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RESUMO

Platonia insignis Mart. (Clusiaceae), popularmente conhecida por bacuri, € uma planta nativa
do Estado do Para, sendo também encontrada nos estados da regido norte, nordeste e centro-
oeste. O presente trabalho descreve o primeiro estudo dos constituintes quimicos das flores de
P. insignis com base em andlises de ESI-IT-MS, CG-EM, RMN, IR, ESI-qTOF-HRMS e
UFLC-ESI-qTOF-HRMS, bem como a avaliacio das atividades antioxidantes e
antiacetilcolinesterasica. A analise do extrato hidroalcodlico das flores de P. insignis, permitiu
a identificagdo dos biflavonoides moreloflavona e volkensiflavona e do acilfloroglucinol
garcinialiptona FC (GFC). O extrato foi submetido a particdo com hexano, diclorometano e
acetato de etila. Para o isolamento dos constituintes quimicos da fracdo hexanica foi realizado
fracionamento cromatogréafico, no qual foi obtida a mistura de trés esteroides, campesterol,
estigmasterol e sitosterol, ainda nesta fracdo por CG-EM foram identificados além dos
esteroides, derivados de acidos graxos. A analise da fracdo diclorometano por UFLC-ESI-
gTOF-HRMS permitiu a identificacdo dos compostos morelloflavona, volkensiflavona,
catequina, garcinialiptona FC e sinfonona F, também nesta fragdo por CG-EM foram
identificadas as xantonas 3,5-dihidroxi-1,2-dimetoxixantona e garcinona B. Para a
identificacdo dos constituintes quimicos da fracdo acetato de etila realizou-se fracionamento
cromatografico em coluna seca de silica, obtendo-se uma mistura dos dois biflavonoides, a
moreloflavona e a volkensiflavona, sendo estas confirmadas por anélise de ESI-qTOF-HRMS
no modo negativo. A quantificacdo de fendis e flavonoides totais mostrou-se elevada na
fracdo acetato de etila, seqguida da fracdo diclorometano e do extrato hidroalcoolico. A
avaliacdo do potencial antioxidante indicou que P. insignis € promissora no sequestro de
radicais livres, sendo a fracdo diclorometano, a fracdo acetato de etila e o extrato
hidroalcodlico os mais ativos na reducdo dos radicais DPPH e ABTS. A fracdo acetato de
etila, a fragdo diclorometano foram as mais eficientes frente ao potencial redutor do ferro e ao
teste de inibicdo da peroxidacdo lipidica. Na avaliacdo da atividade inibidora da enzima
acetilcolinesterase, o extrato e fragOes de P. insignis apresentaram resultado positivo frente a
inibicdo da enzima acetilcolinesterase em todas as concentragbes testadas. Dentre as
substéncias identificadas, volkensiflavona, sinfonona F, 3,5-dihidroxi-1,2-dimetoxixantona e
garcinona B sdo inéditas na espécie.

Palavras-chave: Platonia insignis Mart. (flores). Moreloflavona. Atividade antioxidante,

antiacetilcolinesterase.



ABSTRACT

Platonia insignis Mart. (Clusiaceae), popularly know as bacuri, is a plant native to the state of
Pard, and also found in the states of the north, northeast and midwest. This paper describes the
first study of the chemical constituents of P. insignis flowers based on analysis of ESI-IT-MS,
GC-MS, NMR, IR, ESI-qTOF-HRMS and UFLC-ESI-gTOF-HRMS and the evaluation of
antioxidants and anti-acetylcholinesterase activities. The analysis of hydroalcoholic extract of
P. insignis flowers, allowed the identification of morelloflavone and volkensiflavone
biflavonoids and acylphloroglucinol garcinielliptone FC (GFC). After partition with hexane,
dichloromethane and ethyl acetate, to isolate the chemical constituents of the hexane fraction
was carried chromatographic fractionation, which was obtained by mixing three steroids,
campesterol, stigmasterol and sitosterol, although this fraction by GC-MS were identified
addition of steroids, fatty acid derivatives. The analysis of the fraction dichloromethane by
UFLC-ESI-qTOF-HRMS allowed the identification of compounds morelloflavone,
volkensiflavone, catechin, garcinielliptone FC and sinfonone F, also in this fraction by GC-
MS were identified xanthones 3,5-dihydroxy-1,2-dimethoxyxanthone and garcinone B. For
the identification of chemical constituents in the ethyl acetate fraction chromatographic
fractionation was carried out on a dry column of silica to give a mixture of the two
biflavonoids the morelloflavone and volkensiflavone, which were confirmed by analysis of
ESI-gTOF-HRMS in negative mode. Quantification of total phenols and flavonoids high
showed up in ethyl acetate fraction, followed by dichloromethane fraction and hydroalcoholic.
The evaluation of the antioxidant potential indicated that P. insignis is promising in
scavenging free radicals, and the dichloromethane fraction, ethyl acetate fraction and the
hydroalcoholic extract the most active in reducing DPPH and ABTS radical. The ethyl acetate
fraction, the fraction dichloromethane were the most effective against the iron reducing
potential and inhibition of lipid peroxidation test. In assessing the inhibitory activity of the
enzyme acetylcholinesterase, the extract and P. insignis fractions were positive result ahead to
inhibition of acetylcholinesterase in all tested concentrations. Among the substances
identified, volkensiflavone, symphonone F, 3,5-dihydroxy-1,2-dimethoxyxanthone and

garcinone B are unique in specie.

Keywords: Platonia insignis Mart. (flowers). Morelloflavone. Anti-acetylcholinesterase,

antioxidant activitiy.
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1 INTRODUCAO

1.1 Plantas medicinais

O poder curativo das plantas é tdo antigo quanto o surgimento da vida humana na
terra. As primeiras civilizacbes, desde muito cedo, perceberam que algumas plantas
continham em suas esséncias principios ativos, que ao serem consumidos com a finalidade de
combater as doencas, revelavam empiricamente seu poder curativo. Por muito tempo, 0 uso
de plantas medicinais foi o principal recurso terapéutico utilizado por muitas familias no trato
de doencas (BADKE et al., 2011).

Apesar da grande evolucdo da medicina alopatica a partir de meados do século XX,
constatou-se a existéncia de obstaculos basicos para a sua utilizacdo pela populagéo carente,
que vao desde o acesso aos centros de atendimento hospitalares a obtencdo de exames e
medicamentos. Estes motivos, aliados ao facil acesso e a grande tradicdo do uso de plantas
medicinais, contribuem para a utilizagdo da medicina alternativa pelas populagdes (VEIGA
JUNIOR; PINTO; MACIEL, 2005)

O conhecimento sobre estas plantas simboliza muitas vezes o Unico recurso
terapéutico de muitas comunidades e grupos étnicos. Este conhecimento tém impulsionado
estudos quimicos e bioldgicos de espécies vegetais visando obter compostos de origem
natural com possibilidades de aplicagdo como agentes medicinais importantes (BADKE et al.,
2011; MACIEL, et al., 2002).

A quimica de produtos naturais apresenta papel importante frente a investigacdo de
uma planta alvo, o estudo dos constituintes quimicos de uma determinada planta é baseado em
métodos fundamentais que incluem a preparacdo de extratos, obtencdo de fragdes e
isolamentos de substancias (ALBUQUERQUE; HANAZAKI, 2006).

Através desses métodos diversas plantas e substancias isoladas ja foram
identificadas, avaliadas e suas propriedades terapéuticas confirmadas, como por exemplo, a
ginkgetina, substancia utilizada no tratamento de desordens vasculares periféricas e cerebrais,
obtida a partir do extrato das folhas de Ginkgo biloba, e a hipericina e pseudo-hipericina,
obtida a partir dos extratos da “erva-de-Sdo-Jodo” (Hypericum perforatum), utilizada no
tratamento de depressdes leves e moderadas (GOBBO-NETO; LOPES, 2007).
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1.2 Familia Clusiaceae

A familia Clusiaceae, também conhecida como Gutiferae, € composta por plantas
tropicais e apresenta cerca de 55 géneros e 1200 especies dispersos nas regides tropicais e
subtropicais do mundo. Em nove desses géneros, cerca de 90 espécies sdo de plantas cujos
frutos s@o comestiveis (YAMAGUCHI et al., 2014).

Esta familia abrange arvores, arbustos, lianas e ervas de importancia econdmica,
devido aos seus frutos comestiveis, madeiras nobres e derivados quimicos de interesse
industrial e farmacéutico (FERREIRA et al., 2012).

Estudos fitoquimicos realizados com plantas da familia Clusiaceae mostraram a
presenca de acilfloroglucinois policiclicos poliprenilados (COSTA JUNIOR et al., 2011a),
xantonas (HA et al., 2006), triterpenos (SOBRAL et al., 2009), cumarinas e biflavonoides,
produzidos pelas plantas principalmente como mecanismos de defesa (ACUNA et al., 2009).

As subfamilias da familia Clusiaceae sdo Clusioideae (14 géneros e cerca de 600
espeécies), Calophylloideae (13 géneros e cerca de 460 espécies) e Kielmeyroideae (9 géneros
e cerca de 560 espécies) (RUHFEL et al.,, 2011). No Brasil, a familia Clusiaceae esta
distribuida em cerca de 18 géneros e 150 espécies, destacando-se, Kielmeyera Mart & Zucc
(pau-santo), Caraipa Aubl (Camacari), Platonia insignis Mart. (bacuri), Calophyllum
brasiliensi (quanandi) e Rheedia L. (bacupari) (FERREIRA et al., 2012).

Muitas espécies da familia Clusiaceae sdo utilizadas na medicina popular, como por
exemplo, a Hypericum perforatum, pertencente ao género Hypericum, conhecida
popularmente como erva-de-Sao-Jodo, um potente antidepressivo, Platonia insignis Mart.
(bacuri), onde a “banha” extraida de suas sementes ¢ utilizada na cicatrizacdo de feridas
(GOBBO-NETO; LOPES, 2007; SANTOS JUNIOR et al., 2010).

1.2.1 Estudos fitoquimicos e bioldgicos de espécies da familia Clusiaceae

A pesquisa bibliografica realizada nos bancos de dados Scifinder, Web of Science,
periddicos CAPES, ScienceDirect, e Scielo permitiu realizar uma revisdo sobre os estudos
fitoquimicos e bioldgicos relatados para as espécies da familia Clusiaceae. Apesar da grande
quantidade de espécies da familia foram encontradas informacgdes apenas para 16 espécies

pertencentes a familia Clusiaceae do periodo de 1967 a 2016.
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1.2.1.1 Estudos fitoquimicos e biologicos de espécies da familia Clusiaceae

Com base nos relatos fitoquimicos, foram encontrados informacdes sobre 18 espécies que indicaram a familia Clusiaceae como uma

fonte rica em flavonoides. Os estudos indicaram também a presenca de outras classes de compostos como benzofenonas, esteroides, terpenoides,

dentre outros. Diante disto, é crescente os estudos, no que diz respeito ao seu potencial bioldgico, que incluem informacdes sobre seus efeitos

antimicrobiano, anti-inflamatorio, antifingico, antiviral, entre outros O Quadro 1 apresenta os constituintes quimicos identificados nas espécies

da familia Clusiaceae incluindo a parte da planta avaliada e suas atividades bioldgicas e a Figura 1 dispGe das estruturas quimicas desses

constituintes.

Quadro 1- Constituintes isolados e identificados em espécies da familia Clusiaceae

Espécie Parte da Planta Atividades biologicas Constituinte Referéncia
) Antibacteriana, anti- Moreloflavona (64),
] Casca da Raiz ) . o )
Allanblackia inflamatdria, antioxidante volkensiflavona (67) KUETE et al., 2011
Floribunda

Casca do Caule

Anti-hipertensiva,
citotoxicidade

Alanxantona A (2), 1,5-

dihidroxixantona (1),

estigmasterol (25), 1,5,6-

trihidroxi-3,7-

dimetoxixantona (3)

NKENGFACK et al., 2001;
BILANDA et al., 2010
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Quadro 1- Continuagéo

A. monticola

Casca do Caule

Citotoxicidade

Alanxantona B (4),
tovofilina A (7),
garciniafurana (8), lupeol
(27), estigmasterol (25)

AZEBAZE et al., 2004

Antimaldrica, vasorelaxante,

a-Mangostina (10),
tovofilina A (7),
alanxantona C (5),
amentoflavona (70),
podocarpusflavona A (71),

AZEBAZE et al., 2007

Calophyllum

brasiliensi

Folhas ) o o )
citotoxicidade, antimicrobiana
Moluscida, antileishimania,
Folhas
Anti-inflamatéria, toxicidade
Caule

Amentoflavona (70),
(x)mammea A/BB (22)

GASPAROTTO JR. et al., 2005;
SANTOS et al., 2015;
OLIVEIRA et al., 2014

C. inophylloide

Casca do caule

Antibacteriana, anti-HIV

Amentoflavona (70),
piranoamentoflavona (72),
teismanona A (19),
teismanona B (20),
calanona (18), inofiluns C
(23)

SPINO; DODIER;
SOTHEESWARAN, 1998:;
CAOQO-etal., 1998

-~ -~ ) 0
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Quadro 1- Continuagéo

C. panciflorum

Folhas

nd

GB1 (71), GB-1a (76),
garcinianina (82),
pancibiflavonol (83)

ITO etal., 1999

C. venulosum

Folhas

nd

Amentoflavona (70), 3,8”-
biapigenina (80),
piranoamentoflavona 4’-

metil éter (73)

CAOetal., 1997

Clusia columnaris

Fruto

Antioxidante

Moreloflavona (64),
volkensiflavona (67), GB-
1a (76), moreloflavona-7"-
O- glicopiranosideo (65),
eufol (33), machuona (17),

clusiachomena (41),

friedelina (28)

COMPAGNONE et al., 2008;
LINS etal., 2016
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Quadro 1- Continuagéo

G.gardineriana

Raiz

Analgésica

Macluraxantona (9),
moreloflavona (64), 8-

deoxigartanina (14)

DELLE MONACHE et al.,
1983, ONYEKWELU et al.,
2015

Casca do caule

Anti-HIV

B-sitosterol (24), 1,5-
dihidroxixantona (1),
lupeol (27)

BRAZ FILHO et al., 1970;
ABARIKWU et al., 2014

Casca do fruto

Folhas

Anti-inflamatéria

Friedelina (28), canofilol
(31)

