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RESUMO

O fruto de Psidium cattleianum var. lucidum (Myrtaceae), conhecido como araca-
amarelo, é fonte de substancias bioativas com propriedades antioxidantes,
antimicrobianas e anticarcinogénicas. Devido a estas propriedades o objetivo deste
trabalho foi o estudo fitoquimico dos frutos de P. cattleianum em busca por
substancias bioativas. Extratos, utilizando-se os solventes acetato de etila e metanol,
foram preparados paras cascas e polpa dos frutos, analisados por cromatografia
liquida de alta eficiéncia com deteccdo no UV-Vis (CLAE-UV/DAD) e submetidos aos
ensaios de atividades antioxidantes e antiglicante. Os extratos das cascas dos frutos
de P. cattleianum apresentaram-se mais ativos, se comparados aos extratos da
polpa do fruto, sobretudo o extrato metanol das cascas (PC_CM), cujo ECso
observado para atividade antioxidante foi de 38,26 + 2,51 ug mL! e a porcentagem
inibidora de reacdes de glicagdo de 34,2%. Assim, o extrato PC_CM foi fracionado
por CL-UV/DAD em escala preparativa e as fracdes submetidas a novos ensaios
biologicos. As fracdes revelaram menor capacidade antioxidante se comparada ao
extrato PC_CM, possivelmente devido ao sinergismo presente entre todos os
constituintes quimicos desse extrato. Para o ensaio antiglicante, a fracdo FR4
apresentou um maior efeito antiglicacdo (47%), se comparada ao extrato (34,2%).
Assim, o extrato PC_CM e a fragdo FR4 foram analisados por CL-EM/EM e foram
propostas a ocorréncia de sete substancias no extrato PC_CM e fracdo FR4: (1)
dihidromiricetina hexosideo, (2) taxifolina hexosideo, (3) quercetina hexosideo, (4)
quercetina glucuronideo, (5) delfinidina glucuronideo, (6) cianidina hesoxideo e (7)
delfinidina hexosideo, sendo todas pertencentes a classe dos flavonoides. Portanto,
€ possivel ampliar as possibilidades de uso das cascas do fruto P. cattleianum, para
desenvolvimento de cosméticos, auxiliando na prevencdo contra danos
antioxidantes e antiglicantes do organismo.

Palavras-chave: Psidium cattleianum var. Lucidum. Araca-amarelo. Flavonoide.
Atividade antioxidante. Atividade antiglicante. Cromatografia
liquida.
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ABSTRACT

The fruits are a promising source of bioactive compounds. The fruit Psidium
cattleianum var. lucidum (Myrtaceae), known as aracd-amarelo, is a source of
antioxidant, antimicrobial and anticarcinogenic properties. Due to these properties the
objective of this paper was the phytochemical study of P. cattleianum fruits in search
of bioactive substances. Acetalic and methanolic extracts from fruit peels and pulp
were analyzed by HPLC-UV/DAD and antioxidant and antiglycation assays were
performed. The extracts of the peel of the fruit P. cattleianum performed themself
more active, if compared to fruit pulp, especially the methanolic extract of peel
(PC_CM), with an antioxidant result of ECso = 38.26 + 2.51 ug mL? and inhibition
percentage of glycation reactions of 34.2%. Thus, the PC_CM extract was
fractionated by CL-UV / DAD on a preparative scale and the fractions submitted to
new biological assays. The fractions performed lower antioxidant capacity when
compared to the PC_CM extract, possibly due to the synergism present among all
the chemical constituents of this extract. For the antiglycant assay, the FR4 fraction
showed a better result (47%) than the extract (34.2%). Therefore, the PC_CM extract
and the FR4 fraction were analyzed by LC-MS/MS analysis. Seven substances were
identified: (1) dihidromiricetin hexoside, (2) taxifolin hexoside, (3) quercetin hexoside,
(4) quercetin glucuronide, (5) delphinidin glucuronide, (6) cyanidin hexoside e (7)
delphinidin hexoside, all belonging to the class of flavonoids. Thus, it is possible to
increase the possibilities of using the peels of the fruit P. cattleianum, they can be
used in the development of cosmetics, helping in the prevention against antioxidant
and antiglycant damages of the organism.

