |31,25 pg/mL|31,25 pg/mL|31,25 pg/mL (31,25 pg/mL {31,25 pg/mL | 31,25 pg/mL| 31,25 pg/mi|31,25 pg/mL (31,25 pg/mL {31,25 pg/mL| 31,25 pg/mL

G 15,6 pg/mL | 15,6 pg/mL | 15,6 pg/mL | 15,6 pg/mL | 15,6 pg/mL | 15,6 pg/mL | 15,6 pg/mL | 15,6 pg/mL | 15,6 pg/mL | 15,6 ug/mL | 15,6 pg/mL

H 78 wg/mL | 78 pg/mL | 78 pg/mL | 78 ug/mL | 7,8 pg/mL | 78 pg/mL | 78 pg/mL | 7,8 pg/mL | 7,8 pg/mL | 7,8 pg/mL | 7,8 ug/mL

D Amostra 1 D Amostra 2 D Amostra 3 D Droga controle D Controle negativo D Controle positivo

Figura 23. Esquema do teste para determinagdo da concentracéo inibitéria minima (CIM).

Na coluna 12, linhas A a C contendo o controle negativo, foram acrescentados 80 pL
do meio estéril, o qual foi utilizado para solubilizar a amostra, e 20 puL de resazurina 0,01%
filtrada. Na mesma coluna, nas linhas D a F contendo o controle positivo, foi acrescido 60 pL
de meio, 20 puL de resazurina 0,01% e 20 pL de indculo.

Em seguida, a placa foi incubada a 37 °C por 18 a 48 h, e posteriormente, realizada
leitura considerando crescimento bacteriano positivo a conversao do corante azul para rosa (ou
incolor). A auséncia de crescimento bacteriano foi determinada pela permanéncia da coloragdo

azul. A concentracdo inibitoria minima (CIM) foi definida como a menor concentracdo das
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amostras capaz de inibir o crescimento de bactérias, como indicado pela colora¢do da

resazurina.

4.8. Atividade antimalérica

Para a avaliacdo da atividade antiplasmddica utilizaram-se cepas FCR3 de
Plasmodium falciparum em colaboracdo com a Plataforma de Bioensaios do Instituto Lednidas

e Maria Deane — FIOCRUZ Amazo6nia.

4.8.1. Cultura de Plasmodium falciparum

As cepas FCR3 de P. falciparum foram mantidas em cultivo no meio Roswell Park
Memorial Institute (RPMI) incompleto com 10% de soro humano AB+ e alimentadas com
eritrocitos humanos normais incubadas a 37 °C em atmosfera de baixa concentracdo de
oxigénio e gas carbdnico seguindo a técnica de micro-aerofilia tradicional da queima de vela
em dessecador. O meio de cultura RPMI 1640 incompleto foi constituido de 10,4 g de RPMI,
5,94 g de hepes, 40 mg de gentamicina, 2 g de glicose e 50 mg de hipoxantina a pH 6,8. O meio
completo foi suplementado com 5 mL soro humano AB+ previamente tratado em banho-maria
a56°C durante 30 min, 1 mL de NaHCO3 10% e 44 mL de meio RPMI incompleto (Ljungstrom

et al., 2004).

4.8.2. Andlise de inibicdo de crescimento

As solucbes estoque dos extratos foram preparadas em dimetilsulfoxido (DMSO) e
diluidas em meio completo até a concentragéo final de DMSO de 0,5%, nos pogos. Os extratos
foram diluidos em DMSO, resultando em um estoque inicial de 10 mg/mL. Deste estoque
inicial, 4 puL foram retirados para diluicdo em 196 puL de meio completo, resultando em um

segundo estoque (1:50).
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Os testes foram realizados em placas de 96 pocos em triplicata, com volume final de
100 pL/pogo. Foram adicionados 50 pL de meio completo em todos os pogos. Apds isso, 50
ML do segundo estoque de cada amostra foram adicionados aos pogos correspondentes da fileira
A da placa. Diluigdes seriadas das amostras foram realizadas nas fileiras subsequentes,

resultando em um espectro de anélise nas concentragdes de 50 a 0,39 pug/mL (Figura 24).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A 50 pg/mL | 50 pg/mL | 50 pg/mL | 50 pg/mL | 50 pg/mL | 50 pg/mL | 50 pg/mL | 50 pg/mL | 50 pg/mL | 50 pg/mL | 50 pg/mL

B 25ug/mL | 25pg/mL | 25pg/mL | 25 pug/mL | 25pg/mL | 25pg/mL | 25pg/mL | 25 pg/mL | 25 pg/mL | 25 pg/mL | 25 pg/mL

C | 125m/mL | 125 po/mlL | 12,5 pg/ml | 12,5 pg/mL | 125 pg/mL | 125 pg/mL | 125 pg/ml | 125 po/ml | 12,5 po/ml | 12,5 po/ml | 12,5 pg/mlL

D 6,25 pg/mL | 6,25 pg/mL | 6,25 pg/mL | 6,25 pg/mL | 6,25 pg/mL | 6,25 pg/mL | 6,25 pg/mL | 6,25 pg/mL | 6,25 pg/mL | 6,25 pg/mL | 6,25 pg/mL

E 3,12 pg/mL | 3,12 pg/mL | 3,12 pg/mL | 3,12 pg/mL | 3,12 pg/mL | 3,12 pg/mL | 3,12 pg/mL | 3,12 pg/mL | 3,12 pg/mL | 3,12 pg/mL | 3,12 pg/mL

F 1,56 pg/mL | 1,56 pg/mL | 1,56 pg/mL | 1,56 pg/mL | 1,56 pg/mL | 1,56 pg/mL | 1,56 pg/mL | 1,56 pg/mL | 1,56 pg/mL | 1,56 pg/mL | 1,56 pg/mL

G 0,78 pg/mL | 0,78 pg/mL | 0,78 pg/mL | 0,78 pg/mL | 0,78 pg/mL | 0,78 pg/mL | 0,78 pg/mL | 0,78 pg/mL | 0,78 pg/mL | 0,78 pg/mL | 0,78 pg/mL

H [039 pg/mL | 0,39 py/mlL | 0,39 po/mL | 0,39 po/mL | 0,39 p/mL | 0,39 pg/mL | 0,39 pg/mL | 0,39 pg/mL | 0,39 pg/mL | 0,39 pg/mL | 0,39 pg/mL

D Amostra 1 D Amostra 2 D Amostra 3 D Droga controle D Controle positivo D Controle negativo D Controle reagente

Figura 24. Esquema do teste de P. falciparum em placa de 96 pocos.

O parasita foi preparado para o teste utilizando uma solu¢do com 100 puL de hemacias
parasitadas, 100 uLL de hemacias sadias, 10 pL de gentamicina e avolumado para 10 mL de
meio completo, obtendo uma suspensdo de parasita a 2% de hematdcrito e parasitemia de 3 a
5%. Desta solucéo, foram distribuidos 50 uL em cada um dos pogos tratados com as amostras,
em uma triplicata para o controle positivo (meio de cultura + parasita), em uma triplicata para
0 controle do reagente (meio de cultura + DMSO a 0,5% + parasita), e nos pocos
correspondentes a droga controle. A droga controle utilizada foi o quinino e foi avaliada nas
mesmas concentracfes das amostras testadas. No controle negativo utilizou-se apenas hemacias
sadias (eritrocitos ndo parasitados) com hematdcrito a 2%. As placas foram incubadas a 37°C
em atmosfera de baixa concentracdo de oxigénio e gas carbonico seguindo a técnica de micro-

aerofilia tradicional da queima de vela em dessecador, mesmas condi¢6es do cultivo do parasita.
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Apos as 72 h, a leitura das placas foi realizada com contagem da porcentagem da
parasitemia por citbmetro de fluxo FAC-SCAN com identificacdo do parasita através da
fluorescéncia do brometo de etidio (substancia acumulativa fluorescente que se liga ao DNA).
A inibicdo foi determinada comparando a parasitemia observada com a parasitemia do controle
positivo sem extrato vegetal e a sensibilidade fluorescente do teste foi comparada com o
controle negativo possuindo hemacias sadias.

A concentragdo inibitoria em 50% da parasitemia total (Clso) foi determinada a partir
da curva dose-resposta de extratos de planta vs hemdcias parasitadas, por anélise de regressao

nao linear.

4.9. Ensaio de citotoxicidade in vitro

O ensaio de citotoxicidade foi realizado em colaboragdo com a plataforma de
Bioensaios do Instituto Lebnidas e Maria Deane — FIOCRUZ Amaz6nia, sob a coordenagéo da
Profa. Dra. Patricia Puccinelli Orlandi Nogueira. A citotoxicidade foi avaliada pelo método de
alamar blue (Nakayama et al., 1997), utilizando células VERO (linhagem celular sadia derivada
de rins de macaco verde) e células HEp-2 (linhagem celular tumoral derivada de carcinoma de
laringe humana).

As células foram incubadas em placas de cultura de fundo chato de 96 pogos em meio
DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium) contendo 10% de soro fetal bovino (FBS), 50
png/mL de penicilina e 50 pug/mL de estreptomicina (Invitrogen) a 37°C em estufa a 5% de CO».
As células foram plaqueadas na concentragdo de 1 x 10 células/pogo na placa de 96 pogos,
cada pogo contendo 100 pL da solugdo. As amostras foram solubilizadas em 100 pL de DMSO,
quando extratos, 6leos ou fragdes, e 200 pL de DMSO, quando compostos isolados. Apos isso,
10 pL deste estoque inicial, de cada amostra, foram transferidos para um tubo contendo 990 pL

de meio DMEM completo, com concentracgdo final do DMSO de 0,5 % na placa, de forma que
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este ndo interfira nos resultados. Apds 24 h de incubacdo e aderéncia das células na placa, as
mesmas foram tratadas com 100 pL das amostras, totalizando uma concentracdo final de 50
Hg/mL para extratos, fragdes e oOleos, e 25 pug/mL para isolados. A incubacdo das células
tratadas com as amostras ocorreu durante um periodo de 72 h.

Ap6s o periodo de tratamento foi adicionado 10 pL de resazurina 0,4% (diluida 1:20)
para a analise de fluorescéncia. Apo6s o tempo de metabolizagdo da resazurina padronizado, que
compreendeu 2 h, foi realizada a leitura da fluorescéncia. O teste foi realizado em triplicata. 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).

