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RESUMO

Caryocar villosum é uma arvore encontrada na Amazobnia central, pertencente a
familia Caryocaraceae, popularmente conhecida como Piquia. Os estudos
fitoquimicos e farmacoldgicos prévios com algumas espécies do género Caryocar
indicaram substancias com propriedades bioldgicas. Dessa forma, o objetivo desse
estudo consistiu em realizar a caracterizacdo dos constituintes quimicos presentes
nos extratos das cascas do caule (obtidos pela anélise quimiométrica) de C. villosum
por meio da técnica de espectrometria de massas, ressonancia magneética nuclear e
avaliac@o do potencial antioxidante in vitro. Com base na andlise quimiométrica, pelo
meétodo do triangulo de Snyder, nos quais foram utilizados métodos fundamentados
em projecdo (ACP - Andlise de Componentes Principais) e métodos baseados na
distancia entre as amostras (AH - Andlise Hierarquica de Agrupamentos), também
conhecida como Andlise de Cluster, foram selecionados somente as amostras do
primeiro grupo de extratos que compde o tridangulo 1 (acetona, metanol e agua) para
a caracterizacado com base no padréo de fragmentacdo das substancias comparando
com os dados da literatura. Foram feitas tentativas de caracterizacdo de 7 substancias
fendlicas, sendo elas: o acido galico, acido elagico, &cido eladgico ramnosideo, a
dilactona do &cido valbnico, 3,6-di-O-galoil-D-glicose, 3,4,6-tri-O-galoil-D-glicose e
1,2,3,6-tetra-O-galoil-B-D-glicose. O extrato a base de metanol foi destacado como o
mais representativo por conter os constituintes fenolicos. Com isso, foi possivel
confirmar a identificar por meio de isolamento 03 substancias: acido elagico, acido
elagico ramnosideo e 3,6-di-O-galoil-D-glicose nas quais duas delas foram
identificadas como sendo as substancias responsaveis pela separacdo dos grupos
quimiométricos. A avaliacdo do teor de compostos fendlicos, realizada pelo método
de Folin-Ciocalteu, mostrou que a espécie C. villosum apresentou percentual de
fendlicos em seus extratos entre 20,2 a 36,9 %, com maior conteldo para o extrato
AcOEt/H20/EtOH, com 329,4 pug EAG/g. Todos o0s extratos obtiveram alta
porcentagem total de inibicdo do radical livre DPPH entre 91,3 a 95,3% (com CEso na
faixa de inibicdo entre 3,5 a 6,7 ug.m~L™), com excec¢do do extrato aquoso que obteve
percentual inibitério de 46,0%. As substancias isoladas também apresentaram alta
porcentagem de inibicdo do DPPH com CEso nas concentragcfes de 5,6 pg/mL para
P1(3,6-di-O-galoil-D-glicose) 12,3 pug.mL para P2(acido elagico ramnosideo) e 5,6
pg.mL para P3(acido elagico). Assim, a parte utilizada da espécie C. villosum mostrou
ser uma fonte promissora de compostos fenolicos com atividade antioxidante in vitro.

Palavras-chave: Caryocaraceae; quimiometria; espectrometria de massas;
ressonancia magnética nuclear; antioxidante.



ABSTRACT

Caryocar villosum is a tree found in the central Amazon, belonging to the
Caryocaraceae family, popularly known as Piquia. Previous phytochemical and
pharmacological studies with some species of the genus Caryocar indicated
substances with biological properties. Thus, the objective of this study was to
characterize the chemical constituents present in the extracts of the stem bark
(obtained by chemometric analysis) of C. villosum through the technique of mass
spectrometry, nuclear magnetic resonance and evaluation of the antioxidant potential
in vitro. Based on the chemometric analysis, using the Snyder triangle method, in which
methods based on projection (PCA - Principal Component Analysis) and methods
based on the distance between (HCA - Hierarchical Cluster Analysis), also known as
Cluster, were selected only as the first group of extracts that make up triangle 1
(acetone, methanol and water) for the characterization based on the fragmentation
pattern of the substances compared with the data in the literature. Cascades were
used to characterize 7 phenolic substances, namely: gallic acid, ellagic acid,
ramnoside ellagic acid, dilactone vanoleic acid, 3,6 - di - O - gallo - D - glucose, 3,4,6
- tri- O - Galloil - D - Glucose and 1,2,3,6 - Tetra - O - Galloil - B - D - Glucose. The
extract based on methanol was highlighted as the most representative to contain the
phenolic compounds. With this, it was possible to confirm the identification through
isolation 03 substances: ellagic acid, ellagic acid ramnoside and 3,6 - di- O - gallo - D
- glucose in which two of them were identified as being the associated substances by
the separation of the groups chemometrics. The evaluation of the content of phenolic
compounds, carried out by the Folin-Ciocalteu method, showed that a type C. villosum
presented a percentage of phenolics in its extracts between 20.2 to 36.9%, with a
higher content for the extract AcCOEt / H20 / EtOH, with 329.4 ug EAG / g. All extracts
obtained a high total percentage of DPPH free radical inhibition between 91.3 to 95.3%
(with EC50 in the inhibition range between 3.5 to 6.7 ug.mL), 1 with the exception of
agueous extract that obtained an inhibitory percentage of 46.0%. The isolated
substances also showed a high percentage of DPPH inhibition with EC50 at
concentrations of 5.6 pg.mL for P1 (3,6-di-O-galloyl-D-glucose) 12,3 pg.mL for P2
(ramnoside ellagic acid) and 5.6 ug.mL for P3 (ellagic acid). Thus, the part used of the
species C. villosum proved to be a promising source of phenolic compounds with
antioxidant activity in vitro.

Keywords: Caryocaraceae; chemometry; mass spectrometry; nuclear magnetic
resonance; antioxidant.
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1. INTRODUCAO

Produtos naturais s8o substancias quimicas produzidos por organismos
Vvivos e que geralmente apresentam atividades biolégicas podendo ser utilizados na
descoberta de produtos farmacéuticos (DIAS, URBAN e ROESSNER, 2012).
Atualmente, medicamentos convencionais empregados rotineiramente em diversas
enfermidades séo derivados de plantas (VEIGA-JUNIOR & MELLO, 2008).

As plantas nos tempos antigos eram utilizadas pelas civilizagdes Egipcia,
Greco-romana e Chinesa no tratamento de enfermidades da época por meio da
ingestao e chas de ervas e folhas (JI et al., 2009). Além disso, na Amazonia, ainda
€ muito comum o uso de plantas medicinais na medicina popular. A utilizacédo de
plantas medicinais € bem consolidada popularmente, uma vez que é uma heranca
dos ancestrais indigenas e comunidades ribeirinhas.

A formacédo de espécies reativas de oxigénio denominadas de radicais livres
€ ocasionada pelo processo natural do nosso metabolismo e os maus hébitos
alimentares da populacao e outros fatores, sdo responsaveis pelo estresse oxidativo
(formacdo excessiva de radicais livres). O estresse oxidativo € responsavel pela
geracdo de outras doencas de preocupacao mundial do século XXI, tais como
Alzheimer, doencas inflamatérias, cardiovasculares e doencas neurodegenerativas
— mal de Parkinson e cancer (CHAKRABORTY & BASU, 2017; KRISHNAIAH et al.,
2011), dentre outras.

Com base nisso, a investigacdo por novas substancias com propriedades
farmacoldgicas evidencia a pesquisa de metabdlitos secundarios e incentiva a
pesquisa por novos antioxidantes de origem vegetal na busca do tratamento das
suas respectivas doencas envolvidas (NEVES et al., 2012).

Desta forma, a floresta Amazbnica dispbe de uma ampla vegetacao
diversificada com principios ativos e espécies inexploradas ou que ainda nao foram
totalmente estudadas (HOPKINS, 2005). E importante salientar que poucos S30 0s
estudos, e existem ainda descontinuidades referentes ao conhecimento cientifico de
substancias bioativas produzidas por espécies vegetais (BESSA et al., 2013). Os
estudos fitoquimicos e farmacolégicos de algumas espécies do género Caryocar
foram intensificados devido as descobertas de substancias com propriedades

bioldgicas, tais como antileishmania, antimicrobiana, antioxidante (PAULA-JUNIOR
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et al., 2006), atividade cicatrizante (BEZERRA, BARROS e COELHO, 2015),
hepatoprotetora (VALE et al., 2009), anti-inflamatdria, cardioprotetora (TORRES et
al.,, 2016?), dentre outras. O presente estudo tem como objetivo efetuar a
caracterizacdo de substancias fendlicas dos extratos de C. villosum e realizar a
avaliacao da atividade antioxidante (AA) in vitro. Desta forma, pretende-se contribuir
na investigacdo quimica e farmacoldgica continuada dessa espécie da Amazonia,

impulsionando a pesquisa para o desenvolvimento de futuros medicamentos.
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2. OBJETIVOS
2.1.Objetivo geral

Caracterizar os constituintes quimicos presentes nos extratos de Caryocar
villosum por meio das técnicas de espectrometria de massas e espectroscopia de

ressonancia magneética nuclear (RMN) e avaliar o potencial antioxidante da espécie.

2.2.0bjetivos especificos

% Obter o perfil quimico através da analise preliminar por espectrometria de
massas para os diferentes extratos das cascas do caule de Caryocar villosum

obtidos por meio do triangulo de Snyder;

+ Definir quais as substancias fendlicas responsaveis pelas separacdes dos

grupos por analise quimiométrica;

% Realizar a fragmentacédo dos ions presentes nos extratos de C. villosum por
EM/EM,;

% Desenvolver um método de separacdo por CLAE-UV em escala preparativa

a fim de isolar as substancias presentes nos extratos;

+ Estimar a concentracdo dos compostos fendlicos dos extratos por meio do

método de Folin-Ciocalteu;

% Isolar e caracterizar as substancias responsaveis pelas separacdes dos

grupos pela analise quimiométrica.

« Avaliar a atividade antioxidante in vitro dos extratos e substancias isoladas
pelo método DPPH,;
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3. REFERENCIAL TEORICO

3.1. Produtos naturais: Aspectos gerais

Historicamente, os produtos naturais foram utilizados desde os tempos
antigos pelos arabes, chineses e egipcios para tratar de muitas doencas atraves da
infusdo de folhas, cascas e raizes de plantas, sendo a Unica forma para o
tratamento e cura de enfermidades da época (DIAS, URBAN e ROESSNER, 2012).
As substancias presentes em partes de plantas tais como, folhas, caule, raizes,
sementes, frutos, dentre outros responsaveis por propriedades farmacoldgicas sao
chamadas de metabolitos secundarios (ASCARI, TAKAHASHI e BOAVENTURA,
2013).

Esses metabdlitos consistem em um grupo heterogéneo de produtos
metabdlicos naturais, geralmente de baixo peso molecular, sédo diversos e restritos
em todas as espécies. Além disso, esses grupos ndo sao essenciais para o
crescimento vegetativo dos organismos produtores, mas sao considerados
compostos de diferenciacdo que conferem papéis adaptativos, por exemplo,
interacOes ecolbgicas, simbiose, protecdo e defesa contra insetos e herbivoros, e
assim por diante (THIRUMURUGAN et al., 2018).

Os metabdlitos secundarios presentes em plantas que geralmente sao
investigadas pelos pesquisadores da quimica de produtos naturais se agrupam na
categoria dos terpenoides (carotenoides, esteroides, monoterpenos,
sesquiterpenos, diterpenos, triterpenos), compostos fendlicos (como lignanas,
acidos fendlicos, taninos, cumarinas, ligninas, estilbenos e flavonoides), compostos
contendo nitrogénio (como aminoécidos ndo proteicos e alcaloides). Esses
metabdlitos sdo compostos bioativos que sdo responsaveis por variadas atividades
farmacolégicas (AHMED et al., 2017).

A utilizacdo indiscriminada de partes de plantas para o tratamento de
doencas sem qualquer comprovacdo cientifica € perigoso e necessita de
comprovacéo cientifica de sua eficacia, bem como da sua composicdo quimica
através de pesquisas que levem a validacdo dessas espécies como medicinais pela
populacdo (EKOR, 2014). Dessa forma, as pesquisas desenvolvidas sobre a
investigacdo de novas substancias extraidas de plantas com propriedades

farmacoldgicas que possam prevenir, tratar e/ou curar doencas em humanos tém
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ganhado cada vez mais destaque na medicina atual e os produtos naturais tém
recebido bastante atencdo (VALLI, RUSSO & BOLZANI, 2019).

O inicio da quimica de produtos naturais tem como evidéncia o isolamento da
substancia digitoxina em 1785, isolada do género Digitalis para o tratamento de
pessoas cardiacas, tornando-se a primeira descri¢éo cientifica (SIMOES et al., 2017;
WILKINS, KENDALL e WADE, 1985). A partir do isolamento da morfina, sendo um
destaque para a quimica, outras substancias bioativas foram isoladas de diversas
espécies vegetais como pode ser visto na tabela 1 e figura 1.

Tabela 1. Cronologia da descoberta de farmacos isolados a partir de plantas e

suas categorias terapéuticas.

Farmaco Género botanico _Ano de Categoria terapéutica
isolamento
(1) Digitoxina Digitalis 1785-1875 cardiotdnico
(2) morfina Papaver 1805 Hipnoanalgésico
(3) quinina Cinchona 1820 Antimalarico
(4) atropina Atropa 1833 Anticolinergético
(5) fisostigmina Physostigma 1864 Anticolinesterasicos
(6) pilocarpina Pilocarpus 1875 Colinergético
(7) efedrina Ephedra 1887 Adrenérgico
(8) cocaina Erythroxylum 1895 anestésico local
(9) tubocuranina | Chondrodendron 1895 bloqueador
neuromuscular

(10) ergotamina Claviceps 1922 bloqueador adrenérgico
(11) dicumarol Melilotus 1941 Anticoagulante
(12) reserpina Rauvolfia 1952 Neuroléptico

Fonte: SIMOES et al., 2017
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Figura 1. Estruturas dos farmacos isolados de plantas (Adaptado de SIMOES et
al., 2017)

Atualmente, cerca de 35% dos medicamentos sdo oriundos de produtos
naturais. O Brasil apresenta a maior biodiversidade mundial, com mais de 50 mil
espécies de plantas. Entretanto, poucos produtos inovadores foram desenvolvidos
no Brasil a partir de constituintes ativos derivados da biodiversidade brasileira
(CALIXTO, 2019). Dentro desse ambito, muitas familias botanicas sao estudadas
com a finalidade de extrair seus metabdlitos para fins medicinais da flora
Amazonica. Dessa forma, escolheu-se para o desenvolvimento desse estudo, uma
espécie da regido amazonica a fim de realizar a investigacao fitoquimica e avaliar

suas propriedades antioxidantes.
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3.2. Produtos naturais antioxidantes e radicais livres: Aspectos gerais

Ha um crescente interesse na comunidade cientifica acerca da descoberta
e desenvolvimento de compostos antioxidantes, principalmente a partir de produtos
naturais como plantas (OLIVEIRA, 2015). Antioxidantes naturais sdo definidos
como substancias que possam inibir ou retardar a velocidade de um processo
oxidativo metabdlico, ocasionando danos as células causadas por espécies
instaveis, conhecidos como radicais livres (BARBOSA et al., 2010). E importante
ressaltar que fontes externas (radiacdes ionizantes, drogas, tabagismo e poluentes)
e 0S maus habitos alimentares (dietas excessivamente caldricas), também
aumentam o estresse oxidativo (MARTELLI & NUNES, 2014).

A formacéao desses radicais no organismo é um processo natural gerado pelo
oxigénio (agente oxidante) e 0 excesso dessas espécies instaveis é conhecido
como estresse oxidativo. Os radicais livres podem ocasionar diversos danos a
saude se ndo forem neutralizados por um composto antioxidante eficiente
(BARREIROS, DAVID & DAVID, 2006). As principais espécies reativas de oxigénio
sdo: radical hidroxila (1), radical alcoxila (2), anion superoxido (3), peroxila (4) e as
espécies nao-radicalares: peroxido de hidrogénio (5) e acido hipocloroso (6)
(Tabela 2) (MARTELLI e NUNES, 2014; BARREIROS et al., 2006).

Tabela 2. Principais espécies reativas de oxigénio: espécies radicalares (1-4) e
nao radicalares (5-6).

RADICAIS SIGLA

espécies radicalares

Q) radical hidroxila HO
(2) radical superéxido 02~
(3) radical peroxila HOO
4) Radical alcoxila RO’

espécies ndo radicalares

(5) peroxido de hidrogénio H20:>
(6) acido hipocloroso HOCI

Fonte: MARTELLI e NUNES, 2014.
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Através de substancias antioxidantes, o mecanismo de eliminacdo de
radicais livres tem papel importante na reducdo da oxidacao lipidica nos tecidos
humanos, pois, quando incorporado a dieta humana, reduz a risco de desenvolver
algumas doencas. Estudos demonstraram que uma dieta rica em alimentos (frutas
e vegetais) contribui para reduzir o processo de envelhecimento e diminuir o risco
de inflamacdo e estresse oxidativo, relacionados a muitas doencas
CHAKRABORTY & BASU, 2017; MINATEL et al., 2017).

As doencas cronicas e degenerativas estao relacionadas com a formagéo
desses radicais instaveis, tais como o0 cancer, doencas inflamatorias
(VALAVANIDIS et al., 2013; VALKO et al., 2006), artrite reumatica (HADJIGOGOS,
2003), mal de Alzheimer (WOJTUNIK-KULESZA et al., 2016), aterosclerose, cirrose
hepatica, doenca de Parkinson, diabetes, catarata e doencas cardiovasculares
(RAJENDRAN et al., 2014) KRISHNAIAH, SARBATLY, & NITHYANANDAM, 2011;
SARIKURKCU et al., 2008), bem como espécies estdo também envolvidas no
declinio do sistema imunolégico e no processo de envelhecimento celular
(ABRAHAO et al., 2010).

Dessa forma, a prevencao dessas doencas é proveniente da neutralizacéo
dos radicais livres por uma substancia antioxidante eficiente, todavia, se essas
espécies radicalar ndo forem neutralizadas ocorre a elevagéo na producédo dessas
espécies reativas de oxigénio gerando um desequilibrio entre compostos oxidantes
e a atuacao dos sistemas de defesa antioxidante, ocasionando o estresse oxidativo
(MARTELLI e NUNES, 2014; BARREIROS et al., 2006). Com isso, as substancias
antioxidantes naturais ganharam destaque nos ultimos anos por serem potenciais
agentes terapéuticos dentre essas diversas doencas (NEVES et al., 2012).

A maioria dos antioxidantes naturais € derivada de materiais vegetais, como
frutas, vegetais, ervas e especiarias. As substancias antioxidantes naturais incluem
o acido ascorbico (vitamina C), tocoferdis, carotenoides, e principalmente os
compostos fendlicos e seus derivados (LOURENCO et al., 2019; LIU et al., 2008
RAMALHO & JORGE, 2006). Todavia, outras classes de metabolitos secundarios
podem apresentar propriedades antioxidantes, tais como os alcaloides (REHMAN
& KHAN, 2017), hidrocarbonetos terpénicos e terpenos oxigenados (GONZALEZ-
BURGOS & GOMEZ-SERRANILLOS, 2012).


https://www.researchgate.net/scientific-contributions/2129430531_Sehrish_Rehman
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3.2.1. Compostos fendlicos e atividade antioxidante (AA)

As substéancias fendlicas constituem uma classe composta de um ou mais
grupos hidroxilas ligados diretamente nos anéis benzénicos (estrutura central
aroma-tica) (MINATEL et al., 2017). Os compostos fendlicos se agrupam em uma
classe principal de metabdlitos secundarios de plantas. Esses compostos também
podem ser encontrados combinados com mono- e polissacarideos, ligados a um
ou mais grupos fendlicos, ou podem ocorrer como derivados, como ésteres ou
ésteres metilicos (ROSA et al., 2019). Os compostos fendlicos sao biossintetizados
atraves da via metabdlica chiquimato e acetato (DEWICK, 2009).