Keywords: Psidium cattleianum var. Lucidum. Aracd-amarelo. Flavonoid.
Antioxidant activity. Antiglycation. Liquid chromatography.
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1 INTRODUCAO

1.1 A quimica dos produtos naturais e a biodiversidade brasileira

O Brasil detém grande parte da biodiversidade mundial, onde se destacam
os biomas Floresta Amazénica (49% do territério nacional), Cerrado (24%), Mata
Atlantica (13%), Caatinga (9%), Pantanal (2%) e Campos do Sul (3%) (BERLINCK
et al., 2017; SIMOES et al., 2017).

Os produtos naturais, provenientes da biodiversidade, sempre exerceram
um papel fundamental para a ciéncia, ao longo do tempo. O estudo quimico
desses produtos engloba ao todo as partes de uma planta, como suas raizes,
cascas, flores, folhas, frutos e sementes. Dessa forma, o uso de produtos naturais
extraidos de plantas vem amplamente sendo utilizado como fonte promissora
para obtencéo de bioprodutos, como os farmacos e cosméticos (BERLINCK et al.,
2017).

Empresas nacionais e internacionais apresentam crescente interesse na
biodiversidade brasileira. Diante de estudos quimicos voltados para a industria
farmacéutica, a empresa Aché desenvolveu dois fitoterapicos genuinamente
brasileiros, sendo lancado em 2004 o anti-inflamatério de uso topico Acheflan®,
voltado para dores musculares e fabricado a partir do éleo essencial de Cordia
verbenaceae (Borraginaceae) e em 2009 o ansiolitico Sintocalmy®, preparado a
partir do extrato de Passiflora incarnata (Passifloraceae) (PERINI et al., 2015;
VALLI; RUSSO; BOLZANI, 2018).

Porém, € importante ressaltar uma lacuna no conhecimento acerca de
espécies de plantas estudadas, pois ainda ha uma escassez de coletas quando
em comparacdo a ampla area territorial brasileira. Fato que representa um
enorme potencial inexplorado (SIMOES et al., 2010).

A fitoquimica € responsavel por verificar a presenca de metabdlitos e
caracterizar constituintes quimicos presentes em espécies vegetais cuja
composicdo quimica é desconhecida, assim como, isolar metabolitos secundarios
(SIMOES et al., 2010).

Portanto, tracar o perfil dos metabdlitos totais presentes numa planta, para
identificar uma atividade biol6gica, e posteriormente confirmar a eficacia

terapéutica de cada constituinte individual ou em mistura, € uma abordagem de
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suma importancia sobre a quimica e bioquimica de plantas. Dessa forma, o
potencial para descobertas de substancias como possiveis fitoterapicos e novos
farmacos e cosméticos é ampliado (CRAGG et al., 1997).

Dentro da area de produtos naturais oriundos de plantas, destacam-se 0s
frutos, que sdo uma fonte interessante para a descoberta de novos compostos
bioativos. Além desses alimentos serem importantes do ponto de vista bioldgico,
os frutos tém um alto impacto econdmico, movimentando a economia global.

O Brasil € o terceiro maior produtor de frutos do mundo, representando
aproximadamente 6% da producdo mundial, onde no ranking estdo a China e a
india em primeiros lugares (NEVES et al., 2015; PEREIRA et al., 2012).

A Organizagdo Mundial de Saude recomenda a ingestéo diaria de trés tipos
de frutos e, além de seu consumo in natura, os frutos sdo fontes valiosas de
substancias bioativas e despertam interesse da inddstria farmacéutica
(DENARDIN et al., 2015; MACHADO et al., 2008).

