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RESUMO

As plantas sempre desempenharam e continuam a desempenhar um papel
fundamental na manutencdo da vida humana, fornecendo alimentos e medicamentos
principalmente. A utilizacdo de plantas € uma prética comum na medicina tradicional
brasileira e estd fundamentada no acimulo de conhecimentos empiricos sobre a acdo dos
vegetais por grupos étnicos. Tribos indigenas e comunidades tradicionais do Brasil tém
usado algumas espécies de Myrcia como adstringente, contra diabetes, diarréia, como
diurético, para conter hemorragias, contra hipertensdo e Ulceras. Myrcia bella ocorre
naturalmente no cerraddo na regido de Bauru. Tradicionalmente o estudo de produtos
naturais de origem vegetal é feito com a utilizacdo de métodos de isolamento e purificacdo
de substancias organicas associado as principais tecnicas espectrométricas e
espectroscopicas de identificacdo (UV, NMR, IR e MS); no entanto, todas as etapas
envolvidas sdo demoradas. Considerando as técnicas de deteccdo atuais, a espectrometria
de massas (MS), normalmente com ionizacgdo por electrospray (ESI) e combinada com um
HPLC com detector de fotodiodos (PAD), parece ser a técnica mais importante e menos
demorada para estudos de extratos vegetais organicos. Portanto, este trabalho teve como
objetivo realizar o estudo quimico do extrato EtOH 70% das folhas Myrcia bella
utilizando as técnicas atuais de deteccdo, aliada a Ressonancia Magnética Nuclear (NMR)
e a avaliar as atividades antioxidante e alelopatica. Os resultados obtidos indicaram que o
extrato EtOH 70% das folhas de M. bella possui compostos derivados de acidos fenolicos
e flavonoides heterosideos e galoil heterosideo. Amostras purificadas da fracdo n-
butandlica, obtida por LLE do EtOH 70% possibilitaram a identificacdo de 22 compostos.
A andlise quantitativa do EtOH 70% mostrou que os flavonoides estdo presentes em maior
concentracdo quando comparado com os acidos fendlicos. O composto quercetina-3-O-a.-
L-arabinofuranosideo com 29,99 pg.mL™ foi o composto encontrado em maior
concentracdo, seguido dos compostos quercetina-3-O-f-D-galactopiranosideo com 21,82

ng.mL*, quercetina-O-p-D-rhamnopiranosideo com 15,81 pg.mL™ A metodologia



desenvolvida por HPLC-ESI-IT-MS aliada a FIA-ESI-IT-MS foi capaz de detectar e
identificar todos os compostos isolados, possibilitando a identificacdo de estruturas sem a
necessidade de etapas de purificacdo. A analise por DPPH mostrou que o extrato EtOH
70% possui uma alta atividade (ICso = 8,23 pg.mL™) no seqiiestro de radicais livres
quando comparado com a quercetina (ICso = 1,6 ug.mL™) utilizada como padréo positivo .
O estudo da atividade alelopatica mostrou que o extrato EtOH 70% afetou a germinacéo
de sementes e o desenvolvimento de raizes de Cucumis sativus e Hordeum vulgare. O
extrato EtOH 70% foi capaz de inibir 69% da germinacdo das sementes, reduzir 74% o
IVG e reduzir 62% o comprimento médio das raizes de H. vulgare. Para C. sativus,
observou-se que o desenvolvimento das raizes e a velocidade da germinacdo foram

reduzidos em 71% e 53%, respectivamente.

Palavras-chave: Cerrado, fitoterapicos. flavonoides heterosideos, HPLC-PAD-ESI-MS,
MYRTACEAE.



ABSTRACT

Plants have always played and continue to play a key role in maintaining human life,
providing food and medicines. The use of plants is a common practice in traditional
Brazilian medicine and is based on the accumulation of empirical knowledge about the
action of plants by ethnic groups. Indigenous and traditional communities of Brazil have
used some species of Myrcia as astringent, against diabetes, diarrhea, diuretic, to contain
haemorrhaging, against hypertension and ulcers. Myrcia bella occurs naturally in the
cerraddo in Bauru. Traditionally, the study of natural products of plant origin is done with
the use of methods for isolation and purification of organic compounds associated with the
main techniques Spectrophotometric identification and spectroscopic (UV, IR, NMR and
MS); However, all steps involved are time-consuming. Considering the current detection
techniques, mass spectrometry (MS), typically with electrospray ionization (ESI) and
combined with a HPLC with photodiodes array detector (PAD), seems to be the most
important and least time-consuming technique for studies of organic plant extracts.
Therefore, this study aimed to carry out the chemical study using current detection
techniques, coupled with the Nuclear Magnetic Resonance (NMR) and to evaluate the
antioxidant activitie and alelopathic effects of Myrcia bella EtOH 70% leaves extract. The
results obtained indicated that the EtOH 70% extract of M. bella is rich in phenolic acids
and flavonoids glycosides and galloil glycosides flavonoid. Purified samples of n-
butanolic fraction, obtained by LLE of EtOH 70% extract allowed the identification of 22
compounds. Quantitative analysis of EtOH 70% extract showed that the flavonoids are
present in higher concentration when compared with the phenolic acids. The compound
quercetin-3-O-a-L-arabinofuranoside with 29.99 pg.ml-1 was the compound found in
greater concentration, followed by the compounds quercetin-3-O-p-D-galactopyranoside
with 21.82 pg.ml™, quercetin-O-B-D-rhamnopiranosideo  with 15.81 pg.ml™? the
methodology developed by HPLC-PAD-ESI-MS coupled with the FIA-ESI-IT-MS was
able to detect and identify all isolated compounds, enabling the identification of structures
without the need of purification steps. The analysis showed that the extract DPPH by
EtOH 70% has a high activity (ECso 8.23 pug.ml™) in the kidnapping of free radicals when
compared with quercetin (ECso 1.6 pg.ml™) used as standard. The study of allelopathic



activity showed that the extract EtOH 70% have affected seed germination and root
development of Hordeum vulgare and Cucumis sativus. The EtOH 70% extract was able
to inhibit seed germination in 69%, reduce the germination speed index in 74% and 62%
the average length of the roots of H. vulgare. To C. sativus, it was observed that the roots
development and the germination speed index were reduced in 71% and 53%,
respectively.

Keywords: Cerrado, phytotherapy. flavonoids glycosides, HPLC-PAD-ESI-MS,
MYRTACEAE.
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EtOH 70% analisado em modo negativo. Para condigdes espectrométricas veja: Material e
Métodos .

Figura 47. Espectro de massas de segunda-ordem obtido por ESI-IT-MS/MS do ion
precursor de m/z 169, obtido em modo negativo. Para condicGes espectrométricas veja:

Material e Métodos.

Figura 48. Espectro de massas de terceira-ordem obtido por ESI-IT-MS/MS do ion
precursor de m/z 191, obtido em modo negativo. Para condi¢bes espectrométricas veja:

Material e Métodos.

Figura 49. Espectro de massas de segunda-ordem obtido por ESI-IT-MS/MS do ion
precursor de m/z 433, obtido em modo negativo. Para condi¢Ges espectrométricas veja:

Material e Métodos.

Figura 50. Espectro de massas de segunda-ordem obtido por ESI-IT-MS/MS do ion
precursor de m/z 447, obtido em modo negativo. Para condi¢bes espectrométricas veja:

Material e Métodos.

Figura 51. Espectro de massas de segunda-ordem obtido por ESI-IT-MS/MS do ion
precursor de m/z 449, obtido em modo negativo. Para condi¢es espectrométricas veja:

Material e Métodos.



Figra 52. Espectro de massas de segunda-ordem obtido por ESI-IT-MS/MS do ion
precursor de m/z 479, obtido em modo negativo. Para condi¢fes espectrométricas veja:

Material e Métodos.

Figura 53. Espectro de massas de segunda-ordem obtido por ESI-IT-MS/MS do ion
precursor de m/z 463, obtido em modo negativo. Para condicfes espectrométricas veja:

Material e Métodos.

Figura 54. Proposta de fragmentacdo baseado na nomenclatura de Ma et al. (1997) e
Domon & Costello (1988) para miricetina-3-O-p-D-rhamnopiranosideo detectada por ESI-
IT-MS/MS no extrato EtOH 70% das folhas de Myrcia bella.

Figura 55. Espectro de massas de segunda-ordem obtido por ESI-IT-MS/MS do ion
precursor de m/z 585, obtido em modo negativo. Para condi¢es espectrométricas veja:

Material e Métodos.

Figura 56. Espectro de massas de segunda-ordem obtido por ESI-IT-MS/MS do ion
precursor de m/z 601, obtido em modo negativo. Para condi¢Ges espectrométricas veja:

Material e Métodos.

Figura 57. Espectro de massas de segunda-ordem obtido por ESI-IT-MS/MS do ion
precursor de m/z 615, obtido em modo negativo. Para condicBGes espectrométricas veja:

Material e Métodos.



Figura 58. Espectro de massas de segunda-ordem obtido por ESI-IT-MS/MS do ion
precursor de m/z 631, obtido em modo negativo. Para condi¢bes espectrométricas veja:

Material e Métodos.

Figura 59. Cromatograma analitico obtido na analise por HPLC-ESI-MS do extrato EtOH
70% das folhas de Myrcia bella. Sistema de eluicio: A (MeOH + 0,1% Ac. Form.) e B
(H,O + 0,1% Ac. Form.). Gradiente linear: 10-45% de A em B em 200 min. Coluna
Phenomenex® Luna Cig (250 x 4,6 mm i.d., 5 um), fluxo 0,8 mL.min™, A = 254 nm.

Volume de injec¢do: 20pL.
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1. INTRODUCAO



1.1. Estudo Quimico de Extratos Vegetais

As plantas sempre desempenharam e continuam a desempenhar um papel
fundamental na manutencdo da vida humana, fornecendo alimentos e medicamentos
principalmente. A utilizacdo de plantas é uma pratica comum na medicina tradicional
brasileira e estd fundamentada no acimulo de conhecimentos empiricos sobre a acdo dos
vegetais por grupos étnicos (GOTTLIEB e KAPLAN, 1993).

A comercializagdo de plantas medicinais no Brasil ocorre livremente em mercados e
feiras livres, sendo consumidas com pouca ou nenhuma comprovacdo de suas
propriedades farmacologicas e até mesmo de sua identidade. Muitas espécies nativas
usadas na terapia sdo comercializadas sem possuirem comprovacao cientifica quanto a sua
eficacia e seguranca (NASCIMENTO et al., 2005a,b; MELO et al., 2004;SHANLEY e
LUZ, 2003;).

Apesar das exigéncias da Agencia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)
para boas praticas na producdo de medicamento dispor que a bula do produto fitoterapico
contenha nomenclatura boténica oficial, a composicdo explicita na embalagem e a
correspondéncia de marcadores e/ou principios ativos, a presenca de frases obrigatdrias
(ANVISA RDC n. 14/2010), o que se observa € a infracdo destas normas pela industria,
sendo necessaria uma maior intensificacdo na vigilancia de produtos a base de plantas
medicinais no Brasil (MELO et al., 2004)

Dentre os requisitos fundamentais para o registro de medicamentos fitoterapicos
estd o conhecimento da composicdo quimica e da atividade farmacologica da planta, a fim
de que se possam estabelecer critérios e metodologias para analise, controle de qualidade e
preparo de formulacdes fitoterapicas(ANVISA RDC n. 17/2010). Uma vez que geralmente
muitos compostos sdo encontrados em misturas complexas e em pequenas quantidades, se
torna um desafio isolar e identificar o composto ativo (HAMBURGER e HOSTETTMAN,
1991). Muitas vezes a atividade biolégica de uma espécie vegetal ndo esta associada a
uma Unica substancia, mas estd baseada na interacdo entre os diversos compostos nela
presentes. Por esse e outros motivos o perfil cromatografico de uma planta € um passo
inicial no embasamento cientifico de uma medicina alternativa e determinante no controle

quimico de qualidade dos fitopreparados.
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Tradicionalmente, o estudo de produtos naturais de origem vegetal € feito com a
utilizacdo de métodos de isolamento e purificacdo de substancias orgénicas associados as
principais técnicas espectrométricas e espectroscopicas de identificacdo, tais como a
espectrometria de massas (MS), a ressonancia magnética nuclear (NMR), a
espectrofotometria de ultravioleta (UV) e a espectroscopia de infravermelho (IR)
(ROBARDS e ANTOLOVICH, 2003). No entanto, as etapas de isolamento de substancias
aliada as técnicas empregadas nos processos de caracterizagdo das estruturas sdo muito
demoradas.

Considerando as técnicas de deteccdo atuais, a espectrometria de massas (MS/MS ou
MS™ normalmente com ionizagdo por electrospray (ESI) e combinada com um HPLC
com detector de fotodiodos (PDA) parece ser a tecnica mais importante para metodologias
de “fingerprints” de matrizes vegetais (RIJKE et al., 2006; HARNLY e LIN, 2007;
CUYCKENS e CLAEYS, 2000, 2002). Esta por sua vez, permite uma rapida tipificacao
da composicdo da matriz vegetal estudada atraves dos tempos de retencdo e/ou
propriedades espectrométricas/espectroscopicas, todas associados as caracteristicas
intrinsecas de cada substancia, como polaridade, massa molecular, entre outros (SNYDER
et al., 1997; ARDREY, 2003).

1.2. Cerrado

Considerado um dos principais “hot spots” do mundo (MYERS, et al., 2000), o
Cerrado apresenta grande diversidade de espécies como constataram Mantovani e Martins
(1993), Araujo et al. (1999), Ruggiero (2000) e Silva et al. (2002), em diferentes regides
do pais. Leguminosae, Asteraceae, Annonaceae, Orchidaceae, Poaceae, Rubiaceae,
Melastomataceae, Myrtaceae, Euphorbiaceae, Malpighiaceae, Vochysiaceae e Lythraceae
sdo as familias mais representativas (CASTRO et al. 1999, GOMES et al., 2004).

O Cerrado ocupa 23% do territério brasileiro, estendendo-se da margem da
Floresta Amazonica até os Estados de Sdo Paulo e Parana (RATTER e DARGIE, 1992),
tratando-se do segundo maior bioma do pais, superado apenas pela Floresta Amazénica

(RIBEIRO e WALTER, 1998). Esta enorme area é ocupada por um complexo

31



vegetacional que inclui diferentes fisionomias, determinadas primeiramente pela acéo do
fogo ou pela distribuicdo dos tipos de solo (COUTINHO, 1982), ou pela combinagéo da
acdo dos fatores clima, solo, disponibilidade de agua e nutrientes, geomorfologia e
topografia, latitudes, pastejo e impacto de atividades antropicas (RIBEIRO e WALTER,
1998).

No estado de S&o Paulo, o Cerrado apresenta-se na forma de manchas dispersas,
associado a solos de baixa fertilidade, especialmente na Depressao Periférica e no Planalto
Ocidental Paulista (RATTER et al., 1997). Para o Municipio de Bauru, localizado na
porcdo centro-oeste do estado de Sdo Paulo, o cerrado encontra-se isolado e circundado
por florestas consideradas de transicao entre tropical e subtropical (CAVASSAN, 1990).

Uma definicdo equivoca de alguns termos como “bioma” e “cerrado” pode trazer
implicagdes imediatas na conservacdo das diferentes fisionomias do Cerrado como alerta
Batalha, 2011. Procuramos nesse trabalho definir e usar esses termos de acordo com esse
autor.

O cerrado sensu lato é um complexo de biomas distribuidos em mosaico
(BATALHA, 2011; COUTINHO 2006), que leva em conta a associacdo da vegetacao
com a fauna e com os microrganismos (BOX E FUJIAWARA , 2005). Usando o
conceito de bioma acuradamente e de acordo com a literatura internacional devemos
considerar o cerrado sensu lato como formado por trés biomas: o campo tropical, a
savana e a floresta estacional. Campos tropicais sdo formacdes tropicais em que 0
estrato herbaceo € continuo, com pequenos arbustos em baixas densidades
(WOODWARD, 2008). Se seguirmos a classificacdo fisiondmica de Coutinho (1978),
incluimos no bioma de campo tropical o campo limpo. Ja as savanas sdo formacdes
tropicais em que o estrato herbaceo é quase continuo, interrompido apenas por arbustos
e arvores em densidades variaveis, e em que os principais padrdes de crescimento estdo
associados as estacdes Uimidas e secas alternantes (BOURLIERE E HADLEY 1983). No
bioma de savana, portanto, incluimos o campo sujo, 0 campo cerrado e o cerrado sensu
stricto. Florestas estacionais sdo formacGes em que predominam arvores de maior porte,

cujas copas formam um dossel e cujos principais padroes de crescimento também estdo
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associados as estacdes umidas e secas alternantes (WOODWARD 2008). No bioma de

floresta estacional, incluimos, pois, o cerradao.

1.3. Myrcia DC. ex Guill.

O género Myrcia pertence a subtribo Myrciinae e é um dos maiores géneros
americanos de Myrtaceae, com mais de 300 espécies distribuidas do México até o sul do
Brasil (MARCHIORI, 1997). Myrtaceae consiste por volta de 129 géneros e 4600
espécies (MABBERLEY, 1997), muitas delas com atividades biol6gicas relatadas
(GUIMARAES et al., 2009; DANIEL et al., 2009; VENDRUSCOLO et al., 2005)

Tribos indigenas e comunidades tradicionais do Brasil tém usado algumas espécies
deste género como adstringente, contra diabetes, diarréia, como diurético, para conter
hemorragias, contra hipertensao e ulceras (RUSSO et al., 1990).

Myrcia multiflora (Lam.) DC. é uma espécie amplamente utilizada na medicina
tradicional na America do Sul no tratamento de diabetes mellitus (RUSSO et al., 1990;
PEPATO et al., 1993; FERREIRA et al., 2006). O estudo fitoquimico das folhas de M.
multiflora revelou a presenca de flavanonas heterosideos (myrciacitrinas I, 1l e IlI),
flavanonas glicosidicas acetiladas (myrciacitrinas IV e V) acetofenonas heterosideos
(myrciafenona A e B) e flavonéis heterosideos (YOSHIKAWA et al., 1998; MATSUDA
et al., 2002). Dentre essas substancias isoladas, uma atencdo maior é dada as
myrciacitrinas, que se mostram ser potentes inibidoras da atividade da aldose redutase e o.-
glucosidase e do aumento dos niveis de glicose sérica em camundongos com diabetes
induzida por Alloxana(YOSHIKAWA et al. 1998).

Estudos farmacoldgicos demonstraram que o extrato foliar de M. fallax (Rich.)DC.
apresentou atividade contra células de céancer além de atividade antidiabética
(LIMBERGER et al., 2004) Os 6leos essenciais de espécies deste género foram também
investigados. Gottlieb e colaboradores em 1982 descreveram a composi¢do do 6leo volatil
de M. cuprea (O. Berg) Kiaersk. caracterizando a presenca de (E)-nerolidol. Henriques et
al. (2004) analisaram a composicao quimica do 6leo volatil de folhas de varias espécies de
Myrcia identificando como produtos majoritarios linalol, pinenos, germacreno D, -

cariofileno, a-bisabolol e selinenos.
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Apesar da grande importancia farmacoldgica deste género, muitas espécies carecem
de estudos quimicos e bioldgicos. A busca por trabalhos na literatura atual que focam o
estudo quimico e bioldgico/farmacolégico utilizando espécies de Myrcia é escasso
(RUSSO et al., 1990; PEPATO et al., 1993; FERREIRA et al., 2006; REYNERTSON et

al., 2006), sendo ausentes trabalhos desse tipo com Myrcia bella.

