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RESUMO

Estudos sobre a composicdo quimica e propriedades biologicas de plantas da
biodiversidade brasileira ainda sdo escassos. Uma estratégia valiosa para encontrar
compostos com possiveis atividades biolégicas consiste em tragar o perfil de seus
metabdlitos secundarios totais. Neste sentido, o presente trabalho visa a
determinacao da composicao fitoquimica dos frutos da espécie nativa Campomanesia
phaea O. Berg. Landrum (Myrtaceae). Os extratos das cascas e polpas dos frutos de
cambuci foram preparados utilizando-se os solventes acetato de etila (CP_CA e
CP_PA), etanol (CP_C100 e CP_P100) e etanol 70% (CP_C70 e CP_P70),
respectivamente. Estes extratos foram submetidos aos ensaios de atividades
antioxidante e antiglicante, e analisados por cromatografia liquida de alta eficiéncia
com detector UV-Vis (CLAE-UV/DAD) e espectrometria de massa (CL-EM/EM). Um
método analitico otimizado com eluicdo no modo gradiente foi desenvolvido
alcangando alta eficiente na separagao de seus componentes. Os extratos CP_P70 e
CP_C70 apresentaram maior capacidade antioxidante pelo método do sequestro do
radical DPPH* (58,54 + 2,11 € 64,42 + 0,74 yg mL-", respectivamente) e ABTS™* (41,21
+ 0,74 e 41,04 + 0,87 uyg mL™, respectivamente), quando comparados aos demais
extratos analisados. Quanto a atividade antiglicante, o extrato CP_PA foi o mais ativo,
com 52,8% de inibigao de atividade antiglicante. A analise da composi¢ao quimica dos
extratos CP_CA e CP_PA por CL-EM/EM levou a identificacédo de 15 substancias,
dentre elas: cardamonin, flavokawain B, acido quinico e derivados do acido elagico.
Este estudo mostrou a identificacdo de 9 substancias no extrato da polpa e 4 no
extrato da casca relatadas pela primeira vez nos frutos de C. phaea. As propriedades
biolégicas observadas, bem como a presengca de compostos fendlicos, abrem
perspectivas para o emprego dos frutos de C. phaea no desenvolvimento de produtos
cosmeéticos anti-idade.

Palavras-chave: campomanesia phaea; cambuci; atividade antioxidante; myrtaceae.
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ABSTRACT

Studies on the chemical composition and biological properties of plants in Brazilian
biodiversity are still scarce. A valuable strategy for finding compounds with possible
biological activities is to profile their total secondary metabolites. In this sense, the
present work aims to determine the phytochemical composition of the fruits of the
native species Campomanesia phaea O. Berg. Landrum (Myrtaceae). The extracts of
the peel and pulp of cambuci fruits were prepared using the solvents ethyl acetate
(CP_CA and CP_PA), ethanol (CP_C100 and CP_P100) and 70% ethanol (CP_C70
and CP_P70), respectively. These extracts were submitted to tests of antioxidant and
antiglycant activities, and analyzed by high performance liquid chromatography with
UV-Vis detector (HPLC-UV/DAD) and mass spectrometry (CL-EM/EM). An optimized
analytical method with gradient mode elution was developed achieving high efficiency
in the separation of its components. CP_P70 and CP_C70 extracts showed greater
antioxidant capacity by the DPPH" radical scavenging method (58.54 + 2.11 and 64.42
+ 0.74 pug mL", respectively) and ABTS™ (41.21 + 0 .74 and 41.04 + 0.87 yg mL™",
respectively), when compared to the other extracts analyzed. As for the antiglycerin
activity, the CP_PA extract was the most active, with 52.8% inhibition of antiglycerin
activity. The analysis of the chemical composition of CP_CA and CP_PA extracts by
CL-EM/EM led to the identification of 15 substances, including: cardamonin,
flavokawain B, quinic acid and ellagic acid derivatives. This study showed the
identification of 9 substances in the pulp extract and 4 in the peel extract reported for
the first time in C. phaea fruits. The biological properties observed, as well as the
presence of phenolic compounds, open perspectives for the use of C. phaea fruits in
the development of anti-aging cosmetic products.

Key words: campomanesia phaea; cambuci; antioxidant activity; myrtaceae.
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1 INTRODUGAO

O Brasil é considerado um dos paises com maior biodiversidade do mundo,
com 15% a 20% do numero total de espécies e com a mais diversa flora. O pais conta
também com alguns dos biomas mais ricos do planeta em numero de espécies
vegetais. Um destes biomas € a Mata Atlantica, que abriga um amplo patriménio
genético de espécies vegetais que permite garantir a sustentabilidade dos sistemas
agricolas e naturais com grande potencial para o desenvolvimento da ciéncia de
produtos naturais, devido a grande parcela de espécies inexploradas (MYERS et al.,
2000; CORADIN et al., 2011; FUNDACAO SOS MATA ATLANTICA, 2019).

Esta grande variedade de espécies dispde de frutas com potencialidades
nutricionais, funcionais e terapéuticas a serem exploradas que, uma vez conhecidas,
podem langar o pais a novos mercados com produtos diferenciados, oriundos de
produtos naturais da flora brasileira.

Os produtos naturais (PN) sempre exerceram um papel fundamental para a
ciéncia. O estudo quimico desses produtos engloba todas as partes da planta, como
suas raizes, cascas, flores, folhas, frutos e sementes. Desta maneira, o uso de PN
extraidos de plantas vem sendo amplamente utilizado como fonte promissora para
obtencao de bioprodutos, como farmacos ou produtos afins (BERLINCK et al., 2017).

Dados da literatura indicam que algumas espécies de frutas nativas brasileiras
contém constituintes biologicamente ativos, como compostos fendlicos, flavonoides,
cumarinas, estilbenos, lignanas entre outras classes de metabdlitos secundarios.
Esses compostos tém sido associados ao combate e a capacidade de eliminagao de
espécies reativas de oxigénio e nitrogénio (ERON), como também propriedades
antiproliferativas, anti-inflamatdrias e antimicrobianas (SOARES et al., 2019).

De acordo com a Organizagao Mundial da Saude (OMS), aproximadamente 1,7
milhdo de mortes por ano no mundo (2,8%) sdo causadas por doengas crénicas nao
transmissiveis (DCNT), incluindo doengas cardiovasculares e diversos tipos de
céancer, sendo seu desenvolvimento associado as ERON. Dessa forma, o estudo da
grande diversidade de espécies de frutas nativas, catalogadas ou ainda
desconhecidas, € de suma importancia visando por exemplo seu consumo in natura,
ou mesmo na forma de extratos e bioprodutos para um possivel controle e/ou
prevencao de DCNT (INFANTE et al., 2016).
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Ainda que parte das pesquisas brasileiras no campo da etnoecologia seja
ampla e distinta, abrangendo estudos voltados para a aplicagdo nas areas industriais
(OLIVEIRA et al., 2009), o conhecimento popular e cultivo de plantas esta intimamente
associado a manutencdo e permanéncia da espécie no meio ao que esta inserida
(FARIA, 2002).

De acordo com Campanini (2017), existe relato de morador da comunidade de
Paranapiacaba, localizada na cidade de Santo André (SP), que faz uso de cascas e
folhas de Campomanesia phaea (O. Berg.) Landrum no combate a dores de garganta.

Portanto, conhecer os constituintes quimicos presentes nas espécies vegetais,
aléem de sua toxicidade e bioatividade é de extrema importancia, assim, surge a
analise fitoquimica para identificar os grupos de metabdlitos secundarios relevantes
(SIMOES, 2001).

A fitoquimica, é responsavel por verificar a presenca de metabdlitos e
caracterizar os constituintes quimicos presentes em espécies vegetais por meio de
técnicas cromatograficas e espectroscépicas (SIMOES et al., 2010).

Em vista disto, fazer o mapeamento e tracar o perfil quimico de uma planta,
para identificar uma atividade biolégica, e posteriormente confirmar a eficacia
terapéutica de cada constituinte individual ou em mistura, € necessario para o
desenvolvimento de possiveis fitoterapicos, novos farmacos ou cosméticos com
diversas aplicagdes (CRAGG et al., 1997).

1.1 ESPECIE CAMPOMANESIA PHAEA (O. BERG) LANDRUM (MYRTACEAE)

Myrtaceae € uma familia de angiospermas e suas espécies sao, na sua maioria,
arbustivas. Essa familia apresenta aproximadamente 100 géneros e 3000 espécies
catalogadas, distribuidas principalmente nas regides tropicais e subtropicais do
mundo, com centros de diversidade na América tropical e Australia e poucas espécies
ocorrendo nas regides temperadas. No Brasil, as espécies pertencentes a familia
Myrtaceae sdo encontradas em regides da Mata Atlantica, desde o sul da Bahia até o
Rio Grande do Sul.

A grande maioria das espécies da familia Myrtaceae possuem promissora

atividade antioxidante, devido principalmente a presenga de compostos fendlicos,
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como os flavonoides, em sua composicao fitoquimica (ALBUQUERQUE; SOARES,
OLIVEIRA; 2017)

Campomanesia phaea é uma espécie nativa da Mata Atlantica brasileira,
alocada na tribo Myrteae e subfamilia Myrtoideae, da familia Myrtaceae
(CRONQUIST, 1984; LANDRUM, 1997). Segundo KAWASAKI e LANDRUM (1997),
esta espécie estd ameacada de extingdo devido a exploragcdo predatéria da sua
madeira para fabricacdo de ferramentas e, também, pelo desmatamento da Mata
Atlantica.

A ocorréncia do cambucizeiro em sua forma natural esta restrita as areas
remanescentes e fragmentos florestais de Mata Atlantica, ou seja, nos estados de Sao
Paulo, Rio de Janeiro, Espirito Santo e Minas Gerais, conforme mapa elaborado pelo
CNCFlora (Figura 1).

Figura 1 Mapa de ocorréncia do cambucizeiro (C. phaea) no sudeste brasileiro.

T TR |

Fonte: CNCFlora (Acesso em 30 de maio de 2021).

Um aspecto muito interessante dos frutos de C. phaea é o seu formato de disco
voador, em nada semelhante a qualquer outra fruta conhecida, sua principal marca
registrada. O nome popular da espécie, cambuci, para os indigenas da regiao,
significava recipiente ou vaso, sendo o fruto uma perfeita reprodugéo dos vasilhames

que eles utilizavam para guardar agua Figura 2.
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Figura 2 Espécie C. phaea: cambucizeiro e fruto cambuci.

Fonte: Descascandoaciencia (Acesso em 30 de maio de 2021).

As caracteristicas do fruto incluem casca fina e coloragao verde, inclusive com
a maturidade (tornando-se as vezes um pouco mais amarelada). Desse modo, o fruto
amadurece quando fica mais macio e cai dos galhos. A época de florescimento se
estende de agosto a novembro, meses de maior temperatura e umidade, estando os
frutos maduros nos meses de fevereiro a abril (VALLILO et al., 2005).

A arvore do cambucizeiro pode chegar atingir de 8 a 16 metros de altura em
seu habitat natural, entre 10 e 40 anos, respectivamente, as plantas do cambucizeiro
sao halofitas e semideciduas. Seu tronco tem coloracéo escura e aspecto descamado,
assim como outros representantes da familia Myrtaceae (DONADIO et al., 2002;
VALLILO et al., 2005).

Os frutos desta espécie apresentam cheiro doce, mas sdo extremamente
acidos limitando o consumo dos mesmos na forma in natura (KAWASAKI e
LANDRUM, 1997). No entanto, sdo bastante utilizados no preparo de sucos, geleias
e doces em calda, sendo considerado um fruto com propriedades aromaticas que
favorecem o seu uso como agente flavorizante em alimentos e bebidas (SILVA et al.,
2012; VALLILO et al., 2005).

As folhas de cambuci sao utilizadas na medicina tradicional para o tratamento
de disenteria, problemas estomacais e diarreia, (Pio Correa,1952), além de cistites e
uretrites (D’AVILA, 1910), bem como contra disturbios hepaticos (MORAES, 1881).
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Estes extratos também tém sido usados para reduzir o colesterol no sangue e induzir
a perda de peso (DICKEL et al., 2007).

Segundo Adati e Ferro (2006), as folhas dessa espécie apresentam grande
quantidade de 6leo essencial, rico em linalol, 6xido de cariofileno, B-cariofileno, [3-
selineno e a-cadinol, substancias que apresentam valor comercial para as industrias
farmacéuticas e de cosméticos.