DOS SANTOS et al., 2007;
OWOEYE et al., 2014

Casca

Tripanocida, nematicida

Moreloflavona (64),
fukugisideo (68), GB-2a
(77), volkensiflavona (67),
estigmasterol (25), lupeol
(27), a-amirina (34),
friedelina (28),
amentoflavona (70), 7-
epiclusianona
(38),campesterol (26), B-

amirenona (36) sitosterol

CASTARDO et al., 2008;
LUZZI et al., 1997
CAMPOS et al., 2013; SARMA
etal., 2016; ALVES et al., 1999;
DOS SANTOS et al., 1999
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Quadro 1- Continuagéo

Citotdxica, antibacteriana,

y-mangostina (12),

gartanina (13), garcinona

WITTENAUER et al., 2012;
SANTA- CECILIA et al.,
2011; GONTNO et al., 2012,

G. Pericarpo analgésica, anti-inflamatoria | E (16), a-mangostina (10), WANG; SANDERSON;
magostana -mangostina (11), ZANG, 20011
Amentoflavona (70), XU etal., 2013,
) ) o kolaflavonona (73), PEREIRA et al., 2010, KOH et
Antibacteriana, antioxidante,
manniflavonona (74), 3”- al., 2013,
G. kola Sementes anti-inflamatorio, hepatotdxica
metoximanniflavonona
(75), garcinianina (82),
Moreloflavona (64), FERREIRA, 2012;
G. Citotoxica, antifungica, moreloflavona-77-O- KARANJGOKAR;
morella antioxidante glicopiranosideo (65) RADHAKRISHNAN;
Folnas isogarcinol (46), VENKATARAMAN, 1967
Garcinielliptona FC (42),
Antioxidante, TG1(60), caura-16-eno
Platonia Sementes anticonvulsivante, cicatrizante (48), &cido E-labda- COSTA JUNIOR et al.,2011a;
Insignis 8(20)13-dieno-15,19- SANTOS JUNIOR et al., 2010

-~ ~ ) —n
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P. insignis

Antileishmania, citotoxica,

antioxidante

didico (49), eicosanol (56),
octadecanol (57),acido
oleico (61), acido
palmitico (62), &cido
linoleico (63), y-
mangostina (12), 1-

COSTA JUNIOR et al., 2013;
COSTA JUNIOR et al., 2012;

Sementes hidroxi-3,5,6-trimetoxi- NASCIMENTO et al., 2014
xanten-9-ona (15), a-
mangostina (10)
Fruto Antioxidante YAMAGUCHI et al., 2014;
RUFINO et al., 2010; VIANA
Linalol (50), acetato de etal. 2013
linalol (51), bisaboleno
(52), terpineol (53), citrato
de trimetila (54), 2-
Caule Gastoprotetora heptanona (59), eugenol

(55), 3-hexenol (58)

-~ -~ ) 0
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Quadro 1- Continuagéo

Moreloflavona (64),

o _ - moreloflavona-7”-sulfato
_ ) Antioxidante, antimutagénico, _
Rheedia acuminata nd* ) ) (66), volkensiflavona-7"-
antiplasmodial ]
sulfato (69), gutiferona L

(45),

Lletal., 2002; CHOUDHURY
etal., 2016; ALMANZA et al.,
2011; MARTI et al., 2010

Moreloflavona (64),
moreloflavona-77-O-
glicopiranosideo (65),
R. gardneriana Folhas nd* volkensiflavona (67), GB-
2a-1-7-O-glicopiranosideo

(78), GB-2a-11-4’-OMe
(79), 7-epiclusianona (38)

BOTTA et al.,1984; CECHINEL
FILHO et al., 2000; VERDI et
al., 2004

Svmphoni Anti-HIV Manniflavona (74),

mphonia

:/ bp lif nd* gutiferona B (43),
obulifera

g gutiferona C (44)

GUSTAFSON et al., 1992

*nd= Néo disponobilizado

-~ ~ ) —n
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Figura 1- Estruturas dos constituintes quimicos isolados em espécies da familia Clusiaceae
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Figura 1- Continuagéo
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Figura 1- Continuagéo
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Figura 1- Continuagéo
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Figura 1- Continuagéo
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Figura 1- Continuagéo
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Figura 1- Continuagéo

0. _CHsg

T

CH,
HsC_OH

O |

" CH;

| |

=
CH; HsC” CH, CHj CHjs
HC™ N

HsC CHs 51
50 52
CHa O OH O C|H2
HaC 0
3 \O% “CH,
CH
o No 8
HsC” | OH 0
H3 |
54 OH CHs
53
55
CHs CH;
56 -
0
OHWCHS )W
HsC CHa

59

s Ly - e
(///?((/l//(’//y (@/(I/l/l/’ Q,%(//’(((/ﬁ g/}/lé(‘/ﬂﬂ



aﬁffﬁ(/(/{%]lﬁ

34

Figura 1- Continuagéo
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Figura 1- Continuagéo
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Figura 1 - Continuagéo
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Figura 1- Continuagéo
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1.3 Espécie Platonia insignis Mart.

Platonia insignis Mart. pertencente a familia Clusiaceae, subfamilia Clusioideae,
género Platonia, é monotipo, sendo conhecida popularmente como bacuri, bacuri-agu,
parcori, pakuri, wild mammee apple (BRAGA, 1976). Trata-se de uma espécie frutifera e
madeireira, com cerca de 15 a 25 m de altura e até 1 m de didametro (BATISTA; JARDIM,
2006). Originaria do Estado do Pard, se dispersou em dire¢do aos estados da regido norte,
nordeste e centro-oeste como Maranhdo, Piaui, Mato Grosso, Tocantins, e rompendo as
fronteiras do Brasil atinge o Peru, Colombia, Venezuela e Guiana Francesa (CARVALHO,
2008).

A denominagdo do género “Platonia” € uma homenagem ao filésofo grego Platdo, e
o nome da espécie, “insignis” significa notavel, insigne, importante, grande, em alusdo ao
porte do fruto, pois este é o maior dentre as diferentes espécies da familia Clusiaceae,
presentes na Amazonia (YAMAGUCHI et al., 2014). Nos ultimos anos, o bacuri tem sido
frequentemente citado como uma espécie com amplas possibilidades de usos nas industrias de
alimentos e madeireira. Em toda a Amazonia, a area de maior concentracdo da espécie é o
estuario do Rio Amazonas (NASCIMENTO et al., 2007).

Figura 2- Espécie Platonia insignis Mart, flores e fruto

Fonte: Préprio autor.
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O fruto tem odor e sabor agradaveis, sua polpa é de grande aceitacdo popular, tanto
“in natura”, quanto no preparo de compotas, geleias ¢ sorvetes. Sua casca também pode ser
utilizada para a fabricacdo de cremes, sorvetes e doces, aumentando significativamente o
aproveitamento do fruto, porém este processo s6 deve ocorrer ap0s a retirada da resina
presente em sua casca (AGUIAR, 2008).

Na medicina popular as sementes de bacuri sdo utilizadas na fabricag¢do da “banha de
bacuri”, que € utilizada como matéria prima na fabricacdo de sabfes e no tratamento de
diversas doencas da pele, picadas de aranhas e cobras, reumatismos, artrites e como
cicatrizante (COSTA JUNIOR et al, 2013). Um crescimento no numero de estudos
envolvendo as propriedades quimicas, bioldgicas e farmacoldgicas de P. insignis Mart. podem
ser observados na literatura, como por exemplo, estudos com a semente (COSTA JUNIOR et
al., 2010), com o fruto (RUFINO et al., 2010) e com a casca do caule (SHANLEY; MEDINA,
2005).

O género Platonia é uma fonte rica de produtos naturais com propriedades
antioxidantes como, a vitamina C (acido ascérbico) e E (tocoferdis), sua semente é rica em
acidos graxos, oléico (C18:1) 27,59%, palmitico (C16:0) 25,31%, éster metilico do acido
linoleico (C 18:2) 4,35%, acido erucico (C 22:1) 3,50%, miristico 3,34%, linoléico (C18:2)
2,5%, estearico (C18:0) 1,86%, palmitoleico (C16:1 cis 9) 1,82%, além da presenca de
tripalmitina, cerca de 10 - 12% dos extrativos graxos das sementes de bacuri (COSTA
JUNIOR et al., 2011a, BENTES et al., 1986, MORAES; GUTJAHR, 2009).

A substancia Garciniellipitona FC (GFC), um acilfloroglucinol policiclico
poliprenilado (APPP’s), isolada do extrato hexanico das sementes de P. insignis por Costa
Junior et al. (2011a), tem despertado grande interesse no nosso grupo, devido a algumas
propriedades farmacolodgicas relacionadas a essa substancia, também isolada anteriormente
em Garcinia subeliptica (WU et al., 2008). Algumas atividades bioldgicas estdo relacionadas
a GFC, tais como, antimicrobiana (OLIVEIRA et al., 1999), leishimanicida ( COSTA
JUNIOR et al., 2012), antioxidante (COSTA JUNIOR et al., 2011a), anti-inflamatoria
(HARBORNE et al., 1999). Os APPP’s sdo substancias comumente encontradas em plantas
da familia Clusiaceae (CIOCHINA; GROSSMAN, 2006).

O uso de extratos de plantas medicinais tem avancado durante os ultimos anos no
pais, no entanto, pouca informacéo é disponibilizada sobre os riscos a saude destes extratos.
Em vista do grande uso popular e do grande potencial quimico e farmacolégico de plantas da
familia Clusiaceae, este trabalho descreve o primeiro estudo fitoquimico e potencial bioldgico

com extrato hidroalcodlico e fragdes das flores de Platonia insignis Mart.
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1.4 Teor de fendis e flavonoides totais

Compostos fenolicos sdo metabolitos secundarios amplamente distribuidos em
vegetais e microrganismos, sendo fundamentais para o desenvolvimento, resisténcia e
reproducdo de plantas. Por apresentar um alto potencial antioxidante em fungdo de suas
estruturas quimicas, que contribuem no sequestro de radicais livres e na prevencdo de
processos oxidativos, estes compostos assumem um papel de grande destaque (ROCHA et al.,
2011, ALENCAR et al., 2014).

O habitat natural de uma planta pode influenciar na quantidade de compostos
fendlicos produzidos por ela. Plantas que estdo situadas em regiGes com grande incidéncia de
radiacdo solar tendem a biossintetizar uma maior quantidade de compostos fenolicos, pois
esta precisa de maior protecdo contra a foto-destruicdo de seus tecidos mais internos
(GOBBO-NETO; LOPES, 2007).

A grande biodiversidade de compostos fenolicos existentes fazem com que suas
estruturas variem de simples a complexas. Compostos fendlicos sdo definidos como
substancias que possuem um anel aromatico com uma hidroxila como substituinte, podendo
possuir outros grupos funcionais, eles podem ser classificados em fendis simples,
fenilpropanoides, &cidos fenolicos, acidos cindmicos e derivados, xantonas, flavonoides,
taninos, cumarinas, dentre outros (ANGELO; JORGE, 2007; SIMOES et al., 2007, ROCHA
etal., 2011).

Uma variedade de compostos fenolicos que se destacam sao os flavonoides, que séo
compostos que possuem um esqueleto basico Cg-C3-Cg (Figura 3). Os flavonoides exercem
uma fungéo fundamental na defesa antioxidante sendo essencial a sua ingestdo, visto que nao
podem ser sintetizados pelo organismo. Sdo compostos polifendlicos, podendo ser
classificados de acordo com suas caracteristicas quimicas e biossintéticas em diversos grupos
como: chalconas, flavonois, flavonas, dihidroflavonoides (flavanonas e flavanonois),
antocianidinas, isoflavonoides, entre outros, além de apresentar potencial antioxidante maior
ou menor de acordo com sua relagdo estrutura-atividade (EGHDAMI; SADEGHI, 2010;
HOSU; CRISTEA; CIMPOIU, 2014).
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Figura 3- Estrutura béasica de um flavonoide

1.5 Atividades antioxidantes

Os primeiros relatos de espécies quimicas na forma de radicais livres foram descritos
no ano de 1900, quando a decomposi¢do do hexa-feniletano em dois radicais tri-fenilmetil foi
demonstrada. No entanto, reacdes envolvendo espécies reativas de oxigénio (EROs) no meio
biolégico foram consideradas importantes apds 1940, a partir da introducdo de técnicas que
permitiam a deteccédo dessas espécies (RIBEIRO, et al., 2005).

As informacdes sobre os mecanismos de formacao e regulacdo dos niveis das EROs,
séo de grande importancia para o entendimento de eventos celulares que estdo relacionados ao
controle da sobrevivéncia, da morte e da proliferacdo celular, possibilitando a geracdo de
outros conhecimentos que permitam a interferéncia na modulacdo desses processos em
sistemas bioldgicos animais e vegetais (HERRAIZ; GALISTEO, 2015; VALKO et al., 2007).

Muitos problemas bioldgicos como inflamacdes crénicas, diabetes, disfungdes
cardiovasculares, doencas autoimune, e o0 envelhecimento humano estdo associados a
processos oxidativos do DNA, lipidios, carboidratos e proteinas que sdo ocasionados pelas
EROs. Essas especies sdo subprodutos resultantes de reacOes biologicas ou por fatores
externos, estas sdao encontradas na forma de radicais peroxila (‘OOR) e hidroxila (‘OH),
peroxido de hidrogénio (H,O,) e oxigénio singlete (*O,) (ANDRADE et al., 2007;
OLIVEIRA et al., 2009; SOUSA et al., 2007).

Em meio bioldgico a reatividade das EROs (particularmente do radical hidroxila) é
aumentada, podendo oxidar qualquer molécula. O peroxido de hidrogénio pode permear pelas
membranas celulares e reagir com alvos biologicos em seus compartimentos. J4 o oxigénio
singlete pode reagir com lipidios de membranas, proteinas, carboidratos, aminoacidos e tiois.
(HANCOCK; DESIKAN; NEIL, 2001).

Todos os organismos aerdbicos estdo sujeitos aos efeitos oxidantes dos metabolitos

reativos de oxigénio, uma vez que estas espécies sdo produzidas durante o metabolismo
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aerdbico. A mitocondria € uma importante fonte de EROs, pois 0 O, resultante da respiracdo é
reduzido parcialmente a radical &nion superoxido (O, °) que em meio aquoso sofre
dismutacdo formando H,O,, este interage com metais de transicdo (Cu® ou Fe?*) gerando
radicas hidroxila, que séo responsaveis por abstrair atomos de hidrogénio de lipidios, que
apos a reacdo com o oxigénio se convertem em radicais peroxila, que induzem a peroxidacao
lipidica (HERRAIZ; GALISTEO, 2015; BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006).