Espécies de Myrcia ocorrem naturalmente em diversos fragmentos de cerrado no
estado de S& Paulo (CARVALHO et al.,, 2010; GOMES et al., 2004; LATANSIO-
AIDAR, et al., 2010; ISHARA, et. al., 2008). Na regido de Bauru e Botucatu o género
Myrcia aparece entre 0s géneros mais ricos, sendo que Myrcia bella ocorre naturalmente
nessa regido (CAVASSAN, 2002; LATANSIO-AIDAR, et al., 2010; ISHARA, et. al.,
2008)

Myrcia bella apresenta habito arbdreo de pequeno porte, tricomas unicelulares
dibraquiados, inflorescéncia na forma de panicula, flores pentameras, calice aberto,
bracteas deciduas, ovario com 4 loculos, com 2 ovulos por loculo, frutos coroados pelos
I6bulos do célice, tegumento rigido (LANDRUM e KAWASAKI, 1997).

1.4. Antioxidantes

Os organismos em geral sdo protegidos contra os danos causados pelos radicais
livres, por enzimas como superoxido desmutase e catalase, ou compostos como &cido
ascorbico, tocoferol e glutationa. Quando os mecanismos da protecdo antioxidante se
tornam ineficientes por fatores como idade, a deterioracdo das funcGes fisiologicas pode
ocorrer, resultando em doencas e aceleracdo do envelhecimento. Entretanto, suplementos
alimentares antioxidantes podem ser usados para ajudar o corpo humano a reduzir os
danos oxidativos (MORAIS et al., 2006).

Radicais livres, como o &nion superéxido (O), radical hidroxila (OH) e o radical
peroxila (ROQ") sdo particularmente reativos e conhecidos por serem produtos biolégicos
na reducdo molecular do oxigénio (BIGLARI, ALKARKHI e EASA, 2008). Ha grandes
evidéncias que mostram a participacdo destes radicais livres em uma variedade de

doencas. Podem causar dano as biomoléculas celulares tais como o acido nucléico, as
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proteinas, os lipidios e os hidratos de carbono, e consequentemente podem adversamente
afetar funcdes imunes (PRAKASH et al., 2007).

O interesse pelos flavonoides tem aumentado recentemente devido a sua gama de
efeitos farmacoldgicos, explicado pela sua capacidade de inibir a atividade de algumas
enzimas e pela sua atividade antioxidante. Os efeitos dos flavonoides séo reconhecidos
como potenciais candidatos para serem usados no tratamento de diversas doengas, como
cancer, arteriosclerose, doengas cardiovasculares, neurodegenerativas como Parkinson e
Alzheimer e doengas relacionadas com a idade. Todos os efeitos dos flavonoides estéo
parcialmente associados as propriedades de sequestro de radicais livres (INGRAM et al.,
1997; BLOCK, PATTERSON e SUBAR, 1992; FREI, 1995; GEI, 1995; GILLMAN et
al., 1995; NESS e POWLES, 1997; PETERSON e DWYER, 1998).

Diferentes experimentos para avaliar a atividade de sequestro das espécies reativas
de oxigénio (ROS) dos flavonoides demonstram que a doacao do elétron € mais favoravel
nas moléculas que apresentam grupo hidroxila no carbono 3 (MENDES et al., 2012) e no
anel B (BORS et al, 1990). Alguns trabalhos sugerem que essa caracteristica é
principalmente influenciada pela ligacdo dupla entre 0 C2 e C3 e pela hidroxila no C3.
Van Acker et al. (1996) ainda descrevem que a combinacao da dupla ligagdo no C2-C3 e a
funcéo cetona no C4 sdo elementos estruturais essenciais para uma atividade antioxidante
potente, possivelmente através de ligacdes com *H, o qual participa do deslocamento de
elétron. A ligacdo dupla entre o0 C2 e C3 em conjugacdo com a cetona no C4 sdo
responsaveis pelo deslocamento de elétrons no anel-B.

Por outro lado, Amic et al. (2003) sugerem que a ligacéo dupla entre 0 C2 e C3 no
anel-C ndo seja um pré-requisito para atividade antioxidante e que o padrdo de

substituicdo no anel-B e/ou a presenca do grupo hidroxila no C3 seja mais efetiva.

1.5. Alelopatia

O fenémeno da Alelopatia foi definido pela primeira vez em 1937 como a
influéncia de uma planta no crescimento e estabelecimento de outra planta através da
liberacdo de compostos quimicos no ambiente (RICE, 1984). Posteriormente verificou-se
que essa interacdo acarreta resposta, positiva ou negativa, da planta sensivel a tais

substancias chamadas de aleloquimicos, as quais sdo produzidas no metabolismo
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secundério (TORRES et al.,, 1996; INDERJIT e NILSEN, 2003). Desde sua primeira
definicdo a alelopatia passou por alteracbes, e mais recentemente a Sociedade
Internacional de Alelopatia a define como:

“qualquer processo envolvendo metabdlitos secundarios produzidos por plantas,
algas, bactérias e virus que influencia no crescimento e desenvolvimento de sistemas
bioldgicos e na agricultura; estudo das fun¢Ges de metabdlitos e seus significados na
organizacdo dos sistemas biolégicos, a origem e evolugcdo dos mecanismos envolvendo
interacOes planta-planta, planta-microorganismos, planta-virus, planta-inseto, planta-solo”
(MALLIK E INDERJIT 2002).

A maioria dos aleloquimicos é caracterizada como compostos ativos em multi-
sitios, que podem interferir em varios processos fisiologicos de uma planta alvo. A
maioria dos efeitos, como reducdo na germinacgdo e desenvolvimento das raizes, cloroses,
diminuicdo da absorcéo de ions e anormalidades fisiologicas, morfologicas e anatémicas
séo causadas por uma variedade de relagdes especificas entre os aleloquimicos e o sistema
celular e/ou molecular. Portanto, a atividade dos aleloquimicos ndo pode ser explicada
por um Unico modo de acdo (BAIS et al., 2003; CZARNOTA et al., 2001; REIGOSA et
al., 2004).

Outros efeitos adicionais como peroxidacdo lipidica, mudanca na geracdo de
energia e mudancas no contetdo de agua foram observados. Alguns desses sintomas
podem estar relacionados a inducéo de estresse oxidativo secundario. A sobrevivéncia da
planta sob estresse alelopatico depende de mecanismos de resisténcia que levam a
desintoxicacdo, como por exemplo: conjugacdo, sequestro e oxidacdo dos aleloquimicos,
que pode estar ligado paralelamente com o estresse oxidativo. Um trabalho realizado por
Reigosa et al. (2004) sugere que o processo de desintoxicacdo pode ser o principal alvo e
mais importante sitio de acdo dos aleloquimicos.

Um dos efeitos dos aleloquimicos em células de plantas alvo é desregular a
producdo e o acimulo de ROS (BAIS et al. 2003). Esse efeito acompanha a ativacdo do
sistema antioxidante celular, envolvendo a atividade de enzimas antioxidantes como
também o aumento da sintese de moléculas antioxidantes: glutationa, ascorbato e tocoferol
(CRUZ -ORTEGA et al. 2002).
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A atividade alelopatica dos flavonoides esta relacionada basicamente a estrutura
molecular e a concentracdo utilizada. Em baixas concentracfes, flavonoides podem
acarretar efeitos promotores de crescimento inicial de raizes (MACIAS et al., 1997,
PARVEZ et al., 2004; WORSHAM, 1987), talvez devido ao melhor reaproveitamento de
substancias vitais para a celula como enzimas, co-enzimas, transportadores de elétrons e
proteinas. Altas concentracdes dos flavonoides, por outro lado, podem agir como agente
hiperpolarizador de membrana e alterar os mecanismos das bombas atepeésicas, tornando

os flavonoides tdxicos para as células, reduzindo o crescimento.
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2. OBIJETIVOS



Diante do exposto, os objetivos deste trabalho foram:
Objetivos gerais

- Contribuir para o aumento do conhecimento sobre a composi¢do quimica de espécies
vegetais nativas dos biomas do Cerrado;

- Realizar o estudo quimico e avaliar as atividades antioxidante e alelopéatica do extrato
EtOH 70% padronizado das folhas de Myrcia bella Cambess.

Objetivos especificos

- Avaliar o potencial antioxidante e a atividade alelopética do extrato EtOH 70% das
folhas de Myrcia bella;

- Efetuar a quantificacdo dos principais metabdlitos secundarios presentes no extrato
EtOH 70% das folhas de Myrcia bella;

- Desenvolver metodologias eficientes e rapidas, que permitam reconhecer a composicao

quimica do extrato EtOH 70% das folhas de Myrcia bella;

- Tracar o perfil quimico do extrato EtOH 70% utilizando teécnicas hifenizadas (HPLC-
PAD-ESI-MS e FIA-ESI-IT-MS/MS").
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3. CONSIDERAGCOES INICIAIS



Este trabalho faz parte de um projeto mais amplo, de investigacdo de uma série de
plantas incluidas no projeto temético: “FITOTERAPICOS PADRONIZADOS COMO
ALVO PARA O TRATAMENTO DE DOENCAS CRONICAS”, incluido no Programa
BIOTA/FAPESP (Proc. n°. 09/52237-9).
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4. MATERIAL E METODOS



4.1. Instrumentos

As separacdes cromatograficas foram realizadas em cromatografo liquido de alta
eficiéncia (analitico, gradiente quaternario) modelo PU-2089S Plus (Jasco®), acoplado a
um detector de arranjo de foto diodos com faixa de varredura de 200 - 900 nm, modelo
MD-2015 Plus (Jasco®), injetor automatico modelo AS-2055 (Jasco®) com loop de 50 pL
e forno de coluna modelo CO-2060 Plus. O software Jasco ChromPass (Verséo 1.8.1.6)
foi utilizado durante a aquisi¢cdo e processamento dos dados cromatograficos.

As separagdes cromatograficas no modo semi preparativo foram realizadas em
cromatégrafo liquido de alta eficiéncia, com bomba isocratica modelo Pump K120
(Knauer®), acoplada a um detector de indice de refragio modelo Smartline 2300
(Knauer®) e integrador modelo L250 E (Knauer®).

Os espectros de massas foram obtidos em um espectrometro de massas modelo LCQ
FLEET (Thermo scientific, equipado com um dispositivo de insercéo direta da amostra via
analise por injecdo em fluxo continuo (FIA). A amostra foi analisada no modo de
ionizacdo por electrospray (ESI) e as fragmentagbes em multiplos estagios (MS?, MS?)
realizadas em uma interface do tipo ion-trap (IT). O modo negativo foi escolhido para a
geracdo e analise dos espectros de massas em primeira-ordem (MS), bem como para 0s
demais experimentos em multiplos estagios (MS"), sob as seguintes condigdes: voltagem
do capilar —20 V, voltagem do spray -5 kV, temperatura do capilar 275 °C, gas de arraste
(N2) fluxo 12 (unidades arbitrarias). A faixa de aquisicdo foi m/z 50-1000, com dois ou
mais eventos de varredura realizados simultaneamente no espectrémetro de massas LCQ.
O primeiro evento foi uma varredura completa (full-scan) do espectro de massas para
adquirir os dados dos ions na faixa m/z estabelecida. Os demais eventos foram
experimentos MS" realizados a partir dos dados da primeira varredura para ions
precursores pré-selecionados com energia de colisdo entre 25 e 30% da energia total do
instrumento. O software Xcalibur versdo 1.0 (Thermo scientific®) foi utilizado durante a
aquisicdo e processamento dos dados espectrométricos. Para os experimentos de HPLC-
ESI-MS o equipamento foi acoplado a um cromatégrafo modelo Accela High Speed LC
(Thermo cientific®).
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Nas analises em modo analitico foi usada coluna de fase reversa imobilizada com
octadecilsilano, modelo Luna Cis (2) 100A (Phenomenex®) de 250 x 4,6 mm i.d., com
particulas com tamanho médio de 5 um com coluna de guarda (Phenomenex®) de 4 x 3
mm i.d. No modo semi-preparativo foi usada uma coluna de fase reversa Cis, modelo
Luna Cig (2)100A de 250 x 10 mm i.d. com particulas de tamanho médio de 5 pm.

As leituras de absorbancias em microplacas foram realizadas em um
espectrofotdmetro modelo BioTek PowerWave™ utilizando microplacas de 96 pogos.

As pesagens de extratos, amostras purificadas, padrfes comerciais e reagentes para
o preparo de solucdes estoque, foram realizadas em balanga analitica modelo AZ-214 M-
power (Sartorius ®) com precisao de 0,01 mg e pesagem méxima de 210 g.

As solucdes padrdo de calibracdo foram preparadas a partir de aliquotas das
solucBes estoque por meio de micropipetas de alta precisio, modelo Eppendorf Research®
plus com volume variavel de 1-20,10-100 e 100-1000 pL.

Os extratos organicos em solugdes foram concentrados em rotaevaporador com
banho maria modelo Heizbad-VAP (Heidolph®), equipado com bomba a vacuo modelo
Rotavac valve tec (Heidolph®) e banho circulador de 4gua (Heidolph®).

Os experimentos de *H-NMR e *C-NMR 1-D e experimentos de *H-NMR e **C-
NMR 2D: g-HMBC foram realizados em espectrometro de ressonancia magnética nuclear
de 300 MHz (7,0 T) (Bruker®) e/ou em espectrémetro de ressonancia magnética nuclear
de 500 MHz (11,7 T) (Varian® Inova).

No fracionamento por Cromatografia de Permeacdo em Gel foi utilizado sistema de
coluna de Sephadex LH-20 (Pharmacia®) (85 x 2,5 cm i.d.), com bomba peristaltica

modelo P1 18-1110-91 (Pharmacia®) e coletor automéatico Redifrac (Pharmacia®).

4.2. Material, reagentes e solucfes

Acido galico e quercetina (Sigma Aldrich®) foram usados como padrdes. Demais
metabélitos ndo disponiveis comercialmente foram isolados e caracterizados por *H-NMR
e ®*C-NMR. Todos os padrdes e amostras foram armazenadas em vials de 2 mL e

mantidos em freezer a —20°C.
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Nas triagens das fragdes por cromatografia em camada delgada, foram utilizadas
placas de silicagel em suporte de aluminio (Whatman®), 20x20 cm, e 250 pm de
espessura, e como reveladores, exposicdo a luz ultravioleta (254 nm) e spray de solucdo
anisaldeido/H,S0O4, seguido de aquecimento em estufa a 120 °C.

O radical 1,1-difenil-2-picrilhidrazil (DPPH) (Sigma Aldrich®) foi utilizado na
determinacdo da atividade sequestradora de radicais livres. Para a determinagdo do
contetdo de fendis totais foi utilizado o reagente Folin-Ciocauteau (Dinamica®) e
carbonato de sédio anidro P.A. (Dinamica®).

Hexano, diclorometano, metanol, etanol e n-butanol (Synth®) P.A. foram utilizados
nos procedimentos de extracdo. Metanol (Tedia®) e acido formico (Synth®) grau HPLC,
além de 4gua Milli-Q (Millipore®) foram utilizados na preparagdo de amostras, padrdes e
como fase movel em HPLC.

No preparo das amostras para os experimentos de NMR foram utilizados piridina-
ds e dimetil sulfoxido hexadeuterado (DMSO-dg, Cambridge Isotope Laboratories, Inc).

As vidrarias utilizadas no preparo dos padres foram imersas por 24 h em solugéo
de Extran (Merck®) 3% (v/v), para remocéo de contaminantes. O material foi enxaguado

em agua deionizada e seco a temperatura ambiente.

4.3. Coleta do material vegetal

A coleta do material foi realizada no Jardim Botanico Municipal de Bauru,
localizado as margens da rodovia Comandante Jodo Ribeiro de Barros - SP 225 (22°20'30"
S e 49°00'30" W). Foram coletados 1,379 kg de folhas de Myrcia bella para o estudo
fitoguimico em novembro de 2010. Dois ramos férteis foram utilizados para identificacdo
e herborizacdo. Exsicatas (vouchers quimicos) foram incluidas no herbario da FC/UNESP
(UNBA) sob niumero de registro 5508. Uma duplicata da exsicata foi enviada para o Prof.
Dr Marcos Eduardo Guerra Sobral, especialista em Myrtaceae da Universidade Federal de

S&o Jodo Del-Rei, Departamento de Ciéncias Naturais.

45



4.4. Obtencao do extrato e fracfes

As folhas de M. bella foram secas em estufa a 45°C por 48 horas. Em seguida, foram
pulverizadas em moinho de facas, a fim de facilitar a extracdo de seus constituintes
quimicos, sendo posteriormente pesados, embalados, etiquetados e armazenados em local
SEeco e escuro.

A extracdo foi feita por percolacdo do p6 com EtOH 70% (PRISTA, 1995). O
material moido (686 g) foi previamente intumescido com 2 L de etanol 70% (v/v) durante
2 horas em béquer. ApGs esse periodo, o percolador foi empacotado com a mistura (pé +
etanol 70%), sendo o empacotamento feito da forma mais homogénea possivel, evitando a
formacdo de bolhas ou buracos no contetdo alocado dentro do percolador. A altura do
enchimento obedeceu a proporcéo 5:1 (referente ao volume do percolador e do material
vegetal) em relacdo ao tamanho do percolador. A vazdo do percolador ficou entre 1-2,0
mL.min™.Kg de material vegetal.

ApoOs a extracdo, a solucdo foi concentrada em rotaevaporador sob pressdo
reduzida em temperatura inferior a 50°C, e posteriormente a remocéo total dos solventes
organicos, as amostras foram armazenadas em recipientes tarados. Uma aliquota de 10 g
do extrato EtOH 70% foi submetida a particdo liquido-liquido (LLE) entre diferentes
solventes organicos contra fase aquosa. Foram feitas particdes com hexano,
diclorometano, n-butanol. O esquema 1 exemplifica as etapas realizadas para a obtencéo

do extrato padronizado EtOH 70% por percolacdo e suas fragcdes por LLE.

Percolacéo Concentracdo H,O : Fase organica
] em (L:1 viv)
2L EtOH 70% EtOH/H,0 7: 3 viv rotaevaporador
2h  —» E— —> (Hex, CH,Cl,, n-BuOH)
1-2 mL.min* Kg 10g EtOH 70%
686 g pd
das folhas
M. bella
Obteng&o do extrato Obtengéo das fragdes
EtOH 70% por LLE

Esquema 1. Procedimentos envolvidos na obtencdo do extrato EtOH 70% e fragdes de LLE.
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4.5. Procedimentos cromatograficos gerais

Para as andlises cromatograficas uma aliquota de 10 mg do EtOH 70% foi
solubilizada em MeOH:H,0O (1:1, v/v) e filtrada em filtro de seringa com membrana de
PTFE com poro de 0,45 um. As separacdes cromatograficas foram realizadas com uma
coluna de fase reversa (Cig) e a fase movel composta de uma mistura de MeOH:H,0O
acidifcados. Como fase mével utilizou-se os solventes MeOH + Acido Férmico 0,1% (A) e
H,O + Acido Formico 0,1% (B) e um gradiente exploratorio de 5-100 de A em B em 120
minutos com manutengdo de 100% de MeOH por mais 5 minutos para se obter o perfil
cromatogréfico do extrato EtOH 70%.