A maior parte dos frutos € destinada a producdo de sucos e polpas
congeladas, gerando alta quantidade de residuos, principalmente cascas e
sementes. No entanto, empregando-se um processo adequado, residuos de
frutos podem ser convertidos em produtos de alto valor agregado, sendo
aplicados, por exemplo, na area cosmética(PELIZER; PONTIERI et al., 2007).

Porém, apesar da busca por produtos confeccionados a partir desses
residuos ser uma tendéncia no mercado brasileiro, em comparacdo a grande

biodiversidade brasileira, a producao desses bioprodutos ainda é restrita.

1.2  Familia Myrtaceae e o género Psidium

Myrtaceae € uma familia de angiospermas e suas espécies sdo, na sua
maioria, arbustivas. Possui um valor econdmico importante, com 0 maior numero
de espécies com potencial alimentar, podendo ser utilizadas in natura, como
sorvetes, geleias, sucos, licores e sobremesas em geral, além de 6leos
essenciais, utilizados em perfumaria e farmacia (FRANZON et al., 2009; MORAIS
et al., 2006; PEREIRA et al., 2012).

Essa familia apresenta aproximadamente 100 géneros e 3000 espécies
catalogadas, distribuidas principalmente nas regiées tropicais e subtropicais do

mundo, com centros de diversidade na América tropical e Australia e poucas
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espécies ocorrendo nas regides temperadas. No Brasil, as espécies pertencentes
a familia Myrtaceae sédo encontradas em regifes da Mata Atlantica, desde o sul
da Bahia até o Rio Grande do Sul (BIEGELMEYER et al., 2011; RAJU, 2012).

A grande maioria das espécies da familia Myrtaceae possuem promissora
atividade antioxidante, devido principalmente a presenca de compostos fendlicos,
como os flavonoides, em sua composicdo fitoquimica (ALBUQUERQUE;
SOARES; OLIVEIRA, 2017).

Dentre os géneros catalogados para esta familia se encontra o Psidium sp,
que contém cerca de 100 espécies. Os frutos do género Psidium sp podem se
desenvolver em locais de estresse abibtico, como temperaturas extremas, sendo
gue essa caracteristica de desenvolvimento esta relacionada a rica composi¢ao
metabdlica desses frutos, em particular os compostos fendlicos.

Espécies pertencentes a esse género sao conhecidas por apresentarem
propriedades terapéuticas, como atividade antioxidante, anti-inflamatoria,
analgésica, anticarcinogénica. Dentre as espécies do género Psidium sp,
encontra-se o fruto de Psidium cattleianum var. lucidum, conhecido popularmente
como araca-amarelo, o qual foi o foco do estudo desse trabalho (MEDINA et al.,
2011; RAJU, 2012).

1.2.1 Espécie Psidium cattleianum var. lucidum

Os frutos da espécie Psidium cattleiaum sdo consumido na forma in natura,
ou no preparo de geleias, compotas e sucos e apresentam um alto valor
sensorial, devido ao seu sabor atrativo, sendo apreciado por quem 0s consomem.
O nome popular da espécie, araca-amarelo, vem do tupi arasa, ou do guarani ara
(céu) e aza (olho), que significa fruta com olhos ou olhos do céu.

A Figura 1 mostra a imagem de um aracazeiro (A) e do fruto aragd-amarelo
(B) (FRANZON et al., 2009).
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Figura 1. Espécie Psidium cattleianum var. lucidum: Aracazeiro (A) e fruto araca-
aramelo, (B)
Fonte: G1 (Giselda Person / TG)

A arvore do aracazeiro pode chegar a ter de 4 a 8 metros de altura, seu
desenvolvimento se inicia apos trés meses da semeadura, podendo levar até um
ano para ser concluida. Floresce entre os meses de junho e dezembro e a
maturacdo dos frutos ocorre de setembro a marco. Estes frutos apresentam alta
guantidade de vitamina C, até de trés a quatro vezes mais que frutas citricas
(BIEGELMEYER et al., 2011; WILLE et al., 2004).