De acordo com Soares e colaboradores (2020), os frutos nativos de cambuci
contém constituintes biologicamente ativos como compostos fenolicos, carotenoides,
fitoesterodis, polifendis, acidos hidroxibenzéico e hidroxicinamico, antocianinas,
proantocianidinas, flavonoides, cumarinas, estilbenos e lignanas. Esses compostos
tém sido relacionados a capacidade de eliminagcao de ERON, bem como propriedades
antiproliferativas, anti-inflamatérias e antimicrobianas. Em estudos com a polpa da
espécie C. phaea, foram identificadas pela primeira vez as seguintes substancias:
acidos fendlicos e derivados (acido salviandlico, acido galico, isbmeros de hexosideo
de acido ferulico, acido dicafeoilquinico, isbmeros de acido O-hexosideo e grupo
cafeoil, flavondis (isoquercetina) e lignanas (isolariciresinol hexosideo e
traquelosideo) (SOARES et. al., 2020).

A Figura 3 mostra algumas moléculas ja identificadas nos frutos de C. phaea
por Gongalves, Lajolo e Genovese (2010). Estes autores identificaram os flavonoides,
quercetina, kampferol e o acido clorogénico, entre outros, em amostras de polpa dos
frutos de cambuci, além de quercetina em polpas comerciais dessa fruta, moléculas

conhecidas por suas propriedades antioxidantes.
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Figura 3 Algumas substancias identificadas nos frutos da espécie C. phaea.

OH

OH

Acido Clorogénico Quercetina

Acido Elagico Kampferol

Fonte: o proprio autor

Dentre as atividades relatadas na literatura para os extratos de frutos dessa
espécie, estdo as anti-inflamatérias e antimicrobianas, devido a quantidade de
compostos fendlicos encontrada (Gongalves, Lajolo, Genovese, 2010; SOARES et.
al., 2019; SOARES et. al., 2020).

Considerando as propriedades medicinais relatadas para a espécie C. phaea,
esse fruto pode ser considerado benéfico a saude, além do seu valor nutricional,
sendo capaz de desempenhar ag¢des que reduzam o risco de doengas crdnicas
degenerativas (MORAES, 2007).

Os compostos fendlicos, como aqueles encontrados em C. Phaea exercem
efeito antioxidante através de diversos mecanismos de acéao incluindo o sequestro de
radicais livres, inibicdo do surgimento de espécies reativas, por interacdo com
enzimas e sequestro de metais. E o principal mecanismo ocorre pela doacao de
hidrogénios e formagdo de radicais fendlicos intermediarios estabilizados por
ressonancia de elétrons ndo pareados na estrutura aromatica, ou seja, pela acéo
sequestrante de radicais livres (DAl et. al., 2010).

Devido a grande diversidade de frutas nativas brasileiras e a presenca de
efeitos benéficos para a saude, em virtude da presenca dos fitoquimicos nas mesmas,
considera-se necessaria a realizacdo de mais estudos com essas amostras, a fim de

identificar novas aplicag¢des, principalmente visando suas propriedades antioxidantes.



21

1.2 ANTIOXIDANTES

Segundo Abdalla (2003), de um modo geral, antioxidante é qualquer substancia
que, quando presente em baixa concentragdo, comparada a do substrato oxidavel,
diminui ou inibe significativamente a oxidagao daquele substrato. Do ponto de vista
biolégico, sao substancias quimicas capazes de retardar ou inibir o processo de
oxidagao, gerado pela agao de radicais, protegendo sistemas bioldgicos contra os
efeitos potencialmente danosos de processos ou reacdes de oxidacgao.

Quando a produgéo de radicais livres supera a capacidade antioxidante dos
sistemas vivos ocorre o chamado estresse oxidativo. As ERON sdo moléculas
instaveis e extremamente reativas capazes de transformar outras moléculas com as
quais colidem. Tal processo conduz a oxidacdo de biomoléculas com consequente
perda de suas fungdes bioldgicas e/ou desequilibrio homeostatico, cuja manifestagao
€ o dano oxidativo potencial contra células e tecidos, afetando moléculas como
proteinas, carboidratos, lipideos e acido nucleicos (HUANG; BOXIN; PRIOR, 2005).

Os antioxidantes podem ser divididos em duas classes. Na primeira, estdo os
compostos capazes de bloquear a iniciacdo da oxidagao, ou seja, as enzimas que
removem as ERON. E na segunda classe encontram-se os antioxidantes que nao
apresentam atividade enzimatica, sendo eles antioxidantes preventivos, formado
pelos compostos fendlicos, como os flavonoides e derivados. Por sua vez, esses
antioxidantes bloqueiam a etapa de inicio das reagdes de oxidagdo (ABDALLA et al.,
2003; MOREIRA et al., 2004).

Uma das mais importantes fontes naturais de antioxidantes sao as plantas que
contém compostos fendlicos, como os flavonoides, os quais podem ocorrer em todas
as partes dos vegetais (BIANCHI et al., 1999; BENZIE et al., 2003).

Os flavonoides sado compostos bioativos encontrados amplamente nos
alimentos e caracterizados por sua estrutura de difenilpropano (Cs-C3-Cs), composta
por quinze atomos de carbono, isto €, sdo dois anéis aromaticos ligados por trés
atomos de carbono que podem ou nao formar um terceiro anel (Figura 4), ligados a
substituintes (ANGELO et al., 2006). Os flavonoides subdividem-se em diversas
classes incluindo antocianinas, flavonas, flavanois, flavanonas, isoflavonas e

flavonois.
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Figura 4 Estrutura basica dos flavonoides.
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Fonte: o proprio autor

Além da capacidade antioxidante, os flavonoides s&o importantes na dieta
humana, apresentando diversos efeitos bioldgicos e farmacoldgicos, como a atividade
antibacteriana, anti-inflamatéria, antiviral, entre outras (GATTUSO et al., 2007).

Substancias com propriedades antioxidantes encontradas na polpa e cascas
de C. phaea podem apresentar mais de um mecanismo de acdo quando em contato
com o organismo humano. Assim, como podem existir varios radicais e sitios de acao,
um unico teste nao representa de forma segura a verdadeira capacidade antioxidante
de uma amostra em estudo (SUCUPIRA et al., 2012).

Portanto, neste trabalho foram executados dois ensaios de avaliacido de
atividade antioxidante: o método baseado na reducao do cation radical ABTS™ e o
meétodo de reducdo do radical livre DPPH".

O método ABTS™ apresenta estabilidade e reprodutibilidade, sendo um dos
testes mais rapidos de atividade antioxidante, além disso, também oferece varios
maximos de absor¢cdo na execugao do experimento, e apresenta uma boa
solubilidade, sendo possivel sua aplicagdo em analises de compostos tanto de

natureza lipofilica como hidrofilica.
O método se baseia na competéncia da estabilizacdo do cation radical ABTS™, através da presenca de grupos doadores

de hidrogénio que pertence aos antioxidantes. Ao estabilizar-se, o cation radical ABTS™, cuja coloracio natural é
esverdeada, passa a ser incolor, conforme a reagio mostrada na

Figura 5, mostrando o término reacional (TESTON; NARDINO; PIVATO; 2011).
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Figura 5 Reducdo do ABTS™ por um antioxidante auxiliado por perssulfato de
potassio.
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Fonte: HUANG, OU, PRIOR, (2005).

Ja o método fundamentado no sequestro do radical livre DPPH"* (2,2-difenil-1-
picril-hidrazina) surgiu primeiramente em meados da década de 50, originalmente
para descobrir doadores de hidrogénio em produtos naturais, e, mais tarde para
determinar o potencial antioxidante em fendlicos individuais e alimentos
(ROGINSKY; LISSI, 2005). Na Figura 6 € mostrada uma reacao do radical DPPH*

com o antioxidante sintético BHT, exemplificando o caminho da reacgao.

Figura 6 Reagao quimica entre o BHT e o radical DPPH-".
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Fonte: OLIVEIRA, VALENTIM, GOULART, 2009.

Utiliza-se expressar os resultados da atividade antioxidante em termos de ECso,
que mede a quantidade de antioxidante necessaria para reduzir em 50% a
concentragao inicial do radical DPPH* (SANCHEZ-MORENO; LARRAURI; SAURA-
CALIXTO, 1998).

Em ambos os ensaios, a capacidade antioxidante foi avaliada pelos valores de
ECso, calculados por meio de graficos de porcentagem de radicais sequestrados em

funcao das diferentes concentracdes dos extratos de C. Phaea, onde realizando as
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respectivas regressoes lineares obtém-se as equacdes das retas (y = a + bx) e com a
substituicdo da variavel y por 50 é alcangado o parametro desejado.

Atualmente, as pesquisas mostram um crescimento na quantidade de estudos
em busca de novos compostos com potencial antioxidante e também antiglicante, dos
quais podem ser obtidos de fontes naturais (BENZIE, 2003; BIANCHI et al., 1999).

1.3 GLICACAO

A glicagao é uma reagao amino-carbonila de natureza ndo enzimatica que em
geral ocorre entre agucares e proteinas. A fungao desse tipo de reacao € proteger as
proteinas contra proteases, reconhecimentos celulares entre outros. Também
chamada de glicosilagdo nao-enzimatica, escrita por L. Maillard, no século XX
(MAILLARD, 1912). Esta reacao nao enzimatica ocorre na presenca de agucares
redutores (glicose, frutose, entre outros) que reagem com os grupos amina de diversas
moléculas biolégicas, como proteinas, acidos nucleicos e lipidos. Estas espécies
quimicas, ao sofrerem glicagdo, alteram as suas propriedades fisicas e quimicas,
como também a sua funcdo biolégica (BROWNLEE, 2005; GOLDIN et al., 2006;
NEGRE-SALVAYRE et al., 2009).

As reagdes de glicagao e oxidagao ocorrem através de um conjunto de reagdes
complexas e extensas, com rearranjos moleculares, originalmente iniciadas nas bases
de Schiff, transi¢do a produtos Amadori de cadeia aberta e fechada, até atingirem o
estagio irreversivel de produtos finais, conhecidos como AGEs (Advanced Glycated
End-Products) que sdo acumulados em proteinas, como o colageno (GOLDIN et al.,
2006; NEGRE-SALVAYRE et al., 2009).

As Figura 7, 8 e 9 mostram o mecanismo de formacgao das reagdes de glicagéo

pela via classica, no qual utiliza-se a glicose como agente glicante.
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Figura 7 Substancias formadas a partir de interagées amino carbonilo e seus
rearranjos para formar a base de Schiff instavel.

Transferéncia de proton

Fonte: o préprio autor

Na Figura 7 ocorre o ataque do par de elétrons do grupo amino da proteina,
resultando em um produto amino carbonilo. Apds formacéo da base de Schiff instavel,
gerada pela condensacéo do grupamento carbonila do agucar redutor, como a glicose,
com um grupamento amina, oriundo, por exemplo do aminoacido lisina, composto
especialmente suscetivel a reacdo (BARBOSA et. al., 2008). Na sequéncia, a base de
Schiff sofre desidratagao e rearranjos, tornando essa estrutura mais estavel, o produto
de Amadori, conhecido como produtos iniciais da reacdo de Maillard, conforme
apresentado na Figura 8 (JAKUS et. al., 2004).

Figura 8 Base de Schiff com rearranjo para formag¢ao do produto Amadori.

HO-cH, HO-cH, HO-cH,
H
" P H Hoy
O H, =N—gf == ( OH N= === oH N
O O 0 H
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I—II' Base de Schiff Produto Amadaori

Fonte: o préprio autor

Os produtos Amadori, por sua vez, sofrem desidratacao, oxidagao e rearranjos,
gerando os produtos finais de glicagdo avangada (AGEs), ou sofrem oxidagao ou

hidrdlise formando compostos carbonilicos (BARBOSA et. al., 2008).
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Figura 9 Produto em cadeia aberta e fechada
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Fonte: o proprio autor

Com o intuito de diminuir o tempo reacional, foi utilizado no ensaio antiglicante
o agente glicante metilglioxal (MG), agente carbonilico reativo, sendo um dos produtos
intermediarios mais reativos da oxidagao da glicose, que faz com que a reacao de
glicagao ocorra mais rapidamente.

A formacdo dos AGEs a partir de compostos carbonilicos € menor do que a
partir da glicose. Entretanto, € frequente a sua formagédo por fragmentagdo de
gliceraldeido-3-fosfato e dihidroxiacetona-fosfato a metilglioxal (MG) ou, entao, pela
oxidacao da propria glicose em glioxal, seguindo-se as transi¢des e rearranjos atraves
de bases de Schiff e produtos Amadori (NEGRE-SALVAYRE et al., 2009; DESAI et
al., 2010).

No organismo, a glicacdo acontece naturalmente e de forma acelerada em
individuos portadores de diabetes. E, quanto maior o nivel de concentragao de
agucares redutores no organismo maior sera a taxa de glicagao das biomoléculas, que
€ relacionada com a hiperglicemia e, por consequéncia com a diabetes tipo 2
(BROWNLEE, 2001; BROWNLEE, 2005).