_ 100 X Ft
~ Fb

VC
A porcentagem de morte celular (MC) foi calculada de acordo com a formula:

MC = 100 - % viabilidade celular (VC).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Resultados preliminares

Os produtos naturais, com destaque os frutos amazonicos, sdo fontes de compostos
bioativos, entre eles: compostos fendlicos, vitaminas, carotenoides, saponinas, alcaloides e
minerais. Varias pesquisas relatam o uso desses recursos naturais como matéria-prima para
sintese de produtos biotecnoldgicos devido a presenca de compostos quimicos associados a
diversas atividades bioldgicas (Silva et al., 2007; Simdes et al., 2007).

No trabalho de Bastos (2015), extratos e fragdes de 25 espécies de plantas amazénicas
obtidos pelo grupo de pesquisa Q-biomA foram submetidos a triagem antimicrobiana pelo
método de difusdo em agar, utilizando 37 cepas bacterianas e um fungo Candida albicans. Das
plantas analisadas, somente 15 espécies apresentaram atividade, dentre elas, Euterpe precatéria
e Euterpe oleracea (acai), Caryocar villosum (piquid), Platonia insignis (bacuri), Theobroma

grandiflorum (cupuacu) e Inga edulis (inga), os resultados estdo sumarizados na Tabela 6.

Espécie Bacterias Gram-negativas Bactérias Gram-positivas
EC|YE |AS|SC|ST |SF [SD|AB|BL [BS [AS|SP [SPY|MRSA[SM|AS |CA |PF
Caryocar villosum
Euterpe precatoria

Euterpe oleracea
Inga edulis
Garcinia madruno
Platonia insignis
Protium klugii

A. panurensis
A. ferrea

A. parviflora
A. guianensis
0. leucoxylon
L. martiniana

L. canella angustata
T. grandiflorum

Tabela 6. Resultados da atividade antimicrobiana das espécies analisadas. Fonte: Bastos (2015).

Legenda: [ Positivo  [__| Negativo

Bactérias: E.coli (EC); Y. enterocolitica (YE), S. arizonae (SA); S. choleraesuis (SC); S. typhi (ST); S. flexnerie
(SF); S. desenteriae (SD); A. baumannii (AB); B. liquiniformes (BL); B. subtilis (BS); B. subtilis (BS); S. agalactiae
(AS); S. parasanguinis (SP); S. pyogenis (SPY); S. simulans (SS); S. aureus (SA); S. aureus resistente a meticilina
(MRSA). Fungo: C. Albicans (CA). Parasita: Plasmodium falciparum (PF).
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Nessas analises foram avaliados os extratos etandlicos (EtOH) e hidroalcodlicos

(EtOH:70%) por maceragdo das cascas, polpas e sementes de piquia obtidos no trabalho de

Yamaguchi (2015). Os didmetros dos halos de inibicdo sobre as bactérias dos seis extratos sdo

apresentados na Tabela 7. A concentragdo inicial foi de 5 mg/mL, droga padrdo da bactéria:

Imipenem/cilastatina sédica (TIENAM) e a droga padrdo do fungo C. albicans: Fluconazol.

Bactérias e Cascas Polpas Sementes
fungos EtOH | EtOH:70% | EtOH | EtOH:70% | EtOH | EtOH:70%
B. liquiniformes 20 - - 25 - R
B. subtilis - - - 30 - -
S. agalactiae - 25 - - - 20
S. pyogenis - 25 25 - 10 20
MRSA 15 16 13 - - B
S. simulans 19 15 15 - - -
S. aereus 15 15 15 - - -
E. coli 23 - - - - -
Y. enterocolitica - 22 - 24 - R
S. arizonae 20 20 20 11 11
S. cholerasuis 20 27 27 25 15 25
S. typhi - 23 - - - B
S. flexneri 15 15 19 20 - -
S. desentarie - 15 - - - -
C. albicans - 15 - - - B

Tabela 7. Resultados dos halos de inibi¢do (mm) de Caryocar villosum. Fonte: Bastos (2015).

O critério de avaliacdo para determinacao da atividade antibacteriana foi pelo didmetro

do halo de inibic&o se igual ou superior a dez milimetros (Tabela 8) (Al - Hebshi et al., 2006;

Ostrosky et al., 2008).

Diametro

Resultado

Acima de 20 mm

Boa atividade

Entre 15 a 20 mm

Moderada atividade

Entre 10 a 15 mm

Pouco atividade

Auséncia do halo

Inativo

Tabela 8. Critério de avaliacdo para atividade antimicrobiana.

A partir dos resultados obtidos do trabalho de Bastos (2015) mostrados nas tabelas

anteriores, observou-se gque entre outras espécies amazonicas, o fruto de piquia destacou-se por
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apresentar atividades sobre quatorze bactérias, sendo sete bactérias Gram-positivas e sete
bactérias Gram-negativas e fungo Candida albicans, entretanto ndo demonstrou atividade
contra o parasita P. falciparum. Como mostra a tabela 7, os halos de inibigdo variaram entre 10
a 30 mm. Em geral, os extratos de cascas demonstraram-se mais ativos que 0s extratos de
sementes. De acordo com o critério de avaliacdo, os extratos hidroalcodlicos de cascas
apresentaram atividade moderada a alta sobre 11 bactérias (S. agalactiae, S. pyogenis, MRSA,
S. simulans, S. aureus, Y. enterocolitica, S. arizonae, S. cholerasuis, S. typhi, S. flexneri, S.
desentarie) e o fungo C. albicans, enquanto os extratos etanolicos sobre 8 bactérias (B.
liquiniformes, MRSA, S. simulans, S. aereus, E. coli, S. arizonae, S. cholerasuis e S. flexneri).
Nas sementes, os extratos hidroalcodlicos apresentaram inibicdo sobre 4 bactérias, sendo
altamente ativo sobre 3 bactérias (S. agalactiae, S. pyogenis e S. cholerasuis) e pouco ativo
contra S. arizonae, 0s extratos etandlicos demonstraram-se pouco ativos sobre apenas 3
bactérias (S. pyogenis, S. arizonae e S. cholerasuis).

Estes resultados promissores da atividade antimicrobiana motivaram a continuagéo
dos estudos com o fruto piquid, realizando o estudo fitoquimico bioguiado das cascas e

sementes visando investigar as substancias responsaveis por tais atividades.

5.2. Rendimentos e perfil cromatografico dos extratos de cascas e sementes de piquia
Apos coleta e processamento dos frutos, as cascas e sementes foram extraidas em

Soxhlet, secas e pesadas para obtencdo dos rendimentos mostrados na Tabela 9.

Método 1 Método 2
Etanol Hexano Acetato de etila Metanol

Cascas | 13,37% (13,376 g) | 0,56% (0,564 ) | 1,23% (1,232 g) | 16,22% (15,133 g)

Sementes | 20,45% (40,916 g) | 41,31% (67,7881q) | 2,92% (5,8459) | 7,00% (14,000 g)

Tabela 9. Rendimentos dos extratos de cascas e sementes de Piquia.
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Os dados da tabela 9 mostram que o método 1 (extragdo Unica) com etanol apresentou
bons rendimentos principalmente para as sementes do fruto, sendo necessario pouco material
vegetal para a realizagdo do estudo quimico permitindo a extracdo de compostos com diferentes
polaridades, e além disso utiliza um solvente mais barato e ecoldgico, pois o alcool apresenta
baixa toxicidade em relagdo ao demais solventes, assim reduzindo possiveis danos a satde e ao
meio ambiente. No método 2 (extragdo sequenciada) mostra que nas cascas do fruto, o extrato
metanolico obteve maior rendimento com 16,22%, indicando maior presenca de substancias
polares, enquanto que nas sementes, o extrato hexanico apresentou um rendimento de 41,31%,
indicando uma forte presenca de substancias apolares.

A Figura 25 mostra as placas cromatogréficas das extracfes sequenciadas de cascas
(1) e de sementes (2) de piquia. Os extratos em hexano e acetato de etila foram aplicados em
placas de fase normal, eluidos com diclorometano 100%, e hexano e acetato de etila 10:90%,
respectivamente. Os extratos em metanol foram aplicados em placas de fase reversa, eluidos
com agua e acetonitrila na proporcdo 80:20%. Posteriormente, as placas foram reveladas em

luz ultravioleta nos comprimentos de onda 254 e 366 nm e com o reagente vanilina.

Extratos em hexano Extratos em acetato de etila Extratos em metanol
-
A .-
- e | - . [ ) — €
1 2 il 2 At 2 L1 [ - [ 2 1 2
Revelador /366 0 Uy 2sanm  Revelador a6 1 yvosanm  Revelador —y a66 im UV 254 nm
Vanilina Vanilina Vanilina

Figura 25. Placas cromatograficas dos extratos em hexano, acetato e metanol de cascas (1) e sementes (2).

Observou-se que a extracdo sequenciada foi satisfatéria pois 0s compostos quimicos
foram separados de acordo com a polaridade de cada solvente. De forma que os extratos
hexanicos apresentaram componentes quimicos de menor polaridade e apenas algumas

manchas absorveram em UV 366 nm. Assim como as substancias de média polaridade foram
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extraidas em acetato de etila e as de maior polaridade extraidas em metanol, e ambas
apresentaram manchas com melhores absor¢ées em UV 254 e 366 nm. Pode ser verificado
também que os extratos sequenciais de cascas e sementes apresentam perfis pouco semelhantes,
presenciando manchas com a mesma coloracéo e 0s mesmos Rfs.

Os extratos etandlicos de cascas por Soxhlet apresentaram o rendimento de 13,36%
enguanto que os extratos etanolicos obtidos por Yamaguchi (2015) apresentaram um
rendimento de 11,76% e os hidroalcodlicos 14,73% por extragdo em maceracdo. Os
rendimentos de extratos podem sofrer variagfes visto que a extragdo de compostos bioativos
depende de vérios fatores como o tipo de extracdo e solventes utilizados. Os métodos de
extracdo que utilizam diferentes solventes em combinagdo com aquecimento e/ou agitacdo

aumentam o poder de solubilidade dos compostos (Azmir et al., 2013).