Substancias antioxidantes séo os controladores do excesso de radicais livres nos seres
vivos, estas sdo compostos responsaveis pela reducdo de radicais livres prevenindo a
peroxidacao lipidica, danos celulares e a iniciagdo ou propagacao de reacdes em cadeia. Para
a protecdo contra as EROs, as células fazem o uso de antioxidante enzimaticos (superdxido
dismutases, catalase e glutationas peroxidades) auxiliado por antioxidantes exdgenos obtidos
a partir de dieta alimentar e outras fontes (ANDRADE et al., 2007; HERRAIZ; GALISTEO,
2015; SOUSA et al., 2007; VALKO et al., 2007).

Carotenoides, terpenoides e compostos fendlicos, sdo metabodlitos secundarios que se
destacam por apresentar propriedades antirradicalares, por isso as plantas sdo apontadas como
fontes naturais de substéncias antioxidantes de grande importancia. O a-tocoferol (vitamina
E), o 4acido ascérbico e o B-caroteno, sdo exemplos de substancias que apresentam
propriedades antioxidantes potentes (ALENCAR et al., 2014; OLIVEIRA et al., 2009).

Diversos métodos in vitro podem ser usados para avaliar o potencial antioxidante de
extratos, fracGes ou substancias isoladas de plantas (ALVES et al., 2010; RUFINO et al.,
2010). Este estudo avaliou o potencial antioxidante do extrato e fracGes das flores de P.
insignis, sendo este ensaio realizado frente a capacidade de sequestro do radical 2,2-difenil-1-
picril-hidrazila (DPPH) e radical 2,2 -azinobis(3-etilbenzotiazolina-6-4cido sulf6nico)

(ABTS) e inibicdo de peroxidacao lipidica.
1.6 Atividade inibidora da enzima acetilcolinesterase (AchE)

A enzima acetilcolinesterase (AchE) é responsavel por desativar a transmissdo de
impulsos nervosos e esta relacionada a problemas degenerativos como a doenca de
Alzheimer. A acetilcolina, um importante neurotransmissor de processos simpaticos, na
presenca da enzima AchE é hidrolisada a acetato e colina, o que leva a uma reducdo de suas
taxas. Compostos capazes de aumentar os niveis de acetilcolina, o que implica na inibi¢do da
enzima AchE, sdo usados no tratamento associados a doenga de Alzheimer. A busca por

compostos naturais com propriedades antiacetilcolinesterasica tem sido alvo nas pesquisas

° c Or e
(@/N(l’/l//(‘//y/ (@/(Jlllfy r,%//(/ﬂ(lf/(’ e,(/;/lﬁ(’l/’('



eﬁzlmc/agda 44

cientificas, com isso as plantas medicinais tem se tornado um método alternativo promissor na
inibicdo da enzima AchE (MOTA et al., 2012; RHEE et al., 2001, TREVISAN; MACEDO,
2003
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Investigar a composicdo quimica e o potencial biolégico das flores de Platonia

insignis Mart. (Clusiaceae)

2.2 Objetivos especificos

v

Preparar o extrato hidroalcodlico das flores de P. insignis e submeter a particdo com
hexano (Hex), diclorometano (DCM) e acetato de etila (AcOEt).

Identificar os principais constituintes do extrato hidroalcodlico por espectrometria de
massas com ionizagao por eletrospray (ESI-MS).

Separar, identificar e/ou elucidar as estruturas dos constituintes quimicos das fracdes
hexanica, acetato de etila e diclorometano.

Identificar os compostos apolares e derivados de &cidos da fragdo hexanica por analise
de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM).

Identificar os compostos presentes na fracdo diclorometano sililada por analises por
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM).

Identificar os compostos presentes na fracdo diclorometano por cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de massas de alta resolucdo (LC-ESI-gTOF-HRMS).
Determinar os teores de compostos fenolicos totais e flavonoides no extrato e fragdes.
Avaliar o potencial antioxidante por meio do sequestro dos radicais DPPH e ABTS,
potencial redutor do ferro e inibicdo de peroxidacdo lipidica.

Avaliar o potencial inibidor da enzima antiacetilcolinesterase (AchE) do extrato e

fragdes das flores de P. insignis.
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3 PARTE EXPERIMENTAL

3.1 Material vegetal

As flores de P. insignis Mart. foram coletadas no Municipio de Parnarama,
Maranhdo, Brasil, em agosto de 2014, situada a 116 m de altitude e com as seguintes
coordenadas geograficas: latitude — 5°40°10” e longitude — 43°5°58”. Uma exsicata foi
preparada e comparada com uma anteriormente identificada pela Dra. Roseli Farias Melo de
Barros e depositada no Herbario Graziella Barroso da Universidade Federal do Piaui (UFPI)
sob n°. ICN TEPB 27174.

3.2 Obtencao do extrato e fracGes das flores de P. insignis

As flores frescas de P. insignis foram trituradas resultando em 576,2 g. Retirou-se do material
triturado, 300 g que foi extraido, por maceragdo, com uma mistura de solvente EtOH/H,0, na
proporcdo de 7:3 (v/v) na razdo de 1:5 de material vegetal/solvente (m/v) a temperatura
ambiente, durante 9 dias. O extrato hidroalcodlico foi concentrado em evaporador rotativo a
pressao reduzida, em seguida foi liofilizado, para a retirada da agua residual, resultando em
28,2 g de extrato hidroalcodlico. O procedimento de obtencdo do extrato hidroalcodlico e

fracdes das flores de P. insignis é representado na Figura 4.
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Figura 4- Procedimento de obtencdo do extrato hidroalcodlico e fracbes das flores de P.

insignis

Flores
(300 g)

Maceragdo com EtOH/ H20 (7:3)
Filtracdo

Rotaevaporagéo

Liofilizagdo

Extrato Hidroalcoolico

Suspenso em 130 mL MeOH/ H,0 ( 9:1)

Extracdo com hexano (9x 100 mL)

Fragéo hexanica Fase hidoalcoélica
(1,79 g /12,44 %)

Extracdo com DCM (3x100 mL)

Fracdo DCM Fase hidoalcodlica
(347,1 mg / 2,41%)

Extracdo com AcOEt (3x 100 mL)

Fracdo ACOET Fragio Aquo
(3,82 9/26,56 %) (8,41 g/ 58,43%)

Parte do extrato hidroalcoolico (5 g) foi reservado para testes biolégicos e 14,38 g
foram suspensos em MeOH/H,O (9:1, v/v) e submetido a uma particdo liquido-liquido
utilizando solventes em ordem crescente de polaridade resultando nas fragcdes hexanica (Hex,

1,79 ¢, 12,44 %), diclorometano (DCM, 0,34 g, 2,41 %), acetato de etila (AcOEt, 3,82 g,
26,56 %) e aquosa (Aquo, 8,41 g, 58,59 %).
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3.3 Anélise por infusdo direta do extrato hidroalcodlico das flores de P. insignis por
espectrometria de massas com ionizagao por eletrospray (ESI-MS)

O extrato hidroalcodlico (30 mg) das flores de P. insignis foi submetido a uma
particio em fase sélida utilizando um cartucho Chromabond Cig (500,0 mg, Macherey-
Nagel). O cartucho foi ativado com 3 mL de metanol e subsequentemente, 3 mL de agua. O
extrato foi eluido com 3 mL de MeOH/H,0 isocratico (85:15, v/v). A fracdo foi filtrada
utilizando um filtro de 0,45 um Naylon (Millipore) acoplado a seringa e evaporada em
evaporador rotativo. Em seguida a amostra foi analisada em espectrometro de massas
(Amazon X, Bruker Daltonics), utilizando a fonte de ionizacédo eletrospray no modo negativo,
0s espectros foram adquiridos no intervalo de faixa de massa de 100 a 1000 m/z, voltagem do
capilar 4,5 Kv, nebulizador de nitrogénio com fluxo de 5 L/min e temperatura da fonte de 220
°C a uma presséo de 10 psi para o nebulizador de nitrogénio. Antes de cada analise o ESI-IT-

MS foi calibrado com formiato de sodio, sendo o erro inferior a 1 ppm.

3.4 Andlise cromatografica comparativa das fracdes da particio do extrato

hidroalcodlico das flores de P. insignis

As fracOes obtidas a partir da particdo do extrato hidroalcodlico das flores de P.
insignis foram analisadas por cromatografia em camada delgada comparativa (CCDC) de
silica gel, utilizando cromotoplacas de silica gel 60, 250 um Layer, com indicador de
fluorescéncia na faixa de 254 nm e sistema de eluicdo n-hexano/AcOEt (7:3 viv),
CH,Cl,/MeOH/H,O (6,5:3:0,5 v/v), CH,Cl,/MeOH (9:1 v/v). Para a visualizacdo dos
constituintes, as cromatoplacas foram borrifadas com solucdo de sulfato cérico, preparada
dissolvendo-se 2,1 g de Ce(SO,4),.5H,O em 15 mL de H,SO, concentrado com posterior
adicdo de 800 mL de &gua destilada e aquecidas em chapa aquecedora (Fisaton 509T, 0-350
°C) 100 °C por 5 minutos. Com base nos perfis cromatograficos obtidos, a fracdo hexanica
apresentou manchas azuladas caracteristicas de substancias de natureza isoprénica (esteroides)
e a fragdo AcOEt apresentou manchas caracteristicas de flavonoides devido sua coloragdo
amarela (CHAVES, 1997), estas foram submetidas a fracionamento cromatografico com

posterior identificacdo estrutural de seus constituintes quimicos.
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3.5 Fracionamento cromatogréafico da fracao hexanica

A fragdo hexanica (1,0 g) foi submetida a cromatografia em coluna (CC, 38 x 4 cm)
de silica gel 60 (0,060-0,200 um) (170 g), utilizando-se como solventes de eluicdo misturas
de n-hexano/AcOEt (98:2, 95:5, 9:1, 7:3, 1:1 v/v), AcOEt (100 %) e MeOH (100 %). Foram
coletadas 20 mL de cada fragdo, obtendo-se ao final 149 fragdes. As fracGes obtidas foram
reunidas por CCDC utilizando como sistema de eluicdo n-hexano/AcOEt (9:1 e 8:2 v/v) e
CH,Cl,/ MeOH (95:5 v/v). As fracdes de mesmos perfis cromatograficos foram reunidas,
resultando em 22 subfracbes. A Tabela 1 apresenta as fragOes coletadas e as subfragdes
reunidas.

Tabela 1- Subfracdes da CC em gel de silica da fracdo hexanica das flores de P. insignis

Eluente Fractes Subfracdes Massa (mg)
Hex/ACOEt 1 L 48,6
2-3 2 34,7
(98:2) 45 3 9,9
6-15 4 9,3
Hex/AcOEt 16-18 5 57
19-28 6 163,4
(95:5) 29 7 43
30-33 8 4,2
34-36 9 4,1
37 10 1,8
38 11 2,1
Hex/AcOEt 39-48 12 1.8
(9:1) 49 13 7,3
58 14 4,0
59-66 15 3,7
67 16 2,1
(7:3) 122-131 18 308
Hex/AcOEt 23,4
132-136 19
(1:1)
137-145 20 15,3
AcOEt (100 %)
146-149; 21 20,9

MeOH (100%
(100%) 146-149, 22 34,8
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3.5.1 Subfragéo F11

A subfracdo F11 (fracdo 38) apresentou-se como um sélido cristalino branco, a
CCDC da fracdo, eluida com n-hexano/AcOEt (9:1 v/v) e revelada com sulfato cério,
apresentou uma mancha azulada. As analises de RMN de 'H e *C e CG-EM permitiram a
identificagdo da mistura dos compostos 1-3.

3.6 Analise da fracdo hexanica de P. insignis por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria e massas (CG-EM)

Cerca de 10 mg da fracdo hexanica foi adicionada a 5 mL de solucdo metandlica de
hidréxido de sodio a 5%, a mistura foi submetida a refluxo por 5 min. Em seguida, adicionou-
se 10 mL de reagente esterificante, mantendo-se a mistura em refluxo por 5 min. O reagente
esterificante foi obtido a partir da dilui¢do de 2 g de cloreto de aménio em 60 mL de metanol
e posterior refluxo da solucdo com acido sulfdrico concentrado por 15 min. (HARTMAN;
LAGO, 1973). A mistura foi submetida a particdo em funil de separacdo com 20 mL de agua
destilada e 30 mL de éter de petroleo. A fase etérea foi separada, seca com sulfato de sddio
anidro, filtrada e rotaevaporada a presséo reduzida.

Em seguida, a fracdo metilada foi analisada em cromatografo a gas acoplado a
espectrometro de massa (sistema GCMS-QP2010 SE, AOC-5000 (Shimadzu)) equipado com
coluna Rxi-5HT (30 m x 0,25mm x 0,25 um), onde aliquota de 1 pL de solugdo da amostra
metilada (5 mg mL™) foi injetada no modo split (10:1). O hélio foi o gas de arraste em fluxo
de 1 mL min’. A temperatura do injetor foi de 260 °C. Condicdes de temperatura do CG:
inicial 100 °C por 1 minuto, apresentando trés rampas de aquecimento uma de 6 °C min até
180 °C (0 min), a segunda de 15 'C min™ até 260 °C ( 10 min) e a terceira rampa de 10 °C
min™ até 310 °C (15 min).

O espectrébmetro de massas com analisador quadrupolo foi operado com ionizagéo
por elétrons (IE) a 70 eV, detector a 290 °C, tempo de corte do solvente de 3 min e faixa de
varredura de massas de 35-500 Da. Os constituintes quimicos foram identificados por
comparacdo dos espectros de massas obtidos com as bibliotecas computacionais Wiley 229 e
NIST 0,8.
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3.7 Analise da fracdo DCM de P. insignis por cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massas de alta resolucdo (UFLC-ESI-gTOF-HRMS)

A fracdo diclorometano (1,5 mg) foi diluida em metanol, sem aditivos, a fim de obter
a concentracdo de 1,5 mg mL™. A solucdo preparada foi filtrada em filtro 0,22 pm Naylon
(Millipore). A amostra foi analisada por UFLC-ESI-qTOF-HRMS, utilizando-se
cromatografo liquido (UFLC-Shimadzu) acoplado ao espectrémetro de massa (MicrOTOF
QII, Bruker Daltonics) equipado com fonte de ESI. O ESI-qTOF-HRMS operou nas seguintes
condigdes: modo de ionizagdo negativo, voltagem do capilar 3500 V, nebulizador de
nitrogénio com fluxo de 4 L min™ e temperatura da fonte de 200 °C a uma presséo de 0,4 bar
para 0 nebulizador de nitrogénio. Aquisicao dos dados e processamento foi feito usando o
software DataAnalysis 4.1 (Bruker Daltonics). A separacdo foi conseguida através de uma
coluna C-18 (Shimp-pack XR-ODS, 2,0 mm x 50 mm), acoplado a uma bomba modelo LC-
20AD. A fase mdvel consistiu de agua com &cido férmico a 0,1% (A) e metanol com 0,1%
acido férmico (B) a um fluxo de 0,15 mL min™, com um gradiente de eluicdo: 0,01- 2 min
(98% A / 2% B); 4 min (50 % A /50 % B ); 27-35 min (100 % B), o tempo total da analise
foi de 37 min. O volume de injecdo foi de 10 pL.