Rica em compostos bioativos, o araga-amarelo é considerado um fruto de
alto valor nutricional e farmacéutico. Isoflavonoides e 6leos essenciais ja foram
evidenciados nas folhas da espécie P. cattleianum (RAJU K. CHALANNAVAR,
2012).

A Figura 2 mostra algumas moléculas ja identificadas nos frutos de P.
cattleianum por Ribeiro e colaboradores (2014), Saber e colaboradores (2018)
(RIBEIRO et al., 2014; SABER et al., 2018).
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Figura 2. Substancias identificadas presentes nos frutos, polpa e folhas, da espécie
Psidium cattleianum var. lucidum baseadas em dados da literatura.
Autor: Elaborado pela autora, adaptado de RIBEIRO et al., 2014 e SABER et al., 2018.

Dentre as atividades biolégicas encontradas nos extratos de frutos dessa
espécie, se tem registro sobre potencial de atividade antioxidante, antimicrobiana,
prevencao de doencas cronicas degenerativas e propriedades anticarcinogénica,
em que a presenca de polifenois pode restringir o crescimento de células tumorais
e combate de radicais livres (MEDINA et al., 2011; MOON et al., 2011).

Alvarenda e colaboradores em seus estudos revelaram que a casca da
espécie P. cattleianum é usada de forma direta, em chas, efuséo e uso oral para
alivio de dores de garganta, barriga e abdominal (ALVARENDA et al., 2015).
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Considerando as propriedades medicinais relatadas para a espécie P.
cattleinaum, esse fruto pode ser considerado um alimento funcional, oferecendo
inUmeros beneficios a saude, além do seu valor nutricional, sendo capaz de
desempenhar acdes que reduzam o risco de doencas crbnicas degenerativas

(MORAES, 2007).

1.3 Alimentos funcionais

A presenca de proteinas, vitaminas, minerais, fibras e substancias bioativas
podem indicar o potencial dos frutos como alimentos funcionais. Estudos sobre
propagacdes de doencas apontam que frutos inclusos na dieta contribuem na
reducdo do risco de cancer, doencas cronicas, envelhecimento precoce,
obesidade e doenca cardiovasculares (ARAUJO et al., 2004; PEREIRA et al.,
2012).

O termo alimento funcional surgiu pela primeira vez no Japdo, na década
de 1980, onde o governo local tinha a finalidade de prover alimentos de
gualidade, garantindo uma melhoria na expectativa e qualidade de vida (ANJO,
2004). Esses alimentos traziam consigo um selo de aprovacdo do Ministério da
Salude e Bem-estar japonés — Foods for Specified Health Use (FOSHU)
(HASLER, 1998).

A alegacédo da propriedade funcional deve possuir sustentacdo cientifica, e
esses alimentos ndo podem ser considerados medicamentos, uma vez que as
substancias responséaveis pelo efeito benéfico a salde ndo sao extraidas
diretamente do alimento e sim consumidas durante uma dieta usual (NOONAN;
NOONAN, 2004).

Os alimentos funcionais podem ser classificados quanto aos beneficios
oferecidos de acordo com a area atuante do organismo: sistema gastrointestinal,
sistema cardiovascular, metabolismo de substratos, no crescimento, no
desenvolvimento e diferenciacdo celular, no comportamento das fungbes

fisioldgicas e como antioxidantes (BRANCO et al., 2012).

22



1.4 Antioxidantes

Os compostos antioxidantes sdo substancias capazes de retardar ou inibir
as reacdes de oxidacdo geradas pela acdo de radicais, protegendo o sistema
biologico contra os efeitos potencialmente danosos de processos ou reacdes de
oxidagc&do. Quando a producao de radicais livres supera a capacidade antioxidante
dos sistemas vivos ocorre o chamado estresse oxidativo, onde espécies reativas
de oxigénio (ERO) e nitrogénio (ERN) sédo produzidas e podem atacar lipideos,
proteinas e DNA, causando danos estruturais e funcionais nas membranas
celulares, enzimas e material genético (BARBOSA et al., 2010; HUANG; BOXIN;
PRIOR, 2005).