Os perfis cromatograficos por CCD em fase normal dos extratos etandlicos de cascas
(EECP) e sementes (EESP) apresentaram maior complexidade visto que estdo presentes
compostos com polaridades diferentes, tendo varios Rfs ao longo das placas de CCD. Portanto,
estes extratos de cascas e sementes foram fracionados por particdo liquido-liquido com
solventes com ordem crescente de polaridade (hexano, diclorometano, acetato de etila e
metanol/agua). Pode ser observado que os componentes dos extratos foram sollveis
seletivamente de acordo com a natureza de cada solvente, apresentando boa separacdo das

substancias quimicas. Os rendimentos das fracdes sdo mostrados na tabela a seguir:

Fragoes Cascas Sementes
Hexano 2,26% 78,17%
Diclorometano 18,51% 2,67%
Acetato de etila 66,00% 13,21%
Metanol/agua 16,70% 5,40%

Tabela 10. Rendimentos das particbes de extratos etanolicos.

Os dados da Tabela 10 mostram que os extratos etandlicos de cascas apresentaram

rendimento maior na fracdo em acetato de etila, indicando maior presenca de compostos de
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média a alta polaridade enquanto que nas sementes, hd maior rendimento na fracdo hexanica

contendo substancias mais lipofilicas.

5.3.  Andlises bioldgicas

Para a realizacdo das andlises bioldgicas na FIOCRUZ Amaz6nia, foram pesados em
microtubos 35 mg de cada extrato e fracdo, sendo 25 mg para realizacdo do ensaio
antibacteriano pelo método de difusdo em agar, 5 mg para determinacdo da Concentracéo

Inibitéria Minima (CIM) e 5 mg para ensaio antimalarico.

5.3.1. Atividade antibacteriana

Em uma primeira andlise, os ensaios de teste antibacteriano foram realizados e os
resultados foram negativos, nenhum dos extratos e fracBes foram considerados ativos, mas
posteriormente constatou-se a possibilidade de contaminagdo das cepas bacterianas e os testes

foram refeitos dentro da normalidade.

Na Tabela 11 estdo apresentados os didametros dos halos de inibi¢do dos extratos e
fracdes considerados ativos segundo os critérios de avaliacdo (item 5.1 — Tabela 8), as demais

amostras ndo apresentaram halos de inibicgdo significativos contra as bactérias.

Halos de inibicéo

Staphylococcus aureus MRSA Shigella flexneri
FASP 12 mm 12 mm 15 mm
FHCP - - 11 mm
EMCP - - 11 mm
EMSP - - 10 mm

Tabela 11. Halos de inibic&o dos extratos e fragBes bioativas. Legenda: FASP - Fracdo em acetato de sementes de
piquid; FHCP — Fracdo em hexano de cascas de piquid; EMCP - Extrato metandlico de cascas de piquia; EMSP —
Extrato metandlico de sementes de piquia; MRSA - Staphylococcus aureus resistente a meticilina.
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A fracdo em acetato de sementes (FASP) apresentou halos contra trés bactérias
Staphylococcus aureus, Staphylococcus aureus resistente a meticilina e Shigella flexneri
(Figura 26) e de acordo com o critério de avaliacdo, os didmetros dos halos enquadram-se em
baixa a moderada atividade. Os extratos metanoélicos de cascas e sementes e a fracdo hexanica
de cascas de piquié apresentaram inibi¢do apenas contra Shigella flexneri com halos de 10 e 11

mm de didmetro, indicando baixa atividade antibacteriana (Figura 27).

Figura 26. Placas com halos de inibicdo da fragdo FASP contra trés bactérias. (a) Staphylococcus aureus (b)
Staphylococcus aureus resistente a meticilina - MRSA (c) Shigella flexneri.

Figura 27. Placas com halos de inibic8o das quatro amostras ativas contra Shigella flexneri.

As quatro amostras revelaram atividade antibacteriana contra Shigella flexneri, uma
bactéria Gram-negativa, pertencente aos principais patégenos causadores de infeccdes
hospitalares no sangue, infeccbes nosocomiais e associados com multirresisténcia aos
antimicrobianos resultando maior mortalidade e morbidade em pacientes criticos (Kang et al.,

2005).
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Os metabolitos vegetais representam uma interface quimica entre as plantas e o
ambiente circundante, portanto diversas condi¢des ambientais como radiacdo solar UV,
temperatura, sazonalidade, indice pluviométrico, composigao atmosférica, ataque de patdgenos,
macro e micronutrientes afetam na producéo e bioatividade dos metabdlitos vegetais (Gobbo-
Neto e Lopes, 2007). Nas andlises realizadas por Bastos (2015) os extratos etandlicos e
hidroalcodlicos de cascas e sementes de piquid foram ativos contra 14 bactérias, enquanto que
neste trabalho apenas 2 extratos e 2 fragcfes mostraram-se ativos contra 3 bactérias, diferentes
condi¢Bes como o0 modo de coleta dos frutos, 0 método de extracdo e o sistema de solventes

podem ter influenciado nesses resultados.

As amostras que apresentaram halos de inibicdo significativos foram avaliadas pela
determinacdo da concentracdo inibitéria minima pelo método de microdiluicdo em pocos. A
CIM é definida como a menor concentracdo de compostos que produz uma reducéo de 80% no
crescimento visivel dos microorganismos em comparagdo com o controle. Segundo Holetz et
al. (2002), os extratos apresentam atividade antimicrobiana boa se exibir uma CIM inferior a
100 pg/mL; de 100 a 500 pg/mL a atividade antimicrobiana ¢ moderada; de 500 a 1000 pg/mL,
a atividade antimicrobiana € fraca; mais de 1000 pg/mL o extrato ¢ considerado inativo. A

imagem da placa de pogos com é mostrada na Figura 28.

1000 pg/mL 1
500 pg/mL 2
250 pg/mL 3

125 pg/mL
62,5 png/mL
31,25 pg/mL
15,6 pg/mL

7,8 pg/mL

FASP FHCP  EMSP  Controle EMCP  EESP EECP
Droga

Figura 28. Resultado do teste para determinacdo da Concentracdo inibitéria minima (CIM). (1) Controle de
esterilidade; (2) Controle de crescimento; (3) Controle reagente (DMSO 10%).
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Considerando os critérios sugeridos por Holetz et al. (2002), todos os extratos e fra¢cdes
foram inativos visto que mesmo na concentragdo mais alta de 1000 pg/mL houve conversdo da
coloragéo do corante azul para rosa indicando crescimento bacteriano positivo. Como pode ser
observado no controle droga a permanéncia da coloragdo azul indica inibi¢do do crescimento
da bactéria.

Em produtos naturais ainda ndo existe um método padronizado para expressar 0S
resultados da atividade antimicrobiana. Ensaios bioldgicos com extratos de plantas podem
ocasionar resultados com variagOes atribuidas a varios fatores, dentre eles: a técnica aplicada,
0 microrganismo e a cepa utilizada no teste, a origem da planta, a época da coleta, se 0s extratos
foram preparados a partir de plantas frescas ou secas e a quantidade de extrato testada (Ostrosky

et al., 2008).

5.3.2. Atividade antimalarica

Os extratos e fracdes foram submetidos aos testes de atividade antimalarica frente as
cepas FCR3 de Plasmodium falciparum por citometria de fluxo. Os testes foram realizados em
colaboracdo com a plataforma de Bioensaios do Instituto Lednidas e Maria Deane — FIOCRUZ

Amazonia.

A porcentagem de inibicdo do crescimento parasitario foi calculada pela formula:

(% fluorescéncia da amostra— % fluorescéncia dos eritrocitos sadios)

100

% inibigédo =
¢ (% fluorescéncia do controle — % fluorescéncia dos eritrécitos sadios)

Das amostras analisadas, apenas o extrato em acetato de cascas de piquia (EACP)
apresentou resultados mais expressivos, com porcentagem de inibicdo de crescimento

parasitario superior a 50% em todas as concentra¢des testadas (Figura 29).
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Inibicdo antimaldarica de EACP

(%)

100 86,78

73,72
80 68,78 69,9 67,67 21 62,79
6 51,91
A
2
0
50

12,5 6,25 3,12 1,56 0,7

o O O

INIBICAO PARARITARIA

CONCENTRAGOES TESTADAS (pg/mL)

Figura 29. Inibicdo antimalarica de EACP em todas as concentracdes testadas.

A concentracdo inibitéria em 50 % da parasitemia total (Clso) foi determinada a partir
da curva dose-resposta de extratos de planta versus hemacias parasitadas, por analise de

regressdo nao linear pelo software GraphPad Prism.

De acordo Deharo e colaboradores (2001), os resultados in vitro para foram
classificados do seguinte modo: as amostras que mostraram valores de Clso inferior a 5 pg/mL
foram considerados altamente ativos, enquanto que aqueles com valores de 5 a 10 pg/mL foram
considerados moderadamente ativos e os que apresentaram valores de Clso superior a 10 pg/mL

foram considerados inativos.

Dentre os extratos e fracOes avaliados, apenas o0 extrato em acetato de etila de cascas
de piquia (EACP) apresentou elevada atividade antimalarica exibindo Clsg de 0,12 ug/mL ¢ a
fracdo metanolica de sementes de piquid (FMSP) que apresentou atividade moderada com valor de
Clsp 5,69 pg/mL. As demais amostras ndo demonstraram atividade antimalarica pois expressaram

valores de Clsp acima de 10 pg/mL.

5.3.3. Ensaio de citotoxicidade in vitro

Os extratos sequenciais e as fracfes de cascas e sementes foram avaliados quanto a
sua toxicidade frente as linhagens celulares VERO (linhagem celular sadia derivada de rins de

macaco verde) e células HEp-2 (linhagem celular tumoral derivada de carcinoma de laringe
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humana) em concentracdo Unica. Os testes foram realizados em colaboragcdo com a plataforma

de Bioensaios do Instituto Lednidas e Maria Deane — FIOCRUZ Amazonia.

Segundo Mahmoud et al. (2001), os extratos e fracGes sdo classificadas de acordo com

o percentual de morte celular causado nas células testadas, mortalidade celular acima de 75% é

considerada atividade citotoxica elevada, 51 a 75% de morte celular sdo considerados

moderadamente ativos e abaixo de 50% ndo apresentam atividade citotoxica. As porcentagens

de morte celular das amostras (8 extratos e 8 fragcdes) estdo apresentados na Tabela 12.

Amostras Morte celular (%)
VERO HEp-2
EECP 59,7 -
EHCP - -
0 EACP 64,6 10,8
S EMCP 62,1 1,6
2 FHCP 47,8 915
) FDCP - -
FACP - -
FMCP - 1,3
EESP 66,9 -
" EHSP - 15,0
! EASP - -
e EMSP - 10,5
= FHSP - -
L] FDSP 18,6 -
FASP 61,1 -
FMSP 2,2 -

Tabela 12. Percentual de morte celular em linhagens celulares VERO e HeP-2.