Os produtos de glicagdo AGEs contribuem para as complicagées da doencga
diabetes, de duas formas: no tipo 1 que acomete principalmente criancas e
adolescentes, onde o pancreas produz pouca insulina ou nenhuma; e o tipo 2, comum
em individuos com mais de 30 anos. Nesse segundo caso, 0 pancreas continua
produzindo insulina, porém o organismo do individuo se torna resistente aos seus
efeitos. Em ambos os casos, o quadro de diabetes €& controlado através de
alimentacdo adequada e injecao diaria de insulina (OF, MELLITUS et. al., 2014;
SINGH et al.,, 2001).0s AGEs contribuem de maneira clara e relevante para o
surgimento de diversas patologias, além de estarem também entre as principais

causas do envelhecimento cutaneo (ICHIHASHI et al., 2011). Assim, o estudo quimico
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de frutos nativos visando o desenvolvimento de um bioproduto capaz de auxiliar na
redugao do processo de glicagao tem grande valor agregado para saude e a ciéncia,
como exemplo no desenvolvimento de novos cosméticos anti-idade.

Com esse intuito de aplicacdo, uma das técnicas que fornecem informagdes
sobre os compostos quimicos bioativos presentes nos frutos, por exemplo, é a
cromatografia liquida (CL), técnica amplamente utilizada na separagao, identificagao
e quantificagdo de estruturas quimicas. As técnicas hifenadas, como a Cromatografia
Liquida acoplada a Espectrometria de Massas (CL-EM) é especialmente util para
identificacdo estrutural, na resolugdo de problemas de caracterizagdo de amostras
bioldgicas e extratos complexos de espécies vegetais e animais (PATEL et al., 2010).
Estas técnicas foram utilizadas neste tabalho a fim de realizar a caracterizagao

quimica dos frutos de C. phaea.

1.4 CROMATOGRAFIA LiQUIDA DE ALTA EFICIENCIA - CLAE

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) é uma técnica antiga, que a
partir do década de 70 passou a ter o seu uso intesificado em varias areas. E desde
entdo, vem apresentando novas sofisticagcées tecnoldgicas, dentre elas a utilizagcao
de colunas preenchidas por particulas de pequenos tamanhos, desenvolvimento e
aperfeicoamento de varios detectores, como por exemplo fluorescéncia,
espectrofotbmetros de massa acoplados a CLAE, e dentre outros avancos que
ocorreram desde a descoberta do equipamento (MEYER, 2004).

As principais vantagens da cromatografia liquida incluem capacidade de
realizar separagdes e analises quantitativas de uma grande variedade de compostos
presentes em diversos tipos de amostras, independente da volatilidade, estabilidade
térmica e polaridade, em escala de tempo de poucos minutos, com alta resolugéao,
eficiéncia e repetibilidade.

A separagao de uma mistura ocorre através das interagcdes entre o soluto, a
fase estacionaria e a fase movel, as quais podem ser do tipo ligagcées de hidrogénio,
interacdes eletrostaticas e hidrofoébicas ou forgas de Van der Waals, exclusdo por
tamanho ou interagdes estereoquimicas, dependendo do tipo de fase estacionaria
utilizada entre outra. De acordo com essas interagcdes pode-se classificar os modos
de separacéao por: cromatografia em fase normal, fase reversa, exclusdo molecular e

troca iénica.
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Na cromatografia em fase normal, a fase estacionaria € mais polar do que a
fase mével e em fase reversa, a fase movel € mais polar que a fase estacionaria. A
cromatografia em fase reversa é a mais utilizada, uma vez que permite o uso de fases
moveis aquosas, conforme utilizada neste trabalho (CASS et al.,, 2001). Ja a
cromatografia por exclusdo de tamanho separa as moléculas de acordo com a sua
diferenca de tamanho.
Para aplicagdo destas técnicas existem diversos sistemas e marcas comerciais,
porém, apesar das diferengas entre os equipamentos comerciais existentes, os
componentes basicos de um instrumento para CLAE consistem: em um reservatoério
de solvente, o qual armazena a fase mével; a bomba, usada para bombear o solvente
através da coluna e todo o sistema; o sistema de pressao, para monitorar a pressao
da bomba antes da coluna; o injetor, usado na coleta de uma fragdo da amostra; a
coluna, contendo a fase estacionaria, que geralmente € um tubo de aco inoxidavel
com diversos comprimentos e aplicagdes; o detector, a amostra apés eluida pela fase
estacionaria € detectada na forma de sinais (picos) através de detectores que variam
conforme a natureza da amostra, e o sistema de aquisicdo de dados mostrando a
variacao do sinal do detector em fungcao do tempo de analise e por ultimo um recipente
para descarte da fase moével usada pra carrear a amostra através da coluna e do

sistema apods a injecao, conforme a Figura 10 (COLLINS et al., 1987).

Figura 10 Esquema geral de um cromatografo para CLAE.
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Fonte: Adaptado de semanticscholar.org.br
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Para a garantia de resultados precisos e reprodutiveis os solventes utilizados
como fase mével em cromatografia liquida devem apresentar alta pureza, baixa
absorcao UV, baixa toxicidade, baixa acidez ou alcalinidade, baixa viscosidade, ndo
ser corrosivo ao sistema e apresentar alta solubilidade na amostra analisada (DONG,
2006; MERCK, 2012).

A amostra ndo deve sofrer mudancga de estrutura e também deve ser soluvel
na fase movel, para que possa ser eluida através da coluna sem que se alterem. O
solvente da amostra deve ser a propria fase mével, ou solvente que o analito seja
completamente soluvel para garantir que nao haja precipitagéo no injetor ou na coluna,
0 que pode provocar entupimento do sistema ou queda de resolugdo na separagao
(COLLINS et al., 2007).

A forga de eluigdo do solvente, € atribuida em fungéo da polaridade da fase
estacionaria. Considera-se um solvente forte, quando possui grau de polaridade
semelhante ao da fase estacionaria. Ja em cromatografia liquida de fase reversa, a
fase estacionaria € mais apolar, os solventes fortes sdo os mais apolares. Com isso,
fases moveis que possuem maior proporgao de solvente organico sao consideradas
fases moveis fortes em cromatograia de fase reversa, ao aumentar a proporgao de
agua na fase movel, diminui a forca da fase e aumenta o tempo de retencéo
(COLLINS, 2006).

Os solventes organicos mais usuais empregados em cromatografia séo
metanol (MeOH) ou acetonitrila (ACN) em mistura com agua ultrapura. Estes séo os
modelos de fase mével com maior ocorréncia em cromatografia liquida de fase reversa
(DONG, 2006; KROMIDAS, 2005).

A acetonitrila apresenta vantagens por apresentar menor viscosidade,
podendo reduzir a pressao do sistema, bem como prolongar a vida util das colunas,
além de apresentar um comprimento de onda de detec¢do no UV inferior ao do
metanol (KROMIDAS, 2005). Ja o metanol apresenta um menor custo comparado a
acetonitrila. Além disso, € menos propenso a contaminagao, e por ser mais polar ao
ser utilizado em fase movel tampao o risco de precipitagdo de sais no sistema é
reduzido (JONES, 2011; KROMIDAS, 2005).

Apos a amostra ser eluida pela fase estacionaria e separada, esta é detectada
na forma de sinais (picos) através de detectores que variam conforme a natureza da
amostra.

Os detectores mais utilizados sao: detector UV (comprimento de onda fixo ou
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variavel), indice de refragcédo, fluorescéncia, condutividade elétrica e eletroquimico
(LANCAS, 2009).

O detector UV-Visivel € o mais empregado atualmente em CLAE para as
analises rotineiras que ja se conhece o analito. No desenvolvimento de uma
metodologia analitica, o uso do sistema com arranjos de fotodiodos € o mais indicado,
pois no extrato de C. phaea existe diversos compostos com varias bandas de
absorcgao caracteristicas no UV, e com isso € possivel localizar o melhor comprimento
de onda para determinada substancia de interesse e obter o espectro de absorbancia
de cada substancia separadamente.

Neste tipo de detector com comprimento de onda multiplo, detector de arranjo
de diodos (DAD), a radiagdo é absorvida pela amostra e entdo separada em seus
componentes originais, que individualmente s&o detectados no arranjo de fotodiodos,
registrando dados de absorbancia em toda a faixa do espectro do ultravioleta e visivel.

Também, os espectros de cada pico vao sendo registrado no cromatograma,
fornecendo assim, espectros UV dos picos eluidos, enquanto monitora varios
comprimentos de onda ao mesmo tempo, registrando espectros tridimensionais, onde
se pode observar o comprimento de onda maximo em todo pico e tempo de retencéao.
Esse tipo de detector facilita a identificacdo do pico e € o detector mais aconselhado
para o desenvolvimento de métodos (COLLINS, 2006; DONG, 2006).

Um complemento desta técnica € a utilizagdo de sistemas hifenados. Uma das
técnicas que fornecem informacdes estruturais detalhadas sobre componentes
quimicos é denominada cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas
(CL-EM), amplamente utilizada na identificacdo de compostos. Assim, a CL-EM é uma
técnica aliada precursora na identificagdo e no desenvolvimento de metodologias para
identificar espécies quimicas com potencial de serem aplicadas em produtos
especificos.

Numerosas publicagdes recomendam avancgos na determinagao de compostos
organicos, especialmente por CLAE (KAWAII et al., 1999) em conjunto com a
detecgdo de arranjo de fotodiodos, além do seu acoplamento com a técnica de
espectrometria de massa. Este € um dos métodos analiticos também aplicados a
determinacao qualitativa e quantitativa de compostos organicos, sendo indispensaveis
0 uso de ambas as técnicas concomitantemente para um estudo completo do perfil

metabolémico de diferentes amostras.
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Varios estudos relataram a identificacdo de compostos organicos, em especial
flavonoides, em diversos alimentos como cacau, tomate, maca e alcachofra, por meio
de CLAE-UV (JUSTESEN et al. 1998; SANCHEZ-RABANEDA et al., 2003). Polifendis
também foram relatados nos frutos de cambuci por esta técnica, sendo eles derivados
de acido elagico, acido galico, quercetina e acido p-cumarico (DONADO-PESTANA et
al., 2016). CLAE-UV/DAD juntamente com espectrometria de massa CL-EM) foram
escolhidas como técnicas seletivas para analise de compostos bioativos nos frutos de

cambuci.

1.5 CROMATOGRAFIA LiQUIDA DE ALTA EFICIENCIA ACOPLADA A ESPECTROMETRIA DE
MAssAs (CL-EM)

Quando necessita-se realizar a separagdo e quantificagdo de compostos de
uma amostra a CLAE é uma excelente técnica, no entanto, quando o intuito é a
descoberta da identidade ou confirmagdo de uma estrutura quimica, o emprego da
espectrometria de massas faz-se necessario, por ser uma técnica de alta sensibilidade
que nos fornece informagdes estruturais valiosas, fornecendo o ion molecular e suas
fragmentagdes. Assim, o uso desta técnica hifenada da origem a uma ferramenta
analitica multivalente e de grande aplicabilidade no campo do desenvolvimento e
confirmacéo estrutural, sendo ela a CL-EM (CUYCKENS, et all., 2004).

A CL-EM também fornece informagdes sobre: a composicdo elementar de
amostras; a estrutura molecular; a composi¢ao qualitativa e quantitativa; a estrutura e
a proporgoes isotopicas de atomos na amostra, sendo uma técnica dominante para
identificacdo em tempo real de substancias em misturas complexas, especialmente
em extratos brutos. De acordo com sua alta sensibilidade, os extratos sao preparados
a partir de quantidades pequenas de material vegetal, quando realizado de forma
tradicional em escala preparativa de isolamento de produtos naturais (WOLFENDER
et all., 2003).

Ao utilizar-se a técnica de espectrometria de massas, a fonte de energia é
acionada e transmitida uma quantidade de energia para a amostra e entao a ionizagao
do analito é realizada, o que permite a obtencdo de ions a partir de moléculas
termolabeis e/ou pouco volateis. As formas de ionizagdo mais utilizadas atualmente
no acoplamento CL-EM s&o: Electrospray (ESI), lonizagdo Quimica a Pressao

Atmosférica (APCI) e lonizacdo por Fotons a Pressdo Atmosférica (APPI), sendo a
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ionizagao por Electrospray a mais empregada no acoplamento CL-EM (LANCAS,
2009).

A interface é mostrada na Figura 11 (B) utilizando a ionizagdo via electrospray.
A saida da coluna da CLAE é conectada a sonda, formada por um tubo capilar de
metal circundado por um fluxo de gas nebulizador (usualmente N2), este gas é
utilizado para diminuir os aglomerados de ions indesejaveis que se formam, assim
como para facilitar o processo de eliminagdo do solvente (dessolvatagao). Aplica-se
uma diferenga de potencial de alguns milhares de volts entre a ponta do tubo de metal
e o0 cone de amostragem Figura 11 (A) criando um spray formado por goticulas do
analito na fase movel e o gas nebulizador. O solvente é entdo evaporado, e a medida
que ocorre a dessolvatagdo, o tamanho das gotas € reduzido sucessivamente, até que
os ions do analito evaporem e sejam direcionados para o cone de amostragem, e a
seguir para o analisador de ions, onde ocorre a separagao dos ions de acordo com a
relacao existente entre suas massas e cargas, ou seja, razao m/z (LANCAS, 2009).