A Equacdo 1 mostra a reacdo geral entre um radical livre e um
antioxidante, onde um agente antioxidante faz doacdo de um préton para
estabilizagdo de um radical livre. Na Equacéo 1, R’ representa um radical livre e
AH um antioxidante.

R +AH>RH +A Equacao 1

Acredita-se que inumeras patologias estejam relacionadas a producao
dessas espécies radicalares, como o envelhecimento precoce, doencas
cardiovasculares, diversos tipos de cancer, doencas neurodegenerativas (como o
Alzheimer), processos inflamatdrios (como a Ulcera, asma e alergia), entre outras
enfermidades (FERREIRA et al., 1997; VERMA et al., 2014).

Os antioxidantes podem ser divididos em duas classes. A primeira classe
engloba os antioxidantes que possuem atividade enziméatica, capazes de bloquear
a iniciacao da oxidacdo, como as enzimas catalase, metionina-redutase, por
exemplo. Assim, a partir dessa atividade as enzimas podem impedir a formacao
de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio, ou as remover. Na segunda classe
encontram-se 0s antioxidantes que ndo apresentam atividade enzimatica,
conhecidos como antioxidantes naturais (ou antioxidantes preventivos), formado
pelos compostos fendlicos, como os flavonoides. Esses antioxidantes bloqueiam a
etapa de propagacdo de novas reacdes de oxidacdo (ABDALLA et al.,, 2003;
MOREIRA et al., 2004).
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Os flavonoides sdo encontrados em abundancia nas plantas e apresentam
uma grande variedade estrutural. Seu ndcleo basico contém 15 atomos de
carbono arranjados na configuragdo Cs-C3-Ce (Figura 3), onde dois anéis
benzénicos (A e B) estdo ligados a um anel pirano (C) (BEHLING et al., 2008).
Podem ocorrer como agliconas ou derivados glicosideos e séao divididos em
subclasses, entre elas: chalconas, flavonas, flavanonas, flavonois, antocianidinas
isoflavonoides (MILENE ANGELO et al., 2007).

Figura 3. Estrutura basica dos flavonoides.
Fonte: Adaptado de Behling et al., 2008.

Além da capacidade antioxidante, os flavonoides séo importantes na dieta
humana, apresentando diversos efeitos bioldégicos e farmacolégicos, como a
atividade antibacteriana, anti-inflamatoria, antiviral, entre outras (BEHLING et al.,
2008; GATTUSO et al., 2007).

Atualmente, tem-se aumentado a quantidade de estudos em busca de
novos compostos com potencial antioxidante, que podem ser obtidos de fontes
naturais e renovaveis (BENZIE, 2003; BIANCHI et al., 1999).

1.5 Glicagéao

O Diabetes mellitus € uma doenca caracterizada pela hiperglicemia,
aumento do acucar no sangue. O quadro se manifesta quando o organismo n&o
produz a quantidade essencial de insulina no pancreas para que o0 agucar no
sangue se mantenha em propor¢cbes adequadas (PORTO BARBOSA; DE
OLIVEIRA; SEARA, 2009).