4.6. Determinacdo da atividade sequestradora de radicais livres

A determinacdo da atividade antioxiadante do extrato EtOH 70% e suas fragdes foi
realizada utilizando o radical DPPH utilizando metodologia previamente descrita por
Pauletti et al., 2003. Uma aliquota de 4 mg foi suspensa em 100 mL de MeOH. Apartir de
uma solucdo estoque de 10 mg.mL™, foram preparadas amostras na faixa de 0,01 — 1
mg.mL™ para a construcdo das curvas analiticas de cada amostra.O volume final das
solucbes (amostra + DPPH) foi ajustado para 1 mL. As amostras foram analisadas em
triplicata (n = 9), utilizando quercetina como padréo (ECso = 1.6 ug.mL™). Apés 30 min de
incubacdo a absorbancia das amostras (Absi) foi lida em 517 nm; MeOH + DPPH foram
utilizados como valor controle (Abs0). A porcentagem do efeito sequestrante das amostras
foi calculada usando a seguinte equacéao: 1% = [(AbsO - Absi)/Abs0] x 100. Os resultados

foram expressos comomeédia * erro padrdo da média.

4.7. Determinacado do conteudo de fenois totais

O conteldo de fendis totais no extrato e nas fracbes foi determinado pelo método
Folin - Ciocalteu (WATERMAN e MOLE, 1994). Uma aliquota de 100 pL das amostras
foi adicionada a 150 uL de Folin - Ciocalteu (previamente diluido em &gua 0,667: 9,333
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v/v) e 50 uL de carbonato de sodio 10%. Ap6s 60 minutos em temperatura ambiente a
absorbéancia foi lida em um espectrofotdmetro a 760 nm. As amostras foram avaliadas em
triplicata (n = 9), na concentrago final de 0,1 mg.mL™. O contetdo de fentis totais foi
expresso em mg.g™ de extrato equivalentes a 4cido galico utilizando a equagéo baseada na

curva de calibragéo do acido gélico.

4.8. Determinacéo da atividade alelopética

As espécies selecionadas como plantas testes para o estudo alelopatico foram
Cucumis sativus e Hordeum vulgare. As sementes foram colocadas para germinar em
camara BOD a 25°C em condi¢éo de luz constante (4 lampadas fluorescentes de 20 Watts)
sobre uma folha de papel de filtro umedecido com 8 mL de solugdo aquosa do extrato
EtOH 70%. Vinte e cinco sementes de cada especie estudada foram colocadas, com 5
repeticdes , em placas de Petri de vidro com 9 cm de didmetro, tendo como substrato papel
de filtro umedecido com extratos em diferentes concentragdes e lacradas com papel filme
PVC. As concentracdes utilizadas foram: 10, 20, 40, 80, 160, 320 mg.mL™. A avaliacio
da germinacao foi feita diariamente, durante cinco dias, sendo consideradas germinadas as
sementes que apresentarem 2 mm de raiz, aproximadamente. Os dados foram apresentados
em seguindo a seguinte equacdo: 1% = (100*T/C)-100; onde 1% = porcentagem em

relacdo ao controle, T = tratamento com diferentes concentracfes e C = controle.
4.9. Fracionamento por GPC

A fracdo n-butanol (3,0 g) foi solubilizada em MeOH 100% (12,0 mL) com auxilio
de banho ultra-som por 10 minutos; Em seguida, a solucdo foi centrifugada por 15
minutos, separando-se o precipitado do sobrenadante. O sobrenadante foi em seguida
filtrado e cromatografado em coluna de Sephadex® LH-20. A amostra foi eluida com
MeOH 100%, . Fracbes com aproximadamente 10 mL foram coletadas em coletor
automatico a cada 10 minutos. As fracGes obtidas foram eluidas e analisadas sob luz UV e

reveladas por borrifamento com solucédo de anisaldeido/H,SOy; a placa foi posteriormente
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levada a uma estufa a 100 C°. Estas fracdes foram reunidas por TLC, de acordo com a

coloracgdo e o Ry.

4.10 Andlise quantitativa dos compostos no extrato EtOH 70%

Para a quantificacdo dos compostos presentes no extrato EtOH 70%  foi
empregado 0 método de calibracdo externa. Os padrbes comerciais acido galico e
quercetina foram utilizados para a constru¢do da curva analitica por HPLC-PAD. Uma
solucdo estoque contendo 100 pug.mL™ de cada padréo foi preparada e solubilizada em
MeOH:H,0 (7:3, v/v). As solugdes padrdo cobrindo intervalos lineares com dez niveis de
concentracdo (1-500 pg.mL™) foram feitas a partir de diluicdes das solucdes estoque e 0
volume final ajustado para 1 mL. Cada amostra foi preparada e injetada em triplicata e a
resposta de absorcao obtida em 280 nm para os compostos derivados de acidos fenolicos e
360 nm para os derivados de flavonoides. Ao final, as areas medias sob os picos
cromatograficos das amostras foram calculadas e os valores obtidos interpolados em
funcdo da concentracdo usando regressdo linear. Os dados foram apresentados como

média + desvio padrdo das injecoes.

4.11 Validacéo dos dados

Linearidade, Determinacéo do Limite de Deteccéo, Limite de Quantificacéo e Precisao

A partir das curvas analiticas foram obtidos os coeficientes linear (a) e angular (b),
os coeficientes de correlacdo (r?) e os limites de deteccdo (LOD) e de quantificacdo
(LOQ). O limite de deteccao (LOD) foi determinado como o sinal equivalente a 3,3 vezes
o valor entre a razdo do coeficiente linear (a) pelo coeficiente angular (b) (3,3 x a/b)
obtidos pela equacdo da reta da curva analitica de calibracdo. O limite de quantificacdo
(LOQ) foi dado como 10 vezes o valor desta razdo (10 x a/b) (RIBANI et al., 2004).

Para o teste de repetitividade, os padrées foram avaliados em triplicatas com
concentracdes dentro da curva de calibracdo. Para a varibilidade intra-day, solucdes de

cada padrdo foram analisadas em 1 dia. Para inter-day cada padrdo foi analisado em trés
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dias consecutivos. As analises foram realizadas com soluc¢Ges padrao contendo 50, 100 e

200 pg.mL™ de cada padrao.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO



Anélise por TLC do extrato EtOH 70% e fracdes obtidas por LLE

O processo de extracdo por percolacdo das folhas secas de Myrcia bella teve um
rendimento de 28%. O extrato EtOH 70% obtido e as fragcOes obtidas por LLE foram
analisadas por TLC a fim de se obter um perfil sobre as classes de compostos presentes.
As fracOes hexanica (1) com 0,43 g e diclorometanica (2) com 0,3 g apresentaram
compostos mais apolares em relagcdo as demais fracGes obtidas por LLE. Ja as fracbes n-
butandlica (3) com 3,8 g e aquosa (5) com 3,6 g apresentaram compostos de média a alta
polaridade. Uma fase intermediéria ndo soltvel em nenhum dos solventes utilizados, com
1,8 g, foi obtida. Apds remogdo total da fase movel utilizada, as TLC foram reveladas com
anisaldeido/H,SO,, NP/PEG e/ou UV (254 nm). A revelacdo com anisaldeido/H,SO,
(Figura 1) evidenciou manchas de arroxeadas e amarelas sugerindo a presenga de
derivados de terpenos e compostos fendlicos (WAGNER, BLADT e ZGAINSKI, 2003)
nas fracdes 3, 4, 5 e no extrato (6).

1 2 3 4 5 6

Figura 1. Analise por TLC das fracdes obtidas por LLE do EtOH 70% (gel de Silica, CHCIl; /MeOH /H,0
[64:32:7, viviv], revelador: anisaldeido/H,SO,). 1 — fragdo hexanica, 2 — fracdo diclorometénica, 3 — fracéo

n-butandlica, 4 — fracdo intermediéria, 5 — fracdo aquosa, 6 — Extrato EtOH 70%.

As manchas presentes nas TLC sob luz UV (Figura 2) apresentaram fluorescéncia
escura (manchas purpuras, amostras: 3, 4, 5 e 6) e posteriormente ao borrifamento do
revelador NP/PEG apresentaram coloracdo amarelo-alaranjado fluorescente sob luz UV,
sugerindo a presenca de flavondis derivados de quercetina e miricetina e seus glicosideos,
aléem de manchas azul claras , que sugerem a presenca de acidos fendlicos carboxilicos
(WAGNER, BLADT e ZGAINSKI, 2003).
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1 23 4 5 6 1 2 3 45 6

Figura 2. Analise por TLC das fracdes obtidas por LLE do EtOH 70% (gel de Silica, CHCI; /MeOH /H,0
[64:32:7, viviv], revelador: A — UV (254 nm), B - NP/PEG sob luz UV (254 nm). 1 — fraglo hexanica, 2 —
fracdo diclorometanica, 3 — fracdo n-butanolica, 4 — fracdo intermediaria, 5 — fracdo aquosa 6 — Extrato
EtOH 70%.

Portanto, uma primeira analise cromatografica por TLC do extrato EtOH 70% e
das fragdes obtidas por LLE indicou a presenca de compostos fenolicos como acidos
fendlicos e flavonoides derivados de miricetina e quercetina. Flavonoides sdo conhecidos
pelas suas propriedades antioxidantes e também por apresentarem atividade farmacoldgica
relacionada a inibicdo da atividade enzimatica. A indicacao da presenca de flavondis como
miricetinas e quercetinas no extato EtOH 70% que possuem em comum a ligacdo dupla do
C2 e C3, funcédo cetona no C4 e grupo pirogalol e catecol respectivamente, nos indica um
grande potencial antioxidante e consequentemente atividade biolégica (BORS, et al.,
1990; MENDES et al., 2012; VAN ACKER et al., 1996)

Portanto, a fim de se explorar o potencial biologico desse extrato, testes para
avaliar a atividade antioxidante e alelopatica foram realizados. Além disso, uma maneira
de se determinar rapidamente o contetdo de fendis totais (TPC) desse extrato foi realizada

utilizando o reagente Folin-Ciocauteu.
Determinacdo do contetido de fenais totais e atividade antioxidante

O conteudo de fendis totais nas amostras obtidas por LLE e no extrato EtOH 70%,
foi expresso em mg/g de extrato seco equivalentes a acido galico utilizando a equacéo

baseada na curva de calibracdo do &cido géalico (Figura 3). Uma solucdo estoque contendo

100 pg/mL™ de 4cido galico foi preparada e solubilizada em MeOH 100%. As solucdes
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padrdo cobrindo intervalos lineares com seis niveis de concentracdo (1; 2,5; 5; 10; 20; 40
ng/mL™) foram feitas a partir de diluicdes das solucdes estoque e o volume final das

solugdes ajustados para 1 mL.

0,8—-
0,7—-
0,6—-
0,5—-
0,4—-

0,3

abs 760 nm

0,2
0,1 4
0,0 4

-0,1 -

-10 0 10 20 30 40 50
nug.mL™

Figura 3. Curva analitica de calibracdo de solucdes padrdo de acido galico obtida por leitura da absorbéncia
em 760 nm; R?> 0,9991; p < 0,0001.

As amostras obtidas por LLE foram dissolvidas em MeOH 100% e analisadas por
espectrofotdmetro na concentracdo final de 0,1mg.mL™. O resultado obtido das leituras de
absorbancia de cada amostra foi interpolado em funcdo da concentracdo usando a
regressdo linear. As amostras foram avaliadas em triplicatas (n = 9). Todos os dados foram
apresentados com média + desvio das leituras. O conteudo de fenois totais das amostras

foi calculado utilizando seguinte equacéo:

TPC=0,01+0,01748 * X

Os resultados obtidos ap6s o célculo do TPC (Figura 4), mostram que a fracdo n-
butandlica com 404,7 + 4,8 mg GAE/g por peso seco, apresentou o maior contetdo de
fendis totais, seguido do extrato EtOH 70% com 267,7 + 5,4 mg GAE/g e das fracdes
diclorometanica com 165,8 + 16 mg GAE/qg, fracdo aquosa com 164,8 + 6,6 mg GAE/g e

fracdo hexanica com 37,9 + 16,9. O alto valor de + SEr na fracdo hexanica foi devido a
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dificuldade encontrada para dissolver a amostra no mesmo solvente utilizado para todas

amostras (MeOH 100%), ja que esta € composta majoritariamente por compostos apolares.

450 -
TPC
400 4
350
300
250

200

150

mg GAE.g" peso seco

100

50 H

Hexano Dicloro n-BuOH H20 EtOH 70%
Amostras de Myrcia bella

Figura 4. Conteudo de fendis totais nas amostras obtidas por LLE e no extrato EtOH 70%, expresso em

mg.g™ de extrato seco equivalentes a &cido galico.

A determinacdo da atividade sequestradora de radicais do extrato EtOH 70% e das
fracdes obtidas por LLE foi realizada utilizando o radical DPPH. Os resultados obtidos
foram expressos baseados nas curvas analiticas obtidas a partir de leituras de solucbes
padrdes de amostras do EtOH 70% e das fracbes obtidas por LLE em diferentes

concentracdes em 510 nm (Tabela 1).

Tabela 1. EquagBes obtidas com base na construgdo de curvas de calibracdo do extrato EtOH 70%, fracdes
de LLE e da quercetina.

Amostra Coeficiente linear (a) Coeficiente angular (b) Coeficiente de

correlagdo (r)
Hexano -1,41307 0,38334 0,99883
CH,Cl, 4,18035 0,69959 0,99311
n-butanol 5,39104 0,85013 0,9957
H,O 17,8988 1,45974 0,9579
EtOH 70% -4.263 7828 0.9991
Quercetina -1,65178 64208,4 0,9976
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Os resultados obtidos na quantificagdo da atividade antioxidante pelo método do
DPPH (ICs) foram expressos na Tabela 2.

Tabela 2. Resultados obtidos na quantificacdo da atividade antioxidante por DPPH (ECs, em ug.mL™) e
conteudo de fendis totais (TPC) (mg GAE/g massa seca).

DPPH TPC
Hexano 135,76 + 7,92 37,9+ 16,9
Diclorometano 59,04 £6 165,8 + 16
n-BuOH 5,41+0,36 404,7+ 4,8
H,O 22,57 +1,43 164,8 + 6,6
EtOH 70% 8,23+2,15 267,7+5/4
Quercetina 1,6 £0,42 -

*Valores apresentados + SEr (nh = 9).P < 0,0001;

Os resultados obtidos sugerem que a fragdo n-butandlica foi mais ativa em relagéo
as outras amostras, com ECso = 5,41 + 0,36 ug.mL™, seguida do extrato EtOH 70% com
CEso = 8,23 + 2,15 e das fracdes aquosa com CEsy = 22,57 + 143 pg.mL?,
diclorometanica com CEsy = 59.04 + 6 ug.mL™ e fracdo hexanica com CEsy = 135,76 +
7,92 ug.mL™. Numa anélise conjunta dos dados obtidos no calculo do contetido de TPC e
os valores obtidos de CEsg nos testes utilizando DPPH nota-se que o aumento do TPC é
acompanhado de uma melhora na atividade sequestradora de radicais livres. A analise de

Pearson (correlacéo linear) revelou uma alta relacéo entre os dados (r) =-0.8410.

Avaliacao da atividade alelopatica do extrato EtOH 70%

Os resultados obtidos indicaram que o extrato EtOH 70% das folhas de Myrcia
bella afetou a germinacdo de sementes e 0 desenvolvimento de raizes de Cucumis sativus
e Hordeum vulgare. Os efeitos do extrato nos dois processos foram evidentes em todas as
concentracdes utilizadas, porém mais acentuado nas fracdes com maior concentracdo. Os

dados obtidos sdo apresentados na Tabela 3.
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Tabela 3. Dados obtidos (%) na germinacéo, indice de velocidade de germinagdo (IVG) e desenvolvimento
de raiz em Cucumis sativus e Hordeum vulgare em diferentes concentracdes do extrato EtOH 70% das

folhas de Myrcia bella.

Cucumis sativus Hordeum vulgare
Germinagéo (%) IVG (%) Raiz (%) Germinagéo (%) IVG (%) Raiz (%)
10 mg.mL™ 0 -21 -7,5 -40,8 -47,8 -22,7
20 mg.mL™ 0 -41 -35,8 -42,8 -52,4 -45,8
40 mg.mL™ -2 -32,7 -40,1 -28,5 -39,7 -38,5
80 mg.mL™ -1 -48,5 -48,9 -59,1 -76,9 -79,3
160 mg.mL™* -2 -53,2 -71,9 -73,4 -77,1 -44.5
320 mg.mL™* 0 -50,5 -69,3 -69,3 -74,6 -62,9

*Dados para n=5. 1% = (100*T/C)-100.

Os dados obtidos foram analisados e o valor obtido para cada amostra foi
interpolado em funcdo da concentragdo usando regressdo linear. Desta forma, as
regressdes lineares sdo apresentadas e discutidas nas figuras abaixo.

A germinacdo das sementes de H. vulgare (Figura 5) foi afetada pela presenca do
extrato em todas as concentracOes utilizadas. Observou-se que a porcentagem de
germinacdo das sementes submetidas aos tratamentos foi reduzida em relacdo ao controle,
principalmente nas concentragdes maiores. Na concentracdo de 10 mg.mL™ a
porcentagem de inibicdo da germinacéo foi de 40%, e na concentragdo de 320 mg.mL™ a
porcentagem inibicdo foi de 69%. No entanto, a maior porcentagem de inibicdo da

germinacdo foi & concentragdo de 160 mg.mL™ com 73%.
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Figura 5. Porcentagem de germinacdo de sementes de Hordeum vulgare em rela¢do ao grupo controle em
diferentes concentracdes de extrato EtOH 70% das folhas de Myrcia bella. Y =-40,28809 + -0,11517 * X;
R*=-0,77054.

O indice de velocidade de germinacdo (IVG) calculado para as sementes de H.
vulgare (Figura 6), submetidas a diferentes concentragcdes do extrato EtOH 70%, também
foi estatisticamente diferente quando comparado com o grupo controle. Observou-se que
os tratamentos com diferentes concentracdes reduziram o 1VG em 47% na concentracdo
de 10 mg.mL™ e em 74% na concentragdo de 320 mg.mL™, sendo as concentracdes de 80

e 160 mg.mL™ as mais ativas com 76 e 77% de reducéo do IVG.
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Figura 6. Porcentagem da média do indice de velocidade de germinacdo (IVG) de semente de Hordeum
vulgare em relacdo ao controle em diferentes concentracfes de extrato EtOH 70% das folhas de Myrcia
bella. Y =-51,36919 + 0,09639* X; R? = -0,68343.

O desenvolvimento das raizes de H. vulgare (Figura 7) diferiu estatisticamente
quando comparado com grupo controle. Observou-se que o comprimento médio das raizes
de H. vulgare apresentou uma reducdo de 20% na concentracdo de 10 mg.mL™, e

chegando a 62 % de reduco na concentraco de 320 mg.mL™.
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Figura 7. Porcentagem de comprimento médio das raizes de Hordeum vulgare em relago ao grupo controle
em diferentes concentragdes de extrato EtOH 70% das folhas de Myrcia bella. Y = -4,086,224 + -0.07679 *
X; R* = -0,46117.