Existe uma grande diversidade de analisadores de massas, 0s mais comuns
utilizados em acoplamento CL-EM s&o os analisadores de massa do tipo quadrupolo,
analisadores de massa do tipo ion trap e analisadores de massa por tempo de voo
(TOF). A escolha do mais apropriado ira depender da necessidade em que se
enquadra a analise, visando faixa de massas desejada e resolugao (LANCAS, 2009).

Neste trabalho foi utilizado o equipamento CL-EM com fonte de tipo
electrospray e analisador de massas do tipo ion trap (armadilha de ions), para a
analise dos extratos obtidos dos frutos de C. phaea.

O analisador de massas do tipo ion trap € amplamente utilizado em sistemas
de CL-EM, onde os ions sado aprisionados (trapped) por um tempo ao redor de 1
milisegundo. Posteriormente, é feita uma varredura, os ions de raz&do massa/carga
igual a m/z sédo acelerados na direcao do eixo z, e ejetados pelo eletrodo end cap de
saida dos ions, sendo entdo detectados, obtendo-se o espectro de massas.

Para esta analise o custo é relativamente baixo, quando comparado ao
analisador do tipo quadrupolo, e tem-se uma boa resolucio e alta sensibilidade, sendo

eficaz por ndo apresentar limite superior de massa efetiva (LANCAS, 2009).
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Figura 11 (A) Desenho simplificado de uma sonda para electrospray e (B) Interface
do tipo eletrospray utilizada para o acoplamento CL-EM.
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Fonte: Lancas, 2009

2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVOS GERAIS

Neste estudo o objetivo foi analisar o perfil quimico dos extratos de polpa e cascas
dos frutos de Campomanesia phaea, com a identificacdo de metabdlitos secundarios
bioativos, bem como a avaliacdo de suas atividades antioxidante e antiglicante,

visando uma futura aplicagao em produto cosmético.

2.2  Objetivos Especificos

e Obtencao dos extratos de polpa e cascas da espécie C. phaea, utilizando-se
diferentes solvente extratores (acetato de etila, etanol 70% e 100%);

e Avaliagao das atividades antioxidante e antiglicante, dos extratos C. phaea;

e Otimizagdo de um método de extragdo dos compostos organicos de C. phaea

com base na literatura;
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e Determinagdo do perfil fitoquimico dos frutos de C. phaea com o
desenvolvimento de um método analitico por CLAE-UV/DAD);
¢ Identificacdo de compostos organicos da polpa e casca de C. phaea por

Cromatografia Liquida acoplada a Espectrometria de Massas (CL-EM).

3 METODOLOGIA

3.1 REAGENTES E SOLVENTES

Os solventes utilizados no processo de extracdo de polpas e cascas de C.
phaea foram acetato de etila e etanol grau PA da marca J. T. Baker®, enquanto que o
solvente utilizado nas analises por CLAE-UV foi acetonitrila (ACN), grau HPLC da
marca J. T. Baker® e agua ultra pura em sistema Milli-Q da Millipore (Bedford, MA,
EUA).

3.2 EQUIPAMENTOS UTILIZADOS

e Balanca analitica Mettler Toledo®, modelo AG204 (max. 210 g);

e Banho de ultrassom: Branson®, modelo 5800;

e Cromatdgrafo a liquido da Agilent Hewlett Packard® modelo HP G1311A (Palo
Alto, CA, EUA) acoplado a um detector de arranjo de fotodiodos modelo HP.
Coluna Luna® Cis, 5 um, 100 A (250 x 4.6 mm) marca Phenomenex®,
equipamento presente na Adama Brasil em Londrina-PR;

e Cromatdgrafo a liquido da marca Shimadzu® modelo LC-20A Prominence,
acoplado a um espectrometro de massas do tipo ion trap (armadilha de ions)
amaZon SL Bruker Daltonics®, equipado com fonte de ionizagéo electrospray
(ESI). Coluna Luna® C1s, 5 um, 100 A (250 x 4.6 mm), marca Phenomenex®,
equipamento presente no Departamento de Quimica Organica do Instituto de
Quimica de Araraquara, da Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita
Filho (UNESP-IQ/Ar).
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3.3 MATERIAL VEGETAL

Os frutos maduros da espécie C. phaea foram comprados do Instituto Aua de
Empreendedorismo Socioambiental da cidade Osasco - SP, Brasil, em margo de
2019. Os frutos foram separados em cascas e polpas, sendo a polpa congelada e
liofilizada. As cascas foram secas em estufa a 40 °C por 24 h e moidas posteriormente

em moinho analitico.

3.4  OBTENCAO DOS EXTRATOS DE CAMPOMANESIA PHAEA

As polpas e cascas (3,0 g de cada) de C. phaea foram submetidas a extragéo
por ultrassom (20,0 mL solvente, 30 min no ultrassom), utilizando os seguintes
solventes: acetato de etila e etanol (70% e 100%) para cada extragéo separadamente,
conforme a Figura 12. As extragcbes foram realizadas em triplicata para cada solvente.

Os extratos foram secos em capela a uma temperatura ambiente, totalizando
seis extratos ao final, trés de cascas (CP_CA, CP_C70 e CP_C100) e trés extratos de
polpas (CP_PA, CP_P70 e CP_P100).

Figura 12 Procedimento ilustrativo do processo de extragdo de polpa e cascas da
espécie C. phaea.

3,0 g - Polpa ou casca de C. phaea
20 mL - Solvente
[Cam: ) Filtragao
L " 30 minutos —» Coletado —»
/ Ultrassom sobrenadante
B
== Avaliagao das
__ <—  atividades
5 bioldgicas
Analise por CLAE-DAD Evaporacado do solvente

Fonte: o proprio autor
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3.5  ANALISE DOS EXTRATOS DE CAMPOMANESIA PHAEA POR CROMATOGRAFIA LiQUIDA DE
ALTA EFICIENCIA cOM DETECTOR DE ARRANJO DE Diobpos (CLAE-UV/DAD)

Os seis extratos obtidos de C. phaea foram solubilizados em agua e acetonitrila
(H20:ACN, 50:50 v/v), e filtrados em membrana de polipropileno de 0,22 ym, para a
injecdo no CLAE-UV/DAD. As analises cromatograficas foram realizadas a fim de se
obter os perfis cromatograficos dos seis extratos brutos das cascas e polpas de C.
phaea para posterior identificacdo dos compostos bioativos. O sistema de solventes
utilizado foi H20 no canal (A) e Acetonitrila (ACN) no canal (B), ambos com 0,1% (v/v)
de acido férmico e vazéo de 1,0 mL min-'. Utilizou-se a coluna C1s Luna (250 x 4,6
mm x 5 ym), da marca Phenomenex®. Todos os cromatogramas foram registrados
nos comprimentos entre 200-400 nm.

Inicialmente, visando uma avaliagao preliminar do perfil cromatografico dos
extratos de polpas e cascas de C. phaea, foi empregado um gradiente exploratério
(de 5 a 100 % de B em 40 minutos), chamado de método I. Em seguida, de modo a
otimizar a separagao dos picos observados, foi empregado o método Il. As condi¢oes

sao descritas na Tabela 1.

Tabela 1 Métodos utilizados na otimizacdo das condigbes cromatograficas para

analise dos extratos de polpas e cascas de C. phaea*

Método Proporcao da fase movel
e 50% (A) e 50% (B) por 35 min.
(Isocratico)
e 85% (A) e 15% (B) em 0,0 min.
Il e 0% (A) 100% (B) em 35 min.
(Gradiente)

*O sistema de solventes usado foi (A) H20 contendo 0,1% acido férmico e (B) ACN contendo 0,1%

acido formico; coluna; vazao de 1 mL min'; temperatura ambiente 23 + 3 °C; volume de injegdo de 10

uL de uma solugéo de 10 mg mL", os espectros de UV (DAD) foram registrados entre 200 e 400 nm.
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3.6 ENSAIOS BIOLOGICOS IN VITRO REALIZADOS COM OS EXTRATOS DE C. PHAEA

Para a realizacdo dos ensaios antioxidantes, baseados nos métodos de
sequestro dos radicais DPPH" e ABTS™*, preparou-se uma solugdo de 4 mg mL-' dos
seis extratos obtidos de C. phaea.

A partir dessa solugdo estoque (4 mg mL-") foram preparadas solugbes de
trabalho com concentragdes variando-se de 5,0 a 100 yg mL™".

Para o ensaio de atividade antiglicante pesou-se 1,0 mg dos seis extratos de
C. phaea e foram solubilizados em 1 mL de H20:DMSO (50:50 v/v).

Estes ensaios foram realizados pela doutoranda Anna Beatriz Sabino Ferrari,
doutoranda no Laboratério de Fitoquimica e Biomoléculas (LabFitoBio), da
Universidade Estadual de Londrina (UEL).

3.6.1 Ensaio da Capacidade de Reducao do Cation Radical ABTS™*

O ensaio é fundamentado no método descrito por Fraige e colaboradores
(2018), com modificacbes. Esse teste consiste na captura do cation radical ABTS™
(2,2'-azinobis-(3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico)) e seu monitoramento por
espectrofotbmetro em comprimento de onda de 734 nm, devido a coloragao
esverdeada que a solucdo do ABTS™ apresenta. O radical ABTS** foi obtido pela
reagdo de 1 mL de solugdo ABTS™* a 0,01 mol L-' com 430 uL de persulfato de amonio
a 0,01 mol L". A mistura foi agitada e mantida no escuro e em geladeira 4,0 + 1°C por
24 horas. Essa solugéo foi diluida 60 vezes em agua para a realizagao do ensaio.

Os ensaios foram conduzidos com a adigao de 800 uL da solugao de ABTS™ e
200 pL das solugdes de amostras preparadas em cubeta de quartzo. Esse ensaio foi
realizado em triplicata para cada uma das amostras.

O branco consistiu de 200 pL de etanol e 800 pyL da solucdo de ABTS™. A
quercetina foi utilizada como controle positivo (padrao), nas concentragées de 0,1; 0,5;
1,0; 2,0; 3,0; 4,0 e 5,0 ug mL™'. A mistura foi incubada por 30 min no escuro e
posteriormente realizada a leitura com espectrofotbmetro em 734 nm.

A capacidade sequestradora de radicais foi calculada conforme a Equacgao 1.
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Absorbiancia branco—Absorbincia amostra

% ABTS"*seq.= ( )x 100 Equagio 1

Absorbancia branco

A concentragéo efetiva média (ECso) que representa a concentracdo de
amostra necessaria para sequestrar 50% dos radicais ABTS* foi calculada através do
grafico %ABTS™ sequestrado versus a concentragdo da amostra (BRAND-
WILLIAMS,1995).

3.6.2 Ensaio da Capacidade de Reducgao do Radical DPPH’

O ensaio & baseado no meétodo descrito por Brand-Williams et al. (1995) com
modificagdes. Esse teste consiste no sequestro do radical DPPH" (2,2-difenil-1-picril-
hidrazil) que é monitorado por espectrofotbmetro em 515 nm. O radical DPPH* foi
preparado a 1.10* mol L' em etanol.

Os ensaios foram conduzidos com a adicdo de 800 uL da solucéo de DPPH" e
200 uL das solugdes de amostras preparadas em cubeta de quartzo. Esse protocolo
foi realizado em triplicata para cada uma das amostras.

O branco consistiu de 200 pL de etanol e 800 uL da solucédo de DPPH". A
quercetina foi utilizada como padrao, nas concentragdes variando de 5,0 a 100 ug mL-
. A mistura foi incubada por 30 min ao abrigo da luz e posteriormente realizada a
leitura com espectrofotometro em 515 nm.

A capacidade de sequestrar ou neutralizar um radical foi calculada conforme
Equacao 2.

Absorbancia branco—Absorbancia amostra

% DPPH'seqs = ( )x100 Equagéo 2

Absorbancia branco

3.6.3 Ensaios da Atividade de Inibicao da Glicacao

O ensaio antiglicante foi realizado de acordo com Fraige e colaboradores
(2018), com algumas modificacdes. Neste ensaio avalia-se a atividade antiglicacao
dos extratos, por sua capacidade de inibir a formacdo de AGEs usando um sistema
albumina de soro bovino (BSA) e metilglioxal (MGO), uma espécie reativa de carbonila
com potente agéo de glicagdo. Esta inibicdo € medida por fluorescéncia (FRAIGE et
al., 2018; LUNCEFORD, GUGLIUCCI, 2005).
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A proteina BSA foi solubilizada em uma solugao de tampao fosfato (pH 7,4) em
concentragéo final de 1,0 mg mL-". Foram feitas solugdes finais para analise de 3 mL.
Para isso, a 500 yL da solucdo de proteina BSA foram adicionados 450 pyL das
amostras a serem testadas como agente inibidor e 2,3 yL do reagente metilglioxal
(MGO, 5 mmol L"), que corresponde ao agente glicante.