Essa classe é um dos grupos de substancias com distribuicdes amplas e
numerosa do reino vegetal, com mais de 8.000 estruturas identificadas (IGNAT,
VOLF e POPA, 2011). As substancias fendlicas em geral sdo classificadas em
diferentes subgrupos (Tabela 3), de acordo com a quantidade de anéis fendlicos e
substituintes ligados no anel da sua estrutura basica (DEY et al., 2016).

Tabela 3. Subclasses dos compostos fendlicos.

SUBCLASSES A ESQUELETO
ESTRUTURA BASICA BASICO
fendis simples QOH
Ce
benzoquinonas o:©:o
0
acidos fendlicos @OH Ces C1
o)
Acetofenonas
(j)J\c:H3 Cs C2
acidos COOH
fenilacéticos
acidos cinamicos ©/\/COOH o
6 L3
_CH,
fenilpropenos ©/\/




cromonas, @

0
0

cumarinas 0.0
0

naftoquinonas ©f;j Ce Ca

0]

o)
xantonas Cs C1 Ces

0]

estilbenos e

0 Cs C2Cs

flavonoides O 0
lignanas
(Ce C3)2

neolignanas

Polimero heterogénico composto de

antraquinonas

Cs C3Cs

ligninas L Lo , . (Cs C3)n
acidos fendlicos e acucar simples
taninos polimero aromatico altamente
. N . (Cs C1)n
hidrolisaveis reticulado

Fonte: DEWICK, 2009; ANGELO & JORGE, 2007.

Quimicamente, os compostos fendlicos apresentam em sua estrutura um
grupo heterogéneo de moléculas que possuem AA devido a sua a capacidade de

doar hidrogénios ou elétrons, ou seja, elimina os radicais livres (espécies instaveis
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geradas pelo processo oxidativo natural metabdlico) impedindo a oxidacédo de
moléculas no organismo (MINATEL et al., 2017).

Nesse sentindo, existe uma correlacao forte e positiva entre o contetdo de
compostos fendlicos e o potencial antioxidante de espécies de plantas (CHEN et
al.,, 2017; RODRIGUES et al.,, 2011). A literatura mostra que as principais
subclasses de compostos fendlicos responsaveis pela acdo promissora da AA in
vitro e, invariavelmente, aos beneficios a saude, sao os acidos fendlicos (KADIRI,
2017; SOARES, 2002), flavonoides (KADIRI, 2017; PANCHE, DIWAN &
CHANDRA, 2016) e taninos (JAISWAL et al., 2017; KADIRI, 2017; CHUNG et al.,
1998).

E comprovado que para os acidos fenodlicos, a atividade antioxidante se torna
mais promissora com a presenca de dois ou trés grupos hidroxilas no anel
aromatico do que os monohidroxilados. Além disso, a posicdo em orto e/ou para no
anel contendo heteroatomo oxigénio, potencializa a atividade antioxidante por
efeito de ressonancia entre o par de elétrons do oxigénio e o radical fenoxila
formado (PEREIRA et al., 2009; SCOTTI et al., 2007).

Em relacdo as substancias monohidroxiladas, a acdo antioxidante € mais
eficiente com a introducédo de uma ou duas metoxilas na posi¢cao orto em relacéo
ao grupo OH (PEREIRA et al., 2009), aumentando a estabilidade do radical fenoxila
(DEGASPARI & WASZCZYNSKYJ, 2004).

ordem decrescente da acao antioxidante

OH
HO R, HO R, 1 Rs
BEAENS S AN G Ege

substancia fendlica  substancia fendlica  substancia fendlica substancia fendlica

tri-substituida di-substituida mono-substituida mono-substituida
na posicéo orto na posicao para
N

R4
Tk
HO OCH;

ordem decrescente da acao antioxidante

Figura 2. Influéncia do n°® e posi¢cao de substituintes do anel aromatico na agéo
antioxidante (Adaptado de PEREIRA et al., 2009; SCOTTI et al., 2007).
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A presenca de substancias fendlicas bioativas em espécies vegetais vem se
destacando e estimulando a utilizacdo de métodos para avaliacdo da atividade

antioxidante in vitro.
3.3. Atividade antioxidante in vitro

Dentre os métodos antioxidantes in vitro, destaca-se a andlise de captura do
radical livre DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazina), considerado um método simples,
preciso, rapido, reprodutivel e apresenta com boa estabilidade na avaliacdo da
atividade antioxidante (OLIVEIRA et al., 2009; DAVID et al., 2007).

Esse método envolve o mecanismo de transferéncia de hidrogénio (Figura
3), onde o radical de nitrogénio organico atribui um aumento na coloracéo violeta
escuro, caracterizada pela absorcdo maxima na faixa de 518 nm (ALVES et al.,
2010; NIKI, 2010).

Qs O Qo .
S S O

/O>
N
P4

Ze

2N

DPPH

Figura 3. Mecanismo de reacéo entre o reagente radicalar DPPH* e uma substancia
antioxidante através da transferéncia de um atomo de hidrogénio (Adaptado de
OLIVEIRA, 2015).

Quando o reagente radicalar DPPH- é reduzido através da agdo de um
composto antioxidante ocorre a formagdo de 2,2’-difenil-picril-hidrazina,
ocasionando a diminuicdo da absorbéncia e deslocamento no meio reacional
devido doacédo do hidrogénio por uma molécula antioxidante (KEDARE E SINGH,
2011; BRAND-WILLIAMS et al., 1995). O parametro da concentracdo inibitoria
(ICs0) é usado para expressar os resultados da analise antioxidante. Esse
parametro refere-se a quantidade de amostra necessaria para inibir a oxidagao do
radical em 50% (ROESLER et al., 2007; BRAND-WILLIAMS et al., 1995).

E importante ressaltar que a atividade antioxidante esta diretamente
relacionada com a composi¢cdo fendlica, na qual incentiva a investigacdo da

quantificacdo desses compostos para melhorar os dados obtidos.
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3.4. Quantificacao de substancias fendlicas

O método Folin-Ciocalteu é amplamente utilizado para determinar a
concentracdo de substancias fendlicas em amostras vegetais. Esse método
utiizado consiste em uma analise espectrofotométrica empregando a
espectroscopia na regido do visivel com intervalo de comprimento de onda em 730-
760 nm (SRIPAKDEE et al., 2015; DENG et al., 2013; SA et al., 2012). A reacio
entre o reagente de Folin-Ciocalteu com substancias fendlicas (ex: &cido galico —
figura 4) consiste em uma reacao de 0xido-reducao, gerando um complexo do acido
fosfotungstato de coloracdo azul. Inicialmente, o molibdénio encontra-se na forma
complexada com estado de oxidagdo 6+ (coloracdo amarela). Em meio alcalino
(Na2CO3), as substancias fendlicas sao desprotonadas gerando anions
carboxilados. Desta forma, a reacdo de oxirreducdo entre o anion fenolato e o
reagente de Folin-Ciocalteu gera um complexo molibdénio-tungsténio que é
reduzido com estado de oxidacdo 5+ (OLIVEIRA et al., 2009; SINGLETON e
ROSSI, 1965).

COOH elelep CcCoO"

(Nay,CO3) + 2 Mo®*
HO OH —  ~ HO OH

OH OH

+ 2Mo® + 2H*

O OH

Figura 4. Reacéo de oxirreducdo do acido galico com molibdénio (componente do
reagente de Folin-Ciocaulteau) (Adaptado de OLIVEIRA et al., 2009).

Outra técnica mais sensivel e mais eficiente para a quantificacdo de
compostos fendlicos e também para outras classes de substancias é a
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia acoplada ao método Detector Ultravioleta
com Arranjo de Diodo (CLAE-DAD-UV). A CLAE é uma técnica analitica
comumente usada para separacao e identificacdo de substancias em misturas
complexas, como por exemplo, 0os extratos vegetais (MAGWAZA et al., 2016).

O sistema CLAE combinado com a deteccao de absorcdo de DAD/UV de
alta resolucédo pode levar a automacao facil da analise. A coluna CLAE é importante
para permitir eficiéncia na separacao e maior resolucdo. Uma coluna de CLAE com
tamanho de particula pequena pode aumentar a eficiéncia no método de
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separacao, bem como o sistema de solvente binario incluindo agua e um solvente
organico polar (acetonitrila ou metanol) e DAD para deteccdo a absorcdo nas
regides UV-Vis. (KHODDAMI, WILKES & ROBERTS, 2013; MAGWAZA et al.,
2016).

E importante ressaltar que essas condi¢des podem mudar de acordo com a
natureza quimica e formas estruturais de diferentes compostos fenolicos (BURIN
et al., 2011). Alguns compostos fendlicos isolados do vinho mostram um pico de
absorbancia tipico entre 260 e 280 nm. Essa faixa de comprimento de onda de
absorcdo é adequada para a deteccdo de um grande numero de compostos
fendlicos e flavonoides pela cromatografia liquida devido a sua versatilidade e
precisdo (TORRE-CARBOT et al., 2005; FRANCISCO & RESURRECCION, 2009).

O interesse em avaliar a capacidade antioxidante € resultado de varios
estudos sobre a importancia dos antioxidantes em sistemas biol6gicos. Desta
forma, escolheu-se para esse estudo uma espécie da familia Caryocaraceae, tendo
diversos relatos sobre a acdo antioxidante das espécies que compde essa familia
(MONTEIRO et al., 2015; ROCHA et al., 2015; MOURA et al., 2013; VALE et al.,
2009; ROESLER et al., 2008; PAULA-JUNIOR et al., 2006).

3.5. Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

A Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) é uma técnica valiosa para
determinacao do esqueleto da estrutura de compostos organicos. Para obtencao
dos espectros de ressonancia, submete-se a amostras a um campo magnético
externo, de forma que 0s nulcleos com ndmeros massa impar entram em
ressonancia com a frequéncia aplicada, absorvendo energia eletromagnética em
frequéncias caracteristicas para cada ndcleo, de acordo com a sua vizinhanca
quimica (SIMOES et al.2007).

Os espectros de RMN de hidrogénio e carbono 13 s&o os mais utilizados e
sua interpretacdo permite caracterizar o numero e o tipo de atomos de H e C, onde
a localizagéo e o deslocamento dos sinais correspondentes a absorcéo e energia
eletromagnética (SIMOES et al.2007). Para interpretacdo dos espectros de RMN

de 'H é importante considerar trés aspectos dos espectros: 1) deslocamento
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quimico (8) — localizacdo 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 numero de atomos de H (integracao); 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 alifaticos) apresentam deslocamentos quimicos em 0,7 — 1,3 ppm,
frequéncia mais baixa em relacdo aos prétons metilénicos (1,2 — 1,4 ppm) e 0s
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 préximo de 6,5 — 8,0 ppm e hidrogénios
benzilicos apresentam deslocamento quimico entre 2,3 — 2,7 ppm. Nos espectros
de RMN de 13C néo 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
0os atomos de carbonos ligados aos grupos eletronegativos, grupo hidroxila sao
desblindados e os sinais aparecem em campo baixo (maior ppm), por exemplo, 0s
grupos aromaticos apresentam deslocamentos quimicos entre 110 — 175 ppm. A
Figura 5 mostra as faixas aproximadas de deslocamentos quimicos para diferentes
carbonos substituidos (PAVIA et al., 2009).
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Figura 5. Faixas de deslocamentos quimicos aproximados de RMN de 13C (PAVIA

et al., 2009).
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3.6. Familia Caryocaraceae: Aspectos gerais

Caryocaraceae € uma pequena familia botanica composta por 25 espécies (Tabela
4), da ordem Malpighiales (APG-Angiosperm Phylogeny Website). Embora a familia
seja pequena apresenta distribuicdo neotropical na América Central e do Sul
distribuidas em dois géneros, Anthodiscus G. Mey e Caryocar L. (ASCARI,
TAKAHASHI e BOAVENTURA, 2013). O género Anthodiscus apresenta apenas 9
espécies e distribuidas na Colémbia, Costa Rica, Guiana Francesa, Peru,
Suriname, Venezuela e no Brasil sdo referidas cinco espécies. O género
Caryocar L. contém 16 espécies distribuidas nos mesmos paises que o género
Anthodiscus e também no Equador, Bolivia (PERDIZ, SAO-MATEUS e AMORIM,
2012).

Tabela 4. Espécies do género Anthodiscus e Caryocar

Espécies do género Espécies do género
Anthodiscus Caryocar
A. amazonicus _ _
Gleason C. amygdaliferum Mutis.
A. chocoensis Prance | C. amygdaliforme G. Don
A. fragrans Sleumer C. brasiliense Camb.
A. klugii Standl. C. coriaceum Wittm.
A. montanus Gleason | C. costaricense Donn.Sm.
A. obovatus Benth C. cuneatum Wittm.
A. peruanus Baill. C. dentatum Gleason
A. pilosus Ducke C. edule casar
A. trifoliatus G. Mey. C. glabrum (Aubl.) Pers.
C. gracile Wittm.
C. harlingii Prance.
C. microcarpum Ducke
C. montanum Prance
C. nuciferum L.
C. pallidum A. C. Sm.
C. villosum (Aubl.) Pers.

Fonte: ASCARI, TAKAHASHI e BOAVENTURA, 2013
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No Brasil ha ocorréncia de 12 espécies das quais trés sdo registradas no
estado da Bahia (PRANCE e MEDEIROS, 2010), e trés espécies (C. glabrum, C.
pallidum e C. villosum) foram encontrados na Reserva Florestal Adolpho Duque
(Manaus-AM) (RIBEIRO, et al., 1999).

As espécies desta familia com maior diversidade encontram-se na regiao
amazobnica e nas Guianas. A regido amazbnica € considerada o centro de
distribuicdo dessa familia, entretanto, algumas espécies estdo distribuidas nas
regides Sudeste, Nordeste e Centro-Oeste do Brasil. No Brasil h4 a ocorréncia dos
dois géneros, sendo 16 espécies no total: quatro espécies pertencente ao género
Anthodiscus e 12 espécies no género CaryocarL. (NUNES e GIL, 2016;
DICKINSON, 1990).

N&o hé relatos sobre a composicdo quimica do género Anthodiscus na
literatura até o momento (SciFinder®, fevereiro, 2020). A literatura relata que as
espécies de Anthodiscus sdo utilizadas principalmente como fonte de madeira
(ASCARI, TAKAHASHI e BOAVENTURA, 2013). Poucas espécies do género
Caryocar sao alvo de estudos, todavia se destacam pelos seus estudos
fitoquimicos e propriedades biologicas (ASCARI, TAKAHASHI e BOAVENTURA,
2013).

3.7 Género Caryocar

As espécies de Caryocar foram descobertas por Prance e Silva (1973), que
reconheceram quinze espécies do género, e posteriormente a espécie C. harlingii
foi identificada por Prance em 1987 (PRANCE, 1990). O nome Caryocar vem do
grego caryon (= nucleo, noz) e kara (= cabeca), referindo-se ao fruto globoso
(KERNTOPF et al.,, 2013). Na cultura popular, as espécies de Caryocar sao
conhecidas por nomes triviais como, pequi e seus derivados, piqui, piquia, améndoa
do espinho, gréo de cavalo, améndoa do Brasil ou piquivinagreiro, a palavra pequi
vem do tupi e significa pyqui em que Py = pele; casca e qui=espinho (ALMEIDA et
al., 2018; KERNTOPF et al., 2013).

No Brasil, as espécies denominadas por pequizeiro podem ser encontradas

em todas as regides, principalmente nos estados: Amazonas, Para, Bahia, Sao
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Paulo, Tocantins, Maranh&o, Piaui, Ceara, Goias, Mato Grosso, Mato Grosso do
Sul e Minas Gerais (ALMEIDA et al., 2018).

Esse género apresenta dezesseis espécies, algumas das quais possuem
potencial econémico, seus frutos séo frequentemente utilizados como fonte de 6leo
comestivel (rico em diversos acidos graxos insaturados) e também sao
empregados na producdo de cosmeéticos. Além disso, algumas espécies sdo
empregadas na producdo de madeira e na construcgéo civil devido a sua qualidade
apresentando boa dureza, resisténcia a umidade e aos ataques de insetos
(BEZERRA, BARROS e COELHO, 2015; ASCARI, TAKAHASHI e BOAVENTURA,
2013; VOIGT et al., 2010).

Dentre as espécies, destacam-se no Brasil as espécies C. brasiliense, C.
coriaceum, C. cuneatum, C. glabrum e a espécie alvo desse trabalho C. villosum
(BEZERRA, BARROS e COELHO, 2015). Caryocar brasiliense é a mais abundante
do Brasil (ALMEIDA et al., 2018) e de longe a espécie mais estudada, devido ao
amplo uso de seus frutos. A polpa dessa espécie € utilizada na preparacao de sucos
e licores e seu caule (resistente e duravel) é utilizado na construcédo civil e naval e
na fabricacdo de cercas (ASCARI, TAKAHASHI e BOAVENTURA, 2013). O éleo
extraido dos frutos é usado na fabricacdo de sabonetes (ESCOBAR,
ANDRIGHETTI e RIBEIRO, 2016), e os frutos sdo utilizados como alimento, na
producdo de cosméticos e lubrificantes e na industria farmacéutica (LEITE et al.,
2015).

Além disso, os frutos também s&o consumidos tradicionalmente in natura ou,
preferencialmente cozido, acompanhado de arroz e/ou de carne (BEZERRA,
BARROS e COELHO, 2015; RAMOS et al., 2001). J& as folhas desta espécie sao
empregadas na alimentacdo do gado bovino, caprino, ovino e, em alguns lugares,
das galinhas (KEER, SILVA e TCHUCARRAME, 2007). A casca de C. brasiliense
também possui um alto valor nutricional (ROCHA et al., 2015; MONTEIRO et al.,
2015).

Da espécie C. coriaceum séo utilizadas as folhas e frutos na medicina
popular e uso alimenticio da polpa do fruto, sendo indicado por seus efeitos
cicatrizante e anti-inflamatério, no tratamento de Ulceras géstricas, doencas
respiratorias, dores musculares e reumaticas (BEZERRA, BARROS e COELHO,
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2015; QUIRINO et al., 2009). Os frutos dessa espécie sdo comercializados e
contemplados na alimentacdo de forma in naturaou na confeccdo de pratos
regionais (SOUZA et al., 2013; OLIVEIRA et al., 2010). As folhas da espécie C.
microcarpum sao indicadas como repelentes e utilizadas como veneno de peixe por
tribos do noroeste da Amazénia (KAWANISHI e RAFFAUF, 1986).

Apenas quatro espécies do género sdo investigadas quanto a sua
composi¢éo quimica, entretanto as espécies exploradas sdo muito bem estudadas.
Os acidos graxos, acido oleico (13) e acido palmitico (14) sdo os constituintes
majoritarios que compde a polpa dos frutos das espécies: C. brasiliense
(CORDEIRO et al.,, 2013; MIRANDA-VILELA et al., 2009; LIMA? et al., 2007;
SEGALL et al., 2006; FACIOLI & GONCALVEZ, 1998) e C. coriaceum (SARAIVA
et al., 2011). Além disso, essas duas substancias foram identificadas na améndoa
no fruto da espécie C. brasiliense (LIMA et al., 20072).