3.8 Analise da fracdo DCM de P. insignis por cromatografia gasosa acoplada a

espectrometria e massas (CG-EM)

Para a determinacdo dos seus constituintes quimicos, a fracdo diclorometano foi
previamente sililada. Para o processo de sililagdo foram usados 5 mg da fracdo e cerca de 1
mL de tolueno e algumas gotas de piridina destilada para a dissolu¢cdo da amostra. A amostra
foi transferida para um baldo de fundo redondo de 5 mL e purgada com nitrogénio ate
garantir que o ambiente estivesse livre de umidade, adicionou-se o reagente sililante N,O-
Bis(trimetilsilil) trifluoracetamida (BSTFA), o sistema foi tampado com septo de vidro e em
seguida mantido no banho de areia previamente aquecido, mantendo a temperatura na faixa
de 65° - 75° C. A analise da fracdo diclorometano de P. insignis foi realizada por CG-EM,
utilizando-se um cromatografo a gas (Thermo GC Ultra) acoplado a espectrdmetro de massas
sequencial de alta resolucdo com ionizacdo por impacto de elétrons e analisador triplo
quadrupolo (TSQ Quantum XLS), onde uma aliquota de 2 pL de solu¢do da amostra (5 mg

mL™), previamente sililada, foi injetada no cromatografo no modo split (10:1). A temperatura
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do injetor foi de 290 °C. As condicGes de analise foram: coluna capilar de 30 m de
comprimento por 0,25 mm de didmetro e 0,1 um de fase estacionaria dimetilpolisiloxano
(100%) para altas temperaturas (modelo COL-ELITE-1HT, PerkinElmer®); o hélio foi o gas
de arraste em fluxo de 1 mL min™.; programacdo de analise: temperatura inicial de 100 °C
indo até 300°C com uma taxa de 10 °C/min; Temperatura do injetor 290 °C, interface de
300°C. O espectrometro de massas operou com ionizagdo por impacto eletronico de 70 eV e
faixa de varredura de 50 a 650 Daltons (Da).

3.9 Fracionamento cromatogréafico da fracao acetato de etila

A fracdo AcOEt (500 mg) foi submetida a fracionamento cromatografico em coluna
seca de silica (CSS), utilizando-se uma coluna de celulose com 20 cm de altura e 3 cm de
didmetro e como solventes de eluigdo a mistura de CH,Cl/MeOH/H,O (65:30:5, v/iv/v),
sendo coletadas 7 fracGes. As fracdes obtidas foram analisadas por CCDC utilizando como
sistema de eluicdo CH,Cl,/MeOH/H,0O (65:30:5, v/viv). A Tabela 2 apresenta as fracoes

coletadas e subfragdes analisadas (mg).

Tabela 2- FracGes da CSS da fracdo AcOEt das flores de P. insignis

Eluente Fracdes Massa (mg)
1 (F1)* 188,9
2 80,5
CH,Cl,/MeOH/H,0 3 38,0
4 22,3
(65:30:5) 5 84
6 3,4
7 3,2

*A fracdo F1 foi submetida a outros processos de separacdo e analisada por métodos espectroscopicos.
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3.9.1 Subfracao F1°

A fracdo F1 foi submetida a particdo em fase solida reversa com eluente MeOH/H,0
(1:1, v/v), resultando em 4 subfracdes. A subfragdo F1° foi submetida a analise de CCDC
eluida com CH,CIl,/MeOH/H,0 (7:2,5:0,5, v/v) e revelada com sulfato cérico apresentando
uma mancha amarela. As anlises no infravermelho e RMN de 'H e *3C permitiram a

identificacdo da mistura dos compostos 4 e 5 (20,1 mg).
3.10 Analises no infravermelho

Os espectros de absorcdo na regido do infravermelho foram obtidos, utilizando
pastilhas de KBr, em espectrometro Perkin-Elmer, modelo Spectrum 100 FT-IR usando o
aparato UATR (Universal Attenuated Total Reflectance), pertencente ao Laboratdrio de

Biodisel e Materiais

3.11 Ressonancia magnética nuclear

Os espectros de RMN *H e C, uni e bidimensionais, foram obtidos em
espectrometro Varian INOVA — modelo 400 operando a 400 (*H) e 100 (**C) MHz. As
amostras analisadas foram dissolvidas em CD3;0D e CDCls.

3.12 Espectrometria de massas de alta resolugdo

Os espectros de massa de alta resolugdo (HRMS, do inglés high resolution mass
spectra) foram obtidos em espectrémetro de massas MicrOTOF Q-I1 (Bruker Daltonics)
equipado com fonte de ESI. A amostra foi analisada em espectrometro de massa MicrOTOF
Q-1 equipado com fonte de ESI operando no modo de ionizagao negativo. Os espectros foram
adquiridos na faixa de massa de m/z 100-1100, antes de cada andlise o ESI-gTOF-HRMS foi
calibrado com formiato de sddio, sendo o erro inferior a 1 ppm. Parametros da fonte ESI:
Potencial do spray: 4,0 kV; pressdo do nebulizador de nitrogénio: 0,4 bar; temperatura do
capilar: 200 °C.
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3.13 Fenais totais (FT)

Os teores de fenoOis totais do extrato e fracbes das flores de P. insignis foram
determinados por meio de espectroscopia na regido do visivel utilizando o método de Folin-
Ciocalteau com modificacdes (BONOLI et al., 2004; OYEDEMI et al., 2012). As fragdes (10
mg) foram dissolvidas em 2 mL de metanol (5 mg mL™). Uma aliquota de 200 pL (ou seja, 1
mg) desta solucdo foi transferida para um baldo volumétrico e adicionou-se 1 mL do reagente
Folin-Ciocalteu a 25 % e 1 mL de agua destilada, com posterior agitacdo por 1 minuto.

Em seguida adicionou-se 0,6 mL de uma solucéo de carbonato de calcio 15% (m/v).
O baldo foi completado com éagua destilada e mantido a temperatura ambiente. O branco foi
preparado utilizando um aliquota de 0,1 mL de MeOH seguido a mesma sequencia de
reagentes e etapas.

Apo6s 90 minutos, as absorbancias das amostras foram medidas a 750 nm (Amax)
usando um espectofotdmetro UV-Vis e o contetdo de fendis totais foi determinado utilizando
curva analitica padrao de &cido gélico (0,1 a 2,5 pug mL™*, R = 0,999). A equacio da reta foi
A= 0,11852C — 0,04532, onde A € a absorbancia e C a concentracdo. Os resultados foram
expressos em miligramas de equivalentes de &cido galico por grama de material vegetal (mg
EAG g MV™). Todas as anélises foram realizadas em triplicata (n = 3).

3.14 Flavonoides totais (FLAT)

Os teores de flavonoides totais do extrato e fragdes das flores de P. insignis foram
determinados por meio de espectrofotometria de absorcdo molecular utilizando solugéo
metandlica de cloreto de aluminio (AICI3), (PEIXOTO et al., 2010). Uma aliquota de 200 uL
(ou seja, 1 mg) desta solugéo foi transferida para um baldo volumeétrico e adicionou-se 1 mL
de AICI3 a 20 %, e em seguida 100 uL de acido acético 50 %, por fim acertou-se o volume
final para 3 mL usando agua destilada. . O branco foi preparado utilizando um aliquota de 0,1
mL de MeOH seguido a mesma sequencia de reagentes e etapas.

A solucdo preparada foi mantida em temperatura ambiente por 30 minutos para
ocorrer a reacdo com posterior leitura da absorbancia a um comprimento de onda (Amax) de
420 nm utilizando um espectrofotobmetro UV-Vis. Os teores de flavonoides totais foram
determinados utilizando curva padréo de quercetina (10 a 100 pg mL™, R = 0,999). A equacio

da reta foi A= 0,02618C-0,0717, onde A ¢ a absorbancia e C a concentracdo. Os resultados
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foram expressos em miligramas de equivalentes de quercetina por grama de material vegetal

(mg EQ g MV™). Todas as analises foram realizadas em triplicata (n = 3).

3.15 Atividades antioxidantes
3.15.1 Potencial sequestrador do radical DPPH

O potencial antioxidante do extrato e fracGes das flores de P. insignis foi determinado
analisando o decréscimo do radical DPPH conforme descrito por Sousa et al., (2007). Para a
avaliacdo foi preparada uma solucdo estoque do extrato hidroalcoodlico, das fracGes Hex,
DCM, AcOEt, e do padréo &cido ascorbico, diluidas em solucdo salina 0,9 % + Tween 0,05
%. Em seguida por diluigdes seriadas, foram obtidas solu¢cbes com concentragdes de 62,5,
125, 250, 500 ¢ 1000 pg mL™.

As misturas reacionais foram preparadas com 0,3 mL de solucdo das amostras nas
concentracdes de 62,5 a 1000 ug mL e 2,7 mL de solucdo estoque de DPPH a 40 pug mL. As
medidas das absorbancias foram realizadas no comprimento de onda (Amax) de 516 nm ap6s 30
minutos de reagcdo. O branco foi preparado com 0,3 mL de solucdo das amostras nas
concentracOes avaliadas e 2,7 mL de MeOH. O acido ascorbico foi utilizado como controle
positivo e avaliado nas mesmas concentragdes.

A curva analitica foi construida com solugbes metandlicas de DPPH nas
concentracdes de 1 a 35 mg L™. A equacéo da reta foi de A= 0,0301C + 0,0319, onde A é a
absorbéncia e C é a concentracdo de DPPH no meio, com coeficiente de correlagéo linear R=
0,999.

A conversdo dos valores de absorbancia do extrato e fragcBes nas concentracdes de
62,5, 125, 250, 500 e 1000 pg mL™? no tempo de 30 minutos (Amax 516 Mn) em porcentagem
de atividade antioxidante (%AA) foi quantificada utilizando a Equacdo 1.

% AA = [AbSDpPH - (AbSamosta - Absbranco)]x 100/AbSDPPH (Equagéo 1)

Onde:
Absppp € a absorbancia inicial da solugdo metanolica de DPPH;
Absamostra € @ absorbancia da mistura reacional de DPPH + amostra

ADbSpranco € a absorbancia do MeOH (solvente) + amostra.
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3.15.2 Potencial sequestrador do radical ABTS

Para a determinacdo do potencial antioxidante pelo método ABTS no extrato e
fracdes das flores de P. insignis, formou-se o cation radical ABTS a partir da reacdo de 5 mL
de uma solugcdo 7 mM de ABTS com 88 pL de uma solucdo 2,45 mM de persulfato de
potéssio (K,S,0g), incubada a temperatura ambiente e na auséncia de luz por 16 horas.
Transcorrido esse tempo, a solucdo de ABTS foi diluida em etanol até obter-se uma solucgéo
com absorbancia de 1 a 734 nm. Na auséncia de luz foi transferida uma aliquota de 200 pL
das fragdes, do extrato e padrdo nas concentragdes de 62,5, 125, 250, 500 ¢ 1000 pg mL? para
tubos de ensaio contendo 2,0 mL do radical ABTS. As medidas das absorbancias foram
realizadas no comprimento de onda (Amsx) de 734 nm ap06s 6 minutos de reacdo e os resultados
foram expressos como porcentagem de inibicdo da absorbancia da solucdo do radical ABTS.
A conversdo dos valores de absorbancia do extrato e fragcbes nas concentracdes de
62,5, 125, 250, 500 ¢ 1000 ug mL™ no tempo de 6 minutos (Ams 734 mn) em porcentagem de

atividade antioxidante (%AA) foi quantificada utilizando a Equacéo 2.

% AA = [AbSABTS - (AbSamosta - Absbranco)]x lOO/AbSABTS (Equa(;é.o 2)

Onde:
AbsagTs € a absorbancia inicial da solugcdo metandlica de ABTS;
AbSamostra € @ absorbancia da mistura reacional de ABTS + amostra

ADbSpranco € a absorbancia do MeOH (solvente) + amostra

3.15.3 Potencial redutor do ferro - FRAP

Para a avaliacédo da atividade antioxidante pelo potencial redutor do ferro no extrato e
fragdes das flores de P. insignis, foi preparada uma solucéo estoque do extrato hidroalcoolico,
das fracdes Hex, DCM, AcOEt, e do padréo &cido ascorbico, diluidas em solucéo salina 0,9 %
+ Tween 0,05 %. Em seguida por diluicbes seriadas, foram obtidas solugdes com
concentragdes de 62,5, 125, 250, 500 e 1000 pg mL™. A estas, adicionou-se 0,5 mL de
ferrocianeto de potassio 1 % e 0,5 mL de tampédo fosfato de sodio (0,2 M, pH 6,6). A
mistura reacional foi incubada a 50 °C durante 20 minutos, apds o tempo decorrido, foi

adicionado a mistura reacional 0,5 mL de 4acido tricloroacético 10 %, 0,5 mL de agua
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destilada e 0,125 mL de cloreto férrico (FeCls) 0,1 %. As medidas das absorbancias foram
realizadas no comprimento de onda (Anax) de 700 nm. O branco foi preparado com 0,3 mL de
tampéo fosfato. O acido ascorbico foi utilizado como controle positivo e avaliado nas mesmas

concentragoes.

3.15.4 Potencial inibidor de peroxidacéao lipidica

O potencial antioxidante do extrato e fracbes das flores de P. insignis contra a
peroxidacdo lipidica, foi determinada a partir da avaliagdo de substéncias reativas ao acido
tiobarbitirico (TBARS do inglés, thiobarbituric acid reactive species), como descrito por
Guimardes et al., (2010). A gema de ovo homogeneizada em 50 mM de tampéo fosfato (pH
7,4) (1% wl/v) foi utilizada como substrato rico em lipidios. Uma aliquota de 1 mL foi
sonicado e adicionado em 0,1 mL do extrato e das fragcdes em diferentes concentragdes (62,5,
125, 250, 500 e 1000 pg mL). Posteriormente, 0,1 mL da solugdo de 2,2’-azobis-(2-amidino-
propano)-hidroclorado (AAPH) foi adicionado para a peroxidacéo lipidica.