Para o grupo controle do ensaio, foi preparado um branco contendo apenas
tamp&o e BSA, um controle positivo contendo tamp&o, BSA, aminoguanidina (AG, 10
mmol L', 1500 uL), e MGO, sendo AG utilizada como padrao inibidor da glicagéo.
Além disso um controle negativo contendo tampéao, BSA e MGO, com auséncia do
inibidor AG também foi preparado. O volume de tampao fosfato foi adaptado para cada
solugéo preparada no teste (branco, controle negativo, controle positivo e amostras),
para se atingir o volume final de 3,0 mL desejados.

A solugao resultante foi incubada a 37 + 1 °C durante trés dias sob agitagao de
150 rpm. Apds o periodo de incubacao, a leitura foi realizada em triplicata, nas quais
as medidas de fluorescéncia foram realizadas a 370 nm (Aexcitagao) € @ 440 NM (Aemisszo)
para detectar a inibicado das AGEs totais.

A porcentagem de inibicdo da glicagao foi calculada por meio da Equacao 3,
onde FLcn e FLoen s@o as intensidades de fluorescéncia do controle negativo e seu
branco, respectivamente, e FLs e FLbs sdo as intensidades de fluorescéncia do extrato

€ seu branco, respectivamente.

(FLcy—FLpcn)— (FLs—FLpg)
(FLen—FLpen)

%Inibicio formagio de AGEs = x100 Equacgao 3

3.7 FRACIONAMENTO DO EXTRATO ACETATO DE ETILA DA POLPA DE CAMPOMANESIA PHAEA
(CP_PA) POR EXTRAGAO EM FASE SOLIDA (EFS)

O extrato CP_PA de C. phaea foi solubilizado em H20:ACN (50:50 v/v) para
fracionamento por extracdo em fase solida (EFS). Para essa analise foi utilizado um
cartucho para extragdo com fase estacionaria C1s (octadecil), ndo-capeado, com 500
mg de sorvente e volume maximo de 3,0 mL.

Os cartuchos de EFS de 3 mL, com 500 mg de fase estacionaria foram
condicionados com 5 mL de metanol grau CLAE e na sequéncia passados 5 mL de
metanol 10%. Em seguida 5mL do extrato (CP_PA) foram eluidos através da coluna

(na concentragdo de 20 mg mL™"), posteriormente lavada com 5 mL de metanol 10%
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e a fragcéo coletada. Em seguida, o mesmo procedimento foi realizado com diferentes
proporgdes de metanol em agua: metanol 20%, 30%, 80% e 100%, sequencialmente,
a fim de separar os analitos por polaridade.

Posteriormente as amostras foram submetidas ao processo de liofilizagao para

remogao completa da agua residual e analisadas por CL-EM/EM.

3.8  DESREPLICACAO DOS CONSTITUINTES QUIMICOS DOS EXTRATOS BRUTOS DE CASCAS
E PoLPA DE CAMPOMANESIA PHAEA POR CL-EM/EM

Os extratos dos frutos de cambuci foram analisados em um cromatégrafo CLAE
Prominence (Shimadzu®, Japdo), acoplado a um espectrometro de massas do tipo ion
trap (armadilha de ions) amaZon SL Bruker Daltonics®, equipado com fonte de
ionizagao electrospray (ESI) para se obter a fragmentagcdo dos compostos para
desreplicagdo. O cromatografo consistiu de uma bomba LC-20AD, unidade de
desgaseificacdo DGU 20-A3R, detector de arranjo de diodos SPD-M20A, forno de
coluna CTO-20A, injetor automatico SIL-20AHT, e médulo de comunicagao CBM-20.
Uma coluna Phenomenex® C+s Luna (250 x 4,6mm d.i.; 5 um) foi empregada como
fase estacionaria, e o sistema de solventes consistiu em agua (A) e acetonitrila (ACN,
B), ambas acidificadas com 0,1% acido férmico (v/v). A vazao de fase mével de 1 mL
min-! foi empregada, bem como temperatura de forno de coluna a 23 °C, e volume de
injecdo de 4 pL. Os extratos secos foram solubilizados a 1 mg mL-' em ACN:H20 (1:1),
centrifugados a 4500 rpm, e os sobrenadantes foram analisados.

O gradiente empregado nas analises foi de 15 a 100% B em 35 min. Os
espectros de massas foram obtidos no modo positivo e negativo de ionizagao,
separadamente, considerando uma faixa de massa de 50—1200 Da, aplicando o modo
auto EMn (n = 3). Os parametros da fonte do espectrémetro de massas foram
definidos como: voltagem capilar a 4,5 kV, e nitrogénio usado como gas de
nebulizagéo e secagem (50 psi, 10 L min-', 300 °C). Os dados foram processados no
software Bruker Compass Data Analysis 4.3°.

Estas analises foram realizadas no Instituto de Quimica, da Universidade
Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho, campus Araraquara (IQ-Ar, UNESP), pela
doutoranda Helena Mannochio Russo, do Nucleo de Bioensaios Biossintese e
Ecofisiologia de Produtos Naturais (NuBBE) do IQ-Ar, UNESP.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 OBTENGAO DOS EXTRATOS DE CASCAS E POLPAS DA ESPECIE CAMPOMANESIA PHAEA

Para a extragcdo das polpas e cascas de C. Phaea, conforme descrito no item
3.4, utilizou-se acetato de etila (EtOAc) e etanol (EtOH) 70 e 100 %, obtendo-se
extratos de diferentes polaridades, com o intuito de extrair o maior numero de
substancias de cada parte dos frutos, tanto da polpa, quanto das cascas, visto que a
caracteristica de cada solvente influencia diretamente nos tipos de compostos a serem
extraidos.

A Tabela 2 apresenta os rendimentos e as massas finais obtidas a partir da
extracao de 3,0 g de polpa dos frutos de cambuci com 60 mL de solvente, e devido a
pouca quantidade de cascas obtida, foi realizada uma micro extragdo com 0,5 g das
cascas do fruto e 3,33 mL do solvente. Foram realizadas trés extracbées com cada

solvente.

Tabela 2 Massas obtidas dos extratos preparados de C. phaea e seus respectivos

rendimentos.

Amostras Cédigo das Solvente Massa Rendimento
Amostras extrator (mg) (%)
CP_CA Acetato de etila 10,0 2,0
C. phaea
CP_C70 Etanol 70% 212,9 42,6
(casca)
CP_C100 Etanol 100% 133,2 26,6
CP_PA Acetato de etila 89,4 3,0
C. phaea
CP_P70 Etanol 70% 841.,4 28,1
(polpa)
CP_P100 Etanol 100% 729,07 24,3

CP = C. phaea; C = cascas; P = polpa; A = acetato de etila; 70 = Etanol 70%; 100 = Etanol 100%

As extragbes com o solvente etanol apresentaram rendimentos maiores tanto
para cascas, quanto polpas de cambuci, quando comparadas as extracdes utilizando
o solvente EtOAc. O maior rendimento encontrado foi obtido para o extrato CP_C70,
extraido com EtOH 70%, este resultado pode ser explicado pela maior polaridade
deste solvente em relagéo ao solvente EtOH 100% e EtOAc. O solvente EtOH 70%

pode ter extraido compostos mais polares, como compostos glicosilados e também
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maior quantidade de agucares, devido a quantidade de 30% de agua em sua

composi¢cao, aumentando-se assim, a massa e o rendimento final da extragao.

4.2 ENSAIOS BIOLOGICOS REALIZADOS COM 0S EXTRATOS BRUTOS DE CASCAS E POLPAS DE

CAMPOMANESIA PHAEA

4.2.1 Ensaio da Capacidade Antioxidante

Neste trabalho foram realizados dois ensaios de avaliagdo de atividade
antioxidante: o método baseado na redugao do cation radical ABTS** e o método de
reducdo do radical livre DPPH". Os valores de ECso obtidos estdo apresentados na
Tabela 3.

Tabela 3 Valores obtidos de ECso para os extratos de C. phaea nos ensaios de

avaliagao do potencial de reducéo dos radicais ABTS™ e DPPH-".

Amostras Cédigo das ECso (Mg mL™")* ECso (Mg mL™")”
Amostras ABTS™ DPPH'
CP_CA 54,87 + 0,65° 82,71 +2,93¢
C. phaea (casca) CP_C70 41,21 +0,74b 58,54 + 2,11
CP_C100 58,67 + 2.51c 75,25 + 1,64°
CP_PA 100 >100
C. phaea (polpa) CP_P70 41,04 + 0,87 64,42 + 1,25
CP_P100 100 >100
Padréo 1,39 £ 0,0012 2,00 £ 0,032

Quercetina (Controle)

" Ensaios realizados em triplicata; valores seguidos por diferentes letras mintsculas dentro de uma

coluna sao significativamente diferentes em t <0,05.

Ao compararmos os valores de ECso da Tabela 3 obtidos pelo ensaio de
avaliagao do potencial de redugao do radical ABTS™ para os extratos de cascas e
polpa de C. phaea, extraidos com etanol 70% (CP_C70 e CP_P70), observou-se que

nao houve diferencga significativa (p > 0,05) entre os extratos avaliados, sendo que
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ambos apresentaram os menores valores de ECso, ou seja, maior capacidade
antioxidante, com a estabilizagdo do cation radical ABTS™* através da presencga de
grupos doadores de hidrogénio e/ou elétrons pertencentes aos antioxidantes
presentes nos extratos.

Os mesmos extratos de polpa e casca de cambuci extraido com etanol 70%
(CP_C70 e CP_P70) também apresentaram maior capacidade antioxidante pelo
método do sequestro do radical DPPH*, quando comparado aos outros extratos
analisados.

Além disso, os extratos das cascas de C. phaea extraidos com solvente EtOH
70% apresentaram uma maior capacidade antioxidante também em relagcdo aos
extratos das cascas do fruto extraidos com EtOAc e EtOH 100%.

De acordo com Garcia e colaboradores (2019) é possivel classificar a
bioatividade dos extratos de acordo com os resultados obtidos de ECso. Os extratos
podem ser categorizados em quatro grupos: altamente ativos (ECso <560 pg mL-
"); moderadamente ativo (50<ECs0<100 ug mL™"); fracamente ativo (100 <ECso <200
pg mL") ou simplesmente inativo (ECso > 200 ug mL-").

Diante desses parametros, nos ensaios DPPH' e ABTS™ o extrato etandlico
70% da casca e da polpa apresentaram-se moderadamente ativo, enquanto os outros
extratos (etandlico 100% e extrato acetato) apresentaram-se fracamente ativos e/ou
inativos. Mediante os resultados pode-se notar que a bioatividades dos extratos
etandlico da casca e polpa de C. phaea estido possivelmente relacionadas a sua

composicao fendlica.
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4.2.2 ENSAIO ANTIGLICACAO

Os resultados do ensaio antiglicante para os extratos das cascas e polpa de C.

phaea, extraidos com diferentes solventes encontram-se na Figura 13.

Figura 13 Atividade inibitéria de glicagao dos extratos de polpa e casca do fruto C.
phaea extraidos com diferentes solventes. Todos os extratos e controles positivos
foram diluidos em H20 e DMSO (50:50) na concentragdo de 1 mg mL-'. Valores
expressos em porcentagem de inibigdo. Amostras CP_CA: extragdo das cascas com
acetato de etila; CP_C70: extragcado das cascas com etanol 70%; CP_P70: extracéo
das polpas com etanol 70%; CP_C100: extragdo das cascas com etanol 100%;
CP_P100: extracao das polpas com etanol 100%.

100,0% 91,0%
90,0% L
80,0%
70,0%
60,0%  52,8%

50,0%

40,0%
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10,0% 0,0%
0,1% 0,0% 0,0%
0,0% -

CP.PA CP.C/0 CPCA CP_P70 CP_P100 CP_C100 Controle

Fonte: o proprio autor

Analisando-se a Figura 13, nota-se a grande diferenga de atividade entre os
extratos das cascas e polpa de C. phaea, extraidos com solventes de polaridades
diferentes. O extrato CP_PA foi capaz de inibir a reacao de glicagcado de forma mais
efetiva se comparado aos outros extratos, tanto na casca (10,8%), quanto a polpa
(52,8%).

O fato do extrato de cascas extraido com solvente mais apolar ter apresentado
maior atividade pode ser explicado pela caracteristica do solvente, o EtOAc, sendo
menos polar comparado ao EtOH, sendo capaz de retirar 6leos, gorduras, esterdis e

pigmentos, facilitando a extragéo por exemplo de flavonoides, além de agliconas livres
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pouco polares, tais como flavonas, chalconas, flavondis, flavanonas, di-hidroflavonais,
isoflavonas e outras agliconas com alto grau de metilacao (SIMEOES et al, 2007).