(-): ndo houve morte celular.

As amostras EESP, FASP e EECP exibiram atividade moderada frente as células

sadias VERO, pois causaram inibi¢Ges de 66,9%, 61,1%, 59,7%, enquanto que as fracdes FDSP

e FMSP apresentaram porcentagens menos expressivas com 18,6% e 2,2% de inibicéo,

respectivamente, sendo consideradas inativas. E ambas as amostras ndo inibiram o crescimento

celular de HEp-2.
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As amostras EHSP, EMSP e FMCP apresentaram apenas porcentagens de inibicéo
frente as células tumorais HEp-2, matando 14,97%, 10,53% e 1,34%, respectivamente.

Os extratos em acetato (EACP) e metandlico de cascas (EMCP) inibiram o
crescimento das duas células VERO e HEp-2, mas em porcentagens maiores frente as células
sadias com 64,60% e 62,13% indicando atividade citotoxica moderada e frente as células
tumorais mostraram grau de mortalidade menor com 10,79% e 1,57%, respectivamente.

A fracdo hexanica de cascas apresentou atividade citotoxica elevada, pois matou
91,50% das células tumorais HEp-2, o que indica que na concentracdo testada essa fracdo é
citotoxica para células tumorais. A mesma fracdo inibiu apenas 47,83% das células sadias.

Em sintese, apenas uma fragdo foi considerada toxica frente as células tumorais e
outras cinco amostras foram moderadamente tdxicas frente &s células sadias VERO. Esses
dados permitem outras investigacdes como avaliar o comportamento dessas amostras frente as
células humanas sadias e em diferentes concentragdes, pois existe a possibilidade de ndo haver

constituintes suficientes uma Unica concentragao para inibir o crescimento celular.

5.4. Estudo fitoquimico bioguiado

Apos extragdes em Soxhlet e particdo liquido-liquido, os extratos e fracdes foram
submetidos aos testes de atividade antibacteriana e antimaléarica (Figura 30). O estudo
fitoquimico procedeu-se apenas para o0s extratos e/ou fragdes de cascas e sementes considerados

ativos nestas atividades biologicas citadas e cada estudo sera descrito nos subitens a seguir.



Material vegetal:
cascas e sementes

Extracdo
Soxhlet
| |
Métado 1: Método 2:
Extragdo (nica Extracdo sucessica
|
| 1 ]
Extrato em etanol Extrato em Extrato em Extrato em
seguido de particio AcOEt metanol
[ | 1
Fracdoem || Fragdoem | |Fragioem | |Fragdoem
hexano DCM AcDEL metanol
|
Atividade bioldgica
|
Atividade Atividade
antibacteriana antimalarica
[ I l I 1 |
Fragdo Fragao em Extrato Extrato
hexanicade | |acetatode | |metandlico | | metandlico Extrato em

cascas sementes | | decascas | |desementes acetato de cascas

Figura 30. Esquema do estudo fitoquimico bioguiado.

5.4.1. Fracado em hexano de cascas (FHCP)
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A fracdo em hexano € oriunda da particdo do extrato etandlico de cascas, sendo

considerada ativa em testes antibacterianos contra Shigella flexneri. A placa cromatogréafica da

fracdo foi realizada em fase normal eluida com DCM/AcOEt na proporcdo 65:35, revelada em

ultravioleta 254 e 366 nm e com os reveladores vanilina, sulfato cérico e cloreto férrico.
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uv UV  Sulfato Cloreto
366 nm 254 nm cérico férrico

Vanilina

Figura 31. Placas cromatogréficas da fragdo FHCP revelada em diferentes reveladores.

A Figura 31 mostra o perfil cromatogréfico da fragdo com diferentes reveladores e
pode ser observado que a mesma ndo apresentou revelacdo no comprimento de onda de
ultravioleta 254 nm e nem quando revelada com cloreto férrico, indicando possivel auséncia de
compostos fenolicos. A revelacdo com o reagente vanilina apresentou boa separacdo com
manchas ao longo de toda a placa cromatografica em tons de azul-violeta, indicativo da
presenca de saponinas e/ou terpenos glicosilados (Wagner e Bladt, 1995).

Ap0s particdo do extrato etanolico obteve-se 300 miligramas da fragdo FHCP, que foi
submetida a coluna flash utilizando uma coluna com aproximadamente 2,2 cm de diametro,
empacotada a 15 cm de altura com silica flash F60 (230-400 mesh) e eluicdo em modo gradiente
com hexano, diclorometano e acetato de etila em diferentes proporcdes (Figura 32) originando

60 fracGes com volume de 20 ml cada.



89

Hex. (%) | DCM (%) | AcOEt (%) | MeOH (%)

100 - - -
80 20 - -
60 40 - -
50 50 - -
40 60 - -
30 70 - -
20 80 - -
10 90 - -

- 90 10 -
- 80 20 -
- 70 30 -
- 60 40 -
- 50 50 -
- 30 70 -
- - 100 -

- - - 100

Figura 32. Coluna flash FHCP com sistema de elui¢do gradiente.

A Figura 33 mostra o perfil cromatografico das 60 fracGes obtidas da coluna flash
analisadas por CCD em placa de fase normal, eluidas com hexano e diclorometano na proporgao

20:80% e revelada em vanilina sulfurica.

pU LIS 4158 138N BNHES D43 j b 44 300 58 % ¢

Figura 33. Placa cromatografica das 60 fracdes obtidas da coluna flash.

Observou-se boa separacdo dos compostos visto que houve uma rampa de polaridade
obtendo-se primeiramente 0s compostos de baixa polaridade e finalizando com os compostos
mais polares. Posteriormente, realizaram-se CCDs para cada conjunto de fracdes com diferentes

misturas eluotropicas visando melhor separacdo das bandas cromatogréficas, e as fracbes que



90

apresentaram o mesmo Rf e perfil cromatogréafico foram reunidas e repesadas, resultando em

16 fracOes (Tabela 13).
Fracbes Reunido Massa (9)
1 1-6 0,0034
2 7 0,0181
3 8 0,0132
4 9 0,0148
5 10-13 0,0613
6 14-15 0,0011
7 16 - 17 0,0005
8 18 - 23 0,0098
9 24 - 32 0,0151
10 33-39 0,0777
11 40 0,0025
12 41-42 0,0034
13 43-44 0,0035
14 45 — 46 0,0032
15 47 - 48 0,0055
16 49 - 58 0,0135

Tabela 13. Reunido e massa das fracdes da coluna flash FHCP.

A Figura 34 mostra o perfil cromatografico das 16 fracGes resultantes, o que gerou a
reunido das fracGes 7,8 e 9 sendo renumeradas como fracdo 7 obtendo 24 mg.

?‘
:
|

|lll
|

DCM 100% (4x)

Figura 34. Placas cromatogréaficas das fracGes reunidas. A: Reagente vanilina; B: UV-366 nm; C: UV-254 nm.
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5.4.1.1. Ildentificacdo da Fracéo 7

A fracdo 7 apresentou-se em forma de um sélido branco e soluvel em diclorometano.
Analises dos espectros de RMN 1 e 2D e APCI/MS em comparacdo com os dados da literatura
permitiram identificar a fracdo como uma mistura dos esteroides p-sitosterol e estigmasterol
(Figura 35). Essas estruturas ja foram relatadas por Marx et al. (1997) presentes na composicédo

quimica da polpa de Caryocar villosum.

29

B-sitosterol (C29Hs00) Estigmasterol (C29Has0)
MM: 414,7 g/mol MM: 412,6 g/mol

Figura 35. Estruturas dos esteroides - sitosterol e estigmasterol.

Os fitoesterdis sdo comumente relatados em plantas e materiais marinhos. Séo
estruturalmente compostos por 27 ou 29 carbonos e possuem analogia com o colesterol,
diferindo apenas na configuracdo da cadeia lateral. O B-sitosterol contém a adi¢do de um grupo
etila no carbono 24 na cadeia lateral, e o estigmasterol além do substituinte 24-metila, possui
uma insaturacdo, uma ligagéo dupla trans entre os carbonos 22 e 23 (Dewick, 2002).

Os espectros analisados por espectrometria de massas foram realizados na fonte APCI
pois € adequada para analise de compostos ndo polares e de baixo peso molecular como esterais,
que sdo detectados em APCI como ions desidratados ([M+H-H20]") que é um diagndstico de

esterdis (Lagarda et al., 2006).



92

A Figura 36 mostra o espectro de APCI/MS em modo positivo, que apresentou ions

intensos [M+H-H2O]* em m/z 397 referente ao B-sitosterol e [M+H-H2O]* m/z 395 referente ao

estigmasterol.
F7FHCP 170511163244 #33-36 RT: 0,75-0,79 AV: 4 NL: 3,05E4
T: ITMS + ¢ APCI corona Full ms [100,00-1000,0
397,37
60
55
50 395,38
45
40
35 398,35
30
25
20
15
10
53 338,33 369,39 383,37 399,36
|, |za2.34 3000 367.34 37036 | 39339 40040 || a1905 42729 439,34 451,37 457,26
0y B L L e b B L L L L L L L e D T
340 350 360 370 380 390 400 410 420 430 440 450
m/z

Figura 36. Espectro APCI/MS da F7 em modo positivo.

Os espectros de massas dos esteroides mostram ions fragmentados referentes as
possiveis perdas de metilas da cadeia hidrocarbonada e posteriores clivagens dos anéis do

esqueleto esteroidal (Figura 37) (Santana, 2011).

299

161,1

121,1

Figura 37. Possiveis perdas do esqueleto esteroidal

As Figuras 38 e 39 mostram os espectros de fragmentacdo MS? dos ions em m/z 395 e

397, respectivamente.
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F7FHCP_11.05.17 #509-513 RT: 3,26-3,28 AV: 5 NL: 1,13E2
F: ITMS + ¢ APCI corona Full ms2 395 00@cid22,0
100+ - 297
904
] 159 - 140 Da
80 R I L e L L e P E P PP PR e e
704
E 283
0] sa1 - 98 Da
50 213 269 311
E 147 199
407 173 e 215 -
1 145 203
30 131 1% 161 227 285
] 149 185 257
209 1 143 (][ 157 || 172 254 o 327 4a9
1 110 165 205 243 268 287 | 299 325
107 L 189
1 15 177 225 3L ||2ss ||| 259 ||| 273 301 353 376
Em|ing | WL W T, gzl o) Tz 202 || sor | | a7 |
o 1 1iE 1A T O Tt 15 ] J I J
N A Wte 118 44 w111 e} S i A IR A S A
120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380
m/z

Figura 38. Espectro de MS? do fon em m/z 395.