O tempo reacional das amostras foi de 30 minutos a 30 °C e apds resfriamento, uma
aliquota de 0,5 mL das amostras foram centrifugadas com 0,5 mL de acido tricloroacético 15
% a 1200 rpm durante 10 minutos. Em seguida, 0,5 mL do sobrenadante foi misturado com
0,5 mL de &cido tiobarbiturico 0,67 % (TBA) e aquecidos por 30 minutos a 95 °C. Apds
resfriamento, as absorbancias das amostras nas diferentes concentracbes foram medidas em
espectrofotdbmetro UV-Vis no comprimento de onda (Amax) de 532 nm. Os resultados foram
expressos em percentual de inibicdo de peroxidacdo lipidica. O acido ascorbico foi utilizado

como controle positivo e avaliado nas mesmas concentragoes.

3.16 Atividade inibidora da enzima acetilcolinesterase (AchE)

A andlise semi-quantitativa de inibicdo da enzima acetilcolinesterase (AChE) foi
realizada seguindo a metodologia descrita por Ellman et al. (1961), adaptada por Rhee et al.
(2001). Uma solucéo estoque a 1 mg mL™ do extrato e fragdes foi preparada dissolvendo 1
mg em 1 mL de MeOH. Aliquotas de 0,0625 a 1,0 mg mL™ de cada amostra foram aplicadas
em placa cromatografica de gel de silica e eluida com CHCIl3/ MeOH (95:5, v/v). Apés a

eluicdo da placa, a atividade inibitoria foi avaliada utilizando o revelador de Ellmam.
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A placa foi borrifada com ImM de DTNB (4cido 5,5’ — ditiobis-[2-nitrobenzdico]) e
1 Mm de ATCI (iodeto de acetiltiocolina) em tampdo A até a saturacdo do reagente. Deixou-
se a placa secar por um periodo de 3 a 5 minutos e apds o tempo decorrido, esta foi
pulverizada com 5 units/mL da enzima AchE conferindo a placa uma coloracdo amarelada. O
teste de inibicdo € considerado positivo quando se observa na cromatoplaca uma mancha
branca apds o periodo de 5 minutos. A cafeina foi utilizada como controle positivo.

3.17 Espectroscopia de absorcao molecular

As medidas de absorgdo molecular foram determinadas utilizando espectrofotdometro
UV-Vis Lambda 25 da PerkinElmer e cubetas de vidro e de quartzo de 1 cm de caminho

otico.

3.18 Analise estatistica

Os dados experimentais foram avaliados por analise de variancia (ANOVA)
utilizando o software Origin 8, com o nivel de confianca de 95% (p < 0,05). A concentracdo
eficiente, em pug mL™ de amostra, capaz de reduzir a concentragdo dos radicais em 50 %
(CEsp) foi determinada utilizando o software GraphPad Prism 6.0, a partir da curva
exponencial de primeira ordem do % de radicais remanescentes (ordenada) versus a

concentracdo da amostra em pg mL™ (abscissa) (SOUSA et al., 2007).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Analise fitoquimica

4.1.1 ldentificagdo dos constituintes do extrato hidroalcoodlico das flores de P. insignis
por ESI-IT-MS

Na investigacdo dos constituintes quimicos do extrato hidroalcoodlico das flores de P.
insignis Mart. por espectrometria de massas com ionizacéo por eletrospray no modo negativo
acoplado a espectrdbmetro de massas (hibrido ion trap) (ESI-IT-MS) no modo scan,
destacaram-se como constituintes um biflavonoide, a moreloflavona e um acilfloroglucinol
policiclico poliprenilado, a garcinialiptona FC. A Figura 5 apresenta o espectro de massas de
primeira-ordem (full-scan), obtido da analise por infusdo direta, do extrato hidroalcoolico das

flores de P. insignis.

Figura 5- Espectro de massas (full-scan) do extrato hidroalcoodlico das flores de P. insignis
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Ao analisar o espectro de massas, destaca-se que o sinal obtido por ESI-IT-MS em
modo negativo m/z 191, 0 [M- H]" é caracteristico do acido quinico, um metabdlito secundario
de ampla ocorréncia natural, acido cristalino encontrado na casca de quina, pode ser obtido
sinteticamente através da hidrdlise do &cido clorogénico (TSUKUI et al., 2015). O ion em [M-
H]" em m/z 539,1 sugere a presenca de um outro constituinte da classe dos biflavonoides, a

volkensiflavona. O ion em [M-H] em m/z 555,1 sugeriu a presenca do biflavondide do tipo
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flavonona-(3—8)-flavona, moreloflavona, isolada pela primeira vez em Garcinia morella
(KARANJGAOKAR et al.,1967). O sinal m/z 601,3 sugere a presenca de um acilfloroglucinol
policiclico poliprenilado (APPPs), a garcinialiptona FC (GFC), isolada anteriormente das
sementes de P. insignis por Costa Juanior e colaboradores (2010). Dentre as atividades
bioldgicas deste composto esta a atividade pro-oxidante no DNA, e induz a morte celular in
vitro, atividade anti-HIV (GARNSEY et al., 2011), anti-inflamatéria (WENG et al., 2004),
antiplasmddica (MARTI et al., 2010). As estruturas dos constituintes identificados, estdo

apresentadas na Figura 6.

Figura 6- Estruturas dos constituintes quimicos identificados no extrato hidroalcodlico das
flores de P. insignis por ESI-IT-MS

Acido quinico
(m/z 191) Volkensiflavona
(m/z 539,1)

Moreloflavona
(m/z 555,1)

Garciniellipitona FC
(m/z 601,3)

Na tentativa de identificar mais constituintes quimicos, o extrato hidroalcodlico, foi
submetido a particdo com n-hexano, diclorometano e acetato de etila.
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4.1.2 ldentificagéo dos constituintes da fragdo hexanica

Para a identificacdo dos constituintes desta fracdo, utilizou-se fracionamento

cromatografico e derivatizacao desta fracdo por esterificacdo para analise por CG-EM.

4.1.2.1 Identificacdo estrutural dos compostos de 1-3

A separacdo cromatografica da fracdo hexanica do extrato hidroalcodlico das flores
de P. insignis em coluna de gel de silica eluida com a mistura de n-hexano/AcOEt, resultou
na identificacdo de uma mistura de campesterol (1) estigmasterol (2) e sitosterol (3) na
subfracdo F11, eluida com n-hexano/AcOEt (9:1, v/v). As estruturas 1, 2 e 3 foram
confirmadas por analise de CG-EM, RMN de *H, **C e DEPT-90 e 135 e por comparacio
com a literatura (WRIGHT et al., 1978).

Os espectros de RMN de 'H e '3C da subfracio F11 apresentaram sinais
caracteristicos de estruturas esteroidais A° (Figuras 8 e 9). O espectro de RMN de 'H
apresentou acimulo de sinais na regido de 8 0,65 a 2,35 atribuidos aos hidrogénios dos grupos
metilicos, metilénicos e metinicos de estruturas esteroidais, um multipleto em &y 3,52
referente ao hidrogénio oximetinico em C-3, um dupleto em oy 535 (J = 5,2 Hz)
correspondente ao hidrogénio olefinico H-6 da instauracdo C-5 e C-6. Os dois duplos dupletos
em oy 5,02 e 5,14 (J = 8,5 e 15,1 Hz) sdo caracteristicos dos hidrogénios olefinicos H-22 e H-
23 da cadeia lateral do estigmasterol (2) (COSTA et al.,, 2010; DE-EKNAMKUL,;
POTDUANG, 2003).
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O espectro de RMN de *3C apresentou um sinal em & 71,9 confirmando a presenca
do carbono oximetinico (C-3), dois sinais em & 140,9 e 121,8 atribuidos aos carbonos
olefinicos C-5 e C-6, respectivamente, presentes em esteroides A° e dois sinais em & 129,4 e
138,4 referentes aos carbonos olefinicos C-23 e C-22 confirmando a presenca do
estigmasterol (2) em mistura com o sitosterol (3) (WRIGHT et al., 1978).

O campesterol, com um &tomo de carbono a menos na cadeia lateral, que o sitosterol,
torna-se dificil a sua identificacdo, contudo, os sinais menos intensos em 6¢ 30,4; 38,9; 32,7;
20,3; 18,4; 15,3 (Figura 9), foram atribuidos aos carbonos da cadeia lateral (C-23, 24, 25, 26,
27 e 28) do campesterol, com isso foi possivel a identificacdo da mistura de campesterol (1),

estigmasterol (2) e sitosterol (3) (Tabela 3).

A mistura dos trés esteroides (F11) foi confirmada pela analise em CG-EM onde o
cromatograma de ions totais Figura 7, apresentou trés picos com ions moleculares
correspondentes ao campesterol (1) com m/z 400 (9 %), estigmasterol (2) com m/z 412 (22 %)

e 0 majoritario, o sitosterol (3) com m/z 414 (68 %).

Figura 7. Cromatograma de ions totais da subfracdo F11 de P. insignis obtido por analise em
CG-EM

100 § F11
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Tabela 3— Dados de RMN de **C do campesterol (1), estigmasterol (2) e sitosterol (3)
(CDCl3, 100 MHz)

C Campesterol Estigmasterol Sitosterol

dc dcx dc dcx dc Ocx
1 34,7 37,3 37,4 37,3 37,4 37,3
2 31,8 31,6 31,8 31,7 31,8 31,6
3 71,9 71,7 71,9 71,8 71,9 71,7
4 42,4 42,2 42,4 42,3 42,4 42,2
5 140,9 140,8 140,9 140,8 140,9 140,8
6 121,8 121,6 121,8 121,7 121,8 121,6
7 32,0 31,9 32,0 31,9 32,0 31,9
8 32,0 31,9 32,0 31,9 32,0 31,9
9 50,2 50,2 50,2 50,2 50,2 50,2
10 36,3 36,5 36,3 36,6 36,3 36,5
11 21,2 21,1 21,2 21,1 21,2 21,1
12 39,9 39,8 39,9 39,7 39,9 39,8
13 42,4 42,3 42,4 43,3 42,4 42,3
14 57,0 56,8 56,9 56,9 56,9 56,8
15 24,4 24,3 24,4 24,4 24,4 24,3
16 24,4 28,3 28,4 29,0 28,4 28,3
17 56,1 56,1 56,2 56,1 56,2 56,1
18 12,0 11,9 12,0 12,1 12,0 11,9
19 19,5 19,4 19,5 19,4 19,9 19,4
20 36,3 36,2 40,6 40,5 36,3 36,2
21 19,1 18,8 21,2 21,1 19,1 18,8
22 33,8 33,8 138,4 138,4 34,1 34,0
23 30,4 30,4 129,4 129,3 26,2 26,2
24 38,9 38,9 51,3 51,3 46,0 45,8
25 32,7 32,5 32,0 31,9 29,5 29,2
26 20,3 20,3 19,9 21,3 19,9 19,8
27 18,4 18,3 19,1 19,0 19,1 19,1
28 15,3 15,4 26,2 25,4 22,8 23,1
29 - - 12,1 12,3 12,1 12,3

*Dados relatados por Wright et al., 1978
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Figura 8- Espectro de RMN de *H da mistura 1 -3 (CDCl3, 400 MHz)
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Figura 9- Espectro de RMN de **C da mistura 1 -3 (CDClz 100 MHz)
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4.1.2.2 Composicdo quimica da fracdo hexénica das flores de P. insignis por
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM), apds reacdo de

metilacao

A andlise da composicdo quimica de extratos e fragdes por CG-EM é um método Util
na investigacdo de fitoquimicos, por proporcionar a separagdo e identificacdo de compostos
individuais em matrizes organicas complexas, sendo de grande importancia em estudos de
biodiversidade guiada (ORHAN et al., 2012). Para a identificacdo de &cidos graxos, como
ésteres, a fracdo hexanica de P. insignis foi metilada usando a metodologia descrita em
Hartman e Lago (1973), tal método favorece a conversdo de compostos &cidos em ésteres
metilicos que sdo substancias mais volateis e menos polares, permitindo assim a separagéo e
identificacdo por CG-EM. O perfil em CG-EM da fracdo hexanica de P. insignis é mostrado
na Figura 10.

Figura 10- Cromatograma de ions totais da fracdo Hex de P. insignis por analise em CG-EM
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A abundancia relativa (%), ion, formula molecular e tempo de retencdo dos compostos
identificados na fracdo hexanica por andlise em CG-EM sdo mostrados na Tabela 4. A
identificacdo dos constituintes foi realizada utilizando os tempos de retengdo e analise dos
espectros de massas (ion molecular [M™], pico base e principais fragmentos) em comparagao
com 0s espectros de massas descritos na literatura e na biblioteca computacional NIST 0,8
(ASSIMOPOULO; PAPAGEORGIU, 2005; SANTOS et al., 2013; ZARETSKII et al., 1967).
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Tabela 4- Constituintes identificados na fracdo Hex de P. insignis, apds metilacéo por de CG-

EM
Constituintes Formula
_ [M™] Tr (min) (%)
quimicos Molecular

Hexadecanoato de C17H340, 270 17,98 21,28

: metila C16:0

(92,122)-

2 octadeca-9-12- C19H340, 294 19,45 18,55

dienoato de

metila C18:2
3 (92)-octadec-9- C19H360; 296 19,5 22,15

enoato de metila
C18:1

4 Octadecanoato de C19H350- 298 19,68 2,96

metila C18:0
5 n.i 22,51 1,81
6 n.i 22,60 5,71
7 n.i 23,37 13,58
8 n.i 31,63 5,64
9 Sitosterol Ca9Hs500 414 36,87 8,32

*n.i: ndo identificado; Tr: tempo de retencdo

Os principais tipos de constituintes presentes na fragdo hexanica de P. insignis foram

acidos graxos, identificados como ésteres metilicos (64,94 %) e esteroides (8,32 %). Os

ésteres metilicos majoritarios foram hexadecanoato de metila (21,28 %) e os esteres metilicos
de acidos graxos insaturados foram o C18:2 cis-9,cis-12 (18,55 %) e C18:1 cis-9 (22,15 %)

(Figura 11).

ol > 9% D) i
%ﬁmﬂaf/{y (@%nmy ndvade Drnkeire



oD 0 68
@(’A{(/la(ﬂd e Q,}/'A(wa’dda

Figura 11- Estrutura quimica dos acidos graxos metilados majoritarios da fracdo hexanica

0]

H3CO)WW\/\

Hexadecanoato de metila (21,28 %)

(pico 1)

o]

H3COJKW\/\

Octadeca-9-12-dienoato de metila (18:2- 9c,12c) (18,55)

(pico 2)
0]

Hsco)mw

Octadeca-9-enoato de metila (18:1- 9¢) (12,15)
(pico 3)

O esteroide identificado na fracdo hexanica metilada foi o sitosterol (8,32 %), este
esteroide foi previamente identificado no fracionamento cromatografico da fracdo hexanica
sendo relatado na subfragdo F11. Sua estrutura esta representada na Figura 12.