Existem dois tipos de Diabetes mellitus, o tipo 1 que acomete
principalmente criangas 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
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individuo se torna resistente aos seus efeitos. Em ambos 0s casos, o0 quadro de
diabetes € controlado através de alimentacdo adequada e injecdo diéria de
insulina (OF; MELLITUS, 2014; SINGH et al., 2001)

A elevada quantidade de acucar no sangue pode acarretar numa reacao
chamada de glicacédo, também conhecida como reacdo de Maillard, descrita pela
primeira vez pelo bioquimico francés Louis Camille Maillard (1878-1936). Essa
reagcdo ocorre entre acglcares e proteinas no organismo, de forma lenta e
complexa, podendo demorar semanas ou meses, envolvendo reacdes em cascata
como condensac0es, rearranjos e modificacdes oxidativas, até atingirem o estagio
irreversivel de produtos finais, conhecidos como AGEs (Advanced Glycated End-
Products) (BARBOSA et al., 2008; ROCHA et al., 2006).

A glicacdo é um fator comum aos portadores de diabetes, devido aos seus
altos indices glicémicos. Assim, o maior acumulo de AGEs nesses individuos
contribui de maneira clara e relevante para o surgimento e a progressao das
complicacBes do diabetes, como a diminuicdo da circulagdo sanguinea que pode
causar alteracdes no funcionamento do corac¢do, nos olhos ocasionando a
eventual perda da visao, rins, sendo necessario o tratamento por hemodialise,
além de feridas na pele e amputacdes (KIKUCHI, 2003; SINGH et al., 2001).

A reacdo de glicacao in vivo pode ocorrer por duas vias: a via classica e a
via alternativa (em que se acrescenta o estresse carbonilico). A Figura 4 abaixo

demonstra o processo simplificado da reacéo de glicacdo pelas duas vias citadas.

Via classica
Gli . Produt
'EDE',E * —= | Base de Schiff e rodu Ef g
Proteina Amadori
%, L %, %,
Glicalise o
HSC\H*H
O
> { Metilglioxal ]|

b,

Via alternativa: estresse carbonilico

Figura 4. Representacdo do processo de glicacéo.
Fonte: Modificado de Peng et al., 2011
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Pela via classica, durante a primeira etapa da uma reacdo de glicacéao
ocorre a formacédo de uma base de Schiff, onde um grupo amina de uma proteina
ataca a carbonila de um acgucar, como a glicose. Por ser produto ndo estavel, a
partir da formacéo da base de Schiff ocorrem rearranjos, formando-se os produtos
de Amadori, mais estaveis. Porém os produtos Amadori ainda possuem grupos
carbonilas reativos, que se condensam com grupos aminas disponiveis, que por
sua vez podem originar os produtos finais da glicacdo avancada, conhecidos
como AGEs. Na via alternativa, durante a glicdlise, processo natural do
organismo, ocorre a formacao de intermediarios carbonilicos reativos, entre eles o
metilglioxal (MGO) que também pode reagir com animas livres, formando os
AGEs. Como precursor dos AGEs, o MGO € mais reativo que a glicose, sendo um
dos principais intermediarios na formacdo de AGEs in vivo (ICHIHASHI et al.,
2011; PENG et al., 2011).

Além de potencializar os efeitos patoldgicos do dibetes, os AGEs que séo
acumulados em proteinas, como o colageno, também estdo relacionados ao
envelhecimento cutaneo precoce. O colageno € o principal componente da derme,
tendbes, cartilagem e vasos sanguineos e suas fibras possuem papéis
importantes no organismo, tais como manter as células dos tecidos unidas,
cicatrizacao e elasticidade dos 6rgaos (SINGH et al., 2001; SURESH et al., 2012).

No colageno, os aminoacidos lisina e arginina podem sofrer glicacdo e
formar crosslinks, reduzindo, assim, a elasticidade da pele e o aparecimento de
rugas, sendo as principais causas do envelhecimento cutaneo. Em seu
alinhamento natural, o colageno mantém as células unidas e a elasticidade dos
orgaos. A formacédo de crosslinks pode fazer com que as células percam esse
alinhamento (Figura 5), ocasionando assim, no envelhecimento cutaneo precoce
(BAILEY; PAUL; KNOTT, 1998; CERVANTES-LAUREAN et al., 2006; ICHIHASHI
et al., 2011).
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Figura 5. Formacéo de Cross-links no colageno.
Fonte: Ichihashi et al., 2011.