O espectro de massa do ion desidratado [(M+H-H20)]* m/z 395 é mostrado na Figura
38. O fragmento em m/z 297 se deve a perda de uma fracdo da cadeia lateral do estigmasterol

(C7H14). O pico de m/z 255 ¢ formado pela perda da cadeia lateral ligada ao anel pentaciclico.

F7FHCP_170511163244 #634-642 RT: 3,86-3,89 AV: 9 NL: 2,20E2
T: ITMS + c APClI corona Full ms2 397,00@cid2:
100, 161,10

904
1 243,18

80
3 147,13

704 135.15 298,24

215,18 257,22
B 189,13
60—

504
] 287,26 315,26

3 229,22 .

203 187.19 284,30 -99 Da

] 133,11 175,12 -

121,10 271,23 _ 16 Da
326,32

341,28 <-----

39

| ‘ | ! \‘ H ‘ v vl

Ll ‘ \‘\ \‘ P11 M (1111 . \H ‘ 1
. Ll il Lt 0l

H#H \‘\ ‘\“‘H‘H\ ‘H“ Il ‘Hﬁ ! “JH A \“.\ “‘HH | \H} | I 1] el
120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380
m/z

o

Figura 39. Espectro de MS? do ion em m/z 397.

O espectro de massa do ion desidratado [(M+H-H20)]* m/z 397 é mostrado na Figura
39. O fragmento em m/z 381 se deve pela perda de metano (-CHa) e o ion fragmentado m/z 315
pode ser explicado pela perda de grupos alquilas da cadeia lateral (-C7Hzs).

Os espectros de RMN de 'H e de *C estdo apresentados nas Figuras 40 e 41,
respectivamente, com a ampliagdo dos principais fragmentos caracteristicos de esqueleto

esteroidal.
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Figura 40. Espectro de RMN H (500 MHz, CDCls;, TMS) da Fr. 7. Os fragmentos ampliados destacam as regides de § tipicos de esqueleto esteroidal.
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Na analise do espectro de RMN H (500 MHz, CDCls) (Figura 40), verificou-se a
presenca de sinais caracteristicos de esqueleto esteroidal, como um multipleto em én 5,35
referente aos atomos de hidrogénios vinilicos (H-6), um multipleto em n 3,53 referente aos
atomos de hidrogénios carbinolicos (H-3), além da presenca de varios sinais na regido entre on
0,68 e 2,36 ppm que sdo atribuidos aos hidrogénios metilicos, metilénicos e metinicos.

Os sinais em 64 5,15 (dd, J =15.11, 8.70 Hz) ¢ 61 5,02 (dd, J =15.11, 8.70 Hz) sdo
referentes aos hidrogénios vinilicos de uma dupla ligacdo (H22-23) da molécula de
estigmasterol. (Forgo e Kover, 2004; Kojima et al., 1990).

O sinal em 3y 7,26 (singleto) refere-se ao sinal do cloroférmio deuterado, CDCls,
solvente utilizado para solubilizacdo da amostra (Silverstein et al., 2007).

Os dados de RMN de H foram comparados com a literatura e os deslocamentos

quimicos dos hidrogénios caracteristicos de esterdis estdo mostrados na Tabela 14.

Mistura on B-sitosterol (8) "D Estigmasterol (51)"®?
H (mult., J em Hz)>® (Zhang et al., (F:;: :ln 4t (Forgo e (Facundo et
N 2006) 2008.,) Kover, 2004) | al., 2008)
3 | 353 (m) 3,53 (m) 3,51 (M) 351(m) | 35L(m) | 351(m)
6 5,35 (m) 5,35 (m) 5,34 (m) 536(d) | 5,34 (m) 5,12 (d)
18 0,68(s) 0,70(s) 0,68 (s) 0,68 (3) 0,70 (s) 0,69 (3)
19 1,01 (s) 1,01 (s) 1,00 (s) 1,02 (s) 1,01 (s) 1,02 (s)
0,92 1,06 0,92
2L 1 d,3=67Hz)| (d,3=64Hz) | (dI=65Hz) | B 1,03 (d) 1,03 (s)
- 5,15 (dd, 517 (dd, | 5,22-4,95
J=15,11; 8,7 Hz) J= 152 Hz) (m)
’3 5,02 (dd, 5,04 (dd, | 5,22-4,95
J=15,11: 8,7 Hz ) J=8,6 Hz) (m)
0,83 0,83
2 | (4 1267 Ho) 0,86 (s) @ 1=65Hz) | 0830) 0,85 (d) 0,86 (5)
27 | 084 (s) 0,81 (s) « 2% | 0800 | 080 0,81 (s)
20 | 081(s) 0,85 (s) « o8 by | 08L® | 08L(Y 0,83 (s)

Tabela 14. Dados de RMN *H (500 MHz em CDCl3) da mistura de estigmasterol e B-sitosterol (8 em ppm) em

comparacdo com a literatura.
Exp.:experimental; lit: literatura; ® 300 MHz; ? 500 MHz
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Figura 41. Espectros de RMN 3C (125 MHz, CDCls, TMS) da Fr. 7. Os fragmentos ampliados destacam as regides de & tipicos de esqueleto esteroidal.
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Na analise do espectro de RMN *3C (125 MHz, CDCls) (Figura 41), verificou-se a
presenga dos sinais em dcH 140,76 e 121,74 que sdo referentes aos carbonos metinicos (C5-
C6) e o sinal em dcH 71,7 referente ao carbono carbindlico (C3) da estrutura basica dos
esteroides.

A diferenga entre os dois esterois consiste na dupla ligacdo entre os carbonos 22 e
23 na cadeia lateral da molécula de estigmasterol. No espectro de carbono, os sinais em dcH
138,32 (C-22) e 129,29 (C-23) sao atribuidos aos carbonos metinicos da cadeia lateral de
estigmasterol. O sinal em 6cH 77,02 (tripleto) refere-se ao sinal do cloroférmio deuterado,
CDCls, solvente utilizado para solubilizagdo da amostra.

A Figura 43 mostra o espectro de RMN 2D HSQC com as correlagdes

caracteristicas dos esteroides: carbono carbindlico entre H-3/C-3 (d 13,54/ § c71,74) e as
ligacOes insaturadas entre H-6/C-6 (&w 5,35/ &c 121,71), H-22/C-22 (6w 5,15/ Sc
138,32), H-23/C-23 (6 15,02/ & ¢ 129,29). A Figura 44 mostra o espectro de RMN 2D

HMBC com os assinalamentos dos carbonos e hidrogénios correlacionados.
Os valores obtidos pelos espectros de RMN uni e bidimensionais (*H, **C, HSQC
e HMBC) em comparacdo com a literatura (Cayme e Ragasa, 2004) permitiram realizar o

assinalamento dos sinais correlacionados e alguns deles podem ser observados na Figura 42.
29

22

Figura 42. Algumas correlagdes de HMBC para os esteroides
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Os valores dos sinais correlacionados de [-sitosterol e estigmasterol estdo

apresentados nas Tabelas 15 e 16, respectivamente.

C 13C H HMBC
1,08 C2, C3, C5, C9, C10, C19
! 37,30 1,83 C3, C5, C9, C10, C19
1,49 C3
2 3167 1,85 C3, C5,C19
3 71,74 3,53 -
2,26 C2, C3, C5, C6, C10
4 423 2,28 C2, C3, C5, C6, C10
5 140,76 - -
6 121,71 5.35 C4,C7,C10
1,54 C5, C6, C8, C9, C13
! 31,92 1,99 C5, C6, C8, C9
8 31,92 1,46 C7, C9, C10, C14
9 50,12 0,92 C1, C8, C10, C11, C14, C19
10 36,52 - -
1,47 C8, C9, C14
= 2h15 1,53 C4, C9, C10, C12, C19
1,16 Cl11, C13, C18
12 39,80 200 c14
13 42,24 - -
14 56,78 1,01 C7, C8, C9, C13, C15, C18
1,34 C7,C8, C13
15 2470 1,61 C8, C16
16 28,24 1,26 C15
17 56,07 1,10 C13, C14, C15, C16, C18, C20, C21, C22
18 11,98 0,68 C12, C13, C14,C17,C21
19 19,39 1,01 C1, C4, C5, C9, C10
20 35,13 1,36 C21, C22,C25
21 18,82 0,92 C12, C13, C17, C18, C22
22 33,93 1,33 C17, C20, C23,C24
23 26,10 1,17 C24,C28
24 45,87 0,92 C25, C26, C28, C29
25 29,18 1,66 C23, C24, C26, C27, C28
26 19,05 0,83 C24, C25, C27
27 19,84 0,84 C24, C25, C26
28 22,98 1,26 C23, C24, C25, C29
29 11,98 0,85 C22, C24, C25,C28

Tabela 15. Correlagbes HSQC e HMBC para o B-sitosterol.
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C 13C H HMBC
1,08 C2, C3, C5, C9, C10, C19
. 87,30 1,83 C3, C5, C9, C10, C19
1,49 C3
2 31,67 1,85 C3, C5, C19
3 71,74 3,53 ;
2,23 C2, C3, C5, C6, C10
4 42.3 2,28 C2, C3, C5, C6, C10
5 140,76 - -
6 121,71 5.35 C4, C7, C10
1,51 C5, C6, C8, C9, C13
! 31,92 1,96 C5, C6, C8, C9
8 31,92 1,46 C7, C9, C10, C14
9 50,12 0,92 C1, C8, C10, C11, C14, C19
10 36,52 - -
1,47 C8, C9, Cl14
1 21,15 1,53 C4, C9, C10, C12, C19
1,16 Cl11, C13, C18
12 39,80 200 oL
13 42,24 - -
14 56,89 0,98 C8, C9, C11, C13, C15, C16, C18
1,01 C8, C14, C18, C22
15 24,82 1,55 C16, C8
1,31 C15, C18
16 28,92 170 =t
17 56,07 1,12 C13, C14, C16, C18, C20, C21, C22
18 12,06 0,70 C12, C13, Cl14, C17, C21
19 19,39 1,01 C1, C4, C5, C9, C10
20 40,48 2,06 C17, C22, C23
21 21,19 1,06 C17,C22
22 138,31 5,15 C20, C21, C23, C24, C27
23 129,29 5,02 C20, C22, C24
24 51,23 1,53 C23, C25, C29
25 31,92 1,44 C24, C29
26 21,19 0,86 C24, C25, C27
27 18,79 0,81 C24, C25, C29
28 26,10 1,17 C24, C26, C29
29 12,25 0,81 C24, C25, C28

Tabela 16. Correlacdes HSQC e HMBC para o estigmasterol.
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5.4.2. Fracdo em acetato de etila de sementes (FASP)

A fracdo em acetato de etila € oriunda da particdo do extrato etanolico de sementes,
sendo considerada ativa em testes antibacterianos contra Staphylococcus aureus,
Staphulococcus aureus resistente a meticilina e Shigella flexneri. O perfil cromatogréafico da
fracdo pode ser observado na Figura 45. A placa foi realizada em fase reversa eluida em
agua: acido formico 1% e acetonitrila na proporc¢éao 80:20% revelada em luz ultravioleta UV-

366 nm e UV-254 nm e com os reveladores vanilina e cloreto férrico.

uv uv Cloreto
366 nm 254 nm férrico

Vanilina

Figura 45. Placas cromatograficas da fracdo FASP revelada em diferentes reveladores.