Com o aumento da polaridade do solvente, por exemplo com o EtOH 70% e
100% pode-se extrair as agliconas poli-hidroxiladas, flavonas e flavonois mais polares,
auronas, e heterosideos mais polares, tais como os poliglicosideos, flavanodidis,
catequinas e procianidinas, e principalmente os agucares segundo Simebdes (2007),
justamente a extragcdo de acgucares pode explicar a diminuicdo do resultado
antiglicante para os extratos CP_C70, CP_C100, CP_P70, CP_P100.

Assim, essa propriedade antiglicante apresentada pela polpa do fruto de C.
campomanesea foi observada pela primeira vez neste trabalho, contribuindo assim

para usos futuros, como por exemplo em formulacdes cosméticas anti-idade.

4 .3 ANALISE CROMATOGRAFICA DOS EXTRATOS DAS CASCAS E POLPAS DE CAMPOMANESIA
PHAEA POR CLAE-UV/DAD

Por meio da CLAE-UV/DAD foi possivel verificar o perfil quimico dos extratos
das cascas e polpas de C. phaea, extraidos com os solventes EtOAc, EtOH 70 e
100%, a fim de analisar qual seria o melhor solvente extrator. Para isso, foi levado em
consideragao alguns parametros importantes da cromatografia, tais como: a
resolucdo, intensidade e quantidade de picos.

Os perfis cromatograficos dos extratos das cascas e polpas dos frutos foram
obtidos através do método | descrito no item 3.5, monitorando-se os comprimentos de
onda numa faixa de 200-400 nm.

Ao longo do estudo, notou-se que os valores de comprimento de onda mais
adequados para as analises dos extratos das cascas e polpa de C. phaea foi de 280
nm para cascas extraidas com EtOAc, EtOH 70% e 100%, e o comprimento de onda
de 254 nm para os extratos de polpa usando os trés solventes extratores, pois foi
possivel observar uma melhor resolucédo e quantidade de picos.

Inicialmente empregou-se o método |, desenvolvido no modo isocratico de
eluicdo com 50% ACN:H20, descrito na Tabela 1, item 3.5. Os cromatogramas obtidos
para os extratos das cascas de C. phaea com solvente EtOH 70% (CP_C70), EtOH
100% (CP_C100) e acetato de etila (CP_CA), estdo apresentados na Figura 14,

respectivamente.
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Figura 14 Perfis cromatograficos no modo isocratico de eluicdo com ACN:H20
(50:50), obtidos por CLAE-UV/DAD, extratos: (A) CP_C70; (B) CP_C100e (C) CP_CA
das cascas de C. phaea, usando coluna Phenomenex® C1s Luna (250 mm x 4,6 mm,
5 um); método I, ACN:H20 (com 0,1% acido férmico em ambas as fases), A=280 nm,
volume de injeg&o: 10 uL de uma solugéo de 10 mg mL-".
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Os cromatogramas dos extratos das cascas apresentaram muita coeluicéo na
regido inicial da analise, com substancias mais polares que apresentam tempos de
retengdo menores. No entanto, nota-se a presenca de picos intensos apos esta regiao
coeluida de 4 minutos em diante. Além disso, € possivel notar uma grande similaridade
entre os perfis cromatograficos para os trés solventes extratores das cascas de C.
phaea, com diferenca na intensidade dos sinais.

Como o cromatograma da Figura 14 (C) apresentou picos de maiores
intensidades, a amostra de cascas de C. phaea extraida com acetato de etila (CP_CA)
foi utilizada para a otimizagdo do método cromatografico, esperando-se obter uma
melhor separacéo dos picos para futura identificagdo dos metabdlitos presentes.

O método cromatografico Il (descrito na Tabela 1, item 3.5) foi o resultado da
otimizacdo do gradiente de eluicgdo usando a amostra CP_CA. O método

cromatografico Il, iniciou-se com 15% de ACN no modo de eluigdo gradiente,



47

aumentando-se a porcentagem de ACN em 2,43% por minuto até o final da corrida,
assim, com o aumento da forga do eluente.
A Figura 15 mostra o cromatograma obtido para o extrato CP_CA apéds a

otimizacdo do método cromatografico.

Figura 15 Perfil cromatografico da amostra CP_CA (extrato das cascas de C. phaea),
modo de eluigdo gradiente com 15-85% de ACN em 35 min, por CLAE-UV/DAD,
usando coluna Phenomenex® C1s Luna (250 mm x 4,6 mm, 5 uym); método Il, ACN:H20
(com 0,1% acido férmico em ambas as fases), A=280 nm, volume de injecédo: 10 pL
de uma concentragdo de 10 mg mL".
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Ao compararmos os perfis cromatograficos das Figura 14 (C) e Figura 15 pode-
se verificar uma melhora da separagcao e resolugdo dos picos neste ultimo
cromatograma. Assim, este gradiente otimizado foi aplicado para as analises de todas
as amostras por CLAE-UV/DAD. A partir do método I, foi possivel otimizar o modo de
eluicdo e chegar ao método Il, podendo classifica-lo como melhor método para este
estudo de acordo com os respectivos comprimentos de ondas para cada extrato.

Nas analises da polpa de C. phaea, (extratos CP_PA, CP_P70 e CP_P100),
também foi aplicado o método Il com a mudanca no comprimento de onda para 254

nm. Os cromatogramas obtidos estado representados na Figura 16.
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Figura 16 Perfis cromatograficos dos extratos das polpas de C. phaea obtidos por
CLAE-UV/DAD: (A) CP_PA; (B) CP_P70 e (C) CP_P100 em coluna Phenomenex®
C1s Luna (250 mm x 4,6 mm, 5 pym), modo de eluicdo gradiente com 15-85% de
ACN:H20 em 35 min, volume de injegdo: 10 uL, concentragéo de 10 mg mL"".
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Fonte: o préprio autor

Apesar da extracdo com solvente etanol 70% apresentar um maior rendimento
(42,6 %) e também o cromatograma apresentar grande similaridade no perfil quimico
com praticamente 0 mesmo numero de picos para ambos 0s solventes extratores, 0
extrato CP_CA, foi o escolhido para a sequéncia do trabalho (cromatograma
apresentado na Figura 17 (A), visto que o extrato EtOAc apresentou numeros de picos
com maior intensidade e bem mais definidos, comparado aos outros dois
cromatogramas obtidos dos extratos CP_C70 e CP_C100, o que justifica a escolha

desse extrato para uma futura validagdo da metodologia por CLAE-UV/DAD.
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Figura 17 Perfis cromatograficos dos trés extratos de cascas de C. phaea, obtidos por
CLAE-UV/DAD, extratos: (A) CP_CA; (B) CP_C70 e (C) CP_C100, em coluna
Phenomenex® C1s Luna (250 mm x 4,6 mm, 5 um); método I, 15% (B) e 85% (A) (com
0,1% acido férmico em ambas as fases), A=280 nm, volume de inje¢do: 10 yL de uma
solugéo de 10 mg mL-".
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Fonte: o proprio autor

Dentre os extratos de polpas obtidos, foi selecionado o extrato CP_PA (extraido
com o solvente acetato de etila) para continuagdo do estudo e identificacdo dos
compostos bioativos, pois foi 0 extrato que obteve maior atividade inibitéria de glicacao
(52,8%), conforme Figura 13. No entanto, pode ser visto no cromatograma da Figura
16 A na regiao de 2 a 11 minutos grande coelui¢gdes de picos. Assim, a fim de se obter
uma melhor separacdo dos compostos visando sua identificagdo por CL-EM/EM, o
fracionamento deste extrato organico foi realizado por meio da técnica de EFS, sendo

este um passo fundamental na determinagcéo de compostos proveniente desta matriz,
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visando a limpeza da amostra e separagao dos constituintes presentes com solvente
de diferentes polaridades.

A eficiéncia do solvente em selecionar os compostos de interesse adsorvidos
no cartucho de EFS geralmente recheados com C1s, ap0ds eluicdo do extrato organico
concentrado, depende da afinidade quimica com as diversas classes de marcadores
organicos, do ajuste na quantidade de adsorventes e nos volumes de solventes
utilizados para eluicdo de cada fragcado. Esses fatores sao cruciais para uma separagao
precisa das diferentes classes de marcadores orgénicos, necessarios para uma
caracterizagao do analito (CAVALCANTE et al, 2008).

4.4 PROPOSTA E INVESTIGACAO QUIMICA DAS SUBSTANCIAS PRESENTES NOS EXTRATOS DAS
CAscAsS E PoLPAS DO FRUTO DE CAMPOMANESIA PHAEA POR CL-EM/EM

4.4.1 Cascas de C. phaea Extraidas com Solvente Acetato de Etila (CP_CA)

O estudo de desreplicagao foi definido como uma etapa crucial no processo de
triagem de extratos a fim de evitar o isolamento e a determinagao estrutural de
substancias ja conhecidas por meio dos métodos convencionais, onde com auxilio de
banco de dados pode-se realizar a identificagdo de substancias conhecidas (FUNARI
et al., 2013; NG, BANDEIRA, LIU et al., 2009).

Neste trabalho, foram avaliados todos os extratos brutos de C. phaea, obtidos
com os diferentes solventes extratores por CL-EM/EM (Figuras 18 a 22), e feita a
desreplicagédo do extrato com maior numero de picos CP_CA, Figura 17 (A) e também
do extrato com maior capacidade antiglicante CP_PA, Figura 16 (C). Estas duas
amostras foram selecionadas sendo consideradas as mais representativas para este
estudo, portanto os trabalhos foram canalizados para identificagcdo dos compostos dos
extratos CP_CA e CP_PA (cascas e polpas extraidos com solvente acetato de etila).

Os cromatogramas de ions totais (TIC) mostram que os perfis obtidos para cada
solvente extrator (EtOAc, EtOH70% e EtOH100%) sao muito semelhantes em ambos
0s modos de ionizagao, e para ambas as partes dos frutos (Figuras 18 a 22).

Nas Figuras 18 a 22 pode-se observar que os extratos obtidos das cascas
apresentaram sinais mais intensos que os obtidos das polpas, o que pode ser
explicado pela maior quantidade de compostos polares presentes nos extratos das

polpas, que eluem proximos ao volume morto da coluna. Dessa forma, as analises
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obtidas para os extratos acetato de etila foram selecionadas para anotagdes de

compostos presentes.
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Figura 18 Cromatogramas de ions totais obtidos para os extratos obtidos das cascas do C. phaea, modo negativo de ionizagao,

por CL-EM/EM.
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Figura 19 Cromatogramas de ions totais obtidos para os extratos das polpas de C. phaea, modo negativo de ionizagdo, por CL-
EM/EM.
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Figura 20 Cromatogramas de ions totais obtidos para os extratos obtidos das cascas do C. phaea, modo positivo de ionizagao, por
CL-EM/EM.
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Figura 21 Cromatogramas de ions totais obtidos para os extratos obtidos das polpas do C. phaea, modo positivo de ionizagao, por
CL-EM/EM.
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Figura 22 Cromatogramas de ions totais obtidos para os extratos das cascas de C. phaea, modo negativo e positivo de ionizagao
por CL-EM/EM, e cromatograma UV obtido a 280 nm por CL-UV/DAD.
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Figura 23 Espectros de fragmentagdo EM? obtidos para as substancias 1, 2, 4 e 5, bem como as suas estruturas e principais
fragmentos formados a partir da analise do extrato das cascas de C. phaea
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Observa-se que no cromatograma da Figura 22, obtido a 280 nm, 5 principais
sinais s&o atribuidos (1-5), sendo que a substancia 3 nao se ioniza em nenhum modo
(positivo/ negativo).

A Figura 23 apresenta os espectros de massas referentes aos picos 1 e 4
(Figura 22) como sendo moléculas protonada a m/z 271 [M+H]*, ambas com o0 mesmo
fragmento a m/z 167, indicando uma perda de 104 Da. Similarmente, os picos 2 e 5
foram observadas como sendo uma molécula protonada a m/z 285 [M+H]*, também
com o mesmo fragmento a m/z 181, indicando uma perda de 104 Da.

Apo6s busca na literatura (GNPS e SciFinder, entre outras base de dados) por
esses ions moleculares mencionados e os fragmentos obtidos, foi possivel determinar
as substancias 1, 2, 4 e 5 como sendo as chalconas mostradas na Figura 23: 2',4'-
dihidroxi-6'-metoxichalcona conhecida como cardamonina (1), 4'-hidroxi-2',6'-
dimetoxichalcona (2), 2',6'-dihidroxi-4'-metoxichalcona (4) e 2'-hidroxi-4',6'-
dimetoxichalcona, conhecida como flavokawain B (5). A perda de 104 Da deve-se a
clivagem da ligacdo alfa a carbonila, sendo liberado CsHs em todos os casos
(BARROS et al., 2009; ZHANG et al., 2012). Essas substancias ndo foram relatadas
para C. phaea até o momento, sendo descritas pela primeira vez neste trabalho.
Existem diversos relatos das atividades bioldgicas atribuidas a estas substancias.