Na composicao da polpa de C. brasiliense foram encontrados carotenoides,
sendo a zeaxantina (15) (RAMOS et al., 2007; AZEVEDO-MELEIRO &
RODRIGUEZ-AMAYA, 2004) e anteraxantina (16) (RAMOS et al., 2007), as
substancias majoritarias na espécie (RAMOS et al.,, 2007). Além disso, foi
identificado como composto principal na polpa do fruto dessa espécie, o éster
hexanoato de etila (17) (PASSOS et al., 2003), também presente no 6leo das
sementes (MAIA, ANDRADE & SILVA, 2008). Nos 0Oleos essenciais das folhas de
C. brasiliense foram encontrados como constituintes majoritarios o oOxido de
cariofileno (18), linalol (19), B-ionona (20) e geranil acetona (21) (PASSOS et al.,
2003).

Foram identificados compostos fendlicos na composicdo de C. brasiliense,
na qual a quercetina (22), o acido quinico (23) o acido galico (24) estao presentes
nas cascas dos frutos (ROESLER et al., 2008), sendo esse ultimo presente na
polpa do fruto, bem como o galato de etila (25) (ASCARI, TAKAHASHI &
BOAVENTURA, 2010). Nas folhas de C. microcarpum foram encontradas grandes
quantidades de acido galico (24), galato de metila (26), galotanina (27), juntamente
com triterpenos glicosilados (saponinas): hederagenina (28) e bayogenina (29)
(KAWANISHI & RAFFAUF, 1986).
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Estudos realizados com o C. glabrum, utilizando extrato metandlico da polpa
dos frutos, foi possivel a identificacdo de 30 saponinas triterpénicas, sendo 21
descritas pela primeira vez, figura 10: acido 3-O-B-D-galactopiranosil-(1-3)--D-
glucopiranosilgypsogénico (30), 3-O-B-D-galactopiranosil-(1-3)-B-D-glucopiranosil
hederagenina (31), 3-O-B-D-galactopiranosil-(1-3)-p-D-glucopiranosilbayogenina
(32), 3-O-pB-D-galactopiranosil-(1-3)-B-D éster de-glucopiranosylhederagenin-28-O-
B-D-glucopiranosil (33), éster de 3-O-3-D-galactopiranosil-(1-3)-B-D-glucopiranosil
bayogenin-28-O-3-D-glucopiranosil (34), 3-O- 3 -D-galactopiranosil-(1-3)-3-D-gluco
piranosilnederagenina (35), 3-O-B-D-galactopiranos-galactopiranosil-(1-3)-B-D-
galactopiranosil-(1-3)-B-D-glucopiranosil bayogenina (36), 3-O-B-D-xilopiranosil-(1-
3)-B-D-galactopiranosil-(1-3)-B-D-glucopiranosil bayogenina (37), acido 3-O-B-D-
glucuro-nopiranosil-23-hidroxioleandlico (38), 3-O-3-D-glucuronopiranosilbaiogenin
(39), 3-O-acido 3-D-metilglucopiranosiduronato-2f3-hidroxioleandlico (40), 3-O-B-D-
galactopiranosil-(1-3)-B-D-glucuronopiranosil-2B-acido hidroxioleandlico (41), 3-O-
B-D-galactopiranosil-(1-3)-B-D-glucuronopiranosilhederagenina  (42), 3-O-B-D-
galactopiranosil-(1-3)-B-D-glucuronopiranosilbayogenina (43), 3-O-B-D-galacto
piranosil-(1-3)-p-D-acido  metilglucopiranosiduronato-2p-hidroxioleandlico  (44),
éster 3-O-B-D-galactopiranosil-(1-3)-B-D-glucuronopiranosil-23-hidroxioleandlico-
28-0-B-D-glucopiranosil(45), 3-O-B-D-galactopiranosil-(1-3)-B-D-glucuronopirano
silhederagenina-28-0-B-D-glucopiranosil éster (46), 3-O-B-D-galactopiranosil-(1-
3)-B-D-glucuronopiranosilbaiogenina-28-O-B-D-glucopiranosil éster (47), 3-O-3-D-
galactopiranosil-(1-3)-B-D-metilglucopiranosiduronatohederagenina-28-O-- Ester
de D-glucopiranosil (48), acido 3-O-B-D-galactopiranosil-(1-3)-p-D-galactopiranosil-
(1-3)-B-D-glucurono piranosil-23-hidroxioleandlico (49) e 3-O-B-D-galactopiranosil-
(1-3)-B-D-galacto piranosil-(1-3)-B-D-glucuronopiranosilhederagenina (50) (MAGID
et al., 2006c¢).

O estudo realizado com o extrato aquoso das cascas do caule do C. glabrum
levaram ao isolamento de glicosideos fendlicos, figura 11: 1-O-3",4",5-tri
metoxifenil-(2,3-di-O-galoil)-B-D-glucopiranosideo (51), 1-O-3",4",5 -trimetoxifenil-
(2-O-galoil)-B-D-glucopiranosideo (52), 1-O-3",4",5 -trimetoxi-fenil-(3-O-galoil-6-O-
sulfato)-p-D-glucopiranosideo (53), 1-O-3",4"-dimetoxi-fenil-(2-O-galoil-6-O-sulfato)

-B-D-glucopiranosideo (54) (MAGID et al., 2008). Ja os extratos metandlicos das
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cascas do caule do C. glabrum mostraram a presenca de dois compostos polares
de dihidroisocumarina glicosideo, figura 12: 3-(B-D-glucopiranosiloximetil)-3,4-di-
hidro-5,6,7-tri-hidroxi-4-(4”-hidroxi-3"metoxifenil) -1H-[2]-benzopiran-1-ona (55) e 3-
(B-D-glucopiranosiloximetil)-3,4-dihidro-5,6,7-trihidroxi-4-(4"-hidroxi-3"-5"-dimetoxi
fenil)-1H-[2]-benzopiran-1-ona (56), nessa espécie (MAGID et al ., 2007).

ACIDOS GRAXOS CAROTENOIDES
HsC
HO ‘
o
(acido oleico (13)] (zeaxantina (15))
HsC OH
P G G G
o
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[écido palmitico (14)] [anterantina 1 6)}

Figura 6. Substancias presentes nas espécies do género Caryocar (Acidos graxos
e carotenoides).

COMPOSTOS VOLATEIS

"' ﬁji\/”\ ii(\/u\
CH,4
hexanoato de CHs geranil
etila (17) [éxido de cariofileno (18) ImanI (19) ﬁ-lonona (20)] acetona (21)

Figura 7. Subst. presentes nas espécies do género Caryocar (Compostos volateis).

COMPOSTOS FENOLICOS
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quercetina (22 acido quinico acido galico| |etil galato (25) _
(23) (24) galotanina (27)
R= CHj;

etil galato (26)

Figura 8. Substancia presentes nas espécies do género Caryocar (Compostos
fendlicos).
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SAPONINAS
CH,OOH
2 HO CH,OOH
GlcO GleO

CH,OH

[hederagenina (28)]

CH,OH

[bayogenina (29)}

Figura 9. Substancias presentes nas espécies do género Caryocar (Saponinas).

SAPONINAS TRITERPENICAS

R, COOR,
R3 ~o
R>
R1 R2 R3 R4
(30) H COOH Gal-(1-3)-Glc H
(31) H CH,0OH Gal-(1-3)-Glc H
(32) OH CH,OH Gal-(1-3)-Glc H
(33) H CH,OH Gal-(1-3)-Glc Glc
(34) OH CH,OH Gal-(1-3)-Glc Glc
(35) H CH,OH Gal-(1-3)-Gal-(1-3)-Glc- H
(36) OH CH,OH Gal-(1-3)-Gal-(1-3)-Glc- H
(37) OH CH,OH Gal-(1-3)-Gal-(1-3)-Glc- H
(38) OH CH; GlcA- H
(39) OH CH,OH GlcA- H
(40) OH CH; 6-O-methyl-GlcA- H
(41) OH CHs Gal-(1-3)-GlcA- H
(42) H CH,OH Gal-(1-3)-GlcA- H
(43) OH CH,OH Gal-(1-3)-GlcA- H
(44) OH CH; Gal-(1-3)-6-O-methyl-GIcA- H
(45) OH CH; Gal-(1-3)-GlcA- Glc
(46) H CH,OH Gal-(1-3)-GlcA- Glc
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(47) OH CH,OH Gal-(1-3)-GlcA- Glc
(48) H CH,OH Gal-(1-3)-6-O-methyl-GIcA- Glc
(49) OH CHs Gal-(1-3)-Gal-(1-3)-GlcA- H
(50) H CH,OH Gal-(1-3)-Gal-(1-3)-GIcA- H

Figura 10. Substancias presentes nas espécies do género Caryocar (Saponinas
triterpénicas).

GLICOSIDEOS FENOLICOS

(51) R1:OCH3, R2:R3:Ga||0y|, R4:H

0.__0 R
R,0 1 (52) R{:0CH3, Ry:Galloyl, R3:R,:H
(53) R4:0CH3;, Ry:H, R3:Galloyl,R4:SO3Na
HO OR, OCH, (54) R{:H, R,:Galloyl, Rs:H, R,;:SO;Na
OR; OCH,

Figura 11. Substancias presentes nas espécies do género Caryocar (Glicosideos

fendlicos).

DIHIDROISOCUMARINA GLICOSIDEO

Figura 12. Substancias presentes nas espécies do género Caryocar

(Dihidroisocumarina glicosideo).

A tabela 5 mostras as atividades biolégicas das espécies desse

género, com excec¢do da espécie Caryocar villosum que sera explorada a seguir.
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Tabela 5. Atividades biol6gicas comprovadas das espécies do género Caryocar.

Espécie Pslgﬁtga Extrato/ fracéo Atividade bioldgica Ref.
antileishmania,
C. extrato e )
o folhas . - antimicrobiana, [1]
brasiliense hidroalcodlico .
antioxidante
C. extrato oo [2] [3]
brasiliense cascas hidroalcodlico antioxidante (4] [5]
C frutos 6leo comercial atividade cicatrizante [6]
brasiliense
, atividade
C. 6leo macerado
. frutos hepatoprotetora e [7]
brasiliense com etanol o
antioxidante
folhas extrato
C. etandlico s
s . . antifingica [8]
brasiliense sementes 6leo comercial
améndoas 6leo comercial
C folhas e extrfﬁo atividade moluscicida [9]
brasiliense cascas etandlico
C cascas extrg 0 atividade tripanocida [10]
brasiliense etandlico
. C. polpa dos 6leo antl-lnﬂamatona e [11]
coriaceum frutos cardioprotetor
. C. frutos Oleo da} ffagao atividade cicatrizante [12] [13]
coriaceum hexanica
_ C. frutos oleo Obtld? por efelto_hlpollperrjlc_:o e [14]
coriaceum decoccéo anti-inflamatorio

[1] PAULA-JUNIOR et al., 2006; [2] MONTEIRO et al., 2015; [3] ROCHA et al., 2015; [4] ROESLER
et al., 2008; [5] MOURA et al., 2013; [6] BEZERRA, BARROS e COELHO, 2015; [7] VALE et al.,
2009; [8] PASSOS et al., 2002; [9] BEZERRA, et al., 2002; [10] HERZOG-SOARESI et al., 2002;
[11] TORRES? et al., 2016; [12] NASCIMENTO et al., 2015; [13] QUIRINO et al., 2009; [14]
FIGUEIREDO et al., 2016.

3.8 Espécie Caryocar villosum

C. villosum é uma arvore encontrada na Amazonia central, popularmente
conhecida como piquia (ALMEIDA et al., 2013). Essa espécie apresenta grande
importancia no uso popular devido a sua qualidade da madeira e a producéo de
frutos para populagbes humanas (MARTINS e GRIBEL, 2007). Para mais
informacdes a tabela 4 apresenta a utilizacdo das partes dessa espécie. Essa
arvore pode atingir 40 a 50 metros de altura, o tronco pode atingir 2,5 metros de
diametro e os frutos apresentam parte externa e interna comestivel, o endocarpo é

amarelo brilhoso (Figura 13), e no interior do endocarpo possui espinhos finos e
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afiados e sementes com 5 mm (NUNES e GIL, 2016; ASCARI, TAKAHASHI e
BOAVENTURA, 2013; SHANLEY et al., 2011).

A frutificagcdo pode ser produzida em média anual 350 frutos por arvore

(SHAN-LEY et al., 2011). As folhas sdo opostas, trifoliadas, a superficie das folhas

pequenas é vilosa e apresenta pedicelos com duas bractéolas. Nas inflorescéncias
ha um par bracteas na base, com flores nao vistas (NUNES e GIL, 2016; SHANLEY

& MEDINA, 2005).

Tabela 6. Utilizagdo das partes da espécie C. villosum.

Parte da espécie

Caracteristicas e uso popular das partes da espécie

Os frutos sédo aromaticos com polpa amarela brilhante e sédo
comestiveis apos cozimento.

O tronco dessa espécie é de alta qualidade (compacta,
pesada, duradoura e Util para pec¢as de grandes dimensdes),
sendo destaque nas industrias de constru¢do e construcao
de barcos e é frequentemente usada para reforcar a
estrutura interna dos barcos fluviais. Além disso podem ser
confeccionadas cercas e portdes, sendo resistente a agua e
nao se fragmentam facilmente. Nas aldeias rurais, as
canoas sdo construidas da madeira com duracao até dez
anos.

A casca grossa do fruto é rica em taninos e pode ser usada
para fazer sabdo. Além disso, sdo usados na fabricacdo de
tinta, bem como para tingir redes e fios.

O oleo extraido da polpa pode ser usado na culinaria, sendo
utilizado para fritar peixe.

As sementes sao consideradas excelente fonte de nutrigéo,
podendo ser extraido o 6leo sendo empregado na industria
de cosméticos.

Fonte: Adaptado de SHANLEY et al., 2011; MARTINS e GRIBEL, 2007.
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Figura 13. Partes da espécie C. villosum (Piquid): 1- arvore inteira; 2- tronco; 3-
tronco com casca do caule retirada; 4- folhas; 5- fruto inteiro; 6- fruto cortada.

Figura 14. llustracdo da espécie C. villosum mostrando: a) ramo foliar; b) fruto
imaturo (NUNES e GIL, 2016).

C. villosum é uma espécie Neotropical, distribuida nos paises: Bolivia,
Equador, Guianas, Venezuela e Brasil. No Brasil a espécie apresenta ampla
distribuicdo na regido Norte (Amazonas, Amapa, Para, Rondbnia e Roraima), e na
regido Nordeste foi registrada apenas para o estado do Maranhdo (NUNES & GIL,
2016).
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Com base na fitoquimica dessa espécie foi comprovado a presenca de
saponinas triterpénicas (3-O-a-L-ramnopiranosil-(1—3)-8-D-galatopiranosil-(1—3)-
B-D-glucuronopiranosilhederagenina (30) e 3-O-a-L-ramnopiranosil-(1—3)-B-D-
galato-piranosil-(1—3)-B-D-glucuronopiranosilbayogenina (31)) (MAGID® et al.,
2006) e fendlicos glicosilados (acido 3-O-metil-4'-(3"-O-acetil)-L-ramnopiranosil
elagico (32) e acido 3-O-metil-4'-(4"-O-acetil)-L-ramnopiranosil elagico (33) (MAGID
et al., 2008) nas cascas do caule.

Na polpa do fruto foram identificados compostos fendélicos simples (acido
galico (24) e acido elagico (38)) (NASCIMENTO-SILVA e NAVES, 2019;
YAMAGUCHI et al., 2017; CHISTE, BENASSI, MERCADANTE, 2013; MARX,
ANDRADE e MAIA, 1997), fendlicos glicosilados (galoil-HDDP-hexanosideo (34),
HDDP-hexanosideo (35), monogaloil hexosideo (36) e &cido p-cumaroil - quinico
(37)) e carotenoides (zeaxantina (15), anteraxantina (16), neoxantina (39), 9-cis-
violaxantina (40) e trans-luteina (41) (NASCIMENTO-SILVA e NAVES, 2019;
CHISTE, BENASSI, MERCADANTE, 2013; CHISTE & MERCADANTE, 2012).

SAPONINAS TRITERPENICAS

COOR;
HOOC
HO
R0
R1=R3 R1=OH,R3=H
OH OH
o
0
OH
R2 = HI-O|3C 0 0]
HO HO
OH OH

3-0-a-L-ramnopiranosil-(1->3)--D-galatopiranosil-
(1>3)-4-D-glucuronopiranosilhederagenina (30)

3-0-a-L-ramnopiranosil-(1—>3)--D-galatopiranosil-
(1-3)-p-D-glucuronopiranosilbayogenina (31)

continuagao
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COMPOSTOS FENOLICOS

HO
OCH; Q
o O R1 = CH3CO, R2 =H HO (0]
o acido 3-O-metil-4'-(3"-O-acetil)- 0]
(0] O o L-ramnopiranosil elagico (32) HO HOO OH
O
HO R1 = H, R2 = CH3CO o o
0 acido 3-O-metil-4'-(4"-O-acetil)- HO O O OH
H,;C 1) L-ramnopiranosil elagico (33)
R,0 HO OH HO OH
R0 .
OH [galon-HDDP-hexanosideo (34) ]

{ HDDP-hexanosideo (35)] {monogaloil hexosideo (36)]

acido p-cumaroil - ’ [éCidO elagico (38)]

quinico (37)

CAROTENOIDES

OH

HOY

trans-luteina (41)

Figura 15. Substancias identificadas na espécie Caryocar villosum
(NASCIMENTO-SILVA e NAVES, 2019; CHISTE, BENASSI, MERCA-DANTE,
2013; CHISTE et al., 2012; MAGID et al., 2008; MARX, ANDRADE e MAIA, 1997).
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Os compostos identificados e isolados dessa espécie sao responsaveis por
algumas propriedades biolégicas comprovadas, tais como a atividade
antioxidante(ALMEIDA et al., 2012), genotoxica (ALMEIDA et al., 2013), inibidora
da a-glicosidase (SOUZA et al., 2011), larvicida, citotoxica e atividade lipolitica in
vivo (ASCARI, TAKAHASHI e BOAVENTURA, 2013).

Com base nos relatos fitoquimicos e potenciais farmacolégicos de algumas
espécies do género Caryocar, foi escolhida a C. vilosum com o objetivo de estudar
continuadamente a investigacdo quimica das cascas do caule e avaliar o potencial

antioxidante in vitro.

3.9 Analise quimiométrica

A analise de dados multivariados vem crescendo e se destacando na area
da quimica e de outras ciéncias. Isto sugere que a tendéncia atual do pensamento
cientifico envolve um raciocinio multivariado, principalmente devido ao
desenvolvimento tecnoldgico atingido neste ultimo século (RENCHER, 2002). Em
quimica, as andlises multivariadas sdo U(teis para planejar ou selecionar
procedimentos experimentais; extrair o maximo da informacdo quimica relevante
pela andlise dos dados; e obter conhecimentos sobre os sistemas quimicos
estudados (BARROS NETO, SCARMINIO e BRUNS, 2006; MASSART et al.,1988).

Com a aplicacao destas ferramentas sobre dados fundamentalmente obtidos
nas areas da quimica, nasceu uma nova disciplina designada por Svante Wold em
1972, de quimiometria (ESBENSEN e GELADI, 1990). De uma maneira filosoéfica,
a quimiometria é, teoricamente, a aplicacdo de quaisquer métodos matematicos e
estatisticos para o tratamento de dados quimicos, a quimiometria se iniciou em
1772 com Lavoisier, que deve ser considerado o primeiro quimiometrista.