59



J& as analises dos dados obtidos da germinacdo de sementes de C. sativus (Figura
9), nos sugerem que ndo houve efeito por nenhum dos tratamentos utilizados, nao
diferindo estatisticamente em relacdo ao grupo controle. Esses dados sugerem que o
extrato ndo exerceu atividade inibitéria do processo de germinacdo das sementes de C.

sativus.
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Figura 8 Porcentagem de germinacdo de sementes de Cucumis sativus em relacdo ao controle em diferentes
concentragdes de extrato EtOH 70% das folhas de Myrcia bella. Y = -0,9005+ 6,39659E-4* X; R* =
0,07717.

Por outro lado, a analise dos dados obtidos no calculo da velocidade de germinacéo
de sementes de C. sativus (Figura 10) mostra que o extrato afetou o IVG em todas as
concentragdes utilizadas quando comparado com o grupo controle. Na concentragéo de 10
mg.mL™ o IVG apresentou uma reducdo de 20%, e nas concentracdes de 160 e 320

mg.mL™ reducdo de 53% e 50% de reduc&o respectivamente.
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Figura 9. Porcentagem da média do indice de velocidade de germinacdo (IVG) de semente de Cucumis
sativus em relacdo ao controle em diferentes concentracdes de extrato EtOH 70% das folhas de Myrcia
bella. Y = -33,73881 + -0,07058* X; R* = -0,67726.

A andlise dos dados obtidos sobre o comprimento médio das raizes de C. sativus
(Figura 8) submetidas aos tratamentos em diferentes concentragcdes do extrato EtOH 70%,
sugere uma redugdo no tamanho medio quando comparado com o grupo controle. Na
concentracdo de 10 mg.mL™ o comprimento médio das raizes apresentou reducdo 7% e,

na concentracdo de 320 mg.mL™, o comprimento médio sofreu reducio de 69%.
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Figura 10. Porcentagem de comprimento médio das raizes de Cucumis sativus em relagdo ao grupo controle
em diferentes concentragdes de extrato EtOH 70% das folhas de Myrcia bella. Y = -2,880,438 + -0.16013 *

X; R?=-0,79677.
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A analise das regressoes lineares obtidas a partir dos dados coletados, mostra que o
extrato EtOH 70% das folhas de M. bella foi ativo em todas as etapas observadas para
Hordeum vulgare, sendo capaz de inibir 73% da germinagdo das sementes (Figura 5),
reduzir 77% o IVG (Figura 6) e reduzir 62% o comprimento médio das raizes (Figura 7).
Para Cucumis sativus, observou-se que o desenvolvimento das raizes (Figura 8) e a
velocidade da germinacdo (Figura 10) foram reduzindos em 71% do tamanho médio das
raizes e em 53% o 1VG. Porém, o extrato ndo apresentou efeito inibitorio durante a etapa
de germinacéo das sementes (Figura 9).

Esses dados sugerem que 0s compostos presentes no EtOH 70% interferiram nos
processos fisioldgicos destas duas espécies, podendo atuar como aleloquimicos. O perfil
obtido nas TLC apresentadas anteriormente indicou a presenca de flavonois derivados de
quercetina e miricetina e seus glicosideos, alem de &cidos fenolicos carboxilicos. Os
resultados das analises de fendis totais indicaram um contetdo alto destas substancias na
fracdo n-butandlica e no extrato EtOH 70%. Os resultados obtidos na quantificacdo da
atividade antioxidante sugerem que a fragdo n-butandlica é mais ativa que as outras
amostras, seguida do extrato EtOH 70%.

Na literatura, muitos flavonoides sdo caracterizados como aleloquimicos (MOROZ
E KAMISSARENKO, 1983; SHALABY, 2001; DE MARTINO et al., 2012). Basile e
colaboradores (2000) demonstraram que os flavonoides quercetina, rutina e apigenina
inibiram a germinacdo de sementes e o desenvolvimento de epicotilo e raizes em R.
sativus. Flavonois isolados de Pluchea lanceolata foram capazes de inibir a germinacgéo de
feijbes em concentracbes muito baixas (DAKSHINI, 1994). O extrato de Festuca
arundinacea € conhecido por seus efeitos de reducdo na germinagdo e crescimentos de
plantas alvo (GILMORE, 1977; SMITH E MARTIN, 1994; SPRINGER, 1996; BERTIN
et al., 2003). O estudo quimico de fracbes ativas do extrato de Festuca arundinacea
revelou a presenca de flavondis e flavondis glicosilados derivados de quercetina,
kaempferol e isorhamenitina, além da presenca de alcaloides pirrolizidinicos (BERTOLDI
et al.,2012). Os flavondis presentes no extrato foram considerados os responsaveis pela
atividade alelopética (BUER, et al. 2010; TAYLOR e GROTEWOLD, 2005). Parvez et al.

(2004) observaram efeitos inibitorios da quercetina no desenvolvimento de Arabidopsis
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thaliana como atraso no crescimento e desenvolvimento. Esses efeitos foram relacionados
a reducdo da taxa fotossintética e de transpiracéo.

Flavonoides parecem atuar primeiramente como inibidores da germinacdo e do
sistema de transferéncia de energia dentro da célula. Alguns flavonoides sdo potentes
inibidores do metabolismo energético, bloqueando as fungdes dos cloroplastos e absorcéo
de oxigénio pelas mitocondrias (EINHELLIG, 2004; MORELAND E NOVITSKI 1988).

Alguns flavonoides, através da regulacdo dos niveis de ROS intracelular, foram
capazes de inibir a germinacdo e o crescimento de Arabidopsis thaliana (BAIES et. al.,
2003). Substancias antioxidantes como o &cido ascérbico e (-)-catequinas foram capazes
de bloquear o aumento dos niveis de ROS, além de induzir a atividade de genes
relacionados ao estresse oxidativo e as vias de sintese de fenilpropanoides e terpenoides
(BAIES, et al. 2003). A exposigéo das raizes de C. sativus a acidos fenolicos como acido
ferdlico e p-cumarico, também gerou o aumento dos niveis de H,O, e da atividade da
enzima peroxidase (POLITYCKA et al, 2004). A ativagdo do sistema enzimatico
antioxidante € acompanhada por sérios danos na membrana. Isso pode ser conseqiiéncia da
peroxidacdo lipidica, indicada pela presenca do malonaldeido em espécies em condi¢cdes
de estresse (BOGATEK et al. 2005, POLITYCKA 1996, YU et al. 2003).

Em estudos relacionando estrutura-atividade, 0s grupos substituintes presentes no
anel-B de flavonoides, parecem ser 0s responsaveis pela atividade alelopatica
(BENINGER, et. al., 2005, DE MARTINO et al., 2012; MACIAS, et al.,1997; PARVEZ,
et. al., 2004; ROLIM DE ALMEIDA, 2008; TSANUO, et. al., 2003). Flavonas
metoxiladas parecem ter um maior potencial inibitorio, porém os flavondis também sao
ativos; as glicosilacBes aparentemente ndo influenciam na atividade biolégica. A hidroxila
no C3 do anel-C e no C5 do anel-A, que caracterizam os flavondis, parecem nao ser téo
importantes para a atividade bioldgica quando comparados com as flavonas. Essas classes
de compostos compartilham estruturalmente a funcdo cetona (carbonila) no C4 e a dupla
ligacdo entre o C2 e C3. Mas, adicionalmente, a conjugacéo entre a fungédo cetona (C4) e a
ligacdo dupla entre C2 e C3 parecem ser importantes para a atividade alelopatica (DE
MARTINO et al., 2012)

Os efeitos do extrato EtOH 70% sobre a germinacdo das sementes de H. vulgare e

C. sativus podem estar relacionado com a mobilizacdo de substancias no tecido de reserva
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dessas sementes. Nos primeiros estagios do processo de germinacéo, enzimas do ciclo dos
glicoxalatos desempenham um papel importante na mobilizag&o de triacilgliceratos e tém
sua atividade maximizada em tecidos de reserva devido a metabolizacdo de lipideos
(MCLAUGHLIN e SMITH 1994). A mobilizacdo de reserva & um evento que
normalmente ocorre rapidamente no inicio do processo de germinacdo, porém quando em
condicbes de estresse alelopéatico, este evento parece ser atrasado ou inibido por
aleloquimicos (MUSCOLO et al. 2001). Estes efeitos foram atribuidos & capacidade dos
alelogquimicos em reduzir a atividade de enzimas como isocitrato liase (ICL), responsaveis
pela glicolise e oxidacdo da pentose-fostafato, 0 que mantém o suprimento adequado de
energia (ATP) e esqueletos de carbono para a biossintese de compostos organicos.
Adicionalmente, foi sugerido que a reducdo da atividade enzimatica da ICL é um efeito
secundario dos aleloquimicos, relacionada a danos nas proteinas (MUSCOLO et al. 2001).
MAFFEI et. al. (1999) demonstraram que acidos benzoicos com metoxila substituida no
anel, foram capazes de inibir a germinacdo de sementes de C. sativus reduzindo a
atividade de enzimas e proteinas ICL. Esses dados sugerem que os acido fendlicos e
flavonoides presentes no EtOH70% agiram ndo somente na atividade da enzima, mas
também na expressdo génica da ICL. Portanto, a inibicdo da germinacdo de H. vulgare
pode ter sido decorrente de danos gerados pelos aleloquimicos, reduzindo a atividade de
enzimas, mas também alterando a expressdo génica, o que levou a inibi¢cdo da germinacao.
No caso do atraso na germinagdo de C. sativus, somente a atividade enzimatica pode ter
sido alterada, atrasando o processo de germinacdo, que se refletiu nos dados obtidos pelo
IVG.

Considerando os dados quimicos obtidos, podemos sugerir que os flavonoides,
principalmente os derivados de quercetina e os acidos fendlicos presentes no EtOH 70%
estariam atuando como aleloquimicos, alterando processos fisiologicos e por consequéncia
o desenvolvimento das espécies estudada. Portanto, a inibicdo e/ou atraso da germinacdo
das sementes, pode estar relacionada a habilidade dos flavonoides em alterar a homeostase
enzimatica celular (NICOLLIER E THOMPSON, 1982). Ja as alteracbes na demanda
energética para células vegetais (PARVEZ, et. al., 2004) e regulacdo dos niveis de ROS
intracelulares (BAIES, et. al., 2003) estariam relacionadas a diminuicdo do tamanho das

raizes.
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Analise por HPLC-PAD

O screening por HPLC-PAD do extrato EtOH 70% (Figura 11), resultante da
percolacdo das folhas de M. bella torna evidente a complexidade dessa matriz quando
observado o tempo total de uma corrida. Essa situacdo se deu pelo alto nimero de
metabdlitos detectados com polaridade similar quando utilizada uma coluna C;gcom 250 x

4.6 mm i.d. de particulas com tamanho medio de 5 pum.
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Figura 11. Perfil cromatografico do extrato EtOH 70% obtido por HPLC-PAD. Sistema de eluicdo: A
(MeOH + 0,1% Ac. Férm.) e B (H,O + 0,1% Ac. Form.). Gradiente: 5-45% de A em B em 170 min. Coluna
Phenomenex® Luna Cis (250 x 4,6 mm i.d., 5 um), HPLC (Jasco®), fluxo 1,0 mL.min™, A = 254 nm,
Volume de injecdo: 20uL. Forno de coluna: 40°C.

Com auxilio do detector PAD realizando varredura na faixa espectral de 200-600
nm, obteve-se espectros na regido do UV para os picos eluidos. Foi verificado que uma
primeira parte do cromatograma | (tr entre 0 e ~75min), apresentou picos com bandas de
absorcdo do sistema benzilico, com maximos na regido do UV em 210-220 nm e entre
260-280 nm (Figura 12), sugerindo a presenca de compostos derivados do acico galico
(STICHER, 2008).
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Figura 12. Bandas de maximo de absorcdo na regido do UV ilustradas para compostos derivados de acido
galico.

Uma segunda parte Il (tr entre ~75 e 170 min), apresentou picos com bandas de
absorcdo tipicos de flavonoides (Figura 13) , os quais sdo reconhecidos por apresentarem a
Banda 11, com maximos na faixa espectral de 240-290 nm, atribuida ao anel-A e da Banda
I, com maximos na faixa espectral de 300-390 nm, atribuida ao anel-B (MERKEN e
BEECHER, 2000).
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Figura 13. Bandas de maximo de absorcéo na regido do UV ilustradas para flavonoides.

A Banda | é associada a absorcdo do anel B (sistema cinamoil) e a Banda Il é
atribuida ao anel A, que envolve a absor¢do do sistema benzoil (Esquema 2).

Sistema Benzoil

OH

-—S= -

Sistema Cinamoil

Esquema 2. Estrutura de um flavonol com sistemas benzoil e cinamoil.
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Separacédo dos constituintes quimicos por GPC

SeparacOes de compostos organicos utilizando sistemas de cromatografia de permeacéo
em gel utilizando solventes organicos sdo amplamente utilizadas na investigacdo de
produtos naturais (LINSKENS e JACKSON, 1992). Durante o processo de separacao
cromatogréafica por GPC foram coletadas 366 fragdes e a triagem foi feita por TLC (Figura
14). Na avaliagdo das fracdes, varios sistemas de eluicdo foram testados, e posteriormente
0 sistema que apresentou melhor resolucéo foi selecionado.

Apos a triagem as fracdes foram reagrupadas de acordo com as suas semelhancas
(Rre coloracdo) em subfragdes.
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Figura 14. Analise por TLC das subfracdes obtidas apds separacdo por GPC em Sephadex® LH-20 (gel de
Silica, CHCI3/MeOH /H,0 [75:23:2, viviv], revelador: anisaldeido/H,SO,).

A revelacdo das TLC com anisaldeido/H,SO, evidenciou manchas de coloracdo

arroxeadas e amarelo/alaranjado, sugerindo a presenca de derivados de acidos fendlicos,
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terpenos e flavonoides (WAGNER, BLADT e ZGAINSKI, 2003). A partir das analises
por TLC foi possivel verificar que a separacdo preliminar por GPC concentrou 0s terpenos
e acidos fendlicos nas fracBes coletadas no inicio do processo de separacdo, e 0S
flavonoides nas fragdes coletadas posteriormente.

Depois de reagrupadas, as subfragdes foram secas até remocao total de solventes e
suas massas determinadas. A tabela 3 mostra a distribuicdo das massas das subfracdes
obtidas apds o procedimento de separacdo por GPC da fracdo n-butandlica. A massa total
das fracGes significativamente menor que a massa inicial pode ser atribuida ao precipitado
formado no processo de centrifugacdo da amostra, que foi separado da amostra antes que

essa fosse aplicada a coluna.
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Tabela 4. Distribuicdo das massas das fracbes apds separacdo por GPC em Sephadex LH-20 e
agrupamentos por TLC.

Subfracdo Agrupamento Massa (g)
25 25-32 0,0093
33 33-42 0,0439
43 43-52 0,0560
53 53-102 0,3863
103 103-124 0,0864
125 125-128 0,0094
129 129-130 0,0370
131 131-133 0,0281
134 134-135 0,0140
136 136 — 146 0,0732
147 147-156 0,0663
157 157-164 0,1251
165 165-169 0,0700
170 170-178 0,1075
179 179-189 0,1115
190 190-210 0,1269
211 211-214 0,0151
215 215-222 0,0297
223 223-230 0,0268
231 231-236 0,0208
237 237-269 0,1460
270 270-273 0,0176
274 274-309 0,1500

310 310-324 0,0308
325 325-331 0,0182
332 332-366 0,0343

Massa Total 1,805
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Isolamento dos compostos por HPLC-RI semi-preparativo

As subfracBes reagrupadas apOs separacdo por cromatografia em GPC foram
analisadas novamente por TLC, e as fragBes contendo analitos com caracteristicas de
flavonoides e massa suficiente para 0s experimentos foram escolhidas para 0s
procedimentos de separacéo por HPLC-RI.

A solubilizacdo das amostras a serem injetadas compreende um processo
importante. Cuidados devem ser tomados quanto & escolha do solvente utilizado nessa
etapa, pois a forca de eluicdo do solvente utilizado para a solubilizacdo da amostra deve
ser compativel com a forga de elui¢do da fase movel. A incompatibilidade pode prejudicar
a separacao dos compostos, causando um espalhamento longitudinal da amostra ao longo
da coluna quando a forca de eluicdo da amostra for mais forte que a fase mdvel. A
situacdo ideal é quando o solvente de injecdo é mais fraco que a forca de eluicdo da fase
movel, pois os analitos tendem a permanecer no topo da coluna, sendo seletivamente
eluidos de acordo com a variacéo da forca de eluicdo da fase movel (MAJORS, 2004).

Assim, apds a otimizacdo de todos os parametros, a separacdo dos constituintes
quimicos das fracdes flavonoidicas foi realizada com o sistema HPLC com detector de
indice de refracdo semi-preparativo e coluna de fase reversa (Cig) descritos na secao
experimental. A fase movel empregada foi MeOH (A) + H,0 (B), sendo 40% de A em B
(isocrético), fluxo de 2,0 mL.min™. Em cada corrida cromatografica foram aplicados, com
0 auxilio de uma seringa, 60-80 pL de amostra, na concentragdo final de 100 mg.mL™.
Todas as amostras foram solubilizadas em MeOH:H,0 (40:60 v/v) e filtradas em filtros de
seringa com poro de 0,45 um. Picos individuais eluidos da coluna foram coletados por
multiplas injecdes da amostra e concentrados por evaporacdo a pressao reduzida e secos
totalmente.

As fracdes contendo flavonoides foram selecionadas e analisadas. Apds as etapas de
isolamento, as substdncias desconhecidas foram caracterizadas usando técnicas de

elucidacdo estrutural comumente empregada, tais como UV, NMR e MS.
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Identificagio dos compostos isolados

Atualmente, métodos de espectrometria de massas (MS) estdo suficientemente
desenvolvidos para tornarem possivel a identificagdo estrutural, pelo menos em parte, de
substancias como flavonoides heterosideos. Apesar de as técnicas de ressonancia
magnética nuclear (NMR) serem preferidas para completa elucidacdo estrutural, as
técnicas de MS podem contribuir de forma significativa ja que é possivel analisar amostras
com quantidades muito menores de compostos isolados. Portanto, nos casos em que a
massa total do composto isolado ndo foi suficiente para realizar analises por NMR, 0s
compostos foram caracterizados somente por MS.

Caracterizacao das agliconas por espectrometria de massas

A andlise de estruturas de flavonoides é realizada mais frequentemente no modo
positivo, enquanto o modo negativo € considerado algumas vezes mais complexo, de
dificil interpretacdo. Altas energias de colisdo Ssdo necessarias para gerar uma
fragmentacdo adequada no modo negativo, e algumas vezes, ions diagnosticos na
determinacdo estrutural estdo ausentes. Porém, o0 modo negativo é mais sensivel na analise
de flavonoides (DE RIJKE et al., 2003; SWATSITANGE et al., 2000; CUYCKENS E
CLAEYS, 2002; CARERI et al., 1999; MAURI et al., 1999; FABRE et al., 2001), e 0
comportamento da fragmentacdo € diferente, gerando informagbes adicionais e
complementares sobre a estrutura analisada. A clivagem do anel C pelo mecanismo de
fragmentacdo retro-Diels-Alder (RDA) gera fons A" e B, dando informagdes sobre o
namero e tipo de constituintes no anel-A e anel-B (Esquema 3). A analise por MS e
mecanismos de fragmentacao de varias agliconas no modo negativo tem sido estudada por
Fabre et al. (2001). O fragmento “*A" é frequentemente o fon produto majoritario no modo
negativo. O grau de hidroxilacdo do anel B interfere no padrdo de fragmentacdo. Por
exemplo, flavonois contendo dois ou mais grupos hidroxila no anel-B, por exemplo,
quercetina e miricetina, com fons correspondentes a [**A — H] e [**B + H] podem ser
detectados (FABRE et al., 2001; CUYCKENS et al., 2000), enquanto que no caso do anel
B desprovido de substituicdo, a energia de colisdo necessaria para obtencdo de fragmentos

€ muito maior, gerando varios ions produtos (HUGHES et al., 2001).
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Esquema 3. Rota de fragmentacdo putativa da miricetina. A identificacdo dos fragmentos segue

nomenclatura proposta por Ma et al. (1997).