Alguns autores descrevem as atividades antitubercular, capacidade
antioxidante, efeitos antiproliferativos em varios tipos de cancer e poder
antimicrobiano destas chalconas identificadas na espécie C. phaea, conforme
podemos observar alguns trabalhos abaixo.

Yue e colaboradores (2019) relatam que 2'.4'-dihidroxi-6'-metoxichalcona
(cardamonina) é um composto natural com efeitos antiproliferativos em varios tipos de
cancer, incluindo carcinoma nasofaringeo.

Abu e colaboradores (2013), estudaram a flavokawain A, B e C, chalconas
naturais que foram isoladas de varias plantas medicinais. Neste estudo foi
demonstrado que todas as trés flavokawains podem ter efeitos anticancer
promissores. Também foi revelado que ambos flavokawain A e B estdo envolvidos na
inducdo da parada do ciclo celular em vérias linhas de células cancerosas. Onde a
flavokawain B se mostrou mais eficaz no tratamento in vitro de células cancerosas em
comparagdo com flavokawain A e C. Flavokawain B também exerce efeitos

antinociceptivos, bem como propriedades anti-inflamatoérias.
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Pavan e colaboradores (2009) estudaram a atividade anti-mycobacterium
tuberculosis de extratos de frutos de Campomanesia adamantium onde foi avaliada e
identificados seis compostos como flavanonas e chalconas (2',4'-dihidroxi-3',5'-dimetil-
6'-metoxichalcona) e (27,4 -dihidroxi-6"-metoxichalcona) com atividade antitubercular
promissora.

Coutinho e colaboradores (2008) isolaram trés chalconas incluindo a
cardamonin das folhas de Campomanesia adamantium Berg. Os extratos obtidos
mostraram alta atividade antioxidante.

Atun, Sri e Rakhmawati (2018) identificaram chalconas (incluindo a 2'4'-
dihidroxi-6'-metoxichalcona) e flavonas em rizoma de Boesenbergia rotunda. Estas
substancias foram submetidas a ensaios antimicrobiano, contra as bactérias
patogénicas E. coli ATCC- 11229, S. aureus ATCC- 25923, S. epidermidis FNCC-
0048 e S. mutans. As substancias obtiveram alta atividade, sendo classificadas como
antimicrobianas.

Todas as substancias propostas neste trabalho, encontradas nos extratos de
cascas de C. phaea, sdo pertencentes a classe dos flavonoides de cadeia aberta,
especificamente chalconas, com substituinte hidroxila que passa a ser um dos
responsaveis pelo aumento consideravel da atividade antioxidante da chalcona como
resultado da sua conversao para os radicais fenoxi correspondentes através do
mecanismo de transferéncia de atomos de hidrogénio, que lhes confere alta
capacidade de estabilizar radicais livres (LAHSASNI et al., 2014).

Por essas razdes, produtos naturais com unidades fendlicas, como os
flavonoides, sédo atraentes para estudos envolvendo redugao de oxidagao celular e
prevencgao de glicagao avangada. Além disso, inibidores de AGEs a partir de produtos
naturais possuem um grande potencial para se desenvolver novos farmacos e
cosmeéticos, auxiliando no tratamento de doencas e retardando o envelhecimento
celular (PENG et al., 2011).

Sendo assim, apesar do experimento antiglicante para o extrato CP_CA nao
apresentar valores expressivos (10,8%), existe na literatura relato de patente referente
a um produto cosmeético contendo derivados de chalconas que promovem a sintese
de colageno e inibem a atividade da colagenase (JIN et al., 2011). Em virtude disto,
as cascas do fruto C. phaea necessitam serem estudadas com maior veeméncia e

profundida, pois os dados da literatura apresentam um grande potencial para que a
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partir desta espécie se destine uma nova aplicagdo, que pode auxiliar na prevengao

contra danos vinculados ao organismo.

4.4.2 Polpa de C. phaea Extraida com Solvente Acetato de Etila (CP_PA)

Devido aos resultados promissores de porcentagem de inibigdo da reacao de
glicagéo (52,8%) obtidos pelo extrato CP_PA, o mesmo foi submetido ao processo de
investigacao de substéancias, e para isso foi realizado o clean up da amostra, utilizando
a técnica de EFS (extragao por fase sdlida), obtendo-se o fracionamento do extrato
acetato de etila da polpa de C. phaea com o solvente (metanol) em diferentes
polaridades conforme citado no item 3.7.

Os resultados das massas obtidas referentes a cada fracdo sdo mostrados na
Tabela 4. Estas fragbes foram submetida as analises por CL-EM/EM, a fim de tragar

o perfil quimico do extrato do fruto.

Tabela 4 Massas obtidas do extrato CP_PA em extragcao em fase sélida

Codigo FR10 FR20 FR30 FR80 FR100
Massa final (mg) 75,7 10,3 1,3 2,3 3,5

Em relagdo ao modo de ionizagéo, pode-se observar nos cromatogramas dos
ions totais (TIC) que a ionizagcado negativa apresentou uma maior quantidade de ions,
portanto as propostas de identificagcbes foram guiadas pelo modo negativo de

ionizagao, conforme pode-se observar nas Figura 24 e Figura 25
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Figura 24 Cromatogramas de ions totais obtidos para os extratos das polpas de C. phaea (modo positivo de ionizagao) por CL-

EM/EM.
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Figura 25 Cromatogramas de ions totais obtidos para os extratos das polpas de C. phaea (modo negativo de ionizag&o) por CL-

EM/EM.
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CP_CA, enquanto que suas respectivas estruturas estdo mostradas na Figura 26.
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Na Tabela 5 estdo exibidas as massas dos ions moleculares das onze substancias propostas presentes nas fragdes de

Tabela 5 Proposta de identificagdo das substancias presentes nas fragdes do extrato acetato da polpa de C. phaea (CP_PA) por CL-

EM/EM, identificagdo em modo negativo.

Pico

1

O gabr WD

10

11

Amostra

FR10 (-)

FR10 (-)
FR20 (-)
FR20 (-)
FR20 (-)

FR30 (-)

FR8O (-)

FRSO (-)

FRSO (-)

FR8O (-)

FR8O (-)

tr (Min)

2,8

3,1
3,7
4,0
6,1

4,7

6,8

8,0

8,5

9,5

10,1

ion Molecular

353

191
325
633
785

483

635

787

939

433

461

EM/EM
EM? (353): 173,111

EM2 (191): 173, 129, 111
EM2 (325): 169
EM2 (481): 301
EM2 (785): 633, 615, 301

EM2 (483): 439, 331

EM 2 (635): 483,465,313

EM2 (787): 637, 617, 465
EM3 (787>617): 465

EM2 (939): 787, 769, 617, 599

EM3 (939->769): 447, 277

EM2 (433): 301, 271

EM? (433->301): 271, 179, 151

EM2 (461): 315
EM3 (461->315): 301

Substancias
6:3 + 60 acil hexosideo
graxo
Acido quinico
Acido galoil chiquimico
Galoil-HHDP-hexosideo
Digalloil-HHDP-hexosideo
Galoil (-6) L-Glc (b) -O-
galoil

Trigaloil hexosideo

Tetragaloil hexosideo

Pentagaloil hexosideo

Quercetina-O-pentosideo

Metoxiquercetina-
desoxihexosideo

Referéncia
(TSUGAWA et al., 2019)

(FRAIGE et al., 2017)
(DONADO-PESTANA et al., 2012)
(YISIMAYILI et al., 2019)
(YISIMAYILI et al. 2019)
(ARROYO et al., 2009; YISIMAYILI et
al., 2019)

(YISIMAYILI et al., 2019)

(PFUNDSTEIN et al., 2010;
YISIMAYILI; et al., 2019)

(PFUNDSTEIN et al., 2010; YISIMAYILI
etal., 2019)

(FRAIGE et al., 2017)

(RUSSO et al., 2020)

* tr = tempo de retencao
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As onze substancias propostas encontradas sao pertencentes a classe dos

elagitaninos, gallotaninos e flavonoides.

Figura 26 Propostas de identificagdo de substancias presentes nas fragdes do extrato
acetato de etila da polpa de C. phaea (CP_PA), obtidas pela analise por CL-EM/EM.
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A Figura 25 apresenta os cromatogramas dos ions totais (TIC) das fragdes do
extrato CP_PA, obtidos no modo negativo de ionizagdo. A identificacao dos picos esta
de acordo com a Tabela 5, com suas respectivas m/z.

A Figura 27 representa o espectro de massas da substancia 1, proposta como
6:3+60 acil hexosideo graxo. Analisando o espectro de massas da substancia 1
proposta, 6:3+60 acil hexosideo graxo, observa-se em EM? o pico mais intenso de

m/z 353, correspondente ao ion molecular.

Figura 27 Espectro de massas da substancia 6:3+60 acil hexosideo graxo, presente
no extrato bruto da polpa de C. phaea, fragcao metanol 10% (FR10), obtidos no modo
negativo por CL-EM/EM.

Intens. | EM2 HR_CP_F10_NEG_1-2_01_4347.d:-MS2(353.11), 2.8min #200
(%] 1-
x105 ] 172.99

1.0 [M-H-180]"
0.8—-
[M-H-180-62] . [MHT

111.32 353.12

0.6
0.4

0.2

0.0

T T T T T T T T T T T
100 150 200 250 300 350 400 450 500 mz

Fonte: o préprio autor

O fragmento de m/z 173, [M-H-180], indica a perda de C7H110s e o fragmento
de m/z 111 [M-H-180-62], indica a perda de 62 Da, conforme a Figura 28.

Figura 28 Proposta de fragmentagao por clivagem heterolitica da substancia 1.
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Fonte: o proprio autor

Tsugawa e colaboradores (2019) identificaram a substancia 1, 6:3+60 acil

hexosideo graxo, no estudo com 31 tecidos de plantas de 12 espécies de plantas
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diferentes, numa abordagem quiminformatica para caracterizar metabolomas em
organismos marcados com isotopos estaveis (TSUGAWA et al., 2019). Entretanto,
para a especie C. phaea, esta molécula esta sendo relatada pela primeira vez.

Para o espectro de massas da substéncia 2 (Figura 29), proposta como acido
quinico, observa-se o sinal de m/z 191, correspondente ao pico do ion molecular

caracteristico para este acido.

Figura 29 Espectro de massas da substéncia 2, acido quinico, presente no extrato
bruto da polpa de C. phaea, fragdo metanol 10% (FR10), obtidos no modo negativo
por CL-EM/EM.
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4 2
e EM
X105 ] 111.32
1.25
1003 [M-HT-
] 1-
0.75] [M-H-18] "3 %% 19103

0.50

0.25

] 129.17
0.00 - . ? .

e T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
100 150 200 250 300 350 mz

Fonte: o préprio autor

Em EM? o fragmento de m/z 191 [M-H-18]- é referente a perda de uma hidroxila,
formando-se acido 3,4,5-trihidroxiciclohex-1-eno-1-carboxilico (Figura 30).

Fraige e colaboradores (2017) identificaram a substancia 2, acido quinico, na
espécie Byrsonima, popularmente conhecida como murici (FRAIGE et al., 2017).

Castelucci (2015) identificou a substancia na polpa de C. phaea em diferentes
processos de irradiagdo com polpa irradiada com doses de 2 kGy onde foram
quantificados 1,06 + 0,01 mg g-!, com 4 kGy de irradiagao foram quantificados 9,52 +
0,06 10" mg g, e com 6 kGy foram quantificados 9,42 + 0,06 10" mg g de acido
quinico (CASTELUCCI, 2015).
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Figura 30 Proposta de fragmentagao por perda de OH.
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Fonte: o préprio autor

No espectro de massas da substéncia 3, identificada como sendo o acido galoil
chiquimico (Figura 31), nota-se o ion m/z 325 em MS", correspondente ao pico do ion

molecular.

Figura 31 Espectro de massas da substancia 3, acido galoil chiquimico, presente no
extrato bruto da polpa de C. phaea, fracdo metanol 20% (FR20), obtidos no modo
negativo por CL-EM/EM.

Intens. HR_CP_F20_NEG_1-3_01_4348.d:-MS2(325.12), 3.7min #249
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Fonte: o proprio autor

A primeira transicdo em MS? observada ¢é referente ao fragmento m/z 169 [M-
H-156]". A perda de 156 unidades de massas pode estar relacionada a perda de um
derivado de acido carboxilico, formando o &cido galico (Figura 33).

Donado-Pestana e colaboradores (2021) ja identificaram este polifenol derivado
do acido galico, na polpa da espécie C. phaea (DONADO-PESTANA et al., 2021).
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Figura 32 Proposta de fragmentacdo por perda de grupo funcional de acido
carboxilico.
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Analisando o espectro de massas da substancia 4 (Figura 33), proposta como
sendo o galoil-HHDP-hexosideo, o fragmento m/z 633 corresponde ao pico do ion

molecular.