A quimiometria trata-se de um campo da andlise multivariada que utiliza
tratamentos estatisticos para gerar modelos que possibilitam extrair informacdes
de natureza quimica a partir de conjuntos de dados multivariados bidimensionais.
Seus principais objetivos consistem em classificar e agrupar amostras (WINNING
et al., 2008).

Os métodos de reconhecimento de padrdes permitem agrupar objetos de

uma mesma categoria de acordo com a similaridade entre eles, buscando
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regularidade e padrbes entre os dados analisados. No caso do uso da analise de
espectrometria de massas, a partir dos espectros € construida uma matriz de
dados, na qual sdo aplicados os métodos de reconhecimento de padrdes nao
supervisionados. Desta forma, sao utilizados métodos fundamentados em projecéo
(ACP — Analise de Componentes Principais) e métodos baseados na distancia entre
as amostras (AH — Analise Hierarquica de Agrupamentos), também conhecida
como Andlise de Cluster PRATA, EMIDIO e DOREA, 2011; TOZETTO, DEMIATE
e NAGATA, 2007).

Essa analise de ACP € um método de andlise multivariada que projeta os
dados num espaco de dimensdo menor por meio do agrupamento de variaveis
altamente correlacionadas numa nova variavel direcionada ao longo do eixo de
maior variabilidade dos dados. Os dados originais sédo tratados e havendo
correlacdo significativa entre as variaveis do conjunto de dados é possivel encontrar
novas variaveis, que sdo chamadas de componentes principais (PCs). Estas estado
em numero menor que a inicial e descrevem aproximadamente toda a informacéo
contida nos dados originais (PIROUETTE, 2008).

As novas variaveis sdo combinacdes lineares das variaveis originais e
ortogonais entre si. Elas sdo construidas em ordem decrescente de quantidade de
variancia que descrevem, de forma que as informacdes mais relevantes fiquem
contidas nas primeiras PCs, e as de menor importancia, nas ultimas. A reducdo da
dimensionalidade do conjunto de dados leva a uma diminuicdo na complexidade
das informacfes analisadas, tornando-as de mais facil compreensao (WINNING et
al., 2008).

A andlise por agrupamento hierarquico (AH) representa graficamente os
dados multidimensionais em um esquema bidimensional. Os resultados sao
apresentados na forma de um diagrama chamado dendrograma, na qual o
comprimento dos ramos representa o grau de similaridade entre os objetos. O
parametro usado neste processo é a medida das distancias entre as amostras. Este
meétodo efetua calculos e compara as distancias entre pares de amostras (ou
variaveis) em um conjunto de dados. As amostras sdo agrupadas de acordo com a
similaridade de seus atributos (PIROUETTE, 2008).
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A medida mais utilizada para estabelecer a distancia entre as amostras € a
Euclidiana que consiste na distancia geométrica entre duas amostras a € b (dap) em
um espaco multidimensional e o Método de Ward, que consiste na andlise da
variancia para avaliar a distancia entre 0s grupos, com 0 objetivo de tentar
minimizar a soma dos quadrados de quaisquer grupos que possam ser formados

em cada passo da analise.

3.9.1 Processo de extracdo

A escolha de um planejamento de misturas apropriado engloba
conhecimentos do numero de varidveis e interagcbes a serem estudadas, a
complexidade de cada planejamento, a validade estatistica, a efetividade na
modelagem dos dados e a viabilidade e custos envolvidos em sua execucao
(NOVAES et al., 2018).

Uma das preocupacdes no processo de extracdo € a manutencdo das
substancias da planta, portanto deve ser realizada de maneira cuidadosa. Na
extracdo nem sempre se utiliza um Unico solvente, mas misturas de diferentes
solventes com polaridades diferentes. Por outro lado, o meio extrativo depende,
sobretudo, da solubilidade das substancias a extrair e de sua estabilidade, sendo
assim a escolha da melhor condicdo experimental foi feita através de um
planejamento experimental centroide simplex (NETO, 2001).

Esse planejamento permite reduzir o numero de coeficientes de um modelo
e, consequentemente, o numero de pontos experimentais, levando a uma maior
economia de tempo e reagentes. Foi proposta uma fungéo polinomial, chamada de
modelo cubico especial, a qual foi formulada para conter apenas os termos que
representem 0s pontos experimentais relacionados a presenca de componentes
em proporgdes iguais no interior do espaco experimental delimitado. Em outras
palavras, ao menos um ponto central sera incluido no planejamento para permitir
modelar e avaliar a influéncia dos possiveis efeitos sinérgicos ou antagonisticos
gque aparecem na presenca de todos os componentes da mistura. Uma alternativa
para a escolha do melhor solvente extrator € a utilizacdo do triangulo de solvente
de seletividade proposta por Snyder para cromatografia (SNYDER, CARR &
RUTAN, 1993).
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Esse método é util para caracterizar, otimizar e selecionar solventes no
desenvolvimento de sistema de separacdo, no caso a cromatografia liquida
utilizada neste trabalho. O triangulo de seletividade de solventes de Snyder
apresenta valores de a, B e m que correspondem aos parametros de acidez,
basicidade e dipolaridade, respectivamente (Figura 16). Esses parametros sao
grandezas relativas da forca de interacdo molecular do soluto (analito) e o solvente
(JOHNSON & VITHA, 2011).

I.  éteres alifaticos, triaquilaminas,
trialquilfosfato

Il.  alcoois alifaticos

/£
e
s

Ill. piridina, THF, DMSO, DMF, dietileno glicol
(solvente polar aproético)

Aceitador de

Doador de prétons (B)

prétons (a)

IV. alcool benzilico, etileno glicol, acido
acético, formamida (solvente polar prético

V. diclorometano, 1-2-dicloroetano
VI. cetonas, esteres, dioxano, nitrilas

VII. hidrocarbonetos aromaticos, nitro

composto
Vlll.cloroférmio, agua, fluroalcoois, m—(@o/

! DIPOLO

=_)

Interagao dipolo (1)

Figura 16. llustracdo esqueméatica do triangulo de Snyder (adaptado de
SAMANIDOU, 2015)

O emprego dessas duas técnicas baseia-se na reduc¢ao drastica do tamanho
da particula e a rapida dissolucado dos componentes. Esta técnica é vantajosa em
processamentos de pequena e média escala (SILVA, 2005). O planejamento
guimiométrico centroide simplex propiciou a obtencdo de misturas de solventes
para uma melhor extracdo das substancias fendlicas presentes no C. villosum,
tendo capacidades extratoras diferentes as obtidas empregando-se solventes
puros.

A vantagem do triangulo de Snyder na caracterizagdo das substancias
presentes no C. villosum foi o agrupamento de solventes de acordo com o tipo de
interacdo com os compostos de interesse, sendo assim possivel a identificacao dos
ions responsaveis pela separacdo de cada grupo. Outra grande vantagem foi a
reducdo de tempo e do baixo custo que esse método proporciona para a analise

em pequena escala.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Johnson%20AR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21067756
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Vitha%20MF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21067756
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4. METODOLOGIA
4.1.Coleta e identificacdo da espécie Caryocar villosum

As cascas do caule de C. villosum foram coletadas no més de dezembro de
2017 na Reserva Florestal Adolpho Ducke de espécimes marcados e identificados
sob as coordenadas S 2°55'37.4” e W 59°58'36.0”, na cidade de Manaus - AM
(Figura 17). Foi registrada no Sisbio com o numero 1912337. A identificacdo da
espécie foi realizada pelos botanicos do Instituto Nacional de Pesquisas da
Amazonia, onde foi depositada no Herbario da prépria instituicdo a sua exsicata (N°
de registro 278987).

Reserva
Florestal
Adolpho

Ducke

Figura 17. Local de coleta da espécie C. villosum (Adaptado de Google earth,
2020).

4.2. Preparo dos extratos das cascas do caule de C. villosum

Os extratos de C. villosum foram preparados no Laboratério de Abertura de
Amostra e Ensaios Quimicos localizado na Central Analitica da UFAM. Apos a
coleta, o material botanico foi submetido a secagem a sombra em temperatura
ambiente por 30 dias, e logo o material foi triturado em um moinho com 4 facas, até
atingir aspecto de serragem de granulometria aproximada de 0,5 mm, rendendo

cerca de 631,16 g de massa.
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4.2.1. Extracdo baseada no triangulo de seletividade proposto por Snyder

Para analise quimiométrica, inicialmente o material foi submetido a extragédo
por maceragdo a temperatura ambiente. Foram utilizados agua destilada e
solventes grau CLAE, ou mistura destes para compor a analise do triangulo de
Snyder. Para o 1° triangulo foi utilizado acetona, agua e metanol, e para o 2°
triangulo utilizou-se acetato de etila, etanol e agua. Foi realizado também a
combinacdo de solventes dos dois triangulos, obtendo-se no total 15 extratos
(Figura 18).

TRIANGULO 1 TRIANGULO 2

/ acetona \ / acetato de etila \

Ext. 1 — acetona Ext. 8 — acetato de etila

Ext. 2 — agua destilada Ext. 9 — etanol

Ext. 3 — metanol Ext. 10 — acetato de etila / agua

Ext. 4 — acetona / H,O Ext. 11 — etanol / agua

Ext. 5 — acetona / Metanol Ext. 12 — acetato de etila / Etanol

Ext. 6 — agua / Metanol Ext. 13 — acetato de etila / agua / etanol

Ext. 7 — acetona / agua / Metanol

EXTRATOS COM MISTURA DE
SOLVENTE DOS DOIS TRIANGULOS

Extrato 14 — metanol / acetato de etila

Extrato 15 — acetato de etila./ etanol

Figura 18. Esquema da metodologia do triAangulo de Snyder para o preparo dos
extratos de C. villosum

Para a extracao foi adicionado 1 g de material pulverizado em tubos de ensaio,
formando um conjunto de 15 amostras com 6 ml dos respectivos solventes
concentragdo dos extratos 0,16 g.L1). As amostras foram colocadas em ultrassom
por 20 min para melhorar a extracdo e posteriormente mantida 12 horas em
repouso extraindo. Posteriormente, os extratos foram filtrados e retirado 10 pL de

cada extrato para a analise preliminar para estimar a concentracdo de fendlicos
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totais dos extratos e por EM. As amostras mae foram submetidas a secagem

utilizando o liofilizador e obtido suas massas conforme a tabela 7.

Tabela 7. Quantidades de solventes utilizado na extracado e massa obtidas dos

extratos de C. villosum.

Extrato — Solvente 8?323?@?5 gﬂl?tsigg
Extrato 1 — Acetona 6 ml 18,6 mg
Extrato 2 - H>O destilada 6 ml -
Extrato 3 — MeOH 6 ml 22,4 mg
Extrato 4 - Acetona/H,O 6 ml (1:1) -
Extrato 5 - Acetona/MeOH 6 ml (1:1) 24,6 mg
Extrato 6 - H.O/MeOH 6 ml (1:1) -
Extrato 7 - Acetona/H,O/MeOH 6 ml (1:1:1) -
Extrato 8 — AcCOEt 6 ml 82,0 mg
Extrato 9 — EtOH 6 ml 10,6 mg
Extrato 10 - Acetona/H,O 6 ml (1:1) -
Extrato 11 - EtOH/H-0 6 ml (1:1) -
Extrato 12 - AcCOEt/EtOH 6 ml (1:1) 21,7 mg
Extrato 13 - AcOEt/H,O/EtOH 6 ml (1:1:1) -
Extrato 14 — MeOH / AcOEt 6 ml (1:1) 17,4 mg
Extrato 15 - Acetona/ EtOH 6 ml (1:1) 18,2 mg

Legenda: MeOH - metanol; AcOEt - acetato de etila; EtOH - etanol;

As amostras que nao apresentaram massa conforme a tabela acima, deve-se
a perca de parte do material no processo de secagem, as mesmas apresentaram
pequenos pontos de fungos na parede lateral do recipiente de armazenamento,
desta forma nado foi possivel a obtencdo de massa precisa das amostras.
Entretanto, todas as amostras foram possiveis de realizar as andlises

cromatograficas.

4.3. Determinacao de fendlicos totais (FT)

A concentracgédo de fendlicos totais (FT) foi quantificada pelo método adaptado
por KIM et al., 2003. Inicialmente, 10 uL dos extratos (1 mg.mL) foram colocados

em cada poc¢o juntamente com 50 pL do reagente Folin Ciocalteu a 10% e
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incubados sob protecdo de luz por 8 minutos a temperatura ambiente. Logo apés,
foi adicionado uma solucédo saturada de carbonato de sodio a 0,4% e incubado
novamente por 3 minutos.

A absorbéancia da mistura dos extratos foi medida em comprimento de onda
de 620 nm no leitor de microplaca (Multimode Detetor DTX 800 da Beckman). A
presenca de substancias fendlicas é baseada na mudanca da coloracdo amarela
do meio racional para a coloracdo azul (escuro). A estimativa do conteudo fendlico
das amostras foi realizada em quadruplicata e expressa em porcentagem e em ug
equivalente de acido gélico (padrdo) quando comparado a diluicdo consecutiva do

padrao.

Abs (amostra)

Abs (padrio) x 100

equacéo 1: Fendlicos totais (%) =

4.4. Andlise por espectrometria de massa — Full scan

As analises cromatograficas foram realizadas no Laboratério de
Cromatografia e Espectrometria de Massas (LABCEM) da central analitica da
UFAM. Com base no item 4.2.1, através dos extratos macerados e filtrados foi
retirado 10 pL de cada extrato e diluido em MeOH grau CLAE (1 mg. mL-1).
Aliquotas (5 uL) das solugdes estoque foram posteriormente diluidas para 5 ug/ mL
e analisadas por infusdo direta no espectrobmetro de massa do modelo LCQ Fleet
com interface de ionizagdo por electrospray (ESI) e equipado com analisador ion
trap (armadilha de ions). As analises foram operadas no modo negativo de
ionizacao (ESI-EM) com varredura na faixa de 100-1000 m/z (BASTOS et al., 2020).
Os dados espectrométricos foram processados utilizando o programa Xcalibur
2.0.7.

4.5. Analise por espectrometria de massas — fragmentacao (EM")

As andlises de fragmentacdo dos ions majoritarios presentes nos extratos
de C. villosum foram realizadas na Central Analitica do Laboratorio Tematico de
Quimica de Produtos Naturais (CA-LTQPN) do Instituto Nacional de Pesquisas da
Amazonia (INPA). Foi utilizado um espectrometro de massas com fonte de

ionizacao por ESI no modo negativo e analisador do tipo ion trap da amaZon speed
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da Bruker Daltonik GmbH Usando. Os extratos foram solubilizados em metanol
grau CLAE, obtendo-se a concentracdo de 1 mg/mL. Analisada, seguindo as
seguintes condicdes: com fluxo de 1 mL/min-t, com volume de injegédo de 300 uL/h
utilizando bomba de fluxo, conforme o seguinte gradiente de diluicdo: 30 yL + 970
ML de MeOH. Para o controle e aquisicdo dos dados foi utilizado o software
TrapControl 7.1 e o processamento de dados foram realizados no software Bruker

Compass DataAnalysis, verséo 4.2.

4.6. Isolamento dos principais constituintes quimicos dos extratos

Por intermédio da técnica de MS'MS verificou-se que os extratos: 02-
aquoso, 03-metandlico, 06-agua/metanol e 2.l-acetato de etila continha os
melhores perfis e 0s ions de interesse (ions marcadores da analise quimiométrica).
Para uma melhor obtencéo de resultados foi selecionado o extrato metandlico para
e extracdo em grande escala, partido da andlise de rendimento (Teor extrativo) de
cada extrato, descritas no fluxograma da Figura 19.

ApoOs a separacédo de 1 g de cada extrato, as amostras foram solubilizadas em 1
ml de MeOH (HPLC).

1g de cada extrato — 1ml de MeOH

Apds extracdo e secagem, as amostram
foram pesadas, obtendo o rendimento
de cada amostra.

Férmula utilizada para o célculo do teor extrativo
1 g de cada amostra —» 100% de teor extrativo

? g de cada amostra —» X de teor extrativo

Extrato Aquoso A/}/ \4\A Ext. Ac. Etila

X:0,2% X:0,37%

Extrato MeOH Ext.H2O/MeOH
X:1,29% X: 0,33%

Figura 19. Fluxograma de escolha de melhor solvente extrator para o isolamento
das substancias.
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As cascas (300g) foram solubilizados em MeOH (450 ml), obtendo assim o
extrato bruto. Foi, portanto, realizado um clean-up da amostra utilizando coluna
cromatografica aberta, fase estacionaria silica reversa C18, e fase mével, metanol.
Depois de seco (com rendimento igual a 0,73%.), preparou-se a amostra utilizando
1 mg da amostra e solubilizou em 1mL de MeOH grau HPLC e entéo foi submetida
ao CLAE analitico e posteriormente ao semipreparativo, onde foram utilizadas
100mg da amostra diluida em DMSO, método isocratico de 30% de MeOH por
cerca de 30 minutos, em coluna C18 e fluxo de 4,2 ml/min. Utilizando uma varredura
entre 240 nm e 280 nm, com particulas de 3 pum, analisados em um Shimadzu
HPLC Nexera XR composto por duas bombas LC-6AD, € acoplado a um detector
ultravioleta Shimadzu de comprimento de onda varidvel (UV-SPD-20A) e é
acoplado a um Bruker AmazZon Speed lon Trap (IT) equipado com uma fonte de

ions de eletrospray (ESI). O que possibilitou isolar trés Substancias:

+P1 P2 +P3

m: 5,1 mg m: 4,4 mg m: 18 mg

Depois de seco e pesado, todas as substancias foram analisadas por
espectrometria de massas, injecdo direta, fonte eletronspray modo negativo e
positivo, foi utilizado o espectrémetro de massa do Laboratério de Espectrometria
de Massas e CLAE (LABCEM/CA-UFAM), modelo LQC Fleet, ion Trap (Thermo
Scientific).

Todas as substancias obtidas foram submetidas a analise de ressonancia
magnética uni e bidimensionais, com intuito de identificacdo e determinacao

estrutural.

4.7. Analise por espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Os espetros de RMN foram obtidos pelo aparelho da Bruker Advance 1l HD,
operando a 500 MHz com tetrametilsilano (TMS) ou nucleo de hidrogénio residual
do solvente deuterado como referencial interno. Os deslocamentos quimicos foram

expressos em ppm e as constantes de acoplamento (J) registradas em Hertz (Hz).
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Os dados obtidos das injecdes foram processados através de um programa
chamado TopSpin 3.5 e comparados quando possivel, com os dados da literatura

para elucidagao estrutural das substancias.

4.8. Analise quimiométrica

A analise multivariada foi realizada por meio do software Chemoface, versao
1.5.15. Os ions obtidos pela analise no item 4.3 que apresentaram intensidade
abaixo de 5% em relacdo ao pico base em cada espectro de massa foram
negligenciados durante a analise dos dados. A Analise de Componentes Principais
(ACP) foi calculada através da variacdo dos ions, sendo a Analise Hierarquica de
Agrupamentos (AH) calculada através das distancias euclidianas e da ligacéo
média dos quatro primeiros componentes principais, cuja variagdo cumulativa

representa 89,88%.