Figura 12- Estrutura quimica do esteroide presente na fracdo hexanica

HO
Sitosterol (8,32 %)
pico 9
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4.1.3 ldentificagéo dos constituintes da fracio diclorometano

Inicialmente esta fracdo foi submetida a analise por cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massas de alta resolucdo (UFLC-ESI-gTOF-HRMS) e também foi
submetida a derivatizagdo por sililacdo para a analise por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas (CG-EM).

4.1.3.1 Composicao quimica da fracdo DCM das flores de P. insignis por cromatografia
liquida acoplada a espectrometria de massas de alta resolugdo (UFLC-ESI-qTOF-
HRMS)

A andlise dos ions detectados foi realizada por comparacdo dos dados de massas de
alta resolucao contidos na literatura. Os espectros de massas foram selecionados tomando-se
como referéncia os tempos de retencdo (T,) das substancias. Foram detectados na fracdo
diclorometano das flores de P. insignis 5 compostos, sendo 2 pertencentes a classe dos
biflavonoides, 1 polifenol e 2 acilfloroglucinol policiclico poliprenilado: moreloflavona (1),
volkensiflavona (2), catequina (3), sinfonona F (4) e GFC (5). O perfil de UFLC-ESI-qTOF-
HRMS da fracdo diclorometano é mostrado na Figura 13. A formula molecular, a massa
molecular, o erro e o tempo de retencdo dos compostos identificados na fracdo diclorometano
por analise de UFLC-ESI-gTOF-HRMS sdo mostrados na Tabela 5.

Figura 13- Cromatograma de ions totais da fracgdo DCM das flores de P. insignis por anélise
em UFLC-ESI-qTOF-HRMS

Intens
x10° ]
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N
<— w
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Tabela 5- Compostos detectados na fragdo DCM das flores de P. insignis por analise em
UFLC-ESI-qTOF-HRMS

Tr . Formula
(min) [M-H] Erro Ref.

Pico Composto
molecular

1 Moreloflavona 1,1 555,0943 -1,9 C3oH19011 Ll etal., 2002
2 Volkensiflavona 16,7 539,1008 -4,6 C3zyH19019 Ll etal., 2002
ROCKENBACH et

3 Catequina 22,1 2892318 230 CisH14Op
al., 2012
4 Sinfonona F 22,6 617,3484 05 CasgHiO; MARTI et al., 2010
COSTA JUNIOR et
5 GFC 239 601,3557 -3,7  CagHagOs
al., 2010

Tr: tempo de retengdo; Ref.: referéncia

No cromatograma de ions totais da fracdo diclorometano das flores de P insignis foi
detectado no T, 1,1 min., o composto moreloflavona de férmula molecular C3yH2001; € cOm massa
molecular 556, 1013, apresentando como ion molecular de alta resolugdo m/z 555,0943 [M-
H]" como mostra a Figura 14.

Figura 14- Espectro de massas obtido para o composto moreloflavona por UFLC-ESI-qTOF-
HRMS

Intens.
[%0] 1

.094
100 4 555.0943

80

40

20 775.1465
429.0596
219.0510 l 649.3557
otr—o— A M
100 200 300 400 500 600 700 800 900 m/z

A banda 2 do cromatograma de ions totais da fracdo diclorometano, detectado no T,

16,7 min., refere-se ao biflavonoide volkensiflavona, composto de férmula molecular
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CaoH20010 € com massa molar 540,1056. Este apresentou como ion molecular de alta
resolugdo m/z 539,1008 [M-H]" como mostra a Figura 15.

Figura 15- Espectro de massas obtido para o composto volkensiflavona por UFLC-ESI-
qTOF-HRMS

Intens.
(%] 1

539.1008
100 A

80 -

413.052
219.0510 l 649.3557
l l N

oto—v—rert el M

100 200 300 400 500 600 700 800 900 ' m/ZI

Estes biflavonoides foram também identificados e isolados em mistura na fracéo
acetato de etila do extrato hidroalcodlico das flores de P. insignis. A banda 3 do
cromatograma de ions totais da fragcdo diclorometano, detectado no T, 22,1 min., refere-se a
catequina, composto de formula molecular C;5H1406 € com massa molar 290,1664. Este
apresentou como ion molecular de alta resolu¢do m/z 289,2318 [M-H] como mostra a Figura

16. Na Figura 17 a estrutura deste composto é representada.
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Figura 16- Espectro de massas obtido para o composto catequina por LC-ESI-gTOF-HRMS
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Figura 17- Estrutura quimica da catequina

No TIC da fracdo diclorometano, foi detectado no T, 22,6 min. o composto
identificado como sinfonona F, um acilfloroglucinol policiclico poliprenilado de foérmula
molecular C3gHs007 e com massa molecular 618, 3556, apresentando como ion molecular de
alta resolucdo m/z 617,3487 [M-H]’, como mostra a Figura 18. Este APPPs foi também
identificado no extrato acetato de etila das raizes de Symphonia globulifera L. F. (Clusiaceae),
planta nativa da América do Sul, Africa e Madagascar (MART] et al., 2010). Na Figura 19 a

estrutura deste composto é representada.
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Figura 18- Espectro de massas obtido para o composto sinfonona F por LC-ESI-gTOF-HRMS

Intens
% 1
100 4 617.3487
8 -
6 -
4 -
691.3282
2 -
339.1983 555.2814 723.377
289.227 463.2114 l 980.0211
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Figura 19- Estrutura quimica do composto sinfonona F
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No cromatograma de ions totais da fragdo diclorometano das flores de P. insignis foi
detectado no T, 23,9 min. um APPPs identificado como garcinielipitona FC (GFC) de férmula
molecular C3gHs006 € massa molecular 602,3412 apresentando como ion molecular de alta
resolucdo 601,3557 [M-H]’, como mostra a Figura 20, este foi também identificado e isolado
do extrato hexanico das sementes de P. insignis (COSTA JUNIOR et al., 2010).

Figura 20- Espectro de massas obtido para o composto GFC por LC-ESI-qTOF-HRMS
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4.1.3.2 Composicdo quimica da fracdo DCM sililada das flores de P. insignis por
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM)

Para a realizacdo de uma andlise por cromatografia a gas, se faz necessario que as
substancias a serem analisadas sejam suficientemente volateis e termicamente estaveis.
Quando hé a utilizacdo de substancias de alta massa molar ou contendo grupos funcionais de
alta polaridade, ocorre a necessidade de derivatizacdo. Esta € uma reacdo quimica de
modificacdo de substdncias com a finalidade de gerar novos produtos com melhores
propriedades cromatograficas, dentre os varios tipos de derivatizacdo, a sililagdo é muito
utilizada (COLLINS; BRAGA; BONATO, 2006; SCHUMMER, 2009).

A sililacdo € uma reacdo simples e rapida, ocorre em uma unica etapa bloqueando os
sitios proticos, favorecendo uma reducdo das interacdes do tipo ligacdo de hidrogeénio,
elevando a volatilidade dos compostos resultando em picos estreitos e simétricos (HARDMA,;
GILMAN, 2005). A reacdo geral para a formacdo do derivado é apresentada na Figura 21. Os
perfis de CG-EM da fracdo diclorometano o extrato hidroalcodlico de P. insignis sdo

mostrados na Figura 22.

Figura 21- Representacdo da reacdo de sililagdo utilizando substrato com hidrogénio ativo

RsSi—X + Y—H ——»RsSi—Y + H —X

Hidrogénio
com grupo de saida
do reagente

Reagente ~ Composto com Composto
sililante  hidrogénio ativo sililado

Fonte: Hardma; Gilman, 2005

A identificagdo das substancias foi realizada através da analise dos espectros de
massas (fon molecular [M"], pico base e principais fragmentos) em comparagio com 0s
espectros de massas dos compostos descritos na literatura (ASSIMOPOULOU;
PAPAGEORGIU, 2005; SANTOS et al., 2013; ZARETSKII et al., 1967). A abundancia
relativa (%), ion, formula molecular e tempo de retencdo dos compostos identificados na

fracdo diclorometano por anélise em CG-EM s&o mostrados na Tabela 6.
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Figura 22- Cromatograma de ions totais da fracdo DCM sililada das flores de P. insignis por
anélise em CG-EM

TIC Fragdo DCM

100 6

MUy s rtabisgones b

A e B . e I e e A e e e B e e e e e L A B e e e A s e e LA B s s s
6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22

Tempo (min)

Tabela 6- Constituintes identificados na fragdo DCM sililada das flores de P. insignis por
analise de CG-EM

Constituintes

- 0 +eo

quimicos Tr (min) (%) Fragmentos [M™]
Xantona ndo

1 ) - 6,98 1,47 229(100), 73(51), 303 (49) 462
identificada

2 n.i 7,02 411 297(100), 223(88), 267(69) 312

3,5-dihidroxi-1,2-
3 dimetoxixantona 7,20 4,79 73 (100), 273 (75), 229 (74) 432
TMS

4 n.i 7,30 2,48 73 (100), 117 (63), 217 (41) 324
Xantona ndo

5 ) - 7,43 17,23 73(100), 273 (89), 229 (88) 423
identificada
Xantona ndo

6 ) - 7,62 31,77 273 (100), 147 (62), 73 (79) 421
identificada
Xantona ndo

7 ] . 7,84 6,50 273 (100), 146 (91), 73 (77) 466
identificada

8 Garcinona B TMS 22,34 31,65 281 (100), 231(93), 69 (30) 610

*n.i: ndo identificado; Tr: tempo de retencdo
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Os compostos  3,5-dihidroxi-1,2-dimetoxixantona e garcinona B foram
tentativamente identificados na fragdo diclorometano das flores de P. insignis, estes ja foram
anteriormente identificadas em espécies da familia Clusiaceae, como Calophyllum
caledonicum e Garcinia mangostana, respectivamente (MOREL et al., 2002; WITTENAUER
et al., 2012). As xantonas sdo bastante comuns nas espécies da familia Clusiaceae e assim
como os flavonoides possuem grande importancia farmacologica. O espectro de massas da
3,5-dihidroxi-1,2-dimetoxixantona esta representado na Figura 23 e sua proposta de
fragmentacdo € representada nas Figuras 24 e 25 para m/z 229 e m/z 273, respectivamente,
que sdo picos caracteristicos de xantonas. Os espectros de massas dessa substancia nédo
derivatizada, apresentam o ion m/z 273 como pico base e 0 229, como o segundo de maior

intensidade.

Figura 23- Espectro de massas da 3,5-dihidroxi-1,2-dimetoxixantona
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Figura 24- Proposta de fragmentagédo para m/z 229 da 3,5-dihidroxi-1,2-dimetoxixantona
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A proposta de fragmentagédo acima representa a formacdo do fragmento m/z 229, que
pode ocorrer pela perca de uma metoxila, seguida de uma reacdo retro- Diels-Alder, para a

liberacdo de [H,C-Si(CHs)], com posterior perda de epoxido e [Si(CHzs)2].
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Figura 25- Proposta de fragmentagéo para m/z 273 da 3,5-dihidroxi-1,2-dimetoxixantona
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Para a formacdo do fragmento m/z 273, representada na proposta acima, ocorreu a
liberacdo de [Si(CHs).] seguida da perda de uma metoxila. Apds uma reacdo retro-Diels-
Alder, ocorre a liberacdo de epoxido com posterior formacao do fragmento.
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O espectro de massas da garcinona B esta representado na Figura 26 e sua proposta

de fragmentacdo € representada nas Figuras 27 e 28

Figura 26- Espectro de massas da garcinona B
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Figura 27- Proposta de fragmentagédo para m/z 231, m/z 593 e m/z 540 da garcinona B
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De acordo com a proposta de fragmentacdo acima o pico m/z 593, representa a perca
de uma metila a partir do ion molecular da garcinona B (M* 610) . Para a formagdo do
fragmento m/z 231, ocorre uma reacao retro-Diels-Alder, e posterior perca de [OSi(CHj3)3]. O

pico m/z 540 representa a perca de [Si(CHs)q4].

Figura 28- Proposta de fragmentacéo para m/z 281 da garcinona B
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A proposta de fragmentagdo acima representa a formacao do fragmento m/z 281 este
é formado a partir de uma reacgdo retro-Diels-Alder. Os padrdes de fragmentacdo obtidos na
analise em comparacdo com os dados da literatura sugerem que as bandas 1, 5, 6 e 7 tratam-se
de xantonas. Para o composto 1, o fragmento mais abundante foi m/z 229, este pode ser
formado atraves de uma reagéo retro-Diels-Alder na ligacdo dupla C-9a-C-4a, do anel A do
nucleo xantonico. A formacgdo do fragmento m/z 273, nos compostos 5, 6 e 7, pode ser
justificada pela perca de uma unidade C4Hg (56 Da), que € uma perda caracteristica de
xantonas preniladas (ZHOU et al., 2008).
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4.1.4 Identificagéo dos constituintes da fragio acetato de etila

Para a identificagio dos constituintes desta fracdo realizou-se processo
cromatografico em coluna seca de silica. A separacdo cromatografica da fracdo AcOEt do
extrato hidroalcoolico das flores de P. insignis em coluna seca de silica, resultou na
identificacdo de compostos pertencentes a classe dos biflavonoides, moreloflavona (4) e
volkensiflanova (5). A subfragdo F1°, eluida com MeOH/H,0 (1:1, v/v), um solido amarelo
amorfo, que apds analise por ESI-MS, operando no modo de ioniza¢éo negativo evidenciou
tratar-se de uma mistura de compostos com [M-H] de 555,1084 e 539,1117, com as
respectivas formulas moleculares C3H19011 € C3H19010. A Figura 29 representa o espectro

de massas da subfracao

Figura 29- Espectro de massas da subfracdo F1’das flores de P. insignis por ESI-qTOF
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4.1.4.1 Identificacéo estrutural dos compostos de 4-5

O espectro na regido do infravermelho (Figura 30) revelou bandas de absor¢do em:
3399 cm™ caracteristica de deformacdo axial de ligacdo O-H; 1643 e 1610 cm™ deformacao
angular C=0 de carbonila; 2963 a 2922 cm™ de deformagéo axial de C-H; 1517 a 1426 cm™
de deformacao angular C=C; além de absorcdo em 1088 e 1050 cm™ de deformacéo axial de
C-0O.