Para informagdes adicionais e melhor conhecimento da amostra, a fragdo FASP
também analisada por espectrometria de massas. Os espectros foram obtidos usando a fonte
eletrospray (ESI), analisador de ion-trap e operando no modo positivo (Figura 46) e negativo
(Figura 47). A amostra foi injetada por insercdo direta com fluxo de 100 puL/min, com
varredura entre m/z 100 a 1000 Da. Para processamento de dados foi utilizado o Programa

Xcalibur 2,0.
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FASP_18 01 17 #923-936 RT: 12,00-12,16 AV: 14 NL: 2,57E3
T: ITMS + ¢ ESI Full ms [100,00-1000,00]
100 203,04

90 989,00

80

70 963,46

60
50

40
657,06

30

217,09 439,19 507,19 68705 831,06

20 [ 355.12 ! 855,68
: 489,23 64546 | | 70333 5,

301,12
’ 551,38
10 187,09 595,33 797.21 881,80
171,05 895,54

0
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000
m/z

Figura 46. Espectro ESI/MS de FASP em modo positivo.

FASP_18 01 17 #518-535 RT: 6,60-6,77 AV: 18 NL: 8,54E2
T: ITMS - ¢ ESIFull ms [100,00-1000,00]

200 965,17
90
80
70
60
50
40
30 633,22

301,17
169,12
20 466,27

10 339,35

447,25
12515 | 05,7 29120 l
0Fed bbb

| DAL I RS AR MRS RN M RARE MRS |

“J; \{ Ll
T T T T ‘ T T
100 200 300 400 500 600 700
m/z

900 1000

Figura 47. Espectro ESI/MS de FASP em modo negativo.

Os espectros fornecem picos com diferentes massas cargas (m/z) e a fragmentacéo
desses picos sugerem os perfis das substancias presentes como acidos fendlicos, incluindo

os derivados de acido galico e acido elagico.
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FASP #225-230 RT: 3,79-3,85 AV: 6 NL: 2,70E1
F: ITMS - c ESI Full ms2 169,00@gttd22,08,[50,00-1
125
] OH
22
2] HO
1] OH
16 Q
147 OH
12 ' L=
1 Acido galico
107 -44 Da
o] D B
64 169
E ;
4
- 126
24
110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210
m/z
o005 AV & NL: 511
201,00@cid28,00 [20,00-202,00] 301
0
HO o4
HO N OH
g o OH
g o}
§ _
Acido elagico
EEIB
-
3 -44 Da -28 Da \ =7 - 44 Da
103 ) e | @R T g
: i L ol W T
L e R I e A A A A e A aaaas L o Bae L e Asaaaac T e T
20 100 120 140 180 180 200 220 240 280 280 300
miz
FASP #460-463 RT: 6,98-7,02 AV: 4 NL: 493E1
F: ITMS - ¢ ESI Full ms2 469,00@cid28,00 [125,00.
425
1004
o OH
X
OH
OH
Acido vanoleico dilactona
- 44 Da
R T e
301 392 423
289 | ‘308 331 349 | | 4:‘;7
\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\‘\\\\\\\\\\\\\\\\\\ T T T T T T T
140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460
m/z
FASP #584-590 RT: 8,75-8,83 AV: 7 NL: 1,26E2
F: ITMS - c ESIFull ms2 633,00@cid28,00 [170,00
100+ 301
HO OH HO OH
galoil-HHDP-hexose 275 PR - 162 Da a63
185 193 203 219 229 24? 2\57 273 287 | 318 320 347 353 373 401 419 435 465
140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460
m/z

Figura 48. Fragmentacdo dos ions m/z 169, 301,469, 633.
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Em comparacdo com as fragmentacdes dos dados literarios, detectou-se 0s
seguintes acidos fenolicos: acido galico como ion [M — H] m/z 169 e o fragmento em m/z
125 [M — H — 44] devido a perda de COg; acido elagico m/z 301 [M — H]" e fragmentos em
m/z 257 [M — H — 44], m/z 229 [M — H — 28] e m/z 184 [M — H — 44] provenientes das
perdas de duas unidades de CO e uma unidade de CO; &cido valoneico dilactona m/z 469
[M — HJ] e fragmentos em m/z 425 [M — H — 44] proveniente da perda de CO2, m/z 301 [M
— H —124] pela perda de uma fragdo do &cido gélico; galoil-HHDP-hexose em m/z 633 [M
— H] e os fragmentos em m/z 463 [M — H — 170], 301 [M — H — 162] devido a perda de
acido galico seguida da perda de uma unidade de uma hexose (Figura 48) (Chisté e
Mercadante, 2012; Mullen et al., 2003; Mena et al., 2012; Boulekbache-Makhlouf et al.,
2012).

Com base nas andlises de CCD e EM, a fracdo FASP foi analisada por CLAE
analitico usando uma coluna Luna fenil — hexil, 150 mm x 4,6 mm, 5 um, da marca
Phenomenex, A amostra foi injetada numa concentragdo de 1 mg/mL e fluxo de 1 ml/min.
As fases mdveis utilizadas foram agua (solvente A) e metanol (solvente B) com gradiente
de 20 a 60% de B em 20 minutos e 60 a 100% em 4 minutos, permanecendo em 100% por
10 minutos, totalizando 34 minutos de corrida. Na Figura 49 é apresentado o cromatograma
da andlise por CLAE analitico e observou-se melhor seletividade nos comprimentos de onda
280 e 300 nm, sendo os comprimentos escolhidos para a analise semi-preparativa.

RT: 0,00 - 34,00
10,44 13,58 NL:

400000 Maximum

350000 FASP_fenil_SA

_20a60_grad2
300000
250000 \

200000

! \ 17,91
| 1218 | |14.18 i
)

150000
] |

26,34
2615 " f

] A i
100000 \ | \\\ [ \ ‘\‘ | [
1 1/ v \ 14,70 [ ﬂ ‘\(‘”" |
8,58 | L./ . b

| 1758 | \y
] 5 \ A 24,39
50000 \ 658 7.8 [\ | 1561 2308 2439, S
\ oo / .
o) hazis7a St /

O L S e e L LA S B U A S L B B e

Time (min)

Figura 49. Cromatograma da fracdo FASP em CLAE/DAD.



106

A amostra foi submetida ao fracionamento em escala semi-preparativa utilizando
metanol (B) e agua (A) como fases mdveis e eluicdo em gradiente 20 a 60% de B em 20
minutos e 60 a 100% em 5 minutos, permanecendo em 100% por 10 minutos, totalizando 35
minutos de corrida, o que resultou na coleta de 12 fragcdes, mostradas na Figura 50. Cada
injecdo continha 30 mg da fragcdo FASP solubilizados em 150 uL. de DMSO, foram

realizadas 11 corridas utilizando 330 mg da fracdo.

=
o JDeEne A R 2RO

Dudecton A Ch2 300nm &
=]
o]
s

1500

1250 E]

Figura 50. Cromatograma das 12 fra¢Bes obtidas da Fracdo FASP em CLAE semi-preparativo.

Na Tabela 17 sdo apresentados os rendimentos das fragcOes obtidas no
fracionamento. As doze fragOes foram encaminhadas para a Fiocruz para avaliagcdo da

atividade bioldgica, onde as mesmas ndo apresentaram atividade relevante.

Fracoes Massa (mg)
1 7
2 3
3 3
4 8,8
5 8
6 55
7 10
8 28
9 19
10 22
11 75
12 2

Tabela 17. Rendimentos das fragdes de FASP por CLAE semi-preparativo.
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A partir dos dados espectrais pode-se observar sinais caracteristicos dos derivados
de acidos elagico e galico, no entanto somente a fracdo FASP 11 pode ser identificada em
comparagdo com a literatura.

O espectro de massa do pico 11 (Figura 51) revelou ion molecular de m/z 447 [M —
H], sequido de um pico em m/z 301 [M — H — 146]", devido a perda de um residuo de agucar

(ramnose) (Chisté e Mercadante, 2012).

Karen_JMA_APCI#1087 RT:17,38 AV:1 NL:4,36E4
T: ITMS - ¢ APCI corona Full ms [150,00-1000,00]

100+ 301
904
80
70

60
] 447

50
407 - 146 Da
] -
307
20 302
1 448
107
4169 201 220 247 261 20 343 365 391 427 |49 477 535 503 603 619 O%° 673 692 749 757 09 827 841 895 909 952 975 993
L E ) s e e e B AR Em P et o o pspee e pufles oy T ¥ e e e

T L e A Py T T gt T T T
150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 850 900 950 1000
miz

Figura 51. Espectro de MS da fracdo FASP 11 (m/z 447)

O espectro de RMN de *C da FASP 11 (Figura 52) apresentou sinais tipicos de
aromaticos: sinal em & 160,23 que ¢ caracteristico de éster ciclico; sinais em o 148,21, 139,
97 e 136,37, regido que compreende os carbonos aromaticos oxigenados; sinais em 6 112,81,
110, 27 e 107,94 referentes aos carbonos aromaticos ndo substituidos. Além de um sinal &

100,85 atribuido a carbono tercidrio e um sinal em & 16,96 na regido de carbonos metilicos

(Lietal., 1999; Djoukeng et al., 2007).
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Figura 52. Espectro de RMN de *C (125 MHz, CDsOD, TMS) da FASP 11.