Assim, os ions produtos de m/z abaixo dos valores da aglicona (m/z 317), como m/z
179 (*?A), 151 (**A) e 137 (*°B) (Esquema 3) sdo tipicos do mecanismo de
fragmentacdo RDA em flavonois (3-OH) com anel-A dihidroxilado e m/z 137 corresponde
a fragmentacdo tipica do anel-B trihidroxilado (MA et al., 1997). A presenca desses trés

fragmentos de m/z 317 da aglicona € caracteristica do composto miricetina.
Caracterizacao dos O-substituintes por espectrometria de massas

Métodos de espectrometria de massas também podem ser aplicados a obtencéo de
informacao sobre o carboidrato e a ligacdo na aglicona. Alguns autores mostram também
ser possivel, em alguns casos especificos, identificar a posicdo do carboidrato, a ligacao
entre os carboidratos e a identidade estereoquimica do acgucar terminal (WARIDEL et al.,
2004; CUYCKENS E CLAEYS, 2004). Clivagem da ligacdo de unidades O-substitu
idas e a reacdo de rearranjo do H (Esquema 4) leva a eliminacdo do residuo
monossacarideo, por exemplo, 162 Da (hexose), 146 Da (deoxihexose), 132 Da (pentose),
tornando possivel a identificacdo da sequéncia dos substituintes (WOLFENDER, et al.,
1992).
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Esquema 4. Formacéo do ion produto radical aglicona ([Y, — H]™) por clivagem homolitica da ligacéo entre
a aglicona e o agucar com rearranjo de H- concomitante.

O radical aglicona ([Yo — H]") e formado pela clivagem homolitica como ilustrado
no esquema 3 e, concomitantemente, uma reagéo de rearranjo no C3-O" pode ocorrer com a
participacdo de um atomo de um hidrogénio hidroxil do actcar (LI E CLAYES, 1994).

A formacdo do radical aglicona como ion produto usando ESI-MS/MS no modo
negativo, tem sido correlacionada com a atividade antioxidante dos flavonoides.
Abundancia desses ions para os flavondis (3-OH) depende diretamente do padrdo de
hidroxilacdo do anel-B e da natureza e posicdo dos aglcares. A relacdo de abundancia do
fon produto radical aglicona, gerado pela clivagem homolitica da ligacdo 3-O-glicosidica,
aumenta de acordo com o aumento de substituicdes de hidroxilas no anel-B.

Portanto, considerando o perfil flavonoidico das amostras escolhidas para
isolamento e caracterizacdo, analises por FIA-ESI-IT-MS foram realizadas no modo
negativo.

Os dados obtidos nas técnicas de NMR foram comparados com a literatura
disponivel (AGRAWAL, 1989; HARBORNE, 1994; LU E FOO, 1997; ANDERSEN e
MARKHAM, 2006)

A caracterizacdo dos compostos isolados e/ou detectados na fracdo n-butandlica é

descrita e discutida a seguir.
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Fracao 103

A fracdo 103 contendo 80 mg foi submetida a separagdo cromatografica por HPLC-
RI, dando origem a 7 mg de uma substancia isolada (103-2). Experimentos de massas
(ESI-IT-MS) no modo negativo foram realizados a fim de se obter informacdes sobre a
massa e estrutura desse composto.

O espectro de massas em primeira-ordem obtido da fragdo 103-2 (Figura 15)
apresentou pico intenso referente ao ion de m/z 197 [M - H]". Esse ion foi atribuido ao

composto galato de etila.
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Figura 15. Espectro de massas em primeira-ordem obtido por ESI-IT-MS da fragdo 103-2, em modo

negativo. Para condi¢Bes experimentais veja: Material e Métodos.

O espectro de 'H-NMR apresentou sinal em & 6,92 (2H, s) relativo ao proton
aromatico; picos em 8 1,24 (3H, t, J = 7,2 Hz) e em & 4,18 (2H, q, J = 7,2) referentes aos
hidrogénios etilicos. O espectro de **C-NMR apresentou dois sinais referentes ao grupo
etilico em (8 14,6 e 5 60,0), quatro sinais aromaticos (6 109,1, & 120,1, 6 138,9 & 146,2) e
o sinal referente a carbonila esterificada (6 166,3), confirmando a identificacdo deste

composto como galato de etila.
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Fracao 136

A fragdo 136 contendo 73 mg foi submetida a separacdo cromatogréafica, dando
origem a 3 fragdes. O espectro de massas de primeira-ordem obtido da fracdo 136-2 por
ESI-IT-MS (Figura 16) apresentou pico intenso referente ao ion precursor de m/z 169 [M
- H]". Anélise por "H-NMR da fragdo 136-2 apresentou sinal dos hidrogénios aromaticos

em 3 6,9 (2H, s), assim confirmando a substancia como sendo o &cido gélico.
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Figura 16. Espectro de massas em primeira-ordem obtido por ESI-IT-MS da fragdo 136-2, em modo

negativo. Para condi¢Bes experimentais veja: Material e Métodos.

A fracdo 136-3 contendo 2 mg foi analisada por ESI-IT-MS evidenciando um sinal
intenso de m/z 447. Fragmentacdo em segunda-ordem do ion precursor de m/z 447 [M —
H] (Figura 17) produziu o ion produto de m/z 285 [M — 162 — H] ap06s a perda de 162 Da.

Esse padrdo de fragmentacao foi atribuido ao composto kaempferol-O-hexosideo.
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Figura 17. Espectro de massas de segunda-ordem obtido por ESI-IT-MS/MS do ion precursor de m/z 477,

em modo negativo. Para condi¢Oes experimentais veja: Material e Métodos.

Anélise por ESI-IT-MS da fracdo 136-4 contendo 3 mg evidenciou uma mistura de
compostos de m/z 431 e de m/z 461. Fragmentacdo em segunda-ordem do ion precursor de
m/z 431 [M — H] (Figura 18) gerou o ion produto de Yo de m/z 285 [M — 146 — H] apoés a
perda de 146 Da. Esse padréo de fragmentacdo sugere a presenca de uma deoxihexose O-
substituida na aglicona do flavonoide. Esse composto foi identificado como kaempferol-

O-deoxyhexosideo.
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Figura 18. Espectro de massas de segunda-ordem obtido por ESI-IT-MS/MS do ion precursor de m/z 431,
em modo negativo. Para condi¢Ges experimentais veja: Material e Métodos.

Fracdo 157

A fracdo 157 contendo 125 mg foi submetida a separacdo cromatogréafica, dando
origem a duas fracGes puras, 157-4 contendo 19 mg e a fragdo 157-5 contendo 25 mg. O
espectro de massas obtido por ESI-IT-MS da substancia 157-4 (Figura 19) apresentou pico
intenso referente ao ion de m/z 463 [M - H]". A fragmentacdo em segunda ordem MS/MS
do ion precursor de m/z 463 resultou na perda de 162 Da formando um ion produto Yy de
m/z 301 [M — 162 — H]. Esse padrdo de fragmentacdo sugere a presenca de uma

quercetina-O-hexosideo.
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Figura 19. Espectro de massas de segunda-ordem obtido por ESI-IT-MS/MS do ion precursor de m/z 463,

em modo negativo. Para condi¢Ges espectrométricas veja: Material e Métodos.

O espectro 'H-NMR (Figuras 20A-B) obtido dessa fracdo mostrou sinais de
hidrogénios aromaticos em 6 6,81 (1H, d, J = 8,5 Hz; H-5%), 6 7,53 (1H, d, J = 2,5 Hz; H-
2’) e d 7,66 (1H, dd, J = 8,5, J = 2,5 Hz; H-6’) tipicos do anel-B de quercetina, além dos
sinais em 8 6,19 (1H, d, J = 2 Hz; H-6) e & 6,40 (1H, d, J = 2 Hz; H-8). O pico em & 5,36
(AH, d, J = 7,5 Hz) sugere uma unidade de pB-D-galactopiranosideo. Os demais
deslocamentos presentes no espectro de *H-NMR foram compativeis com a literatura
(HARBORNE, 1994). O espectro de **C-NMR (Figura 21) apresentou 15 sinais relativos
a aglicona além de 6 sinais referentes a unidade de agucar. O espectro de HMBC (Figura
22) mostra a correlacdo do H anomérico em & 5,36 com o C3 do anel em & 133,5,
confirmando a posi¢cdo da ligacdo do acUcar na estrutura do flavonoide. Portanto este
composto foi caracterizado como quercetina-3-O-p-D-galactopiranosideo. A tabela 5

apresenta os deslocamentos observados no espectro de *H-NMR e *C-NMR.
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Figura 20A. Espectro de "H-NMR da fracdo 157-4 (500 MHz, DMSO-dg).
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Figura 20B. Espectro de "H-NMR da fragdo 157-4 (500 MHz, DMSO-d).
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Figura 21. Espectro de *C-NMR da fragdo 157-4 (500 MHz, DMSO-dg).
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Figura 22. Espectro de HMBC da fra¢do 157-4 (500 MHz, DMSO-dg).
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Tabela 5. Deslocamentos quimicos de **C-NMR e 'H-NMR da fracéo 157-4.

Posicéo “C-NMR*  'H-NMR*

2 156,3

3 133,5

4 177,4

5 161,2

6 98,7 6,19 (1H, d,
J=2Hz)

7 164,3

8 98,5 6,40 (1H, d,
J=2Hz)

9 156,3

10 103,9

I’ 121,1

2’ 115,2 7,53 (1H, d,
J=2,5Hz)

3 1448

4 148,5

5 116,2 6,81 (1H, d,
J=8,5Hz)

6’ 121,9 7,66 (1H, dd,
J=2851J=
2,5 Hz)

Acucar

17 101,8 536 (1H, d,
J=175Hz)

2% 71,2

3 73,2

4 67,9

57 75,8

6 60,1

*500 MHz, DMSO-ds.

O espectro de massas da substancia 157-5, obtido por ESI-IT-MS apresentou pico
intenso referente ao ion de m/z 447 [M - H] (Figura 23). Fragmentacdo em segunda-ordem
por ESI-IT-MS/MS do ion precursor de m/z 447 resultou na perda de 146 Da formando
um ion produto Yo de m/z 301 [M — 146 — HJ atribuido a quercetina devido a perda de
uma deoxihexose (146 Da). Considerando esse padrdo de fragmentacdo, o composto foi

caracterizado com quercetina-O-deoxihexose.
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Figura 23. Espectro de massas de segunda-ordem obtido por ESI-IT-MS/MS do ion precursor de m/z 447,

em modo negativo. Para condicGes espectrométricas veja: Material e Métodos.

O experimento de *H-NMR (Figura 24A-C) da amostra 157-5 apresentou sinais em
36,19 (1H, d, J = 2,0 Hz; H-6), 6 6,38 (1H, d, J = 2,0 Hz; H-8) ¢ 6 6,86 (1H, d, J = 8,5; H-
5”) além dos sinais em & 7,25 (1H, dd, J=2,0,J=8 Hz; H-6") e 6 7,29 (1H, d, J = 2,0 Hz;
H-2") o que confirma a presenca da quercetina. O hidrogénio anomérico em & 5,25 (1H, d,
J=1,0Hz) e o sinal em 6 0,82 (3H, d, J = 6 Hz) sugerem a presenga de uma unidade de B-
D-rhamnopiranosideo (HARBORNE, 1994). O espectro de **C-NMR (Figura 25)

apresentou 15 sinais relativos a aglicona além de 6 sinais referentes a unidade de acucar. O
sinal em & 17,49 atribuido ao C6”’ do agtcar ¢ diagnostico ¢ confirma a presenca da
rhamnose. A tabela 6 apresenta os deslocamentos observados no espectro de *H-NMR e
BC-NMR.

O espectro de HMBC (Figura 26) mostra a correlagdo do H anomérico em & 5,25 com
0 C3 do anel em & 134,1, confirmado a posi¢cdo da ligacdo do aglcar na estrutura do
flavonoide. Portanto este composto foi caracterizado como quercetina-3-O-fB-D-

rhamnopiranosideo.
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Figura 24A. Espectro *H-NMR da fracdo 157-5 (500 MHz, DMSO-ds).
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Figura 24C. Espectro "H-NMR da fracéo 157-5 (500 MHz, DMSO-dg).
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Figura 25. Espectro de *C-NMR da fragdo 157-5 (500 MHz, DMSO-d).
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Figura 26. Espectro de HMBC da fracdo 157-5 (500 MHz, DMSO-dg).
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Tabela 6. Deslocamentos quimicos de **C-NMR e *H-NMR da fragéo 157-5.

Posicéo BC-NMR*  'H-NMR*

2 156,4

3 134,2

4 177,7

5 161,3

6 98,7 6,19 (1H, d,
J=2,0Hz)

7 164,4

8 93,6 6,38 (1H, d,
J=2,0Hz)

9 157,2

10 103,9

1’ 121,1

2’ 1154 7,29 (1H, d,
J=2,0H2)

3’ 145,2

4’ 148,4

5’ 115,6 6,86 (1H, d,
J=28.,5)

6’ 120,7 7,25 (1H,
dd,J=2,0,J
=8 Hz)

Acucar

17 101,8 5,25 (1H, d,
J=1,0Hz)

2” 70,4 3,97 (m)

37 70,6 3,51 (dd, J =
35eJ =9
Hz)

4 71,2 3,15 (m)

57 70,0 3,22 (m)

6 17,5 0,82 (d, J =
6 Hz)

*500 MHz, DMSO-dg.

Fragdo 165

A fracdo 165 contendo 70 mg deu origem a fracdo 165-5 com 16 mg apos
separacdo por HPLC-RI. O espectro de massas de primeira-ordem apresentou sinais de
fons com m/z 463 [M — H]". A fragmentacdo de segunda-ordem deste ion precursor levou

ao ion produto Yo de m/z 317 [M — 146 - H] (Figura 27), sugerindo a perda de uma
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unidade de deoxihexose (146 Da) O-substituida na aglicona do flavonoide. O ion produto
L2/ tipico da fragmentacdo RDA em flavondis (3-OH) com anel-A dihidroxilado, assim o
ion produto Yy foi atribuido & miricetina. A presenca do ion produto fragmento [Yo — 2H —
COOH], indica a posi¢do da ligacdo do acglcar na aglicona, ja que é diagndstico de
flavondis 3-O-monoglicosideos (ABLAJAN et al., 2006). Considerando este padrdo de
fragmentacdo, a substancia isolada foi identificada como miricetina-3-O-deoxihexosideo.
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Figura 27. Espectro de massas em segunda-ordem obtido por ESI-IT-MS/MS do ion precursor de m/z 463

[M — H], obtido em modo negativo. Para condi¢des espectrométricas veja: Material e Métodos.

O experimento de *H-NMR da amostra 165-5 apresentou sinais em & 6,18 (1H, d, J
= 2,0 Hz; H-6), & 6,35 (1H, d, J = 2,0 Hz; H-8) e & 6,87 (2H, s, H-2’ ¢ H-6") 0 que
confirma a unidade de miricetina. O hidrogénio anomérico em & 5,18 (1H, d, J=15Hz) e
o sinal em & 0,83 (3H, d, J = 6 Hz) sugerem a presenca de uma unidade de rhamnose
(HARBORNE, 1994). O espectro de “*C-NMR apresentou 15 sinais relativos & aglicona
além de 6 sinais referentes a unidade de acucar. O sinal em & 17,51 atribuido ao C6’” do
acucar é diagndstico e confirma a presenca da rhamnose. Baseado na comparacdo dos
dados obtidos com a literatura (AGRAWAL, 1989) a substancia foi caracterizada como

sendo miricetina-3-O-B-D-rhamnopiranosideo.
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Fragdes 170 e 179

Uma série de amostras puras mostrou um padréo de fragmentagdo similar por MS.
A obtencéo de espectros por ESI-IT-MS de primeira-ordem das fragdes 170-10 (13 mg),
179-4 (5 mg) e 179-5 (8 mg) apresentaram sinal intenso em m/z 433 [M — HJ.
Fragmentagdo de segunda-ordem deste ion precursor levou ao ion produto Yo de m/z 301
[M — 132 - H] (Figura 28), sugerindo a perda de uma unidade de pentose (132 Da) O-
substituida na aglicona do flavonoide. Esse padrdo de fragmentagdo sugere a presenca de

unidades de quercetina O-pentosideos.

100

433.00\

[M-H]

Relative Abundance
w B [ (2] ~ [er] ©
o o o o o o o

N
o

=
o

P b by b b b b b b b d

0

LI R L S R B B R B LI N R B N

T T [ T T T T [ T T T T T | T T T L T T T T T
150 200 250 300 350 400 450 500 550 600
m/z

Figura 28. Espectro de massas de segunda-ordem obtido por ESI-IT-MS/MS do ion precursor de m/z = 433
[M —HJ’, obtido em modo negativo. Para condi¢es espectrométricas veja: Material e Métodos.

Os experimentos de *H-NMR das amostras 170-10, 179-4 e 179-5 apresentaram
deslocamentos quimicos tipicos de quercetina (Tabela 6). A diferenciacdo do agUcar
dessas substancias em a-L-arabinofuranosideo, p-D-xilopiranosideo e B-D-
xilofuranosideo foi possivel pela comparacdo dos valores de constantes de acoplamentos
(J) entre H1 e H2. Os valores proximos a 1,5 Hz indicam a configuracéo o, enquanto que
valores proximos a 7-9 indicam a configuracdo p (HARBORNE, 1994). O hidrogénio
anomérico em & 5,18 (1H, d, J = 3,5 Hz) da fracdo 170-10 indica a presenca de quercetina-
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3-O-a-L-arabinofuranosideo. O hidrogénio anomérico em 6 5,32 (1H, d, J = 7,3 Hz) da
fracdo 179-4 indica a presenca de quercetina-3-O-p-D-xilopiranosideo e em & 5,27 (1H, d,
J = 1,5 Hz) da fracdo 179-5 indica a presenca de quercetina-3-O-p-D-xilofuranosideo (LU
E FOO, 1997; HARBORNE, 1994; ANDERSEN e MARKHAM, 2006). Os
deslocamentos quimicos obtidos nos espectros de *C-NMR na regido de agtcar foram
similares aos obtidos na literatura (LU E FOO, 1997; AGRAWAL, 1989; ANDERSEN e
MARKHAM, 2006).

Fracao 190

A fracdo 190 contendo 65 mg, ap6s separacdo por HPLC-RI, deu origem a fracdo
190-2 contendo 12 mg e a fracdo 190-3 com 4 mg.