Aliado a isso, os dados de Ressonancia Magnética Nuclear de *H, **C, DEPT, HSQC
e HMBC (Figuras 31 a 35) em comparagcdo com dados registrados na literatura permitiu a
identificacdo desta fragdo como uma mistura de dois biflavonoides do tipo, flavonona-(3—38)-
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flavona: moreloflavona (4) e volkensiflavona (5) sendo a primeira majoritaria (LI et al.,
2002).

O espectro de RMN *H apresentou sinais em &4 5,75 (s), referente ao hidrogénio H-2

e a auséncia dos sinais de H-3 em 644,78 e de C-3 em d¢ 50,9 que foi deslocado para d¢ 104,0
sugere que as estruturas encontram-se na forma endlica. Na literatura, os tautbmeros descritos
encontram-se na forma cetonica e os hidrogénios H-2 e H-3, apresentam dupletos com
constante de acoplamento, J= 12 Hz, indicando que estes ocupam posicédo diaxial.

Os sinais presentes no espectro de RMN **C em &¢ 82,6, 104,0, 165,8, e 103,4 (C-2,
C-3, C-2” e C-3”) confirmam a existéncia de duas unidades flavonoidicas distintas: uma
flavonona ¢ uma flavona. Os sinais em oy 7,11 (d, J = 8,2 Hz) e 6,43 (d, J =6,9 Hz)
atribuidos aos pares de atomos de hidrogénios H-2’/ H-6" ¢ H-3’/ H-5’, respectivamente,
confirmam o padrdo de substituicdo caracteristica de anel p-substituido da porcao flavonona
do biflavonoide.

Os singletos em o6y 597 e 598 referem-se aos hidrogénios H-6 e H-8,
respectivamente. S&o observadas no COSY as correlagdes em 6y 7,11 com oy 6,43 referentes
aos atomos H-2’/H-6’ e H-3°/H-5’, respectivamente. O hidrogénio H-5" em 6y 6,92 (d, J =
8,4 Hz) correlacionando com o H-6" em &y 7,30 (d, J = 8,4 Hz), confirmando a substituicdo
3 e4” do anel E.

Os dois singletos em oy 6,43 e 6,26 s&o referentes aos atomos de hidrogénio nas
posigdes 3” e 67, respectivamente. A analise do espectro de HMBC mostrou, dentre outras
correlagdes, o atomo de hidrogénio da posicdo 2 (o4 5,75) com o aomo de carbono na
posi¢do 2’ (6¢c 129,2), os hidrogénios H-2’/H-6" (8 7,11) com o carbono na posi¢do 2 (o¢c
82,6). Todos dos dados de RMN da mistura estdo apresentados na Tabela 7. De acordo com
Li et al., (2002), o espectro de RMN *H deste tipo de biflavonoides apresenta pobre resolucio
devido a existéncia de vérias conformagdes, resultando em fortes interacfes intra e

intermolecular por ligacdo de hidrogénio, dado o grande nimero de hidroxilas presentes.
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Figura 30- Espectro no infravermelho da mistura4 e 5
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Tabela 7- Dados de RMN *H e *C da Volkensiflavona e Morelloflavona, incluindo correlacio heteronuclear através de uma ligacdo

(HSQC:YJch) e a longa distancia (HMBC: "Jcp, n= 2 e 3). (CD30D, 100 MHz)

Morelloflavona (forma endlica)

Volkensiflavona (forma endlica)

Posicéo HSQC HMBC Lit*(cetona) HSQC HMBC Lit*(cetona)
dc OH “Jch ‘ e Sc 5c | OH Aen | dew dc
2 82,6 5,75 (sl) H-2’; H-6’ 82,8 83,8 5,62 (s) 82,3
3 104,0 - 50,9 105,3 kel 48,8
4 197,8 - 198,0 198,4 - 197,9
4a 102,0 - 101,8 103,1 - 102,9
5 158,5 - 158,7 166,1 - 165,5
5-OH - 12,18 (s) - - 12,18 (s) -
6 96,4 5,97 (s) H-8 96,5 97,6 6,06 (d J=7,5Hz) 97,5
7 162,5 - 162,4 168,8 - 168,3
8 97,4 5,99 (s) 97,5 96,6 6,06 (d J=7,5Hz) 96,4
8a 162,5 - 162,7 164,4 - 164,4
1’ 130,4 - H-3’; H-5’ 130,6 129,8 - H-2 129,7
2’ 129,2 7,11 (d J=8,4 Hz) H-3° H-2; H-6’ 129,4 130,4 7,07 (d J=8,2 Hz) 130,0
3’ 1155 6,43 (d J=6,9 Hz) H-5’ 115,7 116,3 6,43 (d J=6,9 Hz) 116,9
4’ 157,4 - H-2’; H-6’ 157,5 158,8 - 159,3
5 1155 6,43 (d J=6,9 Hz) H-3’ 115,7 116,3 6,43 (d J=6,9 Hz) 116,9
6’ 129,8 7,11 (d J=8,4 Hz) 129,9 130,4 7,07 (d J=8,2 Hz) 130,0
27 165,8 - H-2’; H-6 164,9 164,4 - 164,2
3” 103,4 6,43 () 103,5 103,1 6,43 () 103,6
4” 183,8 - 184,0 183,8 - 182,8
4a' 103,1 - 103,0 104,9 - H-3” 104,7
5” 164,8 - 164,5 163,3 - 163,3
5”-OH - 12,74 (s) - - 12,74 (s) -
6” 99,8 6,26 () 99,9 98,2 6,26 () 99,8
7 168,2 - 168,3 168,8 - 168,2
8” 103,4 - H-6" 103,3 102,0 - H-6” 102,1
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Tabela 7- Dados de RMN *H e *C da Volkensiflavona e Morelloflavona, incluindo correlacio heteronuclear através de uma ligacdo

(HSQC:YJch) e a longa distancia (HMBC: "Jcp, n= 2 e 3). (CD3OD, 100 MHz)

Morelloflavona (forma endlica)

Volkensiflavona (forma endlica)

Posicéo HSQC HMBC Lit* (cetona) HSQC HMBC Lit*(cetona)
5 | OH A | e Sc dc OH e | Yden dc
8a' 168,2 - 168,8 162,2 - 162,4
1 120,5 - H-2> H-3” 120,6 123,4 - 122,3
27 1141 7,35 (sl) H-6 114,2 129,2  7,75(d J=8,4 Hz) 129,2
3 146,8 - H-5" 147,0 116,3 6,64 (d J=8,1Hz) 115,8
4 151,0 - H-2’; H-6 151,0 157,4 - 156,8
5 116,8 6,92 (d J=8,4 H) 117,0 116,3 6,64 (d J=8,1 Hz) 1158
6’ 120,5 7,30 (d J=8,4 Hz) 120,7 129,2 7,75 (d J=8,4 Hz) 129,2
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Figura 31 -Espectro de RMN de *H da mistura 4 e 5 (CD;0D, 400 MHz)
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Figura 32- Espectro de RMN de *3C da mistura 4 e 5 (CD;0D, 100 MHz)
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Figura 33- Mapa de contornos HSQC de *H-"3C de 4 e 5 (400 e 100 MHz, CD30D)-expansio da regido de 8y 5,1-7,7 e 8¢ 70-160
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Figura 34- Mapa de contornos HMBC de *H-'*C de 4 e 5 (400 e 100 MHz, CD;0D)-expansio da regido de 8y 5,25- 6,15 ¢ 8¢ 80-170
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Figura 35- Mapa de contornos HMBC de *H-'*C de 4 e 5 (400 e 100 MHz, CDs0D)-expansio da regido de &y 6,75- 7,60 e 8¢ 80-170

gHMBC 01

Profa Graca/ Emanuelly/ metanol 20 mg
80

0
\

90

U

100

~110

fag==—>)

120

3 (ppm)

130

140

7.302,150.829}
> 150

{7.270,150.901}

160

170

7.60 755 750 745 740 735 730 725 720 715 7.0 7.05 7.00 695 690 685 680 6.75
3 (ppm)

oy oy U )
(@s/?(él?ll(’////// %/mny/ (,%;c//'(///e s,@/{/?ﬁ(’/f/’o



] - R
L@wj{(//(mﬁd e Q}/Zﬁm’dd(» 92

4.5 Teor de fendis e flavonoides totais

Véarios métodos sdo utilizados para a quantificacdo dos teores de fenadis totais, dentre
eles 0 mais utilizado é o método espectrofotométrico que utiliza o reagente Folin-Ciocalteu.
Este reagente de cor amarela é constituido de uma mistura dos acidos fosfomolibidico e
fosfotunguistico, no qual o molibdénio e o tungsténio apresentam estado de oxidacdo 6+,
guando estdo na presenca de substancias fenolicas séo reduzidos a complexos de molibdénio-
tungsténio azuis, e apresentam estados de oxidacgdo variando entre 5+ e 6+ (KAMAL-ELDIN,
2008; OLIVEIRA et al., 2009; SOUSA et al., 2007).

A reacgdo entre o reagente de Folin-Ciocalteu e os agentes redutores em meio basico
produz anions fenolatos que reagem facilmente, reduzindo o molibdénio e a cor do meio

reacional muda, passa de amarela para azul (Figura 36) (OLIVEIRA et al., 2009).

Figura 36- Reacdo de reducdo do reagente de Folin-Ciocalteu

COOH coo- oo
Na2CO3 6+
— + 2Mo®t - + 2Mo°" + 2H'
HO OH HO OH 0 OH
OH OH 0

Fonte: Oliveira et al., 2009

Para a quantificagdo de flavonoides em plantas, um método muito utilizado é o
ensaio que se baseia na formacdo de um complexo utilizando cloreto de aluminio é bastante
empregado. A Figura 37 representa como ocorre a formacdo do complexo flavonoide-
aluminio (FERREIRA et al., 2014; FERNANDES et al., 2012)
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Figura 37- Complexag&o de um flavonoide com solugdo metandlica de AICI;

Fonte: Ferreira et al., 2014

A importancia de polifenois e compostos relacionados na familia Clusiaceae estéo

associados a propriedades biologicas e farmacoldgicas tais como, antioxidante, citotoxico e

antimicrobiano.

A investigacdo fitoquimica de Garcinia gradneriana mostrou a presenca de
substancias fenolicas que incluem flavonoides, flavonoides glicosilados com atividade

analgeésica, antifungica e anti-inflamatoria (ex., amentoflavona, um biflavon6ide comum na

familia Clusiaceae) (NOLDIN et al., 2006). Em termos quimiossistematicos, biflavonoides
assim como benzofenonas e xantonas, tem sido relatados como podenciais marcadores
taxonémicos na subfamilia Clusioidae (FERREIRA; CARVALHO; SILVA, 2012).

Os resultados dos teores de fenais totais (FT) e flavonoides totais (FLAT) do extrato

hidroalcoolico e fragdes de Platonia insignis sdo mostrados na Tabela 8.
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Tabela 8 - Contetdos de fendis e flavonoides totais do extrato hidroalcodlico e fragdes das

flores de P insignis

FT FLAT
Amostra 1 1
mg EAG g MVF mg EQ g MVF
Extrato hidroalcodlico 1511,20 £ 13,41 157,70 + 0,29
Fracdo Hex 1336,73 + 20,32 97,17+ 1,10
Fracdo DCM 2590,33 + 17,67 96,37 + 1,06
Fracdo AcOEt 2650,10 + 61,31 237,90 + 0,86

Média + desvio padrdo; Fendis totais (FT); Flavonoides totais (FLAT); miligramas equivalente grama
de 4cido galico por grama de material vegetal (mg EAG g MVF™); miligramas equivalentes de
quercetina por grama de material vegetal (mg EAQ g MVF™).

A fracdo AcOEt apresentou o maior teor de fendis totais com 2650,10 mg EAG g
MVA™, seguido da fracio DCM (2590,33 mg EAG g MVF™), enquanto a fracdo Hex
apresentou o menor contetido (1336,73 mg EAG g MVF™). Segundo Rufino et al., (2010) o
teor de polifendis pode ser classificado em trés categorias: baixo (< 1mg EAG/g), médio (1-5
mg EAG/qg) e alto (>5 mg EAG/g) para amostras baseadas em material vegetal fresco (MVF)
e baixo (< 10 mg EAG/g), médio (10-50 EAG/g e alto (> 50 mg EAG/g) baseadas em
material vegetal seco (MVS). De acordo com a classificacdo dada, o extrato hidroalcodlico e
as fracdes das flores de P. insignis possui um alto teor de fendis totais, variando na seguinte
ordem fracdo AcOEt > fracdo DCM > extrato hidroalcodlico > fracdo Hex.

Na presente investigacdo, o teor de flavonoides variou de 96,17-237,9 mg EQ g
MVF?. A fracdo AcOEt apresentou o0 maior teor de flavonoides (237,9 mg EQ g MVF?Y),
confirmando a presenga da mistura dos dois biflavonoides isolados a partir desta fragéo,
seguida do extrato hidroalcoélico, que foi de 157,7 mg EQ g MVF™. Os teores de flavonoides
totais diminuiram na seguinte ordem: fracdo AcOEt > extrato hidroalcoodlico > fracdo DCM =
fragdo Hex. Em geral, flavonoides estdo ausentes (ou em baixo teor) nas fragdes da particdo
em que se utilizou solventes de baixa polaridade como n-hexano (FERREIRA et al., 2014).
Na analise por CG-EM, os flavonoides e derivados Cg-C3-Cg ndo foram detectados na fragéo

Hex.
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4.6 Atividades Antioxidantes

Na literatura, a investigacdo fitoquimica de P. insignis mostrou a presenca de
substancias fenolicas com promissora atividade antirradicalar, como por exemplo, 0s
floroglucinois relatados anteriormente em sementes de P. insignis (COSTA JUNIOR et al.,
2011), antibacteriana, como os biflavonoides isolados de Garcinia morella por Karanjgaokar
etal., (1967).

4.6.1 Atividade antioxidante frente ao radical DPPH

A avaliacdo da atividade antioxidante frente ao radical DPPH € um dos métodos mais
utilizados devido sua maior sensibilidade, praticidade e rapidez. O radical DPPH é uma
substancia muito estavel, pois ocorre a deslocalizacdo do elétron desemparelhado por toda
molécula, 0 mesmo apresenta coloragdo violeta intensa e banda de absorcdo que varia de 515
a 520 nm. Na presenca de substancias antioxidantes, o radical DPPH é facilmente reduzido a
2,2-difenil-1-picril-hidrazina (DPPH-H), que em solucdo apresenta coloracdo amarelada
(ALVES et al., 2010; OLIVEIRA et al., 2009). A reacdo de reducdo do radical DPPH ¢
representada na Figura 38.