O espectro bidimensional HSQC da FASP 11 (Figura 53 e 54) mostra as correlagfes

observadas entre 6H 7,92 € 6c 112,31 e, 6+ 7,55 e 6c 110,19 que sdo atribuidas as ligacdes

terciarias de anéis aromaticos. Observou-se também as correlacdes entre 615,59 e 8¢ 110,20;

OH 3,53 e dc 72,35; 6H 4,01 e 6c 70,60; 6H 3,65 e dc 70,10; d1 3,76 e 6¢c 69,66; o1 1,19 e

dc 16,93 caracteristicos de acucares (Li et al., 1999; Nawwar et al., 1994).

| |
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755 11019, 1
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[
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Figura 53. Espectro de RMN HSQC (*H: 500 MHz, 3C: 125 MHz, CD3;0D, TMS) da FASP 11.
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Figura 54. Ampliacdo das correlages de HSQC (*H: 500 MHz, 3C: 125 MHz, CD30D, TMS) de FASP 11.
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Os dados dos espectros de EM e RMN de *C e HSQC (Tabela 18) em comparagio

com a literatura (Li et al., 1999; Djoukeng et al., 2007) permitiram identificar a fracdo 11

como &cido elagico ramnosideo (Figura 55).

Acido elagico ramnosideo (C,H,0,,)
MM = 448,33 g/mol

Figura 55. Estrutura do &cido eldgico ramnosideo

lH 13C lH lSC
1 - 112,81 4 - 148,21
2 - 136,37 5’ 7,92 110,19
3 - 139.97 6’ - 107,94
4 - 148,21 7 - 160,23
5 7,55 110,19 1” 5,59 100,20
6 - 107,94 2” 4,01 70,60
7 - 160,23 3” 3,65 70,10
r - 112,81 4 3,76 69,66
2’ - 136,37 5” 3.53 72,35
R} - 139.97 6 1,19 16,93

Tabela 18. Dados de RMN de *H, **C e HSQC (*H: 500 MHz, 13C: 125 MHz, CD30D, TMS) da fragdo 11.
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5.4.3. Extrato metanodlico de cascas e sementes (EMCP/EMSP)

Os extratos metandlicos de cascas e sementes foram considerados ativos em testes
antibacterianos contra a bactéria Shigella flexneri. S&o oriundos da extracao sequenciada em
hexano, acetato e metanol. Mesmo sendo extraidos com solventes menos polares, por serem
extratos com matriz mais complexa, optou-se por realizar extracdo em fase sélida (SPE)
antes de analisar no CL/EM para remocao de interferentes e/ou particulas que poderiam ficar
retidas na coluna do equipamento.

O sistema de SPE utilizada é mostrada na Figura 56 e na saida da cuba é introduzida
uma mangueira da bomba de vacuo. Para confeccdo dos cartuchos, utilizou-se 3g de silica
em fase normal para ambos os extratos e colocadas nas seringas. Apds lavagem e
condicionamento da coluna com agua e metanol, 5 g da amostra foi solubilizada em 1 mL
de metanol e foi colocada dentro do cartucho e foi aspirada pelo vacuo. Primeiramente
colocou-se o solvente hexano para eluicdo dos interferentes e depois utilizou-se agua e

metanol como fase mdvel para remocgédo das substancias de interesse, as mais polares.

Figura 56. Sistema de extracdo para SPE.

Ap0s secagem dos extratos, pesou-se 1 mg e solubilizou-se em 1 mL para realizagédo
de analise em CL/EM. As mesmas foram realizadas no LTQPN/INPA utilizando o
cromatdgrafo um cromatdgrafo UFLC, modelo Prominence (Shimadzu) e um espectrometro

do tipo time of flight, modelo microTOF-Q Il da marca Bruker, dotado de uma fonte de ESI
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(modo negativo) monitorando a faixa de m/z 50 a 900. Utilizou-se uma coluna Shim-pack

XR-ODS (50 mm x 2.0 mm, tamanho de particula 2.2 um) com fluxo de 0,4 mL/min.

As fases moveis utilizadas foram dgua com &cido férmico 0,1% (A) e acetonitrila

com &cido férmico 0.1% (B) em modo de elui¢do gradiente mostrado na Tabela 19.

Tempo de corrida

% B

0-2min

2,5%

2—28 min

2,5-15%

28 — 44 min

15 -40%

44 — 46 min

40 -100%

46 — 48 min

100%

48 — 50 min

100-2,5%

50-52 min

2,5%

Tabela 19. Modo de eluicdo CL/EM.

Como referéncia, os padrfes de &cido galico e elagico foram injetados na

concentracdo de 1 mg/mL, os cromatogramas e 0s espectros do acido galico estdo

apresentados nas Figuras 57 e 58 e os do &cido elagico nas Figuras 59 e 60.

Intens.3
x105§ 1

0o 5 10 15 20

30 35 40 45 Time[min]

Figura 57. Cromatograma do padrdo de &cido galico CL/EM.
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Figura 58. Espectros de ultravioleta (em cima) e de massas (embaixo) do padrdo de acido galico.
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Figura 59. Cromatograma do padréo de &cido eldgico CL/EM.
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Figura 60. Espectros de ultravioleta (em cima) e de massas (embaixo) do padrao de acido elagico.

O cromatograma do acido galico em UV-254 nm detectou o pico no inicio da

corrida, com tempo de retencdo de 1 min, no espectro de massas apresentou m/z 169,

enguanto que o acido elagico apresentou o pico com tempo de reten¢do de 22 min. e no

espectro de massas apresentou m/z 301.

Sequencialmente, os dois extratos foram injetados nas mesmas condi¢des

cromatogréaficas. Na Figura 61 esté exibido o cromatograma UV — 254 nm com sobreposi¢do

dos picos dos extratos EMCP (linha azul) e EMSP (linha vermelha). Por se tratar de extrato,

consequentemente, ha complexidade quimica e sdo detectados picos cromatograficos ao

longo de toda a analise.
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Figura 61. Cromatograma de sobreposicéo dos picos dos extratos EMCP e EMSP.

Observa-se picos sobrepostos na zona de tempo de retencdo entre 1 a 2 minutos e

20 a 26 minutos, tempos gque abrangem os picos dos padrdes de acido galico e acido elagico.

As intensidades de absorcao dos picos sdo diferentes, podendo estarem em concentrag6es

maiores ou menores nesse comprimento de onda para cada extrato. Nas Figuras 62 e 63

pode-se observar os cromatogramas de EMCP e EMSP, respectivamente, com 0S picos

cromatograficos selecionados.
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Figura 62. Cromatograma de EMCP em CL/EM.
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Figura 63. Cromatograma de EMSP em CL/EM.

Os picos cromatograficos enumerados de cada extrato foram sumarizados e

expostos nas Tabelas 20 e 21.

20

S

30 Time [min]

tr (min) [M—HJ Formula [M—HJ Erro m Sigma
calc. (m/z) molecular | obs. (m/z) (ppm)
1 1.2 331.0679 C13H15010 331.0671 -2.6 14
2 1.2 169.0155 C7Hs0s 169.0142 -1.7 0.8
3 5.4 183.0308 CgH7Os 183.0299 -4.8 3.4
4 10.0 277.0360 Ci13HqO7 277.0354 -2.1 2.2
5 11.9 197.0455 CoHgOs 197.0455 0.3 6.5
' 291.0151 C13H70g 291.0146 -1.7 2.1
6 13.1 541.0574 Cs2H1309 541.0565 -1.7 83.9
7 14.7 469.0042 C21HgO13 469.0049 15 2.4
8 15.1 633.0731 Ca7H21018 633.0733 0.4 5.4
9 16.3 305.0294 C14H9Og 305.0303 2.9 17.4
Ca4H25023 801.0792 4.5 5.8
10 190 801.0756 C41H2101s8 801.0733 -2.8 37.7
11 21.9 300.9990 C14Hs0g 300.9990 -0.1 1.4
12 23.0 447.0560 C20H15012 447.0569 2.1 135
13 24.8 785.0788 Ca1H21017 785.0784 -0.5 38.9
14 25.7 475.0357 C17H15016 475.0366 1.8 27.0
15 30.7 425.0145 C20H9O11 425.0150 1.2 9.5
C13H1704 458.0325 -1.9 12.3
16| 308 | 4580333 | ¢ W0, | 4580365 6.9 32.1
Ca7H19016 599.0679 35 20.9
17 321 599.0658 C34H15011 599.0620 -6.3 37.2

Tabela 20. Dados referentes aos picos selecionados por CL/EM da amostra EMCP.
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tr (min) [M—HJ Formula [M—HJ Erro m Sigma
calc. (m/z) | molecular | obs. (m/z) (ppm)

1 1.2 331.0661 C13H15010 331.0671 3.0 4.6
2 1.2 169.0144 C7Hs0s 169.0142 -0.8 1.1
3 5.4 183.0303 CgH70s 183.0299 -2.3 2.2
C25H17014 541.0624 6.6 46.7

4 1305410588 | o oHi00 | 5410565 | -4.2 82.0
5 13.7 625.1043 Ca6H25018 625.1046 0.6 25.8
6 14.7 469.0050 C21HgO13 469.0049 -0.3 5.1
7 15.1 633.0744 C27H21018 633.0733 -1.8 11.8
8 15.7 475.0375 Ci7H15016 | 475.0366 -2.0 27.6
9 175 463.0515 Co0H15013 | 463.0518 0.8 7.5
10 19.1 801.0782 C34H25023 801.0792 1.3 16.0
11 21.9 300.9987 C14Hs0s 300.9990 1.0 2.9
12 999 433.0411 C19H13012 433.0412 0.4 4.2
447.0569 C20H15012 447.0569 -0.1 3.9

13 24.8 785.0837 Cs4H2502 785.0843 0.7 24.7
14 25.7 475.0383 C17H15016 | 475.0366 -3.6 28.0
C26H17016 585.0522 -3.7 5.0

15 29.9 585.0544 C19H21021 585.0581 6.3 36.0
16 32.2 599.0677 C27H19016 599.0679 0,2 8,6

Tabela 21. Dados referentes aos picos selecionados por CL/EM da amostra EMSP.

Os dados espectrais de massa dos picos cromatograficos comuns aos extratos foram

discutidos a seguir em comparagdo com os dados da literatura.
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Figura 64. Espectro EM/EM do ion m/z 331.