4.9. Avaliagao da atividade antioxidante “in vitro”

A determinacgéo da atividade de eliminacéo de radicais livres foi avaliada pelo
método DPPH, de acordo com a metodologia de Jing (et al., 2015) com algumas
modificacdes. Inicialmente, utilizou-se 3,9 mg de DPPHs em 100 ml de MeOH
(CLAE), e posteriormente foram pipetados 270 uL do reagente (100 uM) e
misturados com 30 pL de cada solugao de extrato (diluido em MeOH grau CLAE -
concentragdo 1 mg/ mL). As microdiluigdes (500 a 7,8 pg/mL) foram encubadas e
mantidas sob reacdo por 30 minutos, sob protecédo de luz. Foi utilizado metanol
(grau CLAE), como branco e a solucédo de DPPH, como controle negativo.

A reacdo colorimétrica é ocasionada pela oxirreducao, onde o radical DPPHe,
que apresenta coloracgdo violeta, é reduzido, alterando a coloracdo da mistura para
amarelo. A leitura da absorbancia foi realizada no comprimento de onda de 515 nm
em leitor de microplacas Multimode Detetor DTX 800 da Beckman. A curva de
calibracédo para o padréo do acido galico foi preparada em MeOH (grau HPLC) na
concentragdo de 1 mg. mlt (solucdo mae). Foi retirada uma aliquota de 100 pL da
solugdo mae e dissolvidos em 900 pL de metanol, para uma concentragao final do

padrao de 100 pg/ml, e posteriormente realizada sua microdiluicdo (100-1,56

pg/ml).
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Os experimentos foram realizados em triplicata e como controle positivo
utilizou-se o acido gélico e controle negativo o MeOH (diluente do extrato). Os
resultados da atividade antioxidante das amostras foram expressos em
porcentagem total de inibicdo (equacao 2) e pelo parametro da concentracdo eficaz
(CEso0) (quantidade do analito capaz de sequestrar 50 % dos radicais livres do
reagente DPPH). O célculo do CEso € realizado a partir dos gréaficos plotados com

o percentual da capacidade de sequestro de radicais para cada diluicao.

Abs(DPPH)—Abs(ext)
Abs (controle)

equacao 2 % de inibigdo (DPPH) = 100 — x 100
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. Estimativa da concentracdo dos compostos fendlicos nos extratos de

Caryocar villosum

O método de Folin-Ciocalteu foi utilizado como analise preliminar para estimar
a concentracao de fendlicos dos extratos. A quantificacdo de FT (Fendlicos Totais)
nos extratos (1 mg/ml) foi realizada a partir da construgcdo de uma curva de
calibracdo do padrédo de &cido galico em diferentes concentracdes (Figura 14). A
partir da reta obtida, realizou-se o calculo da concentracdo de compostos FT. Os
valores das absorbancias dos extratos foram aplicados na equacao da reta para a
estimativa da concentracdo de FT, expresso em equivalente de acido galico por

grama de extrato (EAG/Q).

1.6

1.4 A

1.2 /
1

0.8 /

0.6 /

0.4 / y = 0,0014x% - 0,0115

Rz = 0,9996
0.2 /

0 3!/ : :
0.2 500 1000 1500

Figura 20. Curva de calibracdo do acido galico para a determinacdo da estimativa

do contetdo de FT presentes nos extratos de C. Villosum.

EXTR. 7

EXTR.1 {3 ExTR. 15

EXTR. 2

EXTR. 3

EXTR. 4 E|EXTR. 10

EXTR. 5 | EXTR. 11

EXTR. 6 y | EXTR. 12
CONTROLE o
NEGATIVO 7 ‘ EXTR. 13
CONTROLE n A A 4| S & N
POSITIVO 4 _ EXTR. 14

Figura 21. Ensaio colorimétrico da determinacdo de FT pelo método de Folin-

Ciocalteu.
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A avaliacédo de FT pelo método de Folin-Ciocalteu, mostrou que a espécie
C. villosum apresentou percentual de fendlicos em seus extratos entre 20,2 a 36,9
%, com maior contetido para o extrato 13 (AcOEt/H20/EtOH), e consequentemente
maior quantidade de FT quando comparado a equivalente do padrao (329,4 + 11,3
Hg EAG/g). A tabela 8 mostra os teores fendlicos das amostras analisadas. A
amostra 02 (Referente ao extrato aquoso), obteve resultado ndo definido, devido a
mesma nao ter solubilizado. As amostras que apresentaram quantidades maiores
de conteudo fendlico em relagdo as demais amostras, possivelmente podem estar
associados com a extracdo desses compostos, aumentando suas quantidades de

fendlicos totais.

Tabela 8. Estimativa da concentracédo de FT presentes nos diferentes extratos de

C. villosum.

Amostras % FT (ug EAG/g)
extrato 1: acetona 28,7+15 250,3+14,9
extrato 2: H20 0,2+0,3 ND*
extrato 3: MeOH 28,615 2489 + 14,6
extrato 4: Acetona/dgua 20,2+0,8 168,1+7,3
extrato 5: Acetona/MeOH 254+1,6 218,0+15,1
extrato 6: H2O/MeOH 20,4+0,4 170,2+4,1
extrato 7: Acetona/H,O/MeOH | 23,7 +1,5 202,1 + 14,3
extrato 8: AcOEt 28,7+1,8 250,5+174
extrato 9: EtOH 224+1,1 189,5+ 10,2
extrato 10: AcOEt/H20 20,2+0,8 169,03+ 7,3
extrato 11: EtOH/H20 21,2+1,7 1775+17,2
extrato 12: AcCOEt/EtOH 28,4+1,0 246,9+9,9
extrato 13: AcOEt/H20/EtOH | 36,9 +1,2 329,4+11,3
extrato 14: MeOH/AcOEt 299+18 261,8+17,8
extrato 15: Acetona/EtOH 33,1+1,9 292,3+19,2

Legenda: N&o Definido*
E importante ressaltar que o método de Folin-Ciocalteu utilizado na
determinacdo de FT néo é especifico para composto fendlicos, devido a deteccao

de outras substancias redutoras presentes que podem interferir no resultado final
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(ANGELO & NEUZA, 2007). Desta forma, o método de Folin-Ciocalteu torna-se

apenas uma estimativa do conteudo fendlico em amostras.

5.2.Caracterizagdo dos compostos presentes nos extratos de C. villosum

Os extratos de C. villosum submetidos a andlise espectrométrica preliminar sob
ionizacdo por electrospray em modo de aquisicdo negativo, forneceu o perfil quimico

analitico mensuravel para todos os analitos. Desta forma, foi possivel obter os ions

majoritarios da espécie alvo desse estudo (Tabela 9).

Tabela 9. Principais ions (m/z) presentes nos diferentes extratos de C. villosum.

Amostras tempo de fons (m/z)
retencao (s)
extrato 1 acetona 0,43 355, 483, 635, 787, 669,519, 469, 301,
169
extrato 2: H.0 1,63 355, 483, 518, 635, 331, 169, 669, 785
extrato 3: MeOH 2,51 355, 301,483, 635, 469, 169, 787, 519
extrato 4: Acetona/Agua 3,53 355, 483, 635, 301, 169, 787, 469
extrato 5: Acetona/MeOH 4,40 355, 635, 483, 301, 469, 169, 787
extrato 6: H.O/MeOH 5,29 355, 483, 635, 787, 301, 169, 469, 669,
519
extrato 7; Acetona/H.O/MeOH 6,37 355, 301, 335, 787, 519, 469, 169
755, 953
extrato 9: EtOH 7,98 355, 483, 635, 301, 785, 519, 469, 669,
602, 331, 169, 238, 953, 801
extrato 10: AcCOEt/H,O 8,83 635, 787, 483,169, 757,339, 301, 469,
519, 599, 671, 801, 953
extrato 11: EtOH/H,O 9,68 355, 483, 635, 519, 469, 301, 169, 669,
787
extrato 12: AcCOEt/EtOH 10.56 355, 483, 301, 635, 787, 469, 669, 169,
337
extrato 13: ACOEt/H,O/EtOH 11,39 355, 483, 635, 781,6%71, 301, 169, 331,
extrato 14: MeOH/ACOEt 12.72 355, 301, 483, 635, 765, 469, 169, 331,
602, 669
extrato 15: Acetona/EtOH 13.54 355, 301, 483, 635, 785, 602, 469, 169,

331, 519, 669
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A analise dos espectros de EM revelou que 88 ions permaneceram apos a
eliminacdo dos 5% de ions menos intensos. Os espectros dos extratos de C.
villosum obtidos por infusdo direta encontram-se no apéndice para melhor
visualizacdo contendo seus principais ions apresentados na tabela acima.

A analise ACP foi obtida através da variacao desses ions (Figura 22), e AH
obtida através das distancias euclidianas e da ligacdo média dos quatro primeiros
componentes principais, cuja variagdo cumulativa representa 89,88% (Figura 23).

No grafico do escore ACP, foram observados trés grupos principais (Grupo
[, Il e lll), destacando a presenca de extratos a base de agua nos grupos Il (Figura
24), jA o extrato acetona/metanol que mesmo ndo sendo a base de agua se
encontra no grupo lll, se deve ao fato de que a concentragcdo das substéncias
encontradas nele, sejam semelhante as encontradas nos extratos a base de agua.
O dendrograma AH, confirmou claramente os mesmos trés grupos da analise ACP
e sugeriu que os extratos a base de agua apresentam menor variabilidade quimica

do que os demais extratos polares.
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Figura 22. Grafico obtido da Analise de Componentes Principais (ACP) dos

extratos de C. villosum.
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Figura 23. Dendrograma das amostras de C. villosum obtida pela Andlise

Hierarquica de Agrupamentos (AH).
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Figura 24. Biplots da Andlise de Componentes Principais (ACP).

De acordo com biplots da andlise de componentes principais, 0s ions m/z

169, 301, 469 e 483 foram os principais responsaveis pela segregacao dos grupos

[, I e Ill. Através dos espectros EM/EM desses ions, foi possivel observar

fragmentacdes chave descritas para ions com a mesma massa molecular para

compostos fendlicos, descritos na tabela 10.
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Tabela 7. Substancias caracterizadas dos extratos de Caryocar villosum.

Substancia [M-H] EM"N Referéncia
(m/2)

. . 1] [2] [3] [4]
1) acido galico 169,01 | 151, 125 [
(1) acido g 51161 [7]
(2) 4cido elagico 301,01 | 257, 229, 185 [4] [5] [6] [7]
(3) acido elagico 447,00 | 301,300 [11] [12] [13]
ramnosideo
(4) lactonado acido | 454 o | 301, 300, 299 [11]
vanoléico
5) 3,6-di-O-galoil-D- 465, 331, 313, 271, 211,
(Sli)cose ° 483,07 | 169 [2] [4] [6] [8]
(6) 3,4,6-tri-O-Galoil- . | 635, 483, 465, 447, 423,
D-glicose 63510° 1 405. 295, 223, 211 [21[41 [8] [9]
(7) 1,2,3,6-tetra-O- \ [2] [4] [8]
GaloiB.D-gliomse 787,09° | 635, 617, 483, 447, 313 20,

[1] SILVA et al., 2011, [2] SINGH et al., 2016, [3] MENA et al., 2012, [4] WYREPKOWSKI et al., 2014, [5]
LEE, JOHNSON e TALCOTT, 2005; [6] FATHONI et al., 2017; [7] YISIMAYILI et al., 2018; [8] TAN, LING e
CHUAH, 2011; [9] GAN et al., 2018; [10] BERARDINI, CARLE e SCHIEBER, 2004; [11] SILVA et al., 2019;
[12] MACIEL, 2018; [13] ROMERO et al, 2008.

O ion desprotonado em m/z 169 exibiu dois fragmentos principais em m/z
151 e 125, consistentes com a estrutura do &cido gélico (1) (SILVA et al., 2011,
SINGH et al., 2016). Enquanto o ion em m/z 301 apresentou fragmentos em m/z
257, 229 e 185, com base nos estudos comparativos foi possivel identificar que os
ions fragmentados sao caracteristicos do composto &cido elagico (2)
(WYREPKOWSKI et al., 2014, LEE, JOHNSON e TALCOTT, 2005).

Os espectros de EM dos ions desprotonados em m/z 447 apresentam
fragmentos em m/z 300 e 301, sendo esses fragmentos-chave previamente
relatados ao acido elagico ramnosideo (3) (SILVA et al., 2019), um derivado do
acido elagico. O ion desprotonado m/z 469 apresentam fragmentos em m/z 300,
301 e 299, sendo esses fragmentos-chave previamente relatados a dilactona do
acido valénico (4) (SILVA et al., 2019). O ion desprotonado em m/z 483 apresentou
diversos fragmentos em 465, 331, 313, 271, 211, 169, sendo possivel identificar
como a substancia 3,6-di-O-galoil-D-glicose (5) (FATHONI et al., 2017; TAN, LING
e CHUAH, 2011). Portanto, a analise multivariada apontou o acido galico e o 3,6-
di-O-galoil-D-glicose, como componentes importantes nos extratos a base de agua.
Enquanto foi observada principalmente a dilactona do acido valdnico acetona pura.
Aléem disso, o acido elagico foi destacado no extrato puro de metanol. Além disso,


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Yisimayili+Z&cauthor_id=30562708
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mais duas substancias, o 3,4,6-tri-O-galoil-D-glicose (6) e 1,2,3,6-tetra-O-galoil-S-
D-glicose (7), presentes no extrato metandlico. O extrato a base de metanol foi
destacado como o0 mais representativo para os compostos fendlicos.

Com base na analise quimiométrica pelo método do triangulo de Snyder
foram selecionados somente os extratos do primeiro triangulo para analise MS/MS
(fragmentacao). Os ions presentes nas amostras foram selecionados por meio da
andlise qualitativa dos ions das amostras do primeiro grupo de extratos que compde
o triangulo 1, e também submetidos para a caracterizacdo com base no padrao de
fragmentacdo das substancias de C. villosum com os dados da literatura como

mostra a tabela a seguir.

HO OH
OH

(1)

o
HO O.__OH
o
HO HO OH
OH 0._0O
(5)
HO OH

OH o Oﬁ/©EOH
o o Ho o” ~o__o0._O

OH o

HO

oo o o o HO HOIK\[O OH
OH
HO HOIK\EO OH O~z© OH
OH OH
HO

(7)

Figura 25. Estruturas das substancias fenélicas presentes nas cascas do caule de
C. villosum; &cido gdlico (1), acido elagico (2), acido elagico ramnosideo(3),
dilactona do acido valbnico (4), 3,6-di-O-galoil-D-glicose (5), 3,4,6-tri-O-galoil-D-
glicose (6), 1,2,3,6-tetra-O-galoil-B-D-glicose (7).
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Com base na analise quimiométrica pelo método do triangulo de Snyder
foram selecionados somente os extratos do primeiro triangulo para analise EM/EM
(fragmentacao). Os ions presentes nas amostras foram selecionados por meio da
andlise qualitativa dos ions das amostras do primeiro grupo de extratos que compde
o triangulo 1, e também submetidos para a caracterizacdo com base no padrao de
fragmentacdo das substancias de C. villosum com os dados da literatura como

mostra a tabela a seqguir.

5.2.1. Caracterizacdo baseada na fragmentacdo para o acido galico

(substancia 1).

Por meio da fragmentacdo do ion precursor de m/z 169 foi possivel obter
dois fragmentos, um em m/z 125 e 169 [M - H] (Figura 26).

Intens MS2{1E900), 22.7-22.9min #931-937
=104
125 06
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150.90
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Figura 26. Espectro EM/EM do acido galico m/z 169 [M - H]~

Com base na perda de massa, o fragmento em m/z 125 [M - 44 - H] é
resultante da perda de CO:2 (Figura 27). A fragmentacdo decorrente da
descarboxilagdo ocasionando a formacdo do pico base em m/z 125 [M - H] é

caracteristica exclusiva para o acido galico. Desta forma caracterizou-se a
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substancia 1 com ion percursor de m/z 169 [M - H]. como sendo o acido galico
(FANTHONI et al., 2017; SINGH et al., 2016; MENA et al., 2012; SILVA et al., 2011).
Embora menos frequente, a fragmentacdo em m/z 151 [M - HJ. é referente a perda

de massa 18 u (perda de agua), contribuindo para caracterizacdo da substancia 1.

Oy OH Ox-OH
-H,0
HO OH | -18u HO
OH OH
miz 169 miz 151
(‘@
02 0
/\v -CO, o
H ———> Ho o)
HO P -44u OH
OH
mlz 169 miz 125

Figura 27. Proposta de fragmentacéo do acido galico (1) m/z 169 [M - H]" (Adaptado
de DEMARQUE et al., 2016; FANTHONI et al., 2017).

5.2.2. Caracterizacdo baseada na fragmentacdo para o &cido elagico

(substancia 2).

O espectro do ion precursor de m/z 301 (Figura 28) quando fragmentado sofre
perda de massa m/z 257 [M - 44 - H e 283,9 ~ 284 [M - 18 - HJ;, resultante da
perda de CO:z e agua respectivamente. O pico base formado em m/z 229 [M - H] é
gerado por uma descarboxilagdo (-44 u) seguida da perda de CO (-28 u)
(YISIMAYILI et al., 2018; WYREPKOWSKI
demais um grupo CO, forma o fragmento em m/z 201 [M - H]" (YISIMAYILI et al.,

et al., 2014). Além disso, a perda

2018). O fragmento em m/z 185 [M - H] é referente a perda de dois grupos CO:z e
um grupo CO (LINLIN et al., 2014; WYREPKOWSKI et al., 2014) (Figura 29). Com
base nos estudos comparativos foi possivel identificar que os ions fragmentados

sdo caracteristicos do composto acido elagico.


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Yisimayili+Z&cauthor_id=30562708
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Yisimayili+Z&cauthor_id=30562708
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Figura 28. Espectro EM/EM do &cido elagico m/z 301 [M - HJ..
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Figura 29. Proposta mecanistica e demais fragmentos do acido elagico (2)
(Adaptado de YISIMAYILI et al., 2018).
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5.2.3. Caracterizacdo baseada na fragmentacdo para o0 acido elagico
ramnosideo (substancia 3).

O ion precursor em m/z 447 apresentou fragmentos em m/z 300 e 301
(Figura 26). O pico base em m/z 300 [M - H] apresentou perda de massa de 146 u,
equivalente a massa do acido galico.
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Figura 30. Espectro EM/EM da substancia acido elagico ramnosideo 447 [M - HJ.

O estudo de SILVA e colaboradores (2019) realizou o estudo de
fragmentacdo do ion em m/z 447, constatando-se fragmentos principais em m/z
300 e 301, sendo consistentes com os ions obtidos com a amostra de C. villosum.
Desta forma, os dados indicaram que a substancia 3 € acido elagico ramnosideo.

-147 u
—_—

mi/z 300

Figura 31. Proposta mecanistica do ion m/z 447 e demais fragmentos do &cido
elagico ramnosideo (3) (Adaptado de SILVA et al., 2019).
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5.2.4. Caracterizacdo baseada na fragmentacao para a dilactona do acido

valbnico (substéancia 4).

O ion precursor em m/z 469 apresentou fragmentos em m/z 299, 300 e 301
(Figura 28). O pico base em m/z 300 [M - H] apresentou perda de massa de 169 u,

equivalente a massa do acido galico.
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Figura 32. Espectro EM/EM da subst. dilactona do acido valénico m/z 469 [M - HJ.