Figura 38- Reacdo de reducdo do radical DPPH frente a um composto antioxidante (HA)

Violeta-escura Violeta-clara

Fonte: Adaptada de Oliveira et al., 20009.
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Na avaliagdo do potencial antioxidante do extrato e fragdes das flores de P. insignis
frente ao radical DPPH, a atividade antioxidante decresceu na seguinte ordem: fragdo DCM >

fracdo AcOELt > extrato hidroalcodlico > fracdo Hex (Figura 39).

Figura 39- Percentuais de atividade antioxidante do extrato e fragdes das flores de P. insignis
frente ao radical DPPH
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Os valores representam a média £ Desvio Padrdo dos valores de inibi¢do in vitro, n=5, experimentos
em triplicata. O &cido ascorbico foi usado como padréo antioxidante. p<0,05 fracdes e extrato versus
acido ascorbico (significancia estatistica). Analise de variancia (One-way ANOVA e Tukey multiple

comparisons como post hoc teste). GraphPad Prism, verséo 6.0, 2016.

A fracdo DCM, a fracdo AcOEt e o extrato hidroalcoolico apresentaram as melhores
atividades antioxidantes com CEso de 128,4 + 0,69, 160,6 = 0,54 e 164,2 £ 0,72 ug mL?,
respectivamente. A presenca de compostos fenolicos nessas trés amostras pode estd associada
a seus resultados satisfatorios frente ao sequestro de radicais DPPH, pois foram as que
apresentaram os maiores teores de fenois e flavonoides totais. A fragdo hexéanica mostrou

baixa atividade antioxidante (CEso= 242,7 + 0,40), confirmando esta associacao, pois a fracdo
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hexanica apresentou o menor teor de compostos fenolicos. O &cido ascérbico utilizado como

padrdo antioxidante apresentou uma CEsg de 55,8+ 0,69.

4.6.2 Atividade antioxidante frente ao radical ABTS

O método indireto do sequestro do radical 2-2"-azinobis(3-etilbenzotiazolina-6-acido
sulfénico) (ABTS) sugerido por Miller et al. (1993) em testes de amostras bioldgicas, também
é muito utilizado. O ABTS origina-se ap6s uma reacdo, que pode ser quimica (dioxido de
manganés, persulfato de potassio, ABAP), enzimatica (peroxidase, mioglobulina), ou também
eletroquimica (KUSKOSKI et al., 2005).

Por meio da adicdo de persulfato de potassio, ocorre a formacgdo do cation radical
ABTS, que confere a cor esverdeada ao meio reacional. Na medida em que substancias
antioxidantes sd0 misturados com esse cation radical, ocorre a reducdo do ABTS* a ABTS",
provocando a perda de coloracdo do meio reacional (RUFINO et al., 2007). A reacdo de

reducdo do radical ABTS esta representada na Figura 40.

Figura 40- Reacdo de reducéo do radical ABTS frente a um composto antioxidante (AOH)

i N " SOH |
N A=Y
@[S%N ’\L SO3H
HO3S D
I N /N:<Sj©/ . A0
+AOH ~—> s>:"\l* N\
3 s SO3H
=T

HO4S

HO5S

Verde-escura Verde-clara

Fonte: Adaptada de Rufino et al., 2007

Na avaliacdo do potencial antioxidante do extrato e fragdes das flores de P. insignis

frente ao cation radical ABTS, a atividade antioxidante decresceu na seguinte ordem: fracéo

DCM > fracdo AcOEt > extrato hidroalcodlico > fragdo Hex (Figura 41).
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Figura 41- Percentuais de atividade antioxidante do extrato e fragdes das flores de P. insignis
frente ao radical ABTS
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Os valores representam a média £ Desvio Padrdo dos valores de inibi¢do in vitro, n=5, experimentos
em triplicata. O &cido ascorbico foi usado como padro antioxidante. p<0,05 fracdes e extrato versus
acido ascorbico (significancia estatistica). Analise de variancia (One-way ANOVA e Tukey multiple

comparisons como post hoc teste). GraphPad Prism, versio 6.0, 2016.

A fracdo DCM, a fracdo AcOEt e o extrato hidroalcodlico apresentaram as melhores
atividades antioxidantes com CEs, de 45,28 + 0,37, 51,64 = 0,84 e 69,00 £ 0,72 ug mL?,
respectivamente. A resposta satisfatoria dessas trés amostras pode esta associada a presenca
de compostos fenolicos, pois foram as que apresentaram 0s maiores teores de fenois e
flavonoides totais. A fracdo hexanica mostrou baixa atividade antioxidante (CEs,= 83,38 +
0,40) , o que confirma que o potencial antioxidante frente ao radical ABTS esta associada a
presenca de compostos fendlicos. O 4&cido ascorbico utilizado como controle positivo
apresentou uma CEsg de 44,95 + 0,69.
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4.6.3 Atividade antioxidante pelo método de redugéo do ferro -FRAP

O método que avalia o potencial de reducdo do ferro indica a capacidade que uma
substancia possui em doar elétrons, e em consequéncia, reduzir os intermediarios oxidativos
(EROs). Este € descrito como método FRAP ( Ferric Reducing Antioxidant Power), e baseia-
se na reducdo do ferro (Fe** — Fe?*) e ndo na captura de radicais livres como os métodos
descritos anteriormente (MOTTA et al., 2013).

Na avaliacdo do potencial redutor do ferro do extrato e fracGes das flores de P.
insignis, a atividade antioxidante decresceu na seguinte ordem: fracdo AcOEt > fragdo DCM
> extrato hidroalcodlico > fracdo Hex . Os dados de CEsg sdo expressos na Tabela 9.

Tabela 9- Atividade antioxidante pelo método de reducdo do ferro -FRAP (CEsp) do extrato

hidroalcodlico e fracdes das flores de P. insignis

Amostra CEsotrezy
ug mL™ + DP
Extrato hidroalcoodlico 240,0£ 0,72
Fracdo Hex 545,6 £ 0,40
Fracdo DCM 220,7+ 0,69
Fracdo AcOEt 217,8 £ 0,54
Acido ascorbico 130,9 £ 0,29

Média + desvio padrdo; Concentracao eficiente (CEsp)

A fracdo AcOEt, a fracdo DCM e o extrato hidroalcoolico apresentaram as melhores
atividades antioxidantes pelo método de reducdo do ferro, este resultado pode estar
relacionado ao elevado teor de flavonoides presentes na fracdo AcOEt, tendo em vista 0s
inimeros trabalhos que relatam as diferentes atividades exibidas por esta classe de compostos

e seu alto potencial antioxidante (ALVES et al., 2007).

4.6.4 Potencial inibidor de peroxidacao lipidica

Uma das principais consequéncias bioldgicas provocadas pelos radicais livres é a
peroxidacao lipidica, esta inicia-se pela remocdo de dtomos de hidrogénio da cadeia lateral de
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acidos graxos insaturados. A inibicdo da peroxidagdo lipidica é avaliada a partir da
quantificacdo de substancias reativas ao acido tiobarbiturico, conhecido como 0 ensaio
TBARS (do inglés, thiobarbituric acid reactive species), que €& um método
espectrofotométrico simples e reprodutivel (MIRANDA-VILELA; RESCK; GRISOLA, 2008
SERAFINI et al., 2001).

O malondialdeido (MDA), um subproduto da oxidacdo de acidos graxos
poliinsaturados, € um biomarcador confidvel e muito usado na medida do potencial inibidor
de peroxidacdo lipidica. Na presenca do &cido tiobarbiturico (TBA) o malondialdeido reage
formando um complexo TBA-MDA de coloragdo rosa-avermelhada, que apresenta banda de
absorcdo na faixa de 532 a 535 nm (Figura 28). Na realizacdo do ensaio, utiliza-se gema de
ovo como substrato lipidico que pode ser oxidado a partir da adicdo de fons metélicos (Cu®
ou Fe**) ou uma fonte de radicais livres, como o 2-2’-azobis-(2amidino-propano)-
hidroclorado (AAPH) (MIRANDA-VILELA; RESCK; GRISOLA, 2008; SILVA; BORGES;
FERREIRA, 1999).

Figura 42-Reacdo de condensacédo do &cido tiobarbiturico (TBA) com malondialdeido (MDA)

5 5 HS\(/N oH s\‘/N\ OH HO NYSH
W 2 | N | N+ 2HDO

H H N — > NG
MDA OH OH OH
TBA

Fonte : Adaptada de Serafini et al., 2001

Na avalia¢do da inibicdo de peroxidacgdo lipidica induzida por AAPH do extrato e
fragdes das flores de P. insignis, a inibicdo decresceu na seguinte ordem: fragdo AcOEt >
fracdo DCM > extrato hidroalcodlico > fragdo Hex (Figura 43).
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Figura 43- Percentuais de inibicdo de peroxidagdo lipidica causada pelas formas reativas

associadas ao écido tiobarbitdrico (TBARS) do extrato e fracdes das flores de P. insignis
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Os valores representam a média + Desvio Padrao dos valores de inibicdo in vitro, n=5, experimentos
em triplicata. O &cido ascorbico foi usado como padro antioxidante. p<0,05 fracdes e extrato versus
acido ascorbico (significancia estatistica). Analise de variancia (One-way ANOVA e Tukey multiple

comparisons como post hoc teste). GraphPad Prism, versdo 6.0, 2016.

Nas condicdes avaliadas as fracdes AcOEt e a fracdo DCM apresentaram as
atividades antioxidantes mais significativas, com percentuais de inibicdo de peroxidacdo
lipidica variando de 60,74 a 77,85 % e 58,91 a 76,40 % e CEsy 12,34 e 28,05 ug mL™,
respectivamente. O padrdo antioxidante, &cido ascérbico mostrou percentuais de inibi¢do de
61,85 a 81,21 % com CEsy de 17,18. Com isso a fragcdo ACOEt apresentou atividade
antioxidante de inibicéo de peroxidacao lipidica superior ao padréo antioxidante.

O extrato hidroalcoodlico apresentou percentuais de inibicdo de 51,79 a 79,81 % e
CEsp de 38,39. A fracdo menos ativa dentre as avaliadas nas concentracGes testadas foi a Hex
apresentando percentuais de inibi¢do de 40,10 a 79,02 % e CEso de 74,05. Isso indica que o
fracionamento do extrato influenciou no aumento da atividade de inibicdo de peroxidagéo
lipidica, j& que suas fracOes mostraram um crescimento na atividade de inibicdo de acordo

com o aumento da polaridade do solvente durante a particdo. Estes resultados sugerem que o
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extrato e as fracOes podem exercer potencial antioxidante com efeito protetor para as
biomoléculas lipidicas.

4.7 Atividade inibidora da enzima acetilcolinesterase (AchE)

Um ensaio qualitativo bastante utilizado na inibicdo da enzima acetilcolinesterase
(AchE) é o método de Ellman que se baseia na coloracdo apresentada na cromatoplaca. O
principio do método avalia a hidrolise da acetiltiocolina a partir da enzima AchE formando a
tiocolina que na presenca do reagente de Ellman (4cido 5,5’ — ditiobis-[2-nitrobenzéico],
DTNB) produz o anion 5-tio-2-nitrobenzoato (cor amarelo) e 2-nitrobenzoato de metila-5-
mercaptotiocolina. O reagente confere a cromatoplaca uma coloracdo amarelada e o teste de
inibicdo € considerado positivo quando se observa manchas brancas, pois indica que a
acetiltiocolina néo foi hidrolisada (RHEE et al., 2001).

Figura 44- Reacdo da atividade enzimatica da acetilcolinesterase (AchE)

(0] / o
/[k LN_  AchE . N N/
Ry B _
S/\/ \ 0 HS/\/ \
acetiltiocolina acetato tiocolina

CO,H

DTNB
O:N i
5—S CO,H
co, ) ( I NO,

0N co,
O,N
.
SH

— +,
S—S._~ N/—
\
2-nitrobenzoato-5-mercaptotiocolina 5-tio-2-nitrobenzoata
(amarelo)

Fonte: Adaptada de Rhee et al., 2001
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O potencial de inibicdo da enzima acetilcolinesterase do extrato e fragOes das flores
de P. insignis foram avaliados semi-quantitativamente nas concentragdes de 1,0 mg mL™, 0,5
mg mL?, 0,25 mg mL™, 0,125 mg mL™ e 0,0625 mg mL™. O teste é considerado positivo
guando se observa na cromatoplaca manchas brancas em meio a coloragdo amarelada. Diante
disto, o extrato e fragdes de P. insignis Mart apresentaram resultado positivo frente a inibicdo
da enzima AChE em todas as concentragdes testadas, conforme observado na Figura 45.
Desta forma, tal espécie € candidata a um possivel estudo bioguiado visando investigacdes

quantitativas, assim como isolamento e elucidacgéo estrutural das substancias ativas.

Tabela 10 - Resultado da inibicdo da enzima acetilcolinesterase do extrato e fracGes das

flores de P. insignis

Amostra Inibicdo de AChE
Extrato hidroalcodlico +
Fracdo Hex +
Fracdo DCM +
Fracdo AcOEt +
Acido ascorbico +

+: teste positivo
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5 CONSIDERACOES FINAIS

A partir deste estudo, foi possivel identificar como constituintes das flores:
moreloflavona, volkensiflavona, garcinieliptona FC, sinfonona F, garcinona B, catequina, 3,5-
dihidroxi-1,2-dimetoxixantona, os esteroides campesterol, estigmasterol e sitosterol e acidos
graxos.

Na quantificacdo dos teores de fendis e flavonoides totais, a fracdo acetato de etila
apresentou 0s maiores teores em ambos, seguida a fracdo diclorometano e do extrato
hidroalcodlico.

O extrato hidroalcoolico e as fracdes das flores de P. insignis mostraram-se
promissores no sequestro de radicais livres evidenciados por meio dos ensaios de DPPH e
ABTS, potencial redutor do ferro (FRAP) e inibicdo de peroxidacdo lipidica, a atividade
antioxidante, € atribuida aos constituintes de natureza fendlica responsaveis por muitas
atividades framacologicas de produtos naturais, como também preventivas em muitos
processos degenerativos, doencas cardiovasculares, dentre outras.

No ensaio semi-quantitativo de inibicdo da enzima acetilcolinesterase por meio do
ensaio de Ellman, o extrato e fragfes de P. insignis Mart apresentaram teste positivo para a
inibicdo da enzima, em todas as concentragdes testadas.

Este estudo com as flores é pioneiro e apresenta resultados relevantes contribuindo
com a determinacdo de novos constituintes quimicos, como volkensiflavona, sinfonona F,

garcinona B e atividades biologicas da espécie Platonia insignis Mart.
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