Figura 33 Espectro de massas da substancia 4, galoil-HHDP-hexosideo, presente
no extrato bruto da polpa de C. phaea, fragao metanol 20% (FR20), obtidos no modo
negativo por CL-EM/EM.
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Fonte: o préprio autor

Assim, o fragmento m/z 481 [M-H-152] é referente a perda do 3,4,5-
trihidroxibenzaldeido (perda de um grupo HHDP), de m/z 154. O fragmento em m/z
421 encontrado é causado pela perda de um grupo C2H4O2 no residuo de glicose. O
padrao de fragmentacéo em todos os casos resultou em dois fragmentos em m/z 301
e 275. O fragmento em m/z 301 representa a por¢cdo HHDP (perda de glicose por

clivagem da ligagao éster e lactonizagao espontanea em acido elagico). A perda de
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um grupo CO da por¢ao HHDP produz o fragmento correspondente em m/z 275
(FERNANDEZ-ARROYO et al., 2009).

Arapitsas e colaboradores (2007) relataram que o hexahidroxidifenoil (HHDF)
produz acido elagico por lactonizagado espontanea (Arapitsas et al., 2007).

Araujo (2019) identificou o galoil-HHDP-hexosideo no suco de cagaita (Eugenia
dysenterica DC). Neste trabalho foi avaliado o efeito do suco de cagaita na glicemia,
insulinemia e respostas incretinicas em individuos com sindrome metabdlica e
disglicemia (ARAUJO, 2019). Entretanto, para a espécie C. phaea, esta molécula esta
sendo relatada pela primeira vez.

Analisando o espectro de massas da substancia 5 (Figura 34), proposta como

digalloil-HHDP-hexosideo, o fragmento m/z 785 corresponde ao pico do ion molecular.

Figura 34 Espectro de massas da substancia 5, digaloil-HHDP-hexosideo, presente
no extrato bruto da polpa de C. phaea, fragao metanol 20% (FR20), obtidos no modo
negativo por CL-EM/EM.
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Fonte: o proprio autor

As fragmentagbes observadas para essa substéncia sdo semelhantes a
substancia 4. Assim, o fragmento m/z 633 [M-H-152] é referente a perda do 3,4,5-
trinidroxibenzaldeido (perda de um grupo HHDP), de m/z 154. O fragmento em m/z
615 é causado pela perda de um grupo OH. O padrao de fragmentacdo em ambos
(digaloil-HHDP-hexosideo) e (galoil-HHDP-hexosideo) € o mesmo, conforme
discutido anteriormente (FERNANDEZ-ARROYO et al., 2009).
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Ramlagan e colaboradores (2017) identificaram este elagitanino, na polpa da
espécie Punica granatum L., conhecida como roma (RAMLAGAN et al., 2017). Para a
espécie C. phaea, esta molécula esta sendo relatada pela primeira vez.

A substancia 6, identificada como galoil(-6)L-Glc(b)-O-galoil, contém o
fragmento m/z 483, correspondente ao pico do ion molecular.

Assim, o fragmento m/z 331 [M-H-152] é referente a perda de C7HsO4. O
fragmento em m/z 271 encontrado é causado pela perda de um grupo C2HsO2

conforme proposta da Figura 36.

Figura 35 Espectro de massas da substancia 6, galoil (-6) L-Glc (b) -O-galoil, presente
no extrato da polpa de C. phaea, fragdo metanol 30% (FR30), espectro obtido no modo
negativo por CL-EM/EM.
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Fonte: o préprio autor

Liu e colaboradores (2021) identificaram a substancia 6 na espécie Juglans
mandshurica componentes na folha e raiz. Esta espécie é conhecida como noz da
Manchuria, ou Tigernut, sendo uma arvore caducifélia do género Juglans, nativa da
regido asiatica oriental. (LIU; WANG; ZHANG; ZHAI; KANG, 2021). Para a espécie C.

phaea, esta molécula esta sendo relatada pela primeira vez.
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Figura 36 Proposta de fragmentagao de galoil(-6)L-Glc(b)-O-galoil
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Fonte: o proprio autor

A substéancia 7, identificada como sendo o trigaloilo hexosideo, exibiu um ion [M-H]

de m/z 635, com a formula molecular de C27H2401s.

Figura 37 Espectro de massas da substancia 7, trigaloilo hexosideo, presente no
extrato bruto da polpa de C. phaea, fracdo metanol 80% (FR80), obtidos no modo
negativo por CL-EM/EM.

Intens. | HR_CP_F80_NEG_1-5_01_4350.d: -MS2(635.19), 6.8min #420
[%] ]
1- -
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Fonte: o proprio autor
O ion do fragmento em m/z 483 m/z de um OH, m/z 465 [M—-H-18-170] (perda de um
acido galico), e m/z 313 [M-H-18-170-152] (perda de um &acido galico e um porgao
galoil) (YISIMAYILI; et al., 2019), conforme propostas de fragmentacao da Figura 38.
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Garcia e colaboradores (2018) identificaram nas folhas e frutos (bolota) de

Quercus coccifera (carvalho kermes) as substancias 7 e 9 (GARCIA et. al., 2018).

Para a espécie C. phaea, estas moléculas estdo sendo relatadas pela primeira vez.

Figura 38 Proposta de fragmentacgao trigaloil hexosideo

m/z 635

-H

m/z 313

Fonte: o proprio autor

Para a substancia 8 foi identificada como tetragaloil hexosideo, com os

espectros de EM/EM da Figura 39 e o padrdo de fragmentagdo proposto de um

tetragaloil hexosideo mostrado na Figura 40.

Figura 39 Espectro de massas da substancia 8, tetragaloil hexosideo, presente no
extrato bruto da polpa de C. phaea, fracdo metanol 80% (FR80), obtidos no modo

negativo por CL-EM/EM.

Intens. HR_CP_F80_NEG_1-5_01_4350.d: -MS2(787124), 8.0min #497
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x10%4-
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Fonte: o proprio autor

Gan e colaboradores (2018) identificaram esta substancia na casca do feijao-
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espada vermelho Canavalia gladiata (GAN et al., 2018). Para a espécie C. phaea, esta

molécula esta sendo relatada pela primeira vez.

Figura 40 Proposta de padrao de fragmentagao de elagitaninos e derivados de galoil
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Fonte: o préprio autor

Figura 41 Espectro de massas da substancia 9, pentagaloil hexosideo, presente no
extrato bruto da polpa de C. phaea, fracdo metanol 80% (FR80), obtidos no modo
negativo por CL-EM/EM.
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Fonte: o proprio autor
A substancia 9, identificada como o pentagaloil hexosideo, segue o

padrao de fragmentagéo de elagitaninos e derivados de galoil, conforme discutido nas
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substancias anteriores (7 e 8).

Para o espectro de massas da substancia 10, identificada como quercetina-O-
pentosideo (Figura 42), nota-se o ion m/z 433 em MS', correspondente ao pico do ion
molecular, e a primeira transigdo em MS? observada referente ao fragmento m/z 301
[M-H-132]". A perda de 132 unidades de massas pode estar relacionada a perda de

uma hexose, formando a aglicona desprotonada (quercetina).

Figura 42 Espectro de massas da substéncia 10, quercetina-O-pentosida, presente
no extrato bruto da polpa de C. phaea, fragdo metanol 80% (FR80), obtidos no modo
negativo por CL-EM/EM.
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Fonte: o préprio autor

Em MS?3, no qual ocorre a retrociclizagao do nucleo flavilico (m/z 301), gerando
o fragmento m/z 179 [M-H-132-122]. O fragmento m/z 151 [M-H-132-122] também
pode ser observado, sendo um ion comum em fragmentagdes de flavonoide, pelo
mecanismo de retro Diels-Alder, conforme Figura 43.

Lescano e colaboradores (2019) identificaram a substancia 10 nas folhas de

Campomanesia adamantium. Na espécie C. phaea é a primeira vez relatada.
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Figura 43 Reacao Retro Diels- Alder (RDA) e formacgao de produto lactona.
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Fonte: o proprio autor

Para o espectro de massas da substédncia 11, metoxiquercetina-
desoxihexosida (Figura 44), nota-se o ion m/z 461 em EM', correspondente ao pico

do ion molecular.

Figura 44 Espectro de massas da substancia 11, metoxi quercetina-desoxihexosida,
presente no extrato bruto da polpa de C. phaea, fragdo metanol 80% (FR80), obtidos
no modo negativo por CL-EM/EM.
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Fonte: o proprio autor

O fragmento em EM? observado referente ao fragmento m/z 315 [M-H-146],
com a perda de 146 unidades de massas que pode estar relacionada a perda de uma
hexose, formando uma aglicona (quercetina). Para a espécie C. phaea, esta molécula
esta sendo relatada pela primeira vez.

Nas interpretagdes dos espectros € importante considerar de modo geral que
na maior parte das vezes nao podemos definir e concluir a posicdo em que uma
fragmentagao ocorre, para isso sdo necessarias analises com outras técnicas de

identificacdo para confirmacao das posicoes dos substituintes.
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Em sintese, foi possivel propor nove substancias relatadas pela primeira vez no
extrato polpa do fruto de C. phaea: 6:3+60 acil hexosideo graxo (1); (4) (galoil-HHDP-
hexosideo); (5) (digalloil-HHDP-hexosideo); (6) (daloil (-6) L-Glc (b)-O-galoil); (7)
(trigaloil hexosideo); (8) (tetragaloil hexosideo); (9) (pentagaloil hexosideo); (10)
(quercetina-O-pentosida) e (11) (metoxiquercetina-desoxihexosida), identificadas pela
técnica CLAE-EM/EM.

5 CONCLUSOES

Os extratos de casca e polpa dos frutos de C. phaea, apresentaram-se
moderadamente ativos nos ensaios antioxidantes, para as extragcdes com etanol 70%,
CP_C70, com ECso de 41,21 + 0,74 ug mL""! pelo ensaio de ABTS'*, e ECso0 de 58,54
+ 2,11 ug mL™" para o ensaio do DPPH". Para os demais extratos (etanélico 100% e
acetato de etila) os ensaios apontaram como fracamente ativos e/ou inativos. Ja a
extracdo da polpa deste fruto com acetato de etila (CP_PA) apresentou atividade
antiglicante relevante (52,8%), sendo um promissor fruto para continuagdo dos
estudos visando uma potencial aplicacdo cosmeética anti-idade.

O solvente acetato de etila utilizado na extragdo mostrou-se adequado ao
estudo, pois foi possivel identificar maior nUmeros de picos comparado aos outros
extratos, tanto para polpa, quanto para cascas dos extratos dos frutos de cambuci.

Por CL-EM/EM foram sugeridas quatro substéncias presentes no extrato
acetato de etila (CP_CA) de cascas de C. phaea, sendo estas: (1) 2',4'-dihidroxi-6'-
metoxichalcona conhecida como cardamonin, (2) 4'-hidroxi-2',6'-dimetoxichalcona, (3)
2',6'-dihidroxi-4'-metoxichalcona, (4) 2'-hidroxi-4',6'-dimetoxichalcona, conhecida
como flavokawain (B). Estas substancias estdo sendo relatadas pela primeira vez nas
cascas de C. phaea.

Apesar dos experimentos antiglicante com as cascas desta espécie nao
apresentarem resultados significativos (CP_CA com 10,8% de inibigdo), existe na
literatura relatos de patente que se refere a um produto cosmético contendo derivados
de chalconas (substancia identificada nas cascas de C. phaea) que promovem a
sintese de colageno e inibem a atividade da colagenase (JIN et al., 2011), portanto

deve-se ser avaliado por outros métodos.
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Nas fragdes do extrato acetato de etila CP_PA da polpa de C. phaea analisadas
por CL-EM/EM foi possivel propor 11 substancias: (1) (6:3+60 acil hexosideo graxo);
(2) (acido quinico); (3) (acido galoil chiquimico); (4) (galoil-HHDP-hexosideo); (5)
(digalloil-HHDP-hexosideo); (6) (galoil(-6)L-Glc(b)-O-galoil); (7) (trigaloil hexosideo);
(8) (tetragaloil Hexosideo); (9) (pentagaloil hexosideo); (10) (quercetina-O-pentosida)
e (11) (metoxiquercetina-desoxihexosida).

As substancias ja relatadas na literatura para esta espécie foram somente as
substéancias (2) (acido quinico) e a substancia (3) (acido galoil chiquimico), as demais
podem ser consideradas propostas inéditas para o fruto de C. phaea.

As substancias propostas sdo pertencentes as classes dos elagitaninos,
gallotaninos e flavonoides, o que pode explicar os resultados das atividades
antioxidante e antiglicante, pois através das ligagbes conjugadas presentes nestas
estruturas e de ressonancia sao capazes de estabilizar radicais livres.

Os resultados obtidos neste estudo mostra o grande potencial de aplicagao dos
frutos de cambuci em produtos cosméticos que podem auxiliar na prevengao contra

danos antioxidantes e antiglicantes do organismo.
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