O estudo de SILVA e colaboradores (2019) realizou a fragmentacéo do ion
em m/z 469, constatando-se fragmentos principais em m/z 299, 300 e 301, sendo
consistentes com os ions obtidos com a amostra de C. villosum. Desta forma, os

dados indicaram que a substancia 4 é a dilactona do acido valénico.
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O -168 u
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-169 u
—_—

-170 u

OH J
m/z 299

Figura 33. Proposta mecanistica do ion m/z 469 e demais fragmentos do &cido
vanoléico de lactona (4) (Adaptado de SILVA et al., 2019).
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5.2.5. Caracterizacdo baseada na fragmentacdo para o 3,6-di-O-galoil-D-

glicose (substancia 5)

Através do estudo comparativo com o trabalho de Fanthoni e colaboradores
(2017) foi possivel observar os mesmos fragmentos (m/z 331,313, 271, 211,169)
oriundos do ion precursor de m/z 483 [M - H]" que estéa presente no extrato da espécie
estudada (Figura 34). Constatou-se a presenca do fragmento em 313 [M - HJ
proveniente da perda do grupo galoil e o fragmento em 464,98 ~ 465 [M - 18 - H|

indicativa de uma desidratacdo (Figura 35).
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Figura 34. Espectro EM/EM do 3,6-di-O-galoil-D-glicose m/z 483 [M - HJ.

A formacéo do pico base em m/z 169 [M - H] é proveniente de um rearranjo
do tipo McLafferty como pode ser visto na figura 36, sendo o fragmento referente
ao ion galato. Outros estudos reforcam a caracterizacdo desse ion (SINGH et al.,
2016; WYREPKOWSKI et al., 2014), sendo possivel identificar como a substancia
5 em 3,6-di-O-galoil-D-glicose.
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Figura 35. Proposta de fragmentacdo para 3,6-di-O-galoil-D-glicose (5) ion
precursor m/z 483 [M - H] (Adaptado de FANTHONI et al., 2017).
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Figura 36. Proposta mecanistica do fragmento em 465 [M - H] da substancia 5.
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Figura 37. Proposta mecanistica da formacédo do pico base em 169 [M - HJ
proveniente de um rearranjo do tipo McLafferty (Adaptado de DEMARQUE et al.,
2016).
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5.2.6. Caracterizagao baseada na fragmentacao para o 3,4,6-tri-O-galoil-D-

glicose (substancia 6)

Com base no valor da massa e na classe de substancias (fendlicos) foi
possivel excluir muitas substancias e comparar com poucas descritas na literatura.
O espectro da substancia 4 apresentou ion precursor de m/z 635 [M - H] (Figura
38), quando submetido a fragmentacao ocasiona a formacao do pico base referente
ao di-O-galoil-glicose (m/z 483-C20H19014) com perda de 152 u, e subsequente
perda de uma molécula de H20 [M-152-18-H], gerando o fragmento em m/z 465.
O fragmento em 313 [M - H] - é proveniente de mais uma perda de massa 152 u,
sendo o fragmento referente ao mono-O-galoil-glicose (m/z 331 - C13H16010) (GAN
et al., 2018). Os demais fragmentos referentes ao ion 635 [M - H]  sdo mostrados
na figura 39.

A partir dos dados espectrométricos comparativos foi possivel ter a
similaridade dos fragmentos (EM?) em relacdo aos que compde o ion precursor m/z
635 [M - H] presente na espécie estudada, sendo eles: m/z 483, 465 (GAN et al.,
2018; SINGH et al., 2016; WYREPKOWSKI et al., 2014; TAN, LING e CHUAH,
2011), 313 e 295 (GAN et al., 2018; SINGH et al., 2016; TAN, LING e CHUAH,
2011), 617 e 405 (TAN, LING e CHUAH, 2011). Com isso, foram estipuladas
possibilidades para caracterizar essa substancia, sendo isémeros do tri-O-galoil-D-
glicose. Entretanto, o trabalho de Tan e colaboradores (2011) submeteu os ions ao
estagio EM? de fragmentacéo e apresentaram ions em comum que estéo presentes
na espécie alvo desse estudo, sendo eles: m/z 423, 331 e 421. Dessa forma foram
excluidos dois isdbmeros presentes no estudo comparativo (TAN, LING e CHUAH,
2011) e a substancia 6 foi caracterizada como o terceiro isbmero, o 3,4,6-tri-O-

galoil-D-glicose.
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Figura 38. Espectro EM/EM 3,4,6-tri-O-galoil-D-glicose m/z 635 [M - H]-.
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Figura 39. Fluxograma mostrando as fragmentacdes do 3,4,6-tri-O-galoil-D-glicose
(6) ion precursor m/z 465 [M - H] (Adaptado de TAN, LING e CHUAH, 2011)
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5.2.7. Caracterizagédo baseada na fragmentacéo do 1,2,3,6-tetra-O-galoil-3-

D-glicose (substancia 7).

Na fragmentac&o do ion precursor em m/z 787 [M — H] observou-se o pico
base em 635 [M — H] possivelmente proveniente da perda de 152 de massa
equivalente a eliminagéo do grupo C7H4Oa4. Possivelmente a perda desse grupo
esteja relacionado com a formacéao de um tri-galoil-glicose (YISIMAYILI et al., 2018;
SINGH et al., 2016; WYREPKOWSKI et al., 2014; TAN, LING e CHUAH, 2011;
BERARDINI, CARLE e SCHIEBER, 2004) e o fragmento em 483 [M — H] é referente
ao di-galoil-glicose (TAN, LING e CHUAH, 2011; BERARDINI, CARLE e
SCHIEBER, 2004). Além disso, os fragmentos gerados do ion em 635 [M — HJ
indicam que é tri-galoil-glicose, através da presenca dos mesmo fragmento obtidos
da substancia caracterizada anteriormente (composto 5), sendo o m/z 483 -
C20H19014 referente ao di-O-galoil-glicose com perda de 152 u, e subsequente mais
uma perda de 152 u, sendo o fragmento referente ao mono-O-galoil-glicose (m/z
331 - C13H16010) (GAN et al., 2018; YISIMAYILI et al., 2018; WYREPKOWSKI et
al., 2014; WYREPKOWSKI et al., 2014; BERARDINI, CARLE e SCHIEBER, 2004).
O fragmento em m/z 617 é comprovado em alguns trabalhos sendo originado pela
perda de -170 u (-C7HsOs) (YISIMAYILI et al., 2018; WYREPKOWSKI et al., 2014).

A figura 41 explana alguns fragmentos principais para a substancia 7.
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Figura 40. Espectro EM/EM do 1,2,3,6-tetra-O-galoil-B-D-glicose m/z 787 [M - H]


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Yisimayili+Z&cauthor_id=30562708
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Figura 41. Fragmentacdes do 1,2,3,6-tetra-O-galoil-B-D-glicose (7) ion precursor
m/z 787 [M - H]- (Adaptado de YISIMAYILI et al., 2018; WYREPKOWSKI et al.,
2014; TAN, LING e CHUAH, 2011).

O trabalho de Berardini e colaboradores (2004), mostrou outros ions em
comum com as que estao presentes no extrato de C. villosum. tais como, o 599,
483, 447 e 422 que enriquecem a caracterizagdo para tal substancia. Desta forma,
com as contribuicbes dos estudos de fragmentacdo da literatura pode-se

caracterizar a substancia 7 em 1,2,3,6-tetra-O-galoil-3-D-glicose.


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Yisimayili+Z&cauthor_id=30562708
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5.3. Extrato metandlico: Isolamento e andlise por espectroscopia de ressonancia

magnética nuclear (RMN).

Partindo da analise de rendimento (Teor extrativo) e analise quimiométrica, o
extrato metandlico apresentou melhor CCD possivel para ser analisada por CLAE,
e assim foram testados os métodos para entdo ser fracionada por CLAE
semipreparativo, o que foi possivel coletar trés substancias nomeados de P1, P2
e P3.

5.3.1. Substancia P1.

A substancia P1 (5,1 mg) foi obtida como um sélido com coloracéo
levemente marrom, soltvel em metanol. Em andlise de massas de alta resolucao
no modo negativo da substancia, demonstrou a presenca do pico de maior
intensidade um pico proeminente [M-H]- em m/z 483, cuja formula molecular neutra

mais provavel seria C20H2001a4.

O

OH
0
HO HO

O
HO OH

HO
O

Figura 42. Estrutura sugerida para a P1(3,6-di-O-galoil-D-glicose) com base no

ion de maior intensidade.

Este ion [M-H] 483 foi submetido a fragmentacdo conforme demonstrado no
espectro da Figura 43, onde foram observados a presencga dos ions (m/z 331,313
e 169) oriundos do ion precursor de m/z 483 [M - H] que ja foi caracterizado e esta
presente no extrato da espécie estudada, discutido anteriormente, Constatou-se a

presenca do fragmento em 331 M - H] referente a uma desidratacdo, um fragmento
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em 313 [M - H]" proveniente da perda do grupo galoil e o fragmento em 169 [M —
H] referente ao ion galato. Estes fragmentos consistem em dois grupos de galoil e

uma unidade de glicose (Figura 43).
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Figura 43. Fragmentacdo do ion [M-H] 483 referente a substancia P1.

O espectro de RMN 'H (Figura 44, Tabela 11) apresentou sinais com
deslocamentos quimicos que sugerem a presenca de uma mistura de a e B
anémeros. O RMN *H exibiu dois sinais de prétons anoméricos de singletos em &
oH 5,33 (s,1H, a) e dH 5,25 (s,1H, B), observou-se também outros sinais de
hidrogénios ligados ao acucar em 6H 3,68 (m,1H, a) e &H 3,53 (d,1H, 8), um sinal
em OH 3,83 (m,1H, a/B), sinais em 6H 4,17 (m,1H, a) e dH 4,51 (m,1H, B); dH 4,28
(m,1H, a) e 6H 3,9 (d, 1H, 7,52 Hz, B), como também os sinais em dH 4,43 (s,2H,
a/B) relativo aos hidrogénios metilénicos.

Observou-se também o sinal de singletos em dH 7,08 (s,4H, a) e dH 7,11
(s,4H, B), atribuiveis a dois grupos galoil, hidrogénios aromaticos.

A integracédo dos sinais no espectro de RMN *H indicou a presenca desses
sinais de hidrogénios e seus deslocamentos caracteristicos relativos ao agucar e
grupos galoil (HE et al, 2002; TAN, 2012).



Gabriela520_P1 11 1 "EAMESTRADO UFAM'ANALISES'RMN INPA E CENTRAL ANALITICA'P1 INPA" E
GabnglaS20 P17 mg, MaQD {H) ©
220520

On Magno

Ohg Aluna Dra. Rita-UFAM

5

4

45176
— 44304
— 42855
41700
— 35022
— 38326
— 36898
35350

2

1

LN B s B s s e s B s s B e s B s B By s s
3

-0

Figura 44. Espectro de RMN de H da P1.
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Figura 45. Espectro de RMN de 'H da P1 com integrais dos hidrogénios.

O espectro de RMN 13C (Figura 46, Tabela 11) apresentou sinais com
deslocamentos quimicos que sugerem a presenca de dois sinais de carbono
anomérico em 6¢ 97,7 a e ¢ 101,4 B indicaram que o composto P1 estava presente

em uma mistura de anémeros a e 3. Além de sinais em &c 78,8 a e 80,0 3; &¢c 72,7
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a/ B; 6¢c 71,7 a e 76,2 B ; d¢c 79,9 a/ B, inclusive sinais em 6c 66,0 a e 65,1 B na
regido do carbono metilénico todos correspondentes aos carbonos do acucar,.

Sinais tipicos de aromaticos em 6c 119,8 a e 120,0 3; 6¢ 108,7 a e 108,8 [3;
0c 138,4 a e 138,5 3, como também sinais na regido que compreende 0s carbonos
aromaticos oxigenados em &c 145,0 a e 145 . Além de um sinal &c 166,8 a e &c¢
167,2 B atribuido a carbono carbonila (Q. HE et al, 2002; TAN, 2012).
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Figura 46. Espectro de RMN de 3C da P1.

O espectro bidimensional HSQC da P1 (Figura 47, tabela 11) mostra as
correlagdes observadas entre dH 7, 08 com 6C 108,7 a, 0 8H 7,11 com 6C 108,8
gue sao atribuidas as ligacoes terciarias de anéis aromaticos. Observou-se também
as correlagbes entre d6H 5,33 e 8C 97,5 (C-1 a); dH 5,25 e 6C 101,4 (C-1 B),
confirmando a presenca dos carbonos anoméricos e suas correlagdes com seus
respectivos hidrogénios. Outras unidades também pode ser observadas com 0s
sinais caracteristicos do agucar em 6H 4,17 a / dH 4,51 B com &6C 72,5 (C-3 a/B);
06H 3,83 a com 6C 71,7 (C-4 a); 6H 4,28 a / dH 3,90 B com &6C 79,8 (C-5 a/B); ; 6H
4,4 a com 6C 66,0 (C-6 a), caracteristicos de acucares.
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Figura 47. Espectro de HSQC H - 3C da substancia P1.
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Figura 51. Espectro de HSQC suas correlagbes e ampliacdes, regiao 04.

O espectro bidimensional HMBC (acoplamento de longa distancia) da P1
(Figura 52, tabela 11 ) mostra as correlacdes observadas entre 6H 5,33 e 6C 78,8
(C-2a), 6H 5,25 e 6C 80,0 (C-2 B); ), 6H 4,17 e 6C 66,0 (C-6 a); 6H 4,28 e 6C 97,5
(C-5 a). A localizacao do carbono metilénico foi confirmada através das correlacdes
entre o hidrogénio em dH 4,43 o/ e os carbonos 6C 79,4 (C-5 a); 6C 101,4 (C-1 B)
e 0C 167,0 (C-7 B). A posicao dos grupos de carbono ligados aos hidrogénios
aromaticos € confirmada através das correlacbes a longa distdncia com os
hidrogénios em &H 7,08 a e 6C 166,8 (C-7'/ 7""a), como também as correlacbes
entre os hidrogénios 6H 7,11 B e os carbonos 6C 108,8(C-2"°/6"" ); 6C 120,0(C-
17 B), 8C 138,5(C-4"" B), 6C 145,0(C-4°/5" B) e 6C 167,2(C-7'17"" B).
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Figura 52: Espectro de HMBC H - 13C da substancia P1.
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Figura 53. Espectro de HMBC suas correlagbes e ampliagdes, regiao 01.
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Figura 55. Espectro de HMBC suas correlactes e ampliagdes, regiao 03.
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Tabela 11: Dados de RMN *H e 13C, incluindo as correlacdes *H - 3C HSQC e 'H
-13C HMBC para a substancia P1, comparados com dados da literatura* (TAN,
2012).

BCc Ber H o W Constante de HMBC
a/ a/f o/ a/f acoplamento Hz
la 97,5 935 5,33 521 1H(s) C2
1B 1014 985 525 4,67 1H(s) C2
2a 78,8 738 3,68 3,53 1H(m) -
2B 80,0 76,4 353 3,33 1H(s) -
3a 72,7 725 4,17 5,13 1H(m) C6
3B 72,7 725 451 512 1H(m) -
4 a 71,7 72,9 3,83 4,04 1H(m) -
48 76,2 72,9 3,83 3,79 1H(m) -
5a 79,4 730 4,28 4,17 1H(m) c1
58 79,4 73,0 390 391 1H(d,7,52) -
6 a 66,04 685 4,43 441 2H(s) C5
6B 65,14 63,8 4,43 4,42 2H(s) Cl;, CTr

1 a 1199 1216 - - - -
1B 120,0 121,8 - - - -

2’/6Ca  108,7 109,99 7,08 7,12 4H(m) C7’
2”°/6e” B 108,8 110,1 7,11 7,13 4H(m) Cl;C2;C3;C4;
C5;C7

3/5 @ 1450 1458 - ; ; ;
3°/5 B 1451 1459 - ; ; )
4 a 1384 1386 - - ; )
4B 1385 1388 - ; ] ]
717 a 166,8 1661 - ) ; ;
7I7°B 1672 166,7 - ; ] )

Em combinacdo com o RMN 'H, RMN 13C, espectro bidimensional 2D
(HSQC e HMBC) e de analise elementar do ion e sua respectiva fragmentagcéo no

MS/MS-, as posi¢des dos grupos galoil foram determinadas como sendo em C-3 e
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C-6 ap6s o deslocamento para baixo de H-3 e H-6. Podemos perceber as
correlagdes em comparacdo com os dados da literatura que permitiram confirmar a

P1 como sendo o 3,6-di-O-galoil-D-glicose.

Figura 56. Proposta estrutural para o 3,6-di-O-galoil-a-D-glicose e correlagbes
HMBC.

Figura 57. Proposta estrutural para o 3,6-di-O-galoil-B-D-glicose e correlagbes
HMBC.
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5.3.2. Substancia P2.

A substancia P2 (4,4 mg) foi obtida como um soélido com coloracao
levemente marrom, solivel em DMSO. Em analise de massas de alta resolugcéo no
modo negativo da substancia, demonstrou a presenca do pico de maior intensidade
um pico proeminente [M - H]" em m/z 447, cuja formula molecular neutra mais

provavel seria C20H16012.

OH

O~_0

HO OH

OH

Figura 58. Estrutura sugerida para a P2(acido elagico ramnosideo) com base no

ion de maior intensidade.

Este ion [M-H] 447 foi submetido a fragmentacdo conforme demonstrado no
espectro da Figura 59, onde foram observados a presenca dos ions (m/z 301 e
300), oriundos do ion precursor de m/z 447 [M - H]" que esta presente no extrato da
espécie estudada, discutido anteriormente, constatou-se a presenca do fragmento
em 301 [M - H] que apresentou perda de massa de 146 u, equivalente a massa do
acido galico, devido a perda de um residuo de acglcar (ramnose), Figura 59
(CHISTE E MERCADANTE, 2012).
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Figura 59. Fragmentacédo do ion [M-H] 447 referente a substancia P2.

O espectro de RMN 'H (Figura 60, Tabela 12) apresentou sinais com
deslocamentos quimicos que sugerem a presenca de hidrogénios aromaticos,
grupo metilico e grupos de hidrogénios ligados ao agucar. (Figura 61) A integracédo
dos sinais no espectro de RMN *H indicou a presenca de oito sinais de hidrogénio
caracteristicos da substancia sugerida.

Na andlise do espectro de RMN 'H, confirma-se a presenca da unidade de
ramnose através dos sinais entre dH 3,35 a 5,45 caracteristicos de hidrogénios
carbindlicos; do singleto largo em &H 5,45 referentes ao hidrogénio anomérico e do
dupleto com integral de trés em 6H 1,13 atribuido a metila. Adicionalmente, sédo
observados dois simpletos em 6H 7,39 e 7,66 com integracdo para um hidrogénio

cada, referentes aos hidrogénios dos anéis aromaticos (ROMERO et al, 2008).
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Figura 60. Espectro de RMN de H da P2.
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Figura 61. Espectro de RMN de 'H da P2 integrados.

O espectro de RMN 3C da P2 (Figura 62, Tabela 12) apresentou sinais com
deslocamentos quimicos relativos a quatro carbonos carbindlicos em 8C 72,3; 70,6;
70,3; 70,2 os quais sugerem uma unidade ramnose, um a carbono anomérico em

0C 100,4 e um outro referente a metila em &6C 18,3. Além de sinais tipicos que
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sugerem o deslocamento de carbono de aromaticos em &c¢ 159,7; 146,0 e 115,2
mais os sinais em &c 109,2 e 112,4 que podem ser confirmados pela presenca e
correlacdo no espectro de HSQC, como também sinais em &c 146,7; 139,0 e 108,9
confirmado pela presenca desses ions e suas correlacdo do espectro de HMBC
(ROMERO et al, 2008).

146.0166

r oo
[} 2
=qu;."|'ﬁ

degg

g 3
g &
g 8
]

— 183502

Figura 62. Espectro de RMN de 3C da P2.