Anélise por ESI-IT-MS da fracdo 190-2, evidenciou a presenca do ion precursor
de m/z = 479 [M — H] no espectro em primeira-ordem (Figura 29). Fragmentacdo em
segunda-ordem desse ion gerou o ion produto Yo de m/z 317 [M — 162 —H] resultante de
clivagem homolitica sugerindo a perda de uma unidade de hexose (162 Da) O-substituida
na aglicona do flavonoide. O ion produto [Yo — H — COOH] detectado é diagndstico de
flavonois 3-O-monoglicosilados (ABLAJAN et al., 2006) e o fon produto *A” é produto
da fragmentacdo RDA em flavondis (3-OH) com anel-A dihidroxilado. De acordo com

esse padrédo de fragmentacdo, o composto foi identificado como miricetina-3-O-hexosideo.

93



480,15

100 \
90 - .
. [M-H]
80
© 70
g ]
-
g
3% 7
< - Ve /
250 1 iz 179 <
% ] mz 317 <€’
x ]
40 7
30
20 12 [Yo— H - COOH] [M-18-HJ]
10 ] \ 'S \
] 272,17
] 178,99 |288,17 462,30
{0 e L e e s e s e s B s s s Bt sy s s ) B S B B S N S H S
100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600

m/z

Figura 29. Espectro de massas de segunda-ordem obtido por ESI-IT-MS/MS do ion precursor de m/z = 479

[M — HJ, obtido em modo negativo. Para condigdes espectrométricas veja: Material e Métodos.

O experimento de *H-NMR (Figura 30) da amostra 190-2 apresentou sinais em &
6,19 (1H, d, J = 2,0 Hz; H-6), 5 6,37 (1H, d, J = 2,0 Hz; H-8) e 6 7,20 (2H, s, H-2’ ¢ H-6")
0 que confirma a unidade de miricetina. O hidrogénio anomerico em 6 5,33 (1H,d, J=7,7
Hz) sugere a presenca de uma unidade p-D-galactopiranosideo (HARBORNE, 1994). Na
regido de 3,1-3,7 observam-se 0s sinais de acucar sobrepostos ao sinal de H,O
prejudicando a atribuicdo completa dos H. O espectro de **C-NMR (Figura 31) apresentou
15 sinais relativos a aglicona, além de 6 sinais referentes a unidade de acUcar. A tabela 7
apresenta os deslocamentos observados no espectro de *H-NMR e **C-NMR. Baseado na
comparacdo dos dados obtidos com a literatura (AGRAWAL, 1989) a substancia foi

caracterizada como sendo miricetina-3-O-p-D-galactopiranosideo.
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Figura 30. Espectro de *H-NMR da fragdo 190-2 (300 MHz, DMSO-d).
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Tabela 7. Deslocamentos quimicos de **C-NMR e *H-NMR da fragéo 190-2.

Posicéo BC-NMR*  'H-NMR*

2 156,2

3 133,8

4 177,4

5 161,2

6 08,7 6,19 (1H, d,
J=2,0Hz)

7 164.1

8 93,4 6,37 (1H, d,
J=2,0Hz)

9 156,2

10 103,9

I 119,9

2’ 108,6 7,20 (2H, s)

3 145,4

4 136,7

5 145,4

6’ 108,6 7,20 (2H, 9)

Acucar

17 102,1

2% 71,2

3 73,3

4 68,0

57 75,9

6 60,1

*300 MHz, DMSO-d.

Fracdo 190-3

Anaélise por ESI-IT-MS da fragdo 190-3, evidenciou a presenca do ion precursor de
m/z 449 [M — H] no espectro em primeira-ordem. Fragmentacdo em segunda-ordem desse
fon (Figura 32) gerou o ion produto Yo de m/z 317 [M — 132 —H]  resultante de clivagem
homolitica sugerindo a perda de uma unidade de pentose (132 Da) O-substituida na
aglicona do flavonoide. De acordo com esse padrdo de fragmentacdo, o composto foi

identificado como miricetina-3-O-pentosideo.

97



i
o
S

©
S

o
S

~
s

o
S

I,
S

Yo

Relative Abundance

N
S

317,09

@
S

m/z 317 =<

N,
[

=
S

b b b e bece bvvr e b b

0 L Sy e e e e e sy By e e e ey s B sy sy e s sy Bt s s s s |
150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750

m/z

Figura 32. Espectro de massas de segunda-ordem obtido por ESI-IT-MS/MS do ion precursor de m/z = 449

[M — HJ, obtido em modo negativo. Para condigdes espectrométricas veja: Material e Métodos.

O experimento de *H-NMR (Figura 33) da amostra 190-3 apresentou sinais em &
6,19 (1H, d, J = 2,0 Hz; H-6), 5 6,38 (1H, d, J = 2,0 Hz; H-8) € § 7,07 (2H, s, H-2" ¢ H-6")
0 que confirma a unidade de miricetina. O hidrogénio anomerico em 6 5,53 (1H,d,J=1,5
Hz) e os deslocamentos de '*C sugerem a presenca de uma unidade O-o-
arabinofuranosideo (HARBORNE, 1994). O espectro de **C-NMR (Figura 34) apresentou
15 sinais relativos a aglicona além dos 6 sinais referentes a unidade de agucar. A tabela 8
apresenta os deslocamentos observados no espectro de *H-NMR e **C-NMR. Baseado na
comparacdo dos dados obtidos com a literatura (AGRAWAL, 1989) a substancia foi

caracterizada como sendo miricetina-3-O-a-arabinofuranosideo.
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Figura 34. Espectro de *C-NMR da fragdo 237-2 (300 MHz, DMSO-d).
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Tabela 8. Deslocamentos quimicos de **C-NMR e *H-NMR da fragéo 190-3.

Posicéo BC-NMR*  'H-NMR*

2 156,4

3 133,3

4 177,8

5 161,2

6 98,6 6,19 (1H, d,
J=2,0Hz)

7 164,3

8 93,5 6,38 (1H, d,
J=2,0Hz)

9 157,3

10 103,9

I 119,9

2’ 108,1 7,07 (2H, s)

3 145,7

4 136,6

5 145,7

6’ 108,1 7,07 (2H, 9)

Acucar

17 107,6 5,53 (1H, d,
J=15Hz)

2% 82,0

3 76,8

4 85,4

57 60,4

*300 MHz, DMSO-ds.

Fracéo 223

A fracdo 223 contendo 26 mg foi obtida apds separacdo por GPC e por analises em
TLC observou-se que havia uma mistura de flavonoides. Através do experimento de NMR
foi possivel identificar uma das substancias. O experimento de *H-NMR da amostra 223
apresentou sinais em & 6,18 (1H, d, J = 2,0 Hz; H-6), 8 6,37 (1H, d, J =2,0 Hz; H-8) ¢ 6
7,15 (2H, s, H-2’ ¢ H-6") o que confirma a unidade de miricetina. O espectro de BC-.NMR
apresentou 15 sinais relativos a aglicona aléem de 5 sinais referentes a unidade de agucar.

A tabela 9 apresenta os deslocamentos observados no espectro de *H-NMR e *C-NMR.
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Baseado na comparacdo dos dados obtidos com a literatura (AGRAWAL, 1989) a

substancia foi caracterizada como sendo miricetina-3-O-a-arabinopiranosideo.

Tabela 9. Deslocamentos quimicos de **C-NMR e *H-NMR da fraco 223.

Posicéo BC-NMR*  'H-NMR*

2 156,3

3 133,9

4 177,5

5 161,2

6 98,7 6,18 (1H, d,
J=2,0Hz)

7 164,3

8 93,4 6,37 (1H, d,
J=2,0Hz)

9 156,4

10 103,9

I’ 119,8

2 108,5 7,15 (2H, s)

3 145,6

4’ 136,8

5 145,6

6’ 108,5 7,15 (2H, 9)

Acucar

1 101,7 518 J =5
Hz)

2 70,7 3,77 (m)

3” 71,8 3,51 (dd)

4 66,2 3,65 (m)

5% 64,4 3,24 (m)

*500 MHz, DMSO-d.

Fracgdo 237

A fracdo 237 contendo 140 mg foi analisada por HPLC-RI semipreparativo dando
origem a uma subfracdo com um composto puro. A fracdo 237-2 com 16 mg foi analisada
por ESI-IT-MS, gerando um espectro de primeira-ordem com ion precursor de m/z 615
[M — HJ] (Figura 35). A fragmentacdo desse ion por ESI-IT-MS/MS levou ao ion produto
Y1 de m/z 463 [M — 152 — H]  referente a perda de uma unidade de galoil. A fragmentacédo

do ion produto de m/z 463 nédo foi possivel, porém baseado nos compostos caracterizados
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anteriormente, duas possibilidades foram propostas para a identificagdo das unidades
constituintes desse ion produto. Uma possibilidade seria a presenca de uma unidade de
deoxihexose ligada a uma miricetina, outra possibilidade seria uma unidade de hexose

ligada a quercetina.
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Figura 35. Espectro de massas de segunda-ordem obtido por ESI-IT-MS/MS do ion precursor de m/z = 615

[M —HJ, obtido em modo negativo. Para condi¢des espectrométricas veja: Material e Métodos.

O experimento de *H-NMR (Figura 36. A-B) da amostra 237-2 apresentou sinais
emd 6,18 (1H, d, J = 2,0 Hz; H-6), 6 6,39 (1H, d, J = 2,0 Hz; H-8) € 6 6,82 (1H, d, J = 8;
H-5") além dos sinais em & 7,52 (1H, dd, J=2,0,J =8 Hz; H-6") e 6 7,63 (1H, d, J=2,0
Hz; H-2’) o que confirma a presenca da quercetina. Na regido de 3,4-3,6 ppm observam-se
0s sinais de acucar sobrepostos ao sinal de H,O prejudicando a atribuicdo completa dos H.

A tabela 10 apresenta os deslocamentos observados no espectro de *H-NMR e **C-NMR
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(Figura 37). Comparacdo dos dados obtidos com a literatura possibilitou a identificacdo

deste composto como sendo quercetina-3-O-(6"galoil)-B-galactopiranosideo (Figura 38).
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Figura 36A. Espectro de *H-NMR da fracio 237-2 (300 MHz, DMSO-ds).
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Figura 37. Espectro de **C-NMR da fracdo 237-2 (300 MHz, DMSO-dg).
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Tabela 10. Deslocamentos quimicos de *C-NMR e 'H-NMR da fragdo 237-2.

Posicéo “C-NMR*  'H-NMR*

2 156,3

3 133,5

4 177,4

5 161,2

6 98,8 6,18 (1H, d,
J=2,0Hz)

7 164,2

8 93,6 6,39 (1H, d,
J=2,0Hz)

9 156,4

10 103,8

1’ 121,0

2’ 115,2 7,63 (1H, d,
J=2,0Hz)

3’ 1448

4 148,5

5’ 116,0 6,82 (1H, d,
J=128)

6’ 121,9 7,52 (1H,
dd,J=2,0,J
=8 Hz)

Acucar

1 102,1

2”7 71,1

37 72,8

4 67,8

5 72,4

6 62,1

Galoil

1’ 119,1

27 108,6 6,8 (s)

37 145,5

4’ 138,5

57 145,5

6’ 108,6 6,8 ()

*300 MHz, DMSO-dg
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Figura 38. Estrutura proposta para quercetina-(6°’-O-galoil)-p-galactopiranosideo.

Fracgdo 274

A fracdo 274 obtida por separacdo por GPC apresentou uma mistura de compostos
distintos com grande diferenca na polaridade quando analisada por TLC. Devido a essa
diferenca de comportamento frente a silica, uma metodologia empregando o uso da
técnica de extracdo em fase s6lida com cartuchos contendo silica Cig (SPE Cig) foi
desenvolvida para o isolamento desses compostos. Os cartuchos foram pré-condicionados
passando sequencialmente 15 mL de MeOH e 10 mL de H,O. Em seguida a amostra
(respeitando o limite de carga de 1 mg para cada 10 mg de fase estacionaria) previamente
solubilizada em um pequeno volume de solucdo (~ 1 mL MeOH/H,0 1:1 v/v) foi aplicada
nos cartuchos. Solugdes contendo MeOH 100%, MeOH/H,0 (2:8 v/v) e H,O 100% foram
utilizadas como eluente e aplicadas (10 mL) nos cartuchos. Cada eluato foi coletado como
uma fracdo separada e monitorado por TLC em varios sistemas eluentes, sendo empregado
nesta analise comparativa, quercetina como substancia de referéncia. No total, uma
aliquota de 150 mg foi aplicada multiplas vezes no cartucho originando trés fracdes: 274-
M, 274 -MW e 274-W3.

Fracéo 274-M
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A andlise comparativa por TLC da fracdo 274-M (15 mg), eluida na solugdo
MeOH 100%, evidenciou apenas uma mancha com Rt e coloragdo similar a quercetina,
utilizada como substancia de referéncia. O espectro em primeira-ordem obtido por ESI-IT-
MS da fracdo 274-M (Figura 39), evidenciou a presenca do ion precursor de m/z 301, o

qual sugere a presenca de uma quercetina.
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Figura 39. Espectro de massa de primeira-ordem obtido por ESI-IT-MS/MS da fracdo 274-M, obtido em
modo negativo. Para condi¢Bes espectrométricas veja: Material e Métodos.

O experimento de *H-NMR da amostra 274-M apresentou sinais em & 6,08 (1H, d,
J=2,0Hz; H-6), 5 6,28 (1H, d, J = 1,5 Hz; H-8) ¢ 6 6,78 (1H, d, J = 8,5; H-5") além dos
sinais em & 7,52 (1H, dd, J =2,0,J =8,5 Hz; H-6") e 6 7,63 (1H, d, J = 2,0 Hz; H-2") 0

que confirma a presenca da quercetina.

Fracéo 274-MW

Anélise da fracdo 274-MW, eluida na solu¢cdo MeOH/H,0 (2:8 v/v), evidenciou um
sinal intenso do ion precursor de m/z 585 [M — H] no espectro em primeira-ordem.
Fragmentacdo em segunda-ordem do ion precursor gerou o ion produto Y; de m/z 433 [M
— 152 — HJ, evidenciando a perda de uma unidade galoil, e outro ion produto Y, de m/z
301 [M — 152 — 132 — H]  evidenciando a perda uma pentose O-substituida na aglicona do
flavonoide. Fragmentacdo de terceira-ordem do ion produto Yo de m/z 301 gerou ions
produtos fragmentos de m/z 179 (*?A") e de m/z 151 (**A), tipicos da fragmentacdo RDA

em flavondis (3-OH) com o anel-A dihidroxilado, sugerindo o flavonoide quercetina como
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aglicona. Baseado nesse padrdo de fragmentagdo esse composto foi identificado como
quercetina-O-(0O-galoil)-pentosideo. A figura 40 apresenta os espectros obtidos.
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Figura 40. Espectro de massas da fracdo 274-MW: A — espectro em primeira-ordem da fragdo 274-MW. B —

Espectro em segunda-ordem (MS/MS) do ion precursor de m/z 585. C — Espectro em terceira-ordem

(MS/MS?) do fon produto de m/z 301. Para condigdes espectrométricas veja: Material e Métodos.
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Fracgéo 274-W

O espectro de primeira ordem da fracdo 274-MW (3 mg), eluida na solucdo H,O
100%, evidenciou a presenca do ion precursor de m/z 631 [M — H] . Fragmentacdo em
segunda-ordem do ion precursor gerou um ion produtos Y,  de m/z 479 [M — 152 — H],
atribuido a perda de uma unidade galoila, e o ion produto Yo de m/z 317 [M — 152 — 162 —
H] referente a perda de uma hexose O-substituida na aglicona do flavonoide.
Fragmentacdo em terceira-ordem do ion produto de m/z 317 gerou ions com valores de
m/z abaixo da aglicona (m/z < 317) como m/z 179 (*?A) e m/z 151 (**A) que juntos s&o
tipicos da fragmentacdo RDA de flavonois (3-OH) com anel-A dihidroxilado. A posicdo
exata da ligacdo do grupo galoil na hexose baseado somente nos espectros de massas
obtidos ndo pode ser definida, mas eles aparecem predominantemente na posigdo 6’ da
hexose; no entanto outras posi¢cdes ndo podem ser excluidas. Somente quando no espectro
de massas o fragmento ®*X” é presente, se pode confirmar a posi¢do 6>’ (BYLKA et al.,
2002). Nos experimentos realizados esse fragmento ndo esteve presente, portanto,
considerando esse padrdo de fragmentacdo, esse composto foi identificado como

miricetina-O-(O-galoil)-hexosideo. A figura 41 apresenta 0s espectros obtidos.

113



i
o
S

631,36 A

m/z 152 \

OH

©
S

o
S

[M-HJ

~
S

o
S

N
S

@
S

N,
S

479,31

Relative Abundance
- o
o o
v b b b b e e boce e b

o

T T T T
200 250 300 350 400 450

T T T
550 600 650

T T
750 800

-
IS}
[SE|

=
o
S

OHT -H / 480,13 B

©
=}

®
=}

HO

~
I=}

@
=}

Relative Abundance

N
o

Ho 9
Mz 317 gt

20

10

8
e s b e b e b bl

0 T T T T T — — T T —
150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700

m/z

100 317,13
9
80
70

60

50

Relative Abundance

40

30

@)

) HO /

13- 12 p- [Yo— H-COOH] Mz 151 <€---
A¥ Al ¥ MZ 179 ~-mwmmmmemees 4

272,16
151,02 179,10 516
O A s B e o N B A I B e B e S B e e T A s B B S B e

100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700
m/z
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Espectro em segunda-ordem (MS/MS) do ion precursor de m/z 631. C — Espectro de terceira-ordem
(MS/MS?) do fon produto de m/z 317. Para condigdes espectrométricas veja: Material e Métodos.
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Fracgédo 325

A fracdo 325 contendo 18 mg foi obtida apds separacdo por GPC. A andlise por
TLC evidenciou a presenca de uma Unica mancha, indicando que a fragdo continha uma
substancia majoritaria isolada. O experimento de *H-NMR da amostra 325 apresentou
sinais em & 6,17 (1H, d, J = 2,0 Hz; H-6), & 6,36 (1H, d, J = 2,0 Hz; H-8) e & 7,22 (2H, s,

H-2’ e H-6") o que confirma a unidade de miricetina.

Analise por HPLC-PAD dos flavonoides heterosideos isolados

Informacdes sobre estruturas de flavonoides também podem ser obtidas pelo
comportamento cromatografico do composto. Na fase reversa, geralmente colunas Cig, 0S
compostos mais polares eluem primeiramente, podendo assim ser correlacionada a
polaridade dos compostos e o tempo de retengdo na corrida cromatogréafica. Portanto, o
tempo de retencdo é inversamente correlacionado com o aumento da glicosilacéo,
enquanto que o aumento do nimero de unidades acila, metila e prenila causam efeito
contrario; no entanto a posicdo da ligacdo destes substituintes pode afetar
consideravelmente o tempo de retencdo. Quando possuem um padrdo de substituicdo
equivalente, flavanonas precedem flavonois, os quais precedem flavonas. Para compostos
isoméricos que diferem na estrutura glicosidica, rutinosideos eluem a frente de
neoesperidosideos, galactosideos a frente de glucosideos (ROBARDS E ANTOLOVICH
1997), glucosideos a frente de arabinosideos e arabinosideos a frente de rhamnosideos
(HARBORNE E BOARDLEY, 1984).