A analise em EM/EM do ion extraido em m/z 331 (Figura 64) (tr= 1,2 min.) mostra

a presenca de fragmentos m/z 271, 211, 169, 125 provenientes da perda neutra de 120 Da

(m/z 211) e 162 Da (m/z 169) correspondentes a presenca de uma fragdo de hexose e 0 &cido

galico, sendo identificado como monogaloil-hexose (Hofmann et al., 2016).
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Figura 65. Espectro EM/EM do ion m/z 169.

A analise em EM/EM do ion extraido em m/z 169 (Figura 65) (tr= 1,2 min.) mostra
o fragmento m/z 125, explicado pela perda de uma molécula de CO2 correspondente a 44 Da
(Chisté e Mercadante, 2012), bem como o espectro de ultravioleta se mostrou semelhante ao

perfil do padréo acido gélico.
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Figura 66. Espectro EM/EM do ion m/z 301.

O pico do ion [M - H]" m/z 301 (Figura 66) mostra o fragmento em m/z 257,
explicado pela perda de uma molécula de CO2 correspondente a 44 Da, seguida da perda de
uma molécula de CO fornecendo o fragmento m/z 229 [M — H — 44 — 28] e, posteriormente

m/z 185 [M — H — 44 — 28 — 44] devido a perda de outra molécula de CO2 (Chisté e



Mercadante, 2012). O espectro de

acido elagico.

ultravioleta se
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mostrou semelhante ao perfil do padréo

oH “MS2(633.0717), 35.0eV, 27.9min #1667
HO iy
4000 o B
s
HO
© N\ 633.0717
o e -
HO"":—\”" - \ 2
3000 O e OH 300.9962 -
x 200 20 240 260 280 300
O0— 0
AN
"o W oH as1.0728
=] 44 Da
o o K oM D U S
463.0a53
1000 < - 162 Da
169.0150 275.0188 1
a1s.067a s89.0795
an.amag g 249.0a53 367.5213 53> 0580
° 100 260 300 ado s00 &sdo m/=

Figura 67. Espectro EM/EM do ion m/z 633.

O pico do ion [M - H] m/z 633 (Figura 67) mostra o fragmento EM/EM em m/z

481 [M — H — 152] referente a perda do grupo galoil, o fragmento em m/z 463 pode ser

sugerido pela perda de uma molécula de &gua [M — H — 152 — 18], em m/z 301[M — H —

162]  refere-se a perda de uma unidade de hexose, sendo identificado como galoil-HHDP-

hexose (Mena et al., 2012).
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Figura 68. Espectro EM/EM do ion m/z 625.

O pico do ion [M - H] m/z 625 (Figura 68) mostra um fragmento EM/EM em m/z

463 [M — H — 162] referente a perda de uma unidade de hexose, o fragmento em m/z 301
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(&cido elagico hexosideo) [M — H — 162 — 162] corresponde a perda de outra unidade de

hexose, permitindo propor um acido elagico dihexosideo (Fischer et al., 2011).

5.4.4. Extrato em acetato de cascas (EACP)

A fracdo em acetato de etila € oriunda da particdo do extrato etanolico de sementes,
sendo considerada ativa em testes antimalaricos contra o parasita Plasmodium falciparum.
O perfil cromatogréafico da fracdo pode ser observado na Figura 69. A placa foi realizada em
fase normal eluida em hexano e acetato de etila na proporcdo 10:90% e revelada com o

revelador vanilina em ultravioleta UV-366 nm e UV-254 nm.

2 | emm—

it N

Vanilina UV uv
366 nm 254 nm

Figura 69. Perfil cromatografico da EACP com diferentes reveladores.

A fracdo EACP (1 grama) foi submetida & uma coluna filtrante utilizando uma
coluna de vidro com aproximadamente 2,2 cm de didmetro, empacotada a 20 cm de altura
com silica flash F60 (230-400 mesh) e eluicdo em modo gradiente com hexano, acetato de
etila e metanol em diferentes proporcdes, introduzindo 5x cada eluente (Figura 70)

originando 6 fracdes.
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Hex. (%) AcOet (%) MeOH (%)

80 20 -

50 50 -

10 90 -
- 95 5
- 80 20

- - 100

Figura 70. Coluna filtrante de EACP com sistema de elui¢do gradiente.

As placas cromatogréaficas das seis fracfes obtidas sdo mostradas na Figura 71. A
CCD foi eluida com hexano e acetato de etila na propor¢do 10:90 e revelada com vanilina e
em luz ultravioleta 366 e 254 nm. Observou-se boa separacdo dos compostos visto que houve

uma rampa em ordem crescente de polaridade.

Figura 71. Placas cromatogréaficas das 6 fracdes obtidas da coluna filtrante de EACP.

Os rendimentos das fragdes obtidas sdo mostrados na Tabela 22. Retirou-se cerca

de 1 mg de cada fracdo para realizacdo das analises de atividade antimalarica na Fiocruz.

Fracles Massa (mg)
44
525
160
131
70
51

OOk WN P

Tabela 22. Rendimentos das fragdes da coluna filtrante EACP.
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Na avaliacdo da atividade antimalarica apenas a fragdo 1 foi considerada ativa
atingindo inibicdo do crescimento parasitario superior a 60% nas duas maiores
concentragdes (50 e 25 ug mL™Y). Para melhor separagdo das substancias, a fracdo 1 foi
submetida a uma placa preparativa. Utilizou-se 20 g de silica (Silica Gel for TLC w/Gypsum
and UV 254nm, 5 — 15 um, Sorbent Technologies) diluida em 70 ml de 4gua destilada sob
forte agitacdo e aplicou-se em uma placa de vidro 20 x 20 cm, a mesma foi utilizada ap6s

72h de secagem.

A fragédo 1 (40 mg) foi solubilizada em 500 ul de metanol e aplicada na placa. Os
eluentes utilizados foram hexano e acetato de etila 80:20 (2x). Foram raspadas 10 manchas
marcadas em luz ultravioleta 366 nm e extraidas com acetato de etila em banho ultrassénico
por 15 minutos e filtradas com papel filtro (repeti¢do 3x). A placa cromatografica é mostrada

na Figura 72.

Figura 72. Placa cromatogréfica obtida por placa preparativa da F1 EACP.

Os rendimentos das fracdes obtidas por placa preparativa sdo mostrados na Tabela
23. Retirou-se cerca de 1 mg de cada fracdo para realizacdo das analises de atividade

antimalarica na Fiocruz.
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Fracoes Massa (mg)
1
1,2
4,1
2,2
2,3
39
52
2
4,8
10 1,7

Tabela 23. Rendimentos das fracGes obtidas por CCD preparativa da F1 EACP.

[xY

O©Coo~No ok wiN

As fracdes ndo apresentaram atividade significativa frente as cepas de Plasmodium
falciparum. Algumas fragbes foram enviadas para analises espectroscépicas para
conhecimento das classes de substancias, mesmo em mistura pode-se observar sinais tipicos
de alguns compostos derivados de fendlicos, como o sinal em 6y 7,05 caracteristico do grupo
galoil, residuo do &cido galico; sinal em on 7,47 caracteristico de residuos do acido elégico;
dupletos na regido de 6+ 6, 10 — 6,45 possibilitando a presenca de residuos de HHDP; sinais
de 3C em 8. 164 — 168 caracteristicos de ésteres aromaticos (C=0), bem como varios sinais
de 'H na regido de alifaticos correlacionados com sinais de carbonos compreendidos na
regido de & 60 — 80 e 92,5 — 97,5 sugerindo a presenga de carbonos oxigenados e ndo
oxigenados de agucares que podem estar ou ndo conectados aos &cidos fendlicos (Li et al.,

1999; Djoukeng et al., 2007; Romani et al., 2002).
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6. CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos, pode-se concluir que:

- Os extratos etanodlicos de sementes apresentaram maiores rendimentos com
20,45%. Na extracdo sequenciada, os extratos metandlicos de cascas (16,22%) e 0s extratos
hexanicos de sementes (41,31%) obtiveram maiores rendimentos.

- Quanto a particdo liquido-liquido do extrato etandlico, a fracdo em acetato de
cascas e a fracdo em hexano de sementes obtiveram os maiores rendimentos (66% e 78,17%),
indicando forte presenca de compostos de média a alta polaridade.

- A fracdo hexanica de cascas (FHCP) apresentou atividade antibacteriana baixa,
inibindo 11 mm contra a bactéria Shigella flexneri e nos ensaios de citotoxicidade, a fracao
mostrou-se citotdxica frente as células tumorais inibindo 91,50% das células HEp-2.

- A fracdo em acetato de sementes (FASP) exibiu atividade antibacteriana baixa a
moderada contra as bactérias Shigella flexneri, Staphylococcus aureus e Staphylococcus
aureus resistente a meticilina, e apresentou 61,10% de inibicdo frente as células sadias
VERO, sendo moderadamente citotdxica.

- Os extratos metandlicos de cascas e sementes (EMCP/EMSP) apresentaram
atividade antibacteriana baixa contra Shigella flexneri, e no ensaio de citotoxicidade o
extrato EMCP exibiu atividade moderada (62,13%) frente as células sadias VERO, enquanto
que o extrato EMSP néo apresentou inibicéo celular.

- Para os ensaios de atividade antimalarica, o extrato em acetato de cascas de piquia
(EACP) foi considerado ativo expressando o valor de 1Csp igual a 0,12 pg/mL, e no ensaio
de citotoxicidade inibiu 64,60% de inibicéo das células sadias VERO.

- O perfil cromatogréfico da fracdo FHCP em CCD exibiu coloracdo azul-violeta

em contato com a vanilina, sugerindo presenca de saponinas e/ou terpenos glicosilados.
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Durante o fracionamento, a mistura dos fitoesterois PB-sitosterol e estigmasterol foi
identificada na fracdo por analises espectrométricas.

- Os espectros de massas da fracdo FASP em comparagdo com as fragmentacdes
dos dados da literatura indicaram a presenca de &cidos fendlicos: acido galico, acido el&gico,
acido valoneico dilactona e galoil-HHDP-hexose. Dados espectrométricos e
espectroscopicos também permitiram propor a estrutura do acido elagico ramnosideo.

- Os dados espectrais e cromatograficos por CL/EM dos extratos EMCP e EMSP
permitiram inferir a presenca dos &cidos fendlicos: acido galico (m/z 169), &cido elagico (m/z
301), monogaloil-hexose (m/z 331), galoil-HHDP-hexose (m/z 633) e acido elagico
dihexosideo (m/z 625).

- Dados espectroscopicos das fracbes de EACP permitiram observar sinais

caracteristicos de derivados dos acidos galico e elagico e de glicosideos.
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