O espectro bidimensional HSQC da P2 (Figura 63, tabela 12) mostra as
correlagdes observadas entre dH 7,55 com dC 109,2; dH 7,73 com 112,4 que séo
atribuidas as ligacOes terciarias de anéis aromaticos. Observou-se também as
correlagdes entre dH 5,45 e 6C 100,4; 6H 3,99 e 6C 70,4; 6H 3,81 e 6C 70,6; 6H
3,58 e 6C 70,2; dH 3,35 e d6C 72,3 referentes a unidade glicosidica. Além da

correlacéo entre 6H 1,13 e 8C 18,3 que confirma a correlagdo do grupo metilico.
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Figura 64. Espectro de HSQC suas correlacdes e ampliacdes, regiao 01.
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Figura 63. Espectro de HSQC 'H-13C da substancia P2.
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Figura 65. Espectro de HSQC suas correlacdes e ampliacdes, regiao 02.
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Figura 66. Espectro de HSQC suas correlagbes e ampliacdes, regiao 03.
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Figura 67. Espectro de HSQC suas correlacdes e ampliacdes, regiao 04.

O espectro bidimensional HMBC (acoplamento de longa distancia) da P2
(Figura 68, tabela 12 ) mostra as correlacdes observadas entre 6H 5,45 e &C 146,7
e 6C 70,3 confirmando a ligacéo entre os dois grupos, a localiza¢ao do grupo metila
foi confirmada através das correlagdes entre o hidrogénio em dH 1,13 e os
carbonos 6C 70,4 e 8C 72,0 como também da correlacdo entre 6H 3,35 e 6C 18,3.
Além das posi¢des dos grupos de carbonos ligados aos hidrogénios aromaticos séo
confirmadas através das correlagcbes a longa distancia com os hidrogénios em 6H
7,39 com os carbonos 8C 108,9; 6C 139,0; d6C 146,7 e dH 7,66 com os carbonos
6C 115,2; 6C 159,7.
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Figura 68. Espectro de HMBC 'H-13C da substancia P2.
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Figura 70. Espectro de HMBC suas correlagcdes e ampliagdes, regido 02.
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Figura 71. Espectro de HMBC suas correlacdes e ampliacdes, regido 03.
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Figura 72. Espectro de HMBC suas correlagcdes e ampliagdes, regido 04.
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Figura 73. Espectro de HMBC suas correlagbes e ampliagdes, regido 05.
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Tabela 12: Dados de RMN H e 3C incluindo correlagdes *H-3C HSQC e 'H-3C,

HMBC para a substancia P2, comparados com dados da literatura*. (*LOPES et al,

2008; *MEDEIRQOS, 2018).

13c*

112,8
136,3
139,9
148,2
110,1
107,9
160,2
112,8
136,3
139,9
148,2
110,1
107,9
160,2
100,2
70,6
70,1
69,6
72,3
16,9

Q00 R N R g o NRFRr g0 0NN R

13c**

1116
136,4
140,4
152,9
1117
107,4
159,0
114,6
142,1
141,6
146,7
111,8
113,3
158,9
100,3
70,1
70,3
72,0
70,2
18,1

13C

115,2
139,0
146,0
146,7
109,2
108,9
159,7
115,2
139,0
146,0
146,7
112,4
108,9
159,7
100,4
70,2
70,6
72,3
70,4
18,3

1H*

1H**

1H

7,55 7,52 7,39

Multiplic. / Const.

de acoplamento Hz

1H(sl)
1H(t; 3,8)
1H(d; 5,5)

1H(m)

1H(m)
3H(d; 6,1)

HMQC

C2; C4,; C6

c6”’

C47; C5”

Em combinacdo com o RMN 'H, RMN 13C, espectro bidimensional 2D

(HSQC e HMBC) e de analise elementar do ion e sua respectiva fragmentacao no

MS/MS-, podemos perceber as correlacdbes em comparagdo com os dados da

literatura que permitiram confirmar a P2 como sendo o acido elagico ramnosideo.
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Figura 74. Proposta estrutural para o acido eldgico ramnosideo e correlacbes
HMBC

5.3.3. Substancia P3.

A substéncia P3 (18 mg) foi obtida como um sélido com coloracdo amarela,
solivel em DMSO. Em analise de massas de alta resolu¢cdo no modo negativo da
substancia, demonstrou a presenca do pico de maior intensidade um pico
proeminente [M - H]- em m/z 301, cuja formula molecular neutra mais provavel seria
C14H60s.

OH

Figura 75. Estrutura sugerida para a P3(acido elagico) com base no ion de maior

intensidade.
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Este ion [M-H]- 301 foi submetido a fragmentacéo conforme demonstrado no

gaby 03#295 RT:28 AV:1 NL:110E6
F: - ¢ ESIQ1MS [50,000-301,000]
1004 5
90
80
70

60

50

119

141

espectro da Figura 76, onde foram observados a presenca dos ions (m/z 257, 229
e 185), oriundos do ion precursor de m/z 301 [M - H] que est& presente no extrato da
espécie estudada, discutido anteriormente. Foi constatada perda de massa m/z 257
[M - 44 - H] resultante da perda de CO2. O pico base formado em m/z 229 [M - H]
€ gerado por uma descarboxilacdo (-44 u) seguida da perda de CO (-28 u)
(YISIMAYILI et al., 2018; WYREPKOWSKI et al., 2014). O fragmento em m/z 185
[M - H] é referente a perda de dois grupos CO2 e um grupo CO (LINLIN et al., 2014;
WYREPKOWSKI et al., 2014) (Figura 76).

301

-« <
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113 265
2o mm e | ]S i 197 s 0 ey 9 |z 20z B 2y ke
0‘ t ‘u‘ , “\‘ “.‘ : ‘\ ! - ‘\\‘J : 1‘\‘\‘\“‘1“\ , oo \‘\m‘jl“ ;\“\‘\\“\\‘\““‘\\‘ “l\l‘ \‘ \‘1‘ ;\‘\ ‘\ ‘H‘ \“\ul‘h‘\‘\‘l“‘l
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miz

Figura 76. Fragmentacédo do ion [M-H] 301 referente a substancia P3

O espectro de RMN *H (Figura 77, Tabela 13) apresentou apenas um sinal

presenca dos hidrogénios aromaticos (ALVES, 2007).

com deslocamento quimico em &H 7,44 (com integral de 2H, s) que sugerem a


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Yisimayili+Z&cauthor_id=30562708

"NMR-1256-20 GABRIELA BEZERRA" 11 1 "EZMESTRADO UFAMANALISES'RMN INPA E CENTRAL ANALITICAF3 CA" L E
1H_30ZGPR [«
AMOSTRA: P3 L~

SOLV: DMSO i
OP: KIDNEY Lo
e

! :
| ]
Lo
-
Y
E‘F L 1 @ Lo

T | T T T ‘ T T | T T | T T T ‘ T "

g 3 4 2 0 [ppm]

Figura 77. Espectro de RMN *H da P3.

O espectro bidimensional HSQC da P3 (Figura 78, tabela 13) mostra a
correlacéao entre o hidrogénio em dH 7,44 com dC 110,5, que aparece no espectro

onde séo atribuidos as ligacdes terciarias dos anéis aromaticos.

n | D
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Figura 78. Espectro de HSQC da substancia P3.
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Figura 79. Espectro de HMBC suas correlacées e ampliacdes, regido 01.

O espectro bidimensional HMBC (acoplamento de longa distancia) da P3
(Figura 80, tabela 13), pode nos mostrar a presenca dos carbonos existentes na
substancia, como também suas respectivas correlacdes a longa distancia entre os
hidrogénios em 6H 7,44 e os Carbonos 6C 107,6; 6C 112,6; 6C 136,9; 6C 140,7,;
0C 148,6 e 6C 159,8.

l
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Figura 80. Espectro de HMBC da substéncia P3.
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Figura 81. Espectro de HMBC suas correlacdes e ampliacdes, regido 01.

Tabela 13: Dados de RMN *H incluindo correlagées *H-13C HSQC e 'H-3C HMBC,
para a substancia P3, comparados com dados da literatura* (ALVES, 2007).
Bcx  18C  IH*  1H  Multiplicidade HMBC

1,17 1123 1128 - ; ) .
2,2 1363 1369 - ; ) .
3,3 139,7 140,7 - ; ; ;
44 1480 1486 - - - ;

55  110,1 110,5 7,45 7,44 2H(s) C1; C2: C3;
C4;C6eC7
6,66 107,4 1076 - - ] )

797 159,1 159,8 = = = =
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Em combinacdo com o RMN !H, RMN 13C, espectro bidimensional 2D
(HSQC e HMBC) e de analise elementar do ion e sua respectiva fragmentacao no
MS/MS-, podemos perceber as correlacbes em comparagdo com os dados da
literatura que permitiram confirmar a P3 como sendo o acido elagico (ALVES,
2007).

OH

Figura 82. Proposta estrutural para o acido elagico e correlacdo HMBC.
5.4 Determinacao da atividade antioxidante pelo método do DPPH in vitro.

Entre os varios métodos in vitro utilizados para avaliar a atividade antioxidante
de amostras de interesse, 0 método DPPH é mais rapido, mais simples e mais
barato que outros modelos de teste (ALAM, BRISTI e RAFIQUZZAMAN, 2013).
Nesse sentido, foi determinada a porcentagem de inibicdo do radical livre pré-
formado (sem o parametro do CEso) pelos extratos utilizados de C. villosum.

Por meio da avaliagdo da atividade antioxidante empregando esse ensaio
colorimétrico in vitro (Figura 83) foi possivel obter inibicdo da oxidag&o do radical
resultando na descoloracao do reagente DPPH* pelos extratos das cascas do caule
de C. villosum. Foi possivel obter alta porcentagem total de inibicdo entre 91,3 a
95,3% para a maioria dos extratos, com excecao do extrato 2 (46,0%) a base de
agua. Ja para as substancias isoladas foi possivel obter as porcentagens totais de
inibicdo em 76,7% para a P1, 75,4% para a P2 e 73,2% para a P3 (Figura 84, tabela
15).


http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S1415-47572018000500858&lng=en&nrm=iso&tlng=en#B3
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Controle negativo
Figura 83. Ensaio colorimétrico do sequestro do radical livre DPPH* dos extratos
das cascas do caule de C. villosum, mostrando o controle negativo (DPPH com
MeOH) e controle positivo (DPPH com o antioxidante &cido galico).

N&o foi possivel obter a concentracdo efetiva do extrato 2, pois 0 mesmo
apresentou inibicdo do radical DPPH- inferior a 50%, possivelmente devido a falta
de solubilizacdo do mesmo. De modo geral, os valores de CEso evidenciam que &
necessario pequenas quantidades dos extratos para obter uma atividade
antioxidante acima de 50% (Tabela 14). Dentre todos os extratos, a melhor
atividade antioxidante pelo método DPPH foi comprovada para o extrato 8 (acetato

de etila) com CEso de 3,40 = 0,26 pg/mL de concentragao efetiva.
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Tabela 14. Determinacéo da atividade antioxidante pelo método do DPPH

expresso em porcentagem total de inibicdo e pelo parametro do CEso.

Amostra AA % CEso (ug.mL)
extrato 1 91,3 4,30+ 0,31
extrato 2 46,0 ND
extrato 3 95,3 6,50 = 0,30
extrato 4 93,5 7,20+ 0,31
extrato 5 95,1 4,50 + 0,30
extrato 6 92,4 4,50 + 0,28
extrato 7 93,8 3,80+ 0,28
extrato 8 95,0 3,40 + 0,26
extrato 9 94,9 4,10+ 0,28
extrato 10 91,8 6,70 £ 0,30
extrato 11 93,5 6,30 £ 0,30
extrato 12 93,3 5,95 + 0,29
extrato 13 93,4 6,80 = 0,56
extrato 14 94,0 5,75+ 0,44
extrato 15 93,0 6,95 + 0,67

Legenda: ND — ndo determinado; AA — atividade antioxidante

Controle negativo

Controle positivo

Figura 84. Ensaio colorimétrico do sequestro do radical livre DPPH® das
substéancias isoladas (P1, P2 e P3) das cascas do caule de C. villosum.
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As substancias isoladas apresentaram o com CEso de 8,5 + 0,10 ug/mL para

a P1, CEsp de 12,3 + 2,0 pg/mL para a P2 e CEso de 5,6 = 0,0 pg/mL para a P3 de

concentracéao efetiva.

Tabela 15. Determinacéo da atividade antioxidante pelo método do DPPH expresso

em porcentagem total de inibicdo e pelo parametro do CEso para as substancias

isoladas.

Amostras AA% CEso (ug/mL)
P1(3,6-di-O-galoil-D-glicose) 76,7 85%0,1
P2(Acido elagico ramnosideo) 75,4 123+£2,0
P3(Acido elagico) 73,2 56+0,0

Os resultados expressos pelo parametro do CEso (Figura 35), mostram a

variavel y, sendo a porcentagem (>50%) de inibicdo dos extratos de C. villosum

pela qual é referente a quantidade minima de amostra antioxidante suficiente para

inibir o radical DPPHe em 50%. As curvas de calibracdo a seguir mostram a

equacdao da reta, o coeficiente de regresséo linear e os CEso dos analitos com seus

respectivos desvios padrao.
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Figura 85. Curvas de calibracdo dos extratos e substancias do C. villosum que

apresentaram atividade antioxidante pelo método do DPPH.
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N&do foram encontrados estudos que relatem o potencial antioxidante
utilizando a mesma parte da planta (cascas do caule) para outras espécies que
compdem o género Caryocar. Entretanto, alguns estudos relatam a atividade de
outras partes diferentes das espécies deste género pelo método do DPPH.

Com base nos estudos da literatura expressando o resultado do potencial
antioxidante DPPH em porcentagem total, o estudo de Ferreira (2019) obteve
inibicéo do radical acima de 90% em todos os extratos testados (aquoso, etandlico,
hexanica, diclorometano e acetato de etila) para a espécie C. brasiliense Camb. Foi
encontrado outro estudo em que foi relatado atividade antioxidante para o extrato
aguoso do fruto em diferentes condicGes obtendo baixa atividade (3,07 a 29,48 %)
dessa mesma espécie (MACHADO et al., 2015).

Algumas espécies do género apresentaram potencial antioxidante menor
comparado ao da espécie alvo desse estudo pelo método do DPPH expresso pelo
parametro do CEso, tais como as folhas de C. coriaceum (CEso 10,21 mg.mL)
(OLIVEIRA et al., 2017), e para os extratos da polpa do fruto de uma espécie ndo
identificada - Caryocar spp (533,6 - 1542,7 ug.mL) (TORRESP et al., 2016),

Os estudos abordando a atividade antioxidante expressa pelo parametro do
CEso pelo método do DPPH mostra que a espécie C. brasiliense apresenta algumas
partes com propriedade consideravel de eliminacdo do radical livre, tais como as
folhas (CEso 58,0 ug.mL) (PAULA-JUNIOR et al., 2006), 6leo da polpa do fruto (CE
= 26,26 pg.mL) (ROLL et al., 2018); cascas dos frutos (CEso = 69,16 - 37,96 pug.mL)
(MONTEIRO et al., 2015), polpa (CEso = 188,50 e 15,54 mg.mL) (MORAIS et al.,
2013; FERREIRA et al., 2011) e o extrato das sementes mais a polpa (CE = 298,75
pHg.mL) (ROESLER et al., 2007).

Todavia, outros estudos mostraram ag&o antioxidante similar em relacao ao
da espécie estudada nesse trabalho, como o trabalho de Lacerda e colaboradores
(2017) que avaliaram a atividade antioxidante das folhas de C. coriaceum obtendo
CE =9,0 yg.mL? e o estudo de Roesler e colaboradores (2007) com as cascas do
fruto de C. brasiliense mostrou CE = 9,44 ug.mL.

Outro estudo mostrou que o extrato etandlico dos frutos da espécie C.
villosum apresentou atividade promissora pelo método do DPPH (7,95 pg/mL)

(YAMAGUCHI et al., 2017), sendo um valor similar ao da C. villosum nesse estudo.
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Nesse mesmo estudo, foi comprovado a atividade antioxidante para as substancias
isoladas de C. villosum, tais como o acido elagico (4,1 pg/mL) e acido gélico (CE =
3,50 pg.mL), sendo estas, as mesmas substancias identificadas na composi¢cao
quimica das cascas do caule dessa espécie.

Além disso, outros trabalhos realizaram a identificacdo dos constituintes da
polpa de C. villosum e constataram grandes quantidades de acido elagico e acido
galico (NASCIMENTO-SILVA, 2019; YAMAGUCHI et al., 2017; CHISTE et al.,
2012), tendo influéncia na acéo antioxidante dos extratos testados contra o0s
radicais livres Oz~ (CE = 15,0 pg/mL), H202 (CE = 4,0 pg/mL) e HOCI (CE = 3,6
ng/mL) (CHISTE et al., 2012).

Além desses, outros compostos fendlicos que compdem misturas (extratos
de plantas) apresentam poder antioxidante individual, onde o trabalho de Pereira e
colaboradores (2009) mostrou a acédo dessa classe de substancia pelo método do
DPPH.

Com isso, a atividade antioxidante tem forte correlagdo positiva entre o
conteudo fendlico e a capacidade de sequestro de radicais DPPH pelas amostras
(CHEN et al.,, 2017; MACHADO et al., 2015; CHEN et al.,, 2014; ASCARI,
TAKAHASHI e BOAVENTURA, 2013; KIM et al., 2006). Desta forma, € possivel
unificar o potencial antioxidante dos extratos e das substancias isoladas de C.
villosum com a concentracdo de substancias fendlicas.

E importante ressaltar que as substancias identificadas por meio da anélise
de EM e RMN, tais como acido galico e o acido elagico apresentam atividade
antioxidante, bem como outras propriedades farmacolégicas conforme a literatura.

E comprovado que o &cido galico apresenta atividade citotoxica, anti-
inflamatéria, anti-acetilcolinesterase, antimicrobiana, atividade gastroprotetora
dentre outras (KAHKESHANI et al., 2019). J& o &cido elagico é relatado como
antimicrobiano, antimutagénico, anti-inflamatério, bem como demonstrou ser um
potente agente anticarcinogénico (VATTEM & SHETTY, 2005).

Com isso, as substancias fenolicas caracterizadas nos extratos de C.
villosum, por meio da técnica de EM e RMN corroboram com os resultados obtidos
pela analise antioxidante. Algumas pesquisas realizadas com as mesmas

substancias fenolicas caracterizadas neste trabalho, apresentaram atividade
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promissora in vitro para o ensaio do DPPH por meio do isolamento em extratos de
outras espécies vegetais, tais como acido galico (BHADORIYA, SHARMA e
SOLANKI, 2012), acido elagico (AHER et al., 2009), 1,2,3,6-tetra-O-galoil-8-D-
glicose (JING et al., 2009), 3,6-di-O-galoil-D-glicose (HSU et al., 2012).
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6. CONCLUSAO

Por meio da analise quimiométrica foi possivel selecionar os extratos do
primeiro triangulo de Snyder (acetona, metanol e 4gua) para a caracterizacao
qguimica das substancias com base no padrdo de fragmentacédo e comparacdo com
os dados da literatura. Podemos verificar que o extrato metandlico continha nossas
substancias de interesse em maior concentracao em relacado aos demais extratos.