A fim de se explorar a relacdo entre estrutura e tempo de retencdo, 0s compostos
isolados foram analisados por HPLC-PDA (Figura 42 e 43) empregando o uso de coluna

Cig com 250 x 4.6 mm d.i., com particulas com tamanho médio de 5 um.
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Figura 42. Cromatogramas e espectros de UV obtidos por HPLC-PAD de flavonoides heterosideos e
acetilados derivados de quercetina. Sistema de eluicdo: A (MeOH + 0,1% Ac. Férm.) e B (H,0 + 0,1% Ac.
Férm.). Isocrético: 40% de A em B por 40 min. Coluna Phenomenex® Luna Cig (250 X 4,6 mm i.d., 5 um),

HPLC (Jasco®), fluxo 1,0 mL min™, A = 254 nm, Volume de injecdo: 20uL. Forno de coluna: 40°C.
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Figura 43. Cromatogramas e espectros de UV obtidos por HPLC-PAD de flavonoides heterosideos e
acetilados derivados de miricetina. Sistema de eluicdo: A (MeOH + 0,1% Ac. Form.) e B (H,O + 0,1% Ac.
Férm.). Isocrético: 40% de A em B por 40 min. Coluna Phenomenex® Luna Cig (250 X 4,6 mm i.d., 5 um),

HPLC (Jasco®), fluxo 1,0 mL min™, A = 254 nm, Volume de injecdo: 20uL. Forno de coluna: 40°C.

A andlise dos cromatogramas obtidos mostra que flavonoides-O-(O- galoil)-hexose
tiveram o t, bem menor quando comparados com 0s outros compostos em que esse grupo
era ausente. No entanto, a substituicdo da unidade de hexose por pentose nesses
compostos aumentou consideravelmente o t. Também se observa que as configuracdes
xilopiranosideos eluiram a frente de xilofuranosideos e estes a frente de
arabinopiranosideos e arabinofuranosideos. Com maior t, se observa os flavonoides com
unidades de rhamnoses e agliconas. Portanto a ordem de elui¢do para os flavonoides
derivados de quercetina e miricetina isoméricos com diferentes unidades de acucar

obedeceu a seguinte ordem: O-(O-galoil)-hexoses, O-xilopiranosideos, O-
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xilofuranosideos, O-arabinopiranosideos, O-arabinofuranosideos e por dltimo O-

rhamnopiranosideos.

Avaliacio quantitativa do extrato EtOH 70% de M. bella

Durante a etapa de quantificacdo foi empregado o método de calibracdo externa.
As amostras foram analisadas por HPLC-PAD para a constru¢do da curva analitica
utilizando padrdes comerciais de acido galico e quercetina.

Cada amostra foi preparada e injetada em triplicata e a resposta de absorcéo obtida
em 280 nm para os compostos derivados de acidos fendlicos e 360 nm para os derivados
de flavonoides. Ao final, as areas médias sob os picos cromatograficos das amostras foram
calculadas e os valores obtidos interpolados em funcdo da concentracdo usando regressao

linear. Os dados foram apresentados como media * desvio das injecdes (Figura 44).
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Figura 44. Curvas analiticas obtidas pelo método de calibracdo externa a partir de injecfes em triplicata
para a quantificacdo de compostos derivados de &cidos fendlicos utilizando acido galico (A) e flavonoides

utilizando quercetina (B).

A partir das curvas analiticas foram obtidos os coeficientes linear (a) e angular (b),
os coeficientes de correlagdo (r?) e os limites de deteccdo (LOD) e de quantificagdo
(LOQ), todos apresentados na tabela 11.
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Tabela 11. Dados de regressdo linear para os padroes empregada na elaboracdo das curvas analiticas.

Padréo Coeficiente Coeficiente Coeficiente Faixa linear LOD LOQ
linear (a) angular (b) de2 correlagdo  (pg.mL™Y) (Mg.mLY  (ug.mL™)
(r)*
Acido galico  -2,2237 75639 0,9992 1-500 2.27 6,8
Quercetina -3,31288 87488 0 0,9996 1-500 1,57 4,75
*P < 0,0001.

O limite de deteccdo (LOD) foi determinado como o sinal equivalente a 3,3 vezes
o0 valor entre a razdo do coeficiente linear (a) pelo coeficiente angular (b) (3,3 x a/b)
obtidos pela equacdo da reta da curva analitica de calibragdo. O limite de quantificacdo
(LOQ) foi dado como 10 vezes o valor desta razéo (10 x a/b) (RIBANI et al., 2004).

A anélise de linearidade mostrou os seguintes valores: ac. galico r*= 0,9992
(regresséo linear: y = -2,2237 + 75639*x) e quercetina r*= 0,9996 (regressio linear: y = -
3,31288 + 87488*x). LOD para 0 4c. galico foi de 2.27 pg.mL™ e LOQ de 6.8 pg.mL™.
Para quercetina LOD foi de 1.57 pg.mL™"e LOQ de 4.75 pg.mL(Tabela 11).

Aplicacdo do método analitico

A determinacdo da concentracdo de acidos fenolicos e flavonoides presentes no
extrato foliar foi realizada no extrato EtOH 70%. Desta forma, tentou-se chegar a
resultados mais representativos com relacdo a real composicdo dos metabdlitos
secundarios presentes no extrato hidroalcodlico.

Uma solugdo estoque contendo 100 pg.mL™ de cada padrdo foi preparada e
solubilizada em MeOH/H,0 (7:3, v/v). As solucBes padrdo cobrindo intervalos lineares
com dez niveis de concentracdo (1; 2; 5; 10; 20; 50; 100; 200; 300 e 500 pg/mL™) foram
feitas a partir de diluicdes das solucbes estoque e o volume final ajustados para 1 mL.
Todas as amostras foram mantidas em freezer a -18°C.

Trés amostras de extrato EtOH 70% de M. bella contendo 10 mg, foram
acuradamente preparadas e solubilizadas em 1 mL de solu¢do MeOH:H,0 (7:3, v/v) e em
seguida filtradas em membrana de PTFE 0,45 um para um vial e analisadas em triplicata
por HPLC-PAD.
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A Figura 45 ilustra as separac@es cromatogréficas dos compostos presentes no

EtOH 70% obtidas para a investigacdo quantitativa do extrato.
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Figura 45. Separacdo cromatografica empregada na etapa quantitativa dos metabdlitos secundarios
presentes no extrato EtOH 70% das folhas de M. bella. Sistema de eluigio: A (MeOH + 0,1% Ac. Form.)
e B (H;0 +0,1% Ac. Férm.). Gradiente: 5-45% de A em B em 160 min. Coluna Phenomenex® Luna Cyg
(250 x 4,6 mm i.d., 5 um), HPLC (Jasco®), fluxo 1,0 mL.min™, Volume de injecdo: 20uL. Forno de
coluna: 40°C.

Com o auxilio do detector PAD, cada pico cromatografico encontrado teve seu
espectro de UV analisado para escolha da curva de calibracdo empregada na quantificacdo
com base na similaridade espectral. Os picos que exibiram espectros com maximos na
regido do UV entre 210-220 nm e entre 260-280 nm, tipicos de é&cidos fenolicos
(STICHER, 2008) foram quantificados utilizando a curva construida com acido galico em
280 nm. Os compostos com maximos na regido do UV em 240-290 nm e entre 300-390
nm tipicos de flavonoides (MERKEN e BEECHER, 2000), foram quantificados utilizando
a curva da quercetina.

ApoOs a analise de similaridade espectral, os picos relacionados para a
quantificacdo tiveram suas &reas integradas e calculadas com auxilio do software Jasco®
ChromPass.

A Tabela 12 indica a concentracdo individual dos picos cromatograficos
estabelecida a partir das curvas analiticas obtidas com os padrdes acido galico e

quercetina.
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Tabela 12. Concentracdo dos derivados de acido galico e flavonoides no extrato EtOH 70% das
folhas de M. bella.

Picos Rt Compostos Concentragéo * Curva”
(min) DP? (ug.mL™)

434 acido galico 1213 +2.35 AG
27,84 n.d. 7,19+0,87 AG
43,05 nd.® 8,07+£0,71 AG
50,52 nd.* 8,40 + 0,57 AG
67,95 miricetina-3-O-B-D-galactopiranosideo 9,92 +0,91 Q
75,383 quercetina-O-(6"-O-galoil)-B-galactopiranosideo 5,46 + 0,65 Q
84,108 quercetina-3-O-p-D-galactopiranosideo 21,82 +2,05 Q
87,252 quercetina-hexosideo 11,09 +£1,05 Q
90,822 quercetina-3-O B-D-xilopiranosideo 7,01 £0,78 Q
92,873 quercetina-3-O-B-D-xilofuranosideo 14,06 +1,33 Q
97,749 quercetina-3-O-a-L-arabinofuranosideo 29,99 + 3,37 Q

102,105 quercetina-O-B-D-rhamnopiranosideo 15,81 £1,49 Q

119,768 Quercetina 9,83 +1,47 Q
Estimativa de

Acidos fenolicos 35,80

Estimativa de
Flavonoides 129,02

®DP = desvio padrdo para n = 3.

®Curva analitica empregada na quantificacdo com base na similaridade espectral. AG = 280 nm; Q = 360
nm.

°n.d.: nfo determinado.

Os resultados da analise quantitativa do extrato EtOH 70% apresentados na Tabela
12, mostram que os flavonoides parecem estar presentes em maior concentracdo (129,02
ng.mL™) quando comparados com os 4cido fenélicos (35,80 ug.mL™).

Nota-se que os flavonoides heterosideos derivados da quercetina foram os
compostos majoritarios. O composto quercetina-3-O-o-L-arabinofuranosideo com 29,99
ng.mL™* foi o composto encontrado em maior concentracdo, seguido dos compostos
quercetina-3-O-p-D-galactopiranosideo  com 21,82 pg.mL?,  quercetina-O-p-D-
rhamnopiranosideo com 15,81 pug.mL™ e quercetina-3-O-B-D-xilofuranosideo com 14,06
ng.mL™.

Esta abordagem mostrou que os flavonoides heterosideos derivados de quercetina

foram majoritarios, porém analises sazonais em areas fitogeogréaficas distintas seriam
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necessarias para uma avaliacdo mais adequada sobre a real concentracdo desses compostos
em Myrcia bella. Um estudo avaliando de variabilidade quimica de Lychnophora
salicifolia Mart. revelou que ndo houve variagcdes qualitativas e quantitativas em espécies
da mesma regido, porém analises estatisticas revelam uma grande variabilidade entre as
amostras de diferentes regides. Isto indica que o padrdo de concentracdo dos compostos
analisados depende da distribuicdo geogréfica do espécime (GOUVEA et al, 2012).

Validacéo dos dados

A repetitividade baseada na injecdo em triplicata de trés concentragdes conhecidas
(50, 100, 200 pg.mL™) foi analisada por HPLC-PAD e o desvio padrio relativo (RSD %)
foi calculado para cada padréo (Tabela 13). Valores de RSD % variaram de 0.32 — 2.40%
intra-day e 0.52 — 2.32% inter-day para ac. galico e 0.39 — 3,0% intra-day e 0.47-1,47%

inter-day para quercetina.

Tabela 13. Dados de precisao obtido dos analitos,expressos como RSD (%).

Analitos Concentracdo Precisao

(ng.mL™) Intra-day (+ SD) RSD % Inter-day (+ SD) RSD %
Ac. galico 50 41,66 £1,0 2,40 35,93 £ 0,85 2,36
(n=3) 100 77,53 10,25 0,32 74,16 £ 0,49 0,66

200 143,2 £ 0,95 0,66 142,13 £ 0,75 0,52
Quercetina 50 45,23 £0,30 0,66 42,63 £ 0,63 1,47
(n=3) 100 85,2 +2,6 3,0 86,43 £ 0,81 0,93

200 163,36 £ 0,64 0,39 169,73 £0,8 0,47
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Andlise por FIA-ESI-IT-MS/MS" do extrato EtOH 70%

Além dos experimentos que levaram ao isolamento e identificacdo de compostos,
também foi realizada uma andlise da composicdo quimica do extrato EtOH 70%
empregando a técnica de ESI-IT-MS com inser¢do direta da amostra.

O principal objetivo desta analise foi avaliar a capacidade da técnica ESI-IT-MS
para produzir informac6es espectrais sobre a constituicdo quimica da amostra analisada de
forma rapida e direta, sem a necessidade de etapas de pré-tratamento e/ou de separacfes
cromatograficas.

Apesar de os padrdes de fragmentacdo por espectrometria de massas poderem
variar dependendo do equipamento usado, varios autores demonstram que a principal via
de fragmentagdo dos flavonoides é aparentemente independente dos modos atuais de
ionizacdo (ESI, APCI ou MALDI) ou dos tipos de analisadores utilizados (triTOF, IT ou
QTOF). Porém, diferencas significativas na abundancia relativa dos sinais dos ions
fragmentos podem ser observadas quando instrumentos diferentes s&o utilizados
(WOLFENDER et al., 2000; WARIDEL et al., 2001; DE RIJKE et al., 2003; MARCH et
al., 2007).

Fragmentos de ions gerados por espectrometria de massas de flavonoides sao
geralmente designados de acordo com um sistema nomenclatura elaborado por Mabry,
Markham, and Thomas (1970), modificado por Ma et al. (1997) para agliconas e para 0s
glicosilados um sistema criado por Domon e Costello (1988).

Para agliconas livres, os simbolos A, e By sdo utilizados para se referir a
fragmentos contendo anel-A e -B intactos respectivamente, enquanto que os simbolos i e |
indicam quebras das ligacdes do anel-C. Fragmentos do agucar, com cargas retidas na
porcdo do carboidrato, sdo indicadas como A;, Bi e C;, onde i representa o nimero de
ligacBes quebradas, contadas a partir da unidade glicosidica terminal. fons contendo a
aglicona séo indicados como X;, Y, Zj, onde j representa o nimero de clivagens de ligagéo
interglicosidica, contando a partir da aglicona.

Uma analise de carater exploratorio foi realizada no modo positivo e negativo, e
quando comparados os resultados, 0 modo negativo foi capaz de obter resultados mais

informativos para a obtencdo da composi¢cdo quimica. Desta forma, somente os resultados
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em modo negativo serdo apresentados e discutidos. Assim, 0 modo negativo foi escolhido
considerando o conhecimento prévio da composicdo flavonoidica dessa espécie e que esta
classe de compostos secundarios ionizam facilmente pela desprotonacdo das hidroxilas
fendlicas, sendo as moléculas desprotonadas dos flavonoides transferidas facilmente para
a fase gasosa como ions negativos.

Diante destas observacGes e conhecendo, em parte, a composi¢cdo quimica do
material estudado, nesta etapa do estudo, foi realizada a caracterizacdo dos metabolitos
secundarios presentes no extrato EtOH 70% por ESI-IT-MS/MS no modo de insercdo
direta da amostra.Uma aliquota de 100 ug do EtOH 70% foi dissolvida com 1 mL de
MeOH:H,0 (1:1 v/v) e em seguida filtrada em membrana de PTFE com poro de 0,45 pum.
A solucéo foi introduzida diretamente na fonte de ESI por meio de uma seringa de vidro
impulsionada por um sistema de bombeamento em fluxo de 15 pL min™.

A figura 46 mostra o espectro de massas com 0s ions precursores das moléculas
desprotonadas ([M-H]) do extrato EtOH 70% de M. bella.
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Figura 46. Espectro de massas de primeira-ordem obtido por FIA-ESI-IT-MS do extrato EtOH 70%
analisado em modo negativo. Para condi¢Bes espectrométricas veja: Material e Métodos.

Fragmentagdo dos principais ions precursores em multiplos estagios evidenciou a
presenca de diversos metabdlitos, conforme discutido a seguir. A nomenclatura de
Murraye colaboradores (2006) e Ma e colaboradores (1997) foram adotadas na discussao
dos espectros.

O fion precursor de m/z 197 [M — H] presente no espectro de primeira-ordem
(Figura 46) confirma a presenga do composto identificado como galato de etila. As
agliconas quercetina e miricetina de m/z 301 [M — H] e m/z 317 [M — H] apresentaram

sinais de alta intensidade no espectro de primeira-ordem.

O ion precursor de m/z 169 foi atribuido ao acido galico. Fragmentacdo em
segunda-ordem desse ion precursor (Figura 47) levou a formacédo do ion produto de m/z
125 [M — 44 — H], apos a perda de 44 Da (COQ’), confirmando a presenca do composto
acido galico previamente isolado e caracterizado por experimentos de NMR (CHUA et al.,
2011).
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Figura 47. Espectro de massas de segunda-ordem obtido por ESI-IT-MS/MS do ion precursor de m/z 169,

em modo negativo. Para condi¢Bes espectrométricas veja: Material e Métodos.
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O ion precursor de m/z 191 [M — H]  foi atribuido ao acido quinico. Fragmentacéo
em segunda-ordem desse ion (Figura 48) levou aos ions produto de m/z 172 , m/z 127 e
m/z 85. Esse padrdo de fragmentacdo confirma a presenca do acido quinico.
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Figura 48. Espectro de massas de terceira-ordem obtido por ESI-IT-MS/MS do ion precursor de m/z 191, em
modo negativo. Para condicBes espectrométricas veja: Material e Métodos.

Fragmentacdo em segunda-ordem do ion precursor de m/z 433 [M - H] resultou no
espectro na Figura 49. O ion produto Yo de m/z 301 [M — 132 — H], foi atribuido a
quercetina e sugere a perda de 132 Da, indicando a perda de uma unidade de pentose. Esse
padrdo de fragmentacdo foi atribuido a quercetina-O-pentosideo, e confirma a presenca
das quercetinas com diferentes configuracbes de pentoses previamente isoladas e
identificadas por NMR.
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Figura 49. Espectro de massas de segunda-ordem obtido por ESI-IT-MS/MS do ion precursor de m/z 433,

0

em modo negativo. Para condi¢Ges espectrométricas veja: Material e Métodos.

Fragmentagdo MS/MS do ion precursor de m/z 447 [M — HJ’, levou a formacéo do
jon produto Yo de m/z 301 [M — 146 — HJ, sugerindo a perda de uma deoxihexose (146
Da). O ion produto Yy foi atribuido a quercetina. Além desses ions fragmentos, outros ions
diagnosticos foram detectados. O fon fragmento ®?X™ proveniente da perda de 104 Da da
clivagem interna da ligagdo do acUcar, € caracteristico de deoxihexoses (LI e CLAEYS,
1994). Outro fragmento detectado, [Yo — H — COJ, é tipico de flavonois 3-O-
monoglicosideos (ABLAJAN et al., 2006). A presenca desses ions fragmentos juntos
possibilitaram a identificacdo e confirmacdo da presenca do composto quercetina-3-O-f3-

D-rhamnopiranosideo (Figura 50).
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Figura 50. Espectro de massas de segunda-ordem obtido por ESI-IT-MS/MS do ion precursor de m/z 447,

em modo negativo. Para condicGes espectrométricas veja: Material e Métodos.

Fragmentacdo em segunda-ordem do ion precursor de m/z 449 [M — H] (Figura
51) levou a formacdo do ion produto Yo de m/z 316 [M — 132 — 2H] devido a perda de
uma pentose, além da perda de 126 Da, gerando o fragmento ®°X" — 2H,0 de m/z 323,
caracteristico da clivagem interna das ligacGes de pentoses. Posteriormente, o fragmento
Yo sofreu uma clivagem do tipo RDA no anel-B, gerando o fon produto “*A” de m/z 179,
além de outros ions produtos com valores abaixo da aglicona como [Yo — H- COOH] de
m/z 271 e Zy de m/z 303, os quais confirmam a presenca da miricetina-3-O-o-

arabinopiranosideo e miricetina-3-O-a-arabinofuranosideo.
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Figura 51. Espectro de massas de segunda-ordem obtido por ESI-IT-MS/MS do ion precursor de m/z 449,

obtido em modo negativo. Para condicfes espectrométricas veja: Material e Métodos.

Fragmentacdo em segunda-ordem do ion precursor de m/z 479 [M — H] (Figrua 52)
produziu os ions produto Yo de m/z 316 [M — 162 — 2H]’, devido a perda de 162 Da, 0 que
sugere a presenca de uma hexose O-substituida na aglicona do flavonoide. O ion produto
[Yo— H-COOH] de m/z 271 gerado é caracteristico de compostos 3-O-monoglicosilados
(ABLAJAN et al., 2006). Esse padrdo de fragmentacdo confirma a presenca do composto

miricetina-3-O-p-D-galactorpiranosideo.
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Figura 52. Espectro de massas de segunda-ordem obtido por ESI-IT-MS/MS do ion precursor de m/z 479,
obtido em modo negativo. Para condigdes espectrométricas veja: Material e Métodos.

Fragmentacdo em segunda-ordem do ion precursor de m/z 463 [M — H] (Figura
53) gerou o ion produto Y, de m/z 316 [M — 146 — 2H] devido a perda de uma
deoxihexose, além dos fragmentos %?X"de m/z 359 [M — 104 — H] e ®'X" de m/z 331 [M —
132 — H] gerados a partir da clivagem interna das ligacGes glicosidicas, os quais
confirmam a presenca de uma deoxihexose (LI E CLAEYS, 1994). Outros fragmentos
como Yo', Zo de m/z 301 [M — 162 — HY’, [Yo— H- COOH] de m/z 271, “*A de m/z 179 e
138" de m/z 137 confirmam a presenca do composto miricetina-3-O-B-D-
rhamnopiranosideo. A figura 54 esquematiza a proposta de fragmentacdo observada no

espectro de MS.
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Figura 53. Espectro de massas de segunda-ordem obtido por ESI-IT-MS/MS" do ion precursor de m/z 463,
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obtido em modo negativo. Para condigdes espectrométricas veja: Material e Métodos.

OH

Figura 54. Proposta de fragmentacdo baseado na nomenclatura de Ma et al. (1997) e Domon e Costello
(1988) para miricetina-3-O-p-D-rhamnopiranosideo detectada por ESI-IT-MS/MS" no extrato EtOH 70%
das folhas de Myrcia bella.
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Fragmentagdo em terceira-ordem do ion precursor de m/z 585 [M — H] " (Figura 55)
produziu os ions produtos Y de m/z 433 [M — 152 — H]- devido a perda de 152 Da, o ion
produto Yo de m/z 301 [M — 132 — 152 — H]- devido a perda de 132 Da. O ion fragmento
Y2A" de m/z 179 gerado pela fragmentacdo RDA do anel-B confirma a presenca da
quercetina como aglicona. Esse padréo de fragmentacdo confirma a presenca do composto

previamente isolado e identificado como quercetina-O-(O-galoil)-pentosideo.
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Figura 55. Espectro de massas de segunda-ordem obtido por ESI-IT-MS/MS do ion precursor de m/z 585,

obtido em modo negativo. Para condi¢Bes espectrométricas veja: Material e Métodos.

Fragmentacdo do ion precursor de m/z 601 [M — H] produziu o ion produto Yo de
m/z 449 [M — 152 — H] devido a perda de 152 Da referente a uma unidade galoil (Figura
56). A fragmentacdo em segunda-ordem deste ion produto de m/z 449 néo foi possivel. No
entanto, considerando o perfil quimico obtido nesse estudo podemos inferir que este ion se
trata da miricetina-(O-galoil)-pentosideo, ja que outros flavonoides heterosideos

esterificados com uma unidade galoil foram caracterizados.
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Figura 56. Espectro de massas de segunda-ordem obtido por ESI-IT-MS/MS do ion precursor de m/z 601,
obtido em modo negativo. Para condigdes espectrométricas veja: Material e Métodos.

Fragmentacdo em segunda-ordem do ion precursor de m/z 615 [M — H] (Figura
57) gerou fragmentos de m/z 463 [M — 152 — H]- devido a perda de 152 Da atribuido uma
unidade galoila e de m/z 317 [M — 152— 146 — H]- devido a perda de 146 Da, confirmando
a presenca do composto miricetina-O-(O-galoil)-deoxihexosideo. Outro ion produto de
m/z 301 confirma a presenca do composto quercetina-3-O-(6’’-O-galoil)-B-
galactopiranosideo. Ambos flavonoides possuem a mesma massa molecular, porém o0s
fragmentos de m/z 317 e m/z 301 confirmam a presenca das agliconas miricetina e
quercetina respectivamente. A presenca desses dois fragmentos no espectro de massas

possibilitou a deteccdo e diferenciacdo destes dois compostos caracterizados previamente.
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Figura 57. Espectro de massas de segunda-ordem obtido por ESI-IT-MS/MS do ion precursor de m/z 615,

obtido em modo negativo. Para condigdes espectrométricas veja: Material e Métodos.

Fragmentacdo do ion precursor de m/z 631 [M — H] (Figura 58) produziu o ion
produto Y; de m/z 479 [M — 152 — H] ap0s a perda de 152 Da devido a perda de uma
unidade galoil. O ion precursor Y;” apds fragmentacdo gerou o ion produto Yo de m/z 316
[M — 152 — 162 — 2H] devido a perda de 162 Da atribuido a uma hexose. Esse padrao de

fragmentacdo confirma a presenca do composto miricetina-O-(O-galoil)-hexosideo.
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Figura 58. Espectro de massas de segunda-ordem obtido por ESI-IT-MS/MS do ion precursor de m/z 631,

obtido em modo negativo. Para condi¢des espectrométricas veja: Material e Métodos.
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Ao final da fragmentagdo em multiplos estagios dos ions precursores no espectro
de primeira-ordem, os experimentos de ESI-IT-MS/MS" forneceram informagdes
importantes para a caracterizacdo de compostos sem a necessidade de etapas de
purificacdo e/ou isolamento de substancias que despendem de muito tempo. Essa técnica
se mostrou rapida e eficiente na avaliagdo quimica dos compostos presentes no extrato
EtOH 70%.

A tabela 14 apresenta os fragmentos gerados caracteristicos de flavonois O-
heterosideos observados nos espectros obtidos por ESI-IT-MS/MS" que deram subsidio

para a identificacdo dos compostos presentes no extrato EtOH 70%.

Tabela 14. Perda de massas caracteristicas de flavonois O-heterosideos observadas nos espectros obtidos
por ESI-IT-MS/MS" do extrato EtOH 70% das folhas de Myrcia bella.

Fragmentos Acucares Fragmentos Aglicona
Hexoses Deoxihesoses Pentoses Quercetina Miricetina
0Ix: 134° =) 137°
02x 104° LA 151° 151°
02" —2H,0  --- 126" LZp 179° 179°
Y 162 146" 132° 301° 317°
Z; 301°¢

®Ref. Ferreres et al., 2007.
PRef. Li e Claeys, 1994.
‘Ref. Ma et al., 1997.

Analise por HPLC-ESI-IT-MS do extrato EtOH 70%

Flavonoides estdo geralmente presentes como misturas complexas em extratos
vegetais, o que dificulta o isolamento em grandes quantidades dos compostos suficiente
para analises espectrométricas. Uma forma de detec¢do e identificacdo de compostos em
misturas empregada atualmente com éxito € o uso de técnicas hifenizadas como HPLC-
MS. Essa técnica raramente é utilizada para a caracterizagdo completa de moléculas,
porém ela pode ser muito Gtil fornecendo o valor de m/z dos diferentes constituintes.
Adicionalmente, o HPLC-MS pode ser utilizado na derreplicacdo de compostos

previamente identificados, podendo nos dar informacgdes sobre os constituintes de uma
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mistura rapidamente (CONSTANT E BEECHER, 1995). Estudos comparando a
eficiéncia de diferentes técnicas de ionizacdo para flavonoides mostram que a ionizagdo
por eletronspray (ESI) no modo negativo é mais sensivel, juntamente com um sistema de
eluicdo acidificado (RAUHA et al., 2001). A acidificacdo da fase mdvel provoca um
melhora na separacdo dos compostos e mudanca nos tempos de retencdo dos compostos
em colunas Cys. Acidos volateis como &c. formico, &c. acético e trifluoracético sio
compativeis com o sistema HPLC-MS. Esses &cidos causam diversos efeitos em diferentes
concentracdes na sensibilidade e detec¢do dos compostos, além de aumento na eficiéncia
do sistema ESI, mas ao mesmo tempo reduz fortemente o tempo de retencdo (RAUHA et
al.,2001; APFEL et al., 1995). Portanto, um equilibrio considerando tempo de retencdo e
sensibilidade deve ser ajustado com modifica¢Bes na concentragdo do &cido na fase mével.
No modo negativo, uma concentracdo de 0,1% de acido formico parece ser preferivel, e
este 0 modo mais sensivel e adequado para inferir a relagdo m/z de flavonoides separados,
especialmente em casos onde estes compostos estdo presentes em baixas concentragdes
(DE RIJKE et al., 2003; SWASTSITANG et al.,2000; CUYCKENS e CLAYES., 2002,
BECCHI e FRAISE, 1989; MAURI et al., 1999; FABRE et al., 2001)

Nem sempre 0s sinais de m/z mais intensos sdo o0s ions precursores (adultos) no
modo negativo ([M — H]) e positivo ([M + H]"), pois adultos com moléculas dos
solventes e/ou acidos (52 54), além de complexos moleculares ([M — H — M] ™ (64) podem
ser gerados. Diminuicdo da voltagem do cone pode gerar reducdo de formacdo desses
complexos e dos adultos. (BARNES et al., 1994; SWATSITANG et al., 2000).

Diante disso, uma aliquota de 10 mg do extrato EtOH 70% foi solubilizada em
MeOH:H,0 (1 : 1 v/v) e submetida a analises por HPLC-ESI-MS no modo negativo. Os

dados obtidos sdo apresentados na figura 59 e na tabela 14.
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Figura 59. Cromatograma analitico obtido na analise por HPLC-ESI-MS do extrato EtOH 70% das folhas de Myrcia
bella. Sistema de elui¢do: A (MeOH + 0,1% Ac. Form.) e B (H,O + 0,1% Ac. Form.). Gradiente linear: 10-45% de A
em B em 200 min. Coluna Phenomenex® Luna Cis (250 x 4,6 mm i.d., 5 um). Fluxo 0,8 mL min™, A = 254 nm.

Volume de injec&o: 20uL.
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Tabela 15. Dados obtidos por HPLC-PAD-MS (espectros no UV e ions detectados) e FIA-ESI-IT-MS/MS"
(fons produtos) e identificagdo de compostos presentes no extrato EtOH 70% das folhas de Myrcia bella.

Pico Rt uv HPLC- ESI-IT-MS/MS" ions Tentative assignment
# (min) (W)  ESI-MS

1 3.7 - 179 n.f.° acido cafeico

2 4.1 -- 191 191,173, 127, 85 acido quinico

3 11.3 212,278 633 n.f.” n.i.

4 82.3 212,272 635 n.f.° n.it

5 92.1 -- 469 n.f.° ni.?

6 106.6 266,356 631 631, 479, 317, 271, 179, 151 miricetina-O-(0O-galoil)-hexosideo

7 119.5 266,350 479 479, 316, 271 miricetina-3- O-p-D-galactopiranosideo
8 123.4 266,362 449 449, 316, 271, 179 miricetina-3-O-a-arabinopiranosideo

9 127.8 266,356 615 615, 463, 301, 271 quercetina-O-(O-galoil)-hexosideo

10 129.8 260,356 615 615, 463, 301, 271 guercetina-3-O-(6’-O-galoil)-B-galactopiranosideo
11 132.7 260,356 449 317, 303, 271, 231, 179 miricetina-3-O-a-arabinofurano

12 133.9 260,350 463 317, 301, 271, 179, 136 miricetina-3-0O-B-D-rhamnopiranosideo
13 141.4 260,350 463 301, 273, 179, 151 guercetina-3-O-B-D-galactopiranosideo
14 1443 254,362 463 301, 273, 179, 151 quercetina-O-hexosideo

15 148.5 260,356 433 301, 261, 191 guercetina-3-O-B-D-xilopiranosideo

16 152.3 254,356 433 301, 261, 191 guercetina-3-O-B-D-xilofuranosideo

17 155.9 266,352 601 601, 449 miricetina-O-(O-galoil)-pentosideo

18 159.7 - 467 n.f.° n.i.?

19 160.0 266,356 433 301, 191 guercetina-O-a-L-arabinofuranosideo
20 164.0 254,350 447 301, 271, 255, 179 guercetina-3-O-B-D-rhamnopiranosideo
21 163.8 - 483 n.f.° n.i.?

22 169.2 - 477 n.f.° n.i.?

23 171 266,356 615 463, 317 miricetina-O-(O-galoil)-deoxihexosideo
24 176.8 260,356 585 433, 301, 179, 151 quercetina- O-(O-galoil)-pentosideo

25 181 - 631 n.f.° n.i.?

26 189.4 254,374 301 137 Quercetina

a’Composto ndo identificado.
*fon precursor ndo fragmentado.

Aliada a técnica de FIA-ESI-IT-MS/MS, o experimento por HPLC-ESI-MS

possibilitou a deteccdo de 26 ions e a identificacdo de 19 compostos simultaneamente.

Com excessdo dos flavonoides derivados de kaempferol e do composto galato de etila,

todos os compostos isolados e caracterizados por FIA-ESI-IT-MS/MS" e/ou NMR foram

detectados e identificados no extrato EtOH 70%.

compostos (Figura 60).

Por fim, as técnicas empregadas nesse trabalho possibilitaram a identificacdo de 22
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o OH

I o=
OH
i B /©/\/‘\OH
HO
HO

HO OH

3 &c. cafeico 4 &c. quinico

5 R;=H R2:hex

6 R;=H R, = deoxihex
7 Ry = OH R; = B-D-galactopiranosideo
8 R; = OH R; = B-D-rhamnopiranosideo HO

9 R; = OH R; = a-L-arabinofuranosideo

10 R; = OH R, = B-D-xilfuranosideo

11 R; = OH R, = pB-D-xilopiranosideo

12 R; = OH R, = (O-gall)-pent

13 R; = OH R, = (6°’-0O-gall)-B-galactopiranosideo
14 R; =0OH R, = (O-gall)-hex

15R;=H

16 R; = 3-O-B-D-rhamnopiranosideo

17 R; = 3-O-B-D-galactopiranoideo HO
18 R; = 3-O-a-arabinofuranosideo

19 R; = 3-O-a-arabinopiranosideo

20 Ry = (O-Gall)-pent

21 Ry = (O-Gall)-hex

22 Ry = (O-Gall)-deoxihex

Figura 60. Compostos encontrados no EtOH 70% das folhas de Myrcia bella (deoxyhex = deoxihexose; hex
= hexose; pent = pentose).
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6. CONCLUSOES



O estudo da composicdo quimica do EtOH 70% evidenciou a presenca de &cidos
fendlicos além de uma grande diversidade de flavonoides na forma de agliconas,
glicosilados e galoil glicosideos. Poucos trabalhos focam o estudo de extratos polares de
espécies de Myrcia, porém, nota-se em Myrcia bella e Myrcia multiflora DC. a presenca
marcante de flavonoides heterosideos e acetilados derivados de miricetina e quercetina
(YOSHIKAWA et al. 1998; MATSUDA et al. 2002). Estas duas espécies se diferenciam
apenas pela presenca de acetofenonas e flavanonas glicosiladas em M. multiflora. Esses
dados sdo importantes considerando o potencial uso dessas espécies como fitoterapicos,
pois metodologias eficientes que consigam diferenciar rapidamente a composi¢cdo quimica
de matrizes vegetais sdo desejaveis para controle de qualidade.

Os estudos por FIA-ESI-IT-MS e HPLC-PAD-ESI-MS se mostraram eficientes e
rapidos na deteccdo e identificacdo de todos os compostos isolados e caracterizados de M.
bella, sem a necessidade de etapas de purificacdo, contribuindo significativamente para a
busca de novos compostos bioativos. A presenca de grande quantidade de flavonoides em
mistura no caso do extrato € interessante do ponto de vista farmacologico, mas se torna
um desafio para as técnicas analiticas.

A quantificacdo desses compostos mostra que os flavonoides estdo presentes em
maior concentracdo (129,02 pg.mL™) no extrato EtOH 70% quando comparados com o0s
4cido fendlicos (35,83 pg.mL™) , sendo os flavonoides heterosideos quercetina-3-O-B-D-
arabinofuranosideo, quercetina-3-O-p-D-galactopiranosideo, quercetina-3-0-p-D-
rhamnopiranosideo 0s compostos majoritarios.

Os testes com o radical DPPH mostraram que o extrato EtOH 70% possui uma
atividade antioxidante alta (ICso = 8,23 pg.mL™) quando comparado com o padréo
positivo quercetina (ECso = 1,6 pg.mL™), o que pode ser explicada em parte pela presenca
majoritaria de flavonoides. Juntamente com o célculo do TPC, ficou claro que o a
concentracdo dos compostos fendlicos nas amostras influenciaram a atividade
antioxidante. Quanto maior a concentracdo de acidos fendlicos, mais eficiente foi a
atividade antioxidante.

Além da atividade antioxidante, os testes para avaliar os possiveis efeitos

alelopaticos mostraram que o extrato EtOH 70% gerou um estresse alelopatico durante o
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processo de germinacdo, interferindo drasticamente nos processos fisiologicos inibindo o
crescimento e desenvolvimento de raizes de Cucumis sativus e Hordeum Vulgare.

Os acidos fendlicos, mesmo que em menor concentracdo quando comparados com
os flavonoides, também podem atuar como aleloquimicos. Estudos de alelopatia mostram
que compostos isolados sdo ativos em baixas concentragdes (10° — 10° M) ou ainda em
concentracdes extremamente baixas de 10 M (MACIAS et al. 2001).

Considerando que Myrcia bella ocorre em diversos fragmentos de cerrado no estado
de Séo Paulo (CAVASSAN, 2002; LATANSIO-AIDAR, et al., 2010; ISHARA, et. al.,
2008), mais estudos avaliando a composicdo quimica quali e quantitativamente nos
diferentes fragmentos se tornam necessarios para o controle de qualidade desse extrato

assegurando a atividade biologica.

Diante disso, concluimos que Myrcia bella Cambess. € uma fonte rica de
compostos fendlicos, principalmente flavonoides heterosideos, o que atribui a esta espécie
um grande potencial medicinal. Assim esperamos que a abordagem proposta neste
trabalho possa contribuir para o estudo mais aprofundado desta espécie, propiciando uma
estratégia rapida e eficiente para o reconhecimento da composi¢do quimica de plantas que

possam ser utilizadas como fitoterapicos.
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