Através da analise preliminar da determinacdo do teor de compostos
fendlicos pelo método de Folin-Ciocalteu pode-se constatar quantidades
consideraveis de substancias fendlicas nos extratos entre 20,2 a 36,9%, com maior
conteldo para o extrato AcOEt/H20O/EtOH, com 329,4 pg GAE/g. Essas
quantidades consideraveis do teor de compostos fendlicas devem-se ao fato de que
todos o0s extratos analisados apresentaram quantidades significativas de
substancias fendlicas.

Apbs essa andlise preliminar foi possivel a realizacdo de analise por EM,
sendo caracterizadas 7 substancias fendlicas através do padrao de fragmentacéo,
sendo elas o acido galico, acido elagico, acido elagico ramnosideo, a dilactona do
acido valbnico, 3,6-di-O-galoil-D-glicose, 3,4,6-tri-O-galoil-D-glicose e 1,2,3,6-tetra-
O-galoil-B-D-glicose. Dentre as substancias tentativamente caracterizadas a
dilactona do acido valénico, foi identificada pela primeira vez na parte da planta
estudada, ja 3,4,6-tri-O-galoil-D-glicose e 1,2,3,6-tetra-O-galoil-8-D-glicose podem
ser consideradas inéditas para a espécie analisada.

A investigacgéo fitoquimica do extrato metandlico das cascas do caule do C.
villosum, possibilitou o isolamento e identificacdo de trés fendlicos, ambos ja
caracterizados anteriormente com o uso da técnica MS/MS, e agora confirmados
por RMN como sendo o acido elagico, acido elagico ramnosideo e 3,6-di-O-galoil-
D-glicose. Essas substancias podem ser consideradas marcadores para a espécie,
visto que as mesmas foram identificadas em todos os extratos da casca do caule,
diferindo apenas em concentracdo e nas demais partes da espécie em estudo.

Das trés substancias isoladas, duas delas (acido elagico e 3,6-di-O-galoil-D-
glicose) sdo os ions responsaveis pela separacdo dos grupos | e lll na analise

quimiométrica, na qual podemos perceber que a analise quimérica ajudou de forma
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assertiva para planejar e selecionou experimentos de forma otimizada para fornecer
o maximo de informacédo quimica com a analise dos dados obtidos.

O potencial antioxidante de todos os extratos foi testado e comprovou-se que
a maioria dos extratos apresentaram porcentual total de inibic&do entre 91,3 a 95,3%
para, com excecdo do extrato 2 (46,0%), que ndo solubilizou. Dentre todos os
extratos, a melhor atividade antioxidante foi observada para o extrato 8 (acetato de
etila) com CEso de 3,40 £ 0,26 pg/mL de concentracao efetiva, logo podemos
perceber que o bom porcentual de inibicdo deve-se possivelmente ao fato de que
esses extratos contenham as substancias isoladas como o 3,6-di-O-galoil-D-
glicose com o CEso de 8,5 + 0,10 pg/ml, o &cido elagico ramnosideo com CEso de
12,3 + 2,0 pg/mL e o &cido elagico com e CEso de 5,6 = 0,0 pg/mL de concentracdo
efetiva, que também obtiveram um bom potencial de inibicdo. Confirmando que
essas substancias além de serem os marcadores da espécie Caryocar Villosum,
também sdo excelentes antioxidantes. Ressaltando a importancia desse estudo.
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Tabela 16. Dados utilizados na analise ACP com base nas intensidades de pico

obtidas entre 100 e 1000 m/z, apoOs eliminacdo dos sinais que apresentaram

intensidades abaixo de 5% do que a intensidade do pico de base.

acetona | agua | metanol | acetona/ | acetona/ agua/ acetona/

agua MeOH MeOH H.O/MeOH
133 1.54 5.03 1.77 2.56 0.46 2.52 1.52
169 12.78 10.73 18.53 11.87 8.49 8.57 9.98
178 0.48 0.16 6.19 0.08 0.1 0 0.32
191 1.3 6.33 4.54 4.4 2.91 5.9 4.04
205 3.33 4.66 15.8 4.67 1.79 2.8 2.58
215 1.11 2.89 7.27 1.64 0.44 2.39 3.54
255 0 2.07 5.25 2.05 0 1.35 2.95
291 4.67 2.27 7.23 4.49 6.1 4.54 5.75
301 215 9.01 61.41 19.22 41.94 13.72 32.45
302 4.53 0.57 4.5 2.2 8.25 1.56 6.7
311 3.84 3.91 8.75 3.69 2.5 1.29 4.89
325 10.51 4.42 12.17 5.22 0 0 0.46
326 0.69 1.01 3.76 0.84 3.99 2.11 5.89
331 9.79 12.04 12.5 5.24 5.01 7.89 7.37
337 7.46 6.82 6.48 5.63 6.28 4.33 5.85
339 5.62 3.11 11.34 5.85 4.68 1.97 7.29
341 2.77 6.15 2.49 2.79 2.07 3.52 3.7
355 100 100 100 100 100 100 100
356 15.15 11.92 18.87 16.15 15.51 14.73 16.62
357 4.46 3.87 6.39 4.53 5.03 6.13 5.06
361 1.77 4.37 6.14 4.65 4.12 6.67 4.26
367 6.57 4.56 6.82 2.78 3.01 3.08 2.12
371 2.06 4.16 7.61 4.84 2.94 1.88 6.02
377 1.5 2.97 9.66 1.77 1.39 1.71 1.55
387 2.14 5.19 4.62 3.51 4.03 2.87 2.66
424 5.56 1.55 1.36 0.54 0.17 0 0.07
425 7.32 2.15 4.34 2.43 5.84 3.17 5.14
439 2.8 2.67 6.15 2.1 0.99 4.23 1.43
447 7.88 2.84 3.36 3.35 1.23 3.23 6.12
453 3.21 3.38 5.06 2.08 1.98 25 1.53
469 18.06 5.46 14.67 13.26 12.14 8.6 12.98
470 5.62 2.25 5.95 3.32 8.65 3.77 6.02
471 4.12 1.4 8.25 2.95 4.94 3.73 7.67
483 53.06 22.08 44.15 23.31 29.87 24.29 28.49
484 12.24 4.84 11.84 6.23 8.18 6.38 8.22
485 4.23 6.33 8.25 4.04 4.08 0 5.99
503 4.16 4.31 6.03 1.81 2.24 4.03 2.13
517 5.77 7.9 8.85 6.12 9.42 6.78 6.84

continuagdo. . .
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acetona | 4gua | metanol | acetona/ | acetona/ agua/ acetona/
agua MeOH MeOH H.O/MeOH

519 27.16 15.9 31.36 7.44 12.49 7.72 16.15
520 5.27 141 4.66 2.83 3.31 1.57 4.17
521 7.89 6.56 13.91 3.26 3.93 4.92 5.53
577 4.77 5.75 7.46 3.78 7.12 4.88 5.11
581 9.83 5.33 7.89 4.61 3.82 5.54 4.25
599 8.13 3.73 5.69 5.08 3.33 4.04 6.71
603 3.97 1.26 26.83 2.38 13.74 1.48 9.73
604 0.57 0.5 5.66 0.9 5.64 0.43 2.16
605 2.49 1.38 4.82 2.41 4.24 0.75 6.09
623 2.14 0.33 5.11 1.64 2.9 0.75 2.81
626 5.04 1.05 0 0 0.58 1 1.02
629 1.1 1.98 7.82 0.95 0.58 14 1.67
633 8.63 6.06 7.44 7.14 10.48 5.87 8.77
635 | 40.65 14.93 30.72 23.21 29.21 19.73 19.92
636 16.34 5.75 10.08 8.21 6.03 5.41 7.77
637 5.32 2.38 3 3.01 4.09 1.49 3.38
647 5.01 14 1.65 2.11 0.93 0.84 2.48
663 5.73 1.47 3.42 2.68 1.16 1.46 2

669 16.76 8.83 6.62 7.14 6.6 8.61 7.96
670 5.21 5.6 4.54 3.34 3.8 0.77 3.01
671 11.63 5.04 14.43 3.23 6.61 5.26 6.06
673 6.02 2.95 6.47 1.67 2.6 1.39 4.78
685 2.72 2.98 2.12 5.14 1.99 2.91 3.22
694 5.99 0.78 2.06 1.29 0 0.25 0

727 0.23 0.09 5.07 0.1 1.22 2.68 1.49
729 3.16 4.13 7.58 6.33 5.26 3.36 5.08
733 11.17 4.93 7.81 1.34 1.14 3.24 4.92
749 4.32 1.71 5.5 1.85 1.49 1.28 2.47
751 2.33 1.72 6.13 1.5 3.66 1.53 4.04
757 3.96 0.69 5.12 2.01 2.81 3.93 4.69
758 5.17 1.27 1.52 0 1.96 0.38 2.08
763 3.21 2.01 6.47 2.25 1 1.73 2.69
771 5.35 1.09 3.61 2.58 2.07 0 4.52
773 1.9 0.9 5.58 4.99 1.65 1.07 4.48
777 5.79 0.63 2.81 1.87 2.4 2.37 1.45
785 17.67 9.37 20.37 8.87 21.79 6.94 13.6
786 4.97 2.29 8.59 3.69 5.46 2.48 7.09
787 27.63 5.56 20.75 11.92 14.81 15.12 14.22
788 12.36 4.48 11.16 7.23 6.21 3.44 5.94
789 3.34 2.75 6.55 2.72 2.58 1.85 4.73
796 5.46 1.3 1.79 0.36 0 0.83 0.72
799 1.78 0.62 8.79 1.91 2.12 0.58 1.7

801 5.3 5.17 7.4 5.87 3.57 3.79 6.07
807 1.38 1.05 5.06 1.25 1.53 2.78 2.23
817 2.55 1.79 1.36 0 0.15 2.22 5.19

continuagéo. . .
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acetona | 4gua | metanol | acetona/ | acetona/ agua/ acetona/
agua meOH meOH H.O/meOH
826 5.39 1.73 3.82 0.61 0.14 0.55 0.97
839 3.94 3.62 5.75 4.77 4.96 4.1 4.87
901 2.45 0.82 5.18 2.05 2.11 0.6 2.18
953 6.68 4.24 7.4 5.24 4.72 5.19 7.86
966 2.99 1.57 5.57 0.99 2.06 1.37 3
967 5.55 1.21 2.67 2.89 191 2.95 3.82
Espectro 1. Extrato 1 - acetona
Perfil Cascas_ESI| Gabi #29-31 RT: 0,42-0,44 AV:2 NL: 1,04E4
F: ITMS - ¢ ESI Full ms [100,00-1000,00]
100 355,20
90
80
70
60
483,28
50
635,20
40
30 519,20 787,24
301,21
20 469,15
10 so1a1 243 367.13 447\,35‘ 581,08
560,15
. Wi {LMM TR MM TN o]
100 200 300 400 500 600
m/z
Espectro 2. Extrato 2 - 4gua
Perfil_Cascas_ES| Gabi #113-115 RT: 1,62-1,64 AV:2 NL: 1,58E4
F: ITMS - ¢ ESIFull ms [100,00-1000,00]
100~ 355,16
goé
Boé
707
eoé
50%
305
1 483,28
e 518,76 635,20
10] 169,23 331,23 669,33 785,17
] 13326 19129 o730 387,30 46920 577,31 73330 801,27 90317 95334
01ﬁ00 200 300 400 500 600 700 800 900 1000

m/z




Espectro 3: extrato 3 — metanol
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Perfil Cascas ESI Gabi #175-177 RT: 2,49-252 AV:2 NL: 1,10E4
F: ITMS - ¢ ESI Full ms [100,00-1000,00]

100

90

133,22

200

355,17

301,23

331,24

300

400

483,30

519,05 635,17
602,82

500 600 700 800 900 1000
m/z

Espectro 4: extrato 4 - acetona/agua

Perfil_Cascas ESI Gabi #247-249 RT: 3,52-3,54 AV:2 NL: 181E4
F: ITMS - ¢ ESIFull ms [100,00-1000,00]

100+

90

169,25

133,24

s
T

I,
T

205,14

355,20

301,25

201,23 | 33940

100

200

leu R ‘H\JM \
| AL A DR RAAE RS MR

300

371,33

400

483,29 635,27

469.18 787,24

519,22 801,23

533,16 599,37

66924 72934 88264 95326

500 600 700 800 900 1000
miz



Espectro: extrato 5 - acetona/metanol

Perfil_Cascas_ESI_Gabi #307-309 RT: 4,39-4,41 AV:2 NL: 2,05E4
F: ITMS - ¢ ESI Full ms [100,00-1000,00]

100+ 355,22

90

11

301,15

483,28 635,14

469,15 | 519,10 602,83

169,1
69’121 i 12534 577,22
1, 267,33 {
1‘2Y",5‘,3TO i L‘WLLU&.@JMW

bl s oot b,
LA RARS RAAS RARE RARE AARE)

N
o
I NN N

me\\ HJM\.HH‘ wl
T T T T T T

I
500 600 700
m/z

Ja Lol
T T
100 200 300 400

Espectro 5: extrato 6 - agua/metanol

Perfil_Cascas_ES| Gabi #369-371 RT: 527530 AV:2 NL: 1,60E4
F: ITMS - ¢ ESI Ful ms [100,00-1000,00]

100+ 355,20

] 483,31

635,31
1 301,25
10 169,28 331,33 | 351 26 469,04
| @ | (20522 291.20 43928
] bl

" m‘ Wbl
Oty ‘w‘ ‘L‘L‘J i \“ T ‘u‘

100 200 300 400 500 600 700
miz

519,17

581,18

\

n
T T

671,16 729,08

68718 757,24

133

839,05 953,24
I W

MRS AR RanE Aans nans Anns nans nany|
800 900 1000

787,21

839,22 909,23 953,25

800 900 1000
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Espectro 7: Extrato 7: acetona/agua/metanol

Perfil_Cascas_ES|_Gabi #444-447 RT: 6,36-6,38 AV:2 NL: 1,56E4
F: ITMS - ¢ ESI Full ms [100,00-1000,00]

100

90

80

70

60

50

40

30

20

10

169,29
19

11327

1,29

355,19

301,20

469,16

201,31 | 33134 37132 447,

483,25

635,27

519,03 787,26

602,75 953,33

10 867,25 926,71 | , 989,39

0 I
100

Pttt ulL ‘\‘.L Lr” m Lx‘u.u}‘ M\“ QH\”L“

200

[AAE1

300

‘IL‘H‘\MH ! \\.m |
ISR RARRAR

400

500 600 700 800 900 1000
m/iz

Espectro: Extrato 8 - acetato de etila

Perfil Cascas ES| Gabi #511-513 RT: 7,20-7,32 AV: 2 NL: 9,56E3
F: ITMS - ¢ ESIFull ms [100,00-1000,00]

100

N w S [Sa) D ~ (o] ©
2.%.%.8..8.%.%. .8
L1l L1l L1l L1l | L1l L1l L1l

—
o
Ll

= :‘
o
o

169,28

133,26

24132

200

355,22
301,16

2o128| 35538

300

483,25

635,24

787,27

519,07

469.12 953,24

425,32

400

757,42 967,24
581,18 671,04 80123

546,08 73330 88512 939.35 | |l 99347

500 600 700 800 900 1000
miz



Espectro 9: Extrato 9 - etanol

Perfil_Cascas_ESI Gabi #559-561 RT: 7,97-7,99 AV:2 NL: 5,69E3
F: ITMS - ¢ ESI Full ms [100,00-1000,00]

100

355,18

90

80 483,30

70 301,19

30 469,17 | 519,08

203 331,25 602,98
] 169,32 283,38 447,39

177,29
|20 577,42
205,28 367,18 :

100 200 300 400 500 600
m/z

Espectro 10: Extrato 10 - acetato de etila/agua

Perfil_Cascas_ES| Gabi #619-621 RT: 8,82-8,84 AV:2 NL: 6,62E3
F: ITMS - ¢ ESIFull ms [100,00-1000,00]

1 635,28

669,23

729,21

700

635,19

100
90
80

70

60 48327
169,20

50
40

30
339,18
301,29

20 917 | Coon 59021

20521 25546 393,55 457,40

10 125,29 371,39 | 42355 551,91

0
100 200 300 400 500 600
miz

671,02

757,32

73321

700

785,08

801,14

812,37

800

787,25

801,33

841,24

800

909,38

900

909,31

900

135

953,35

965,30

1000

953,33
967,31
991,01

1000



136

Espectro 11: Extrato 11 - etanol/agua

Perfil_Cascas_ES| Gabi #679-681 RT: 9,66-9,69 AV:2 NL:3,17E4
F: ITMS - ¢ ESIFull ms [100,00-1000,00]

100+ 355,18

20 483,31 635,21

787,32
752,28 | 801,20 909,36 96526 995.70

mLJn‘wm ikl bt g el L
S A BN AR AR RS RS AR AR

10 301,24 469,15
E 169,27 90517
1 133,26 J\ 0 209136 37120 42522
Aol
T T T T

mLuJ.L Lol \\Jxluu\lnh \t
T T T T ] T T T

|
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000

m/z

686,95

533,36 581,21

Espectro 12: Extrato 12 - acetato de etila/etanol

Perfil_Cascas_ESI Gabi #743-745 RT: 10,55-10,57 AV:2 NL: 1,99E4
F: ITMS - ¢ ESIFull ms [100,00-1000,00]

100

355,19

90

1 483,30
30 301,15 635,23

] 469,16
669,24
169,23 337,28 w729 | 51724

291,27 H 371,36 {
205,38 = =

0 ‘1‘1‘33‘1,‘26‘ I ‘l et L‘“‘u}h ‘\. ‘L \JAJL l\ | “Hdl ‘w.\n‘x I TW " I L‘UJ ’J‘
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000
m/z

729,28 93,26
: 989,16




Espectro 13: Extrato 13 - acetato de etila/agua/etanol

Perfil_Cascas_ESI _Gabi #801-803 RT: 11,37-11,40 AV: 2 NL: 9,93E3
F: ITMS - ¢ ESI Full ms [100,00-1000,00]

100+ 355,17

483,30

E 169,24 301,18

] 19120 331,29

133,24 | 21517 291.36 l

0k dedurd o \.\HM ‘ub Jily J.‘u\” h\ \u‘l m l
LA RS RAAE REAAN AN RARE RARS] T

300

100 200

46924 | 519.16

h 367,09 447,37|

111

1

400 500

m/z

581,20

600

Espectro 14: Extrato 14 - metanol/acetato de etila

Perfil Cascas ESI Gabi#895-897 RT: 12,71-12,73 AV:2 NL: 1,79E4
F: ITMS - ¢ ESI Full ms [100,00-1000,00]

100 355,20

] 301,23

483,24

1 469,11

1 169,21 331.32

1 291,16

1 13320 |17738 25541

04 ..J.H.l‘wx ‘A“ALLLH Jonedllaly
|ISS AARS RARS RARS

100 200 300

38347 44725
ol i
T T T T T T T T
400

500

m/z

600

635,30
787,27
671,08
686.80 733,16 838,99
700 800
635,26
669,25 838,97

729,22

869,19

137

954,32

900 1000

953,22
939,26 | 965,16

700 800

1L ‘m\ml sttt ol
BRI AAS AR RS LS RaR

1
900 1000



Espectro 15: Extrato 15 - acetona/etanol

Perfil Cascas ESI Gabi #953-955 RT: 13,53-13,55 AV:2 NL: 1,18E4

F: ITMS - ¢ ESI Full ms [100,00-1000,00]
100+

355,18

90

80-
] 301,16

10
. s L2
129,24

100 200 300

483,29
469,07
519,09
42537
400 500

635,27
602,76
577,15 669,19
72929
600 700

mliz

785,00

757,36 [ 801,31

800

900,77

900
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965,17

1000