Com a preocupacao da populacdo em manter os cuidados e elasticidade
da pele, retardando as marcas do envelhecimento, a cosmetologia esta se
aprimorando cada vez mais.

A busca pela obtencédo de cosméticos naturais da preferéncia em se obter
formulas contendo produtos de origem vegetal, evitando o0 uso de substéancias
sintéticas. Frutos tropicais representam uma fonte original e valiosa de
substancias bioativas e, atualmente, houve um crescente reconhecimento do
valor econbmico e terapéutico de seus constituintes quimicos para uso em
cosmeéticos e outras finalidades (IHA et al., 2008; ZERAIK et al., 2011).

O desenvolvimento de cosméticos com elevada quantidade de substancias
provenientes de extratos de sementes, polpas e cascas de frutos nativos
brasileiros é caracterizada como uma tendéncia de mercado, ja evidenciada por
produtos produzidos por grandes empresas como Natura, como o gel creme
desodorante para pernas e pés andiroba, da empresa, que utiliza a sementes de
andiroba em sua confecgéo, rica em limonoides e terpenos, por exemplo (IHA et
al., 2008).

Assim, o estudo quimico de frutos nativos visando o desenvolvimento de
um bioproduto é de suma importancia, bem como de interesse econémico para
industrias (NATURA, 2018).

Uma das técnicas que fornecem informacdes estruturais detalhadas sobre
componentes quimicos é a Cromatografia Liquida acoplada a Espectrometria de
Massas (CL-EM), amplamente utilizada na identificacdo de compostos. Assim, a
CL-EM é uma aliada precursora no desenvolvimento de novos produtos

bioldgicos.
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1.6 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia acoplada a Espectrometria
de Massas (CL-EM)

A Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) é uma excelente técnica
de separacdo, porém quando é necessaria a confirmacdo de alguma estrutura
guimica, a espectrometria de massas é essencial.

A espectrometria de massas uma técnica de alta sensibilidade que fornece
informagOes estruturais valiosas para a determinagdo estrutural de uma
substancia, como o ion molecular e suas fragmentacfes. Assim, seu acoplamento
com a técnica de separacdo CLAE da origem a uma ferramenta de grande
potencial de andlise: a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia acoplada a
Espectrometria de Massas (CL-EM) (CUYCKENS; CLAEYS, 2004).

O acoplamento CL-EM é mostrado de forma sucinta pela Figura 6, onde o
cromatégrafo liquido € utilizado como fonte de introdu¢cdo da amostra no
espectrometro de massas. Os picos cromatograficos gerados pela separacdo dos
componentes de uma amostra analisada sao individualmente introduzidos na
fonte de ionizacdo espectrdbmetro de massas para gerar os ions. Depois seréo
separados no analisador de massas e encaminhados para deteccdo e

quantificagéo.
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Figura 6. Acoplamento CL-EM.
Fonte: DifferenceBetween.net

Ao utilizar-se a técnica de espectrometria de massas, a ionizacdo do
analito é inicialmente realizada, o que permite a obtencdo de ions a partir de
moléculas termolabeis e/ou pouco volateis. As formas de ionizacdo mais
utilizadas atualmente no acoplamento CL-EM sé&o: Electrospray (ESI), lonizacéo

bY hY

Quimica a Pressdo Atmosférica (APCI) e lonizagdo por Foétons a Presséo
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Atmosférica (APPI), sendo a ionizagdo por Electrospray a mais empregada no
acoplamento CL-EM (LANCAS, 2009).

Nesse trabalho foi utilizado o equipamento CL-EM sendo o analisador de
massas do tipo ion trap, equipado com fonte de ionizacao por electrospray (ESI),
para a andlise dos extratos obtidos dos frutos de Psidium cattleianum var.
lucidum.

A Figura 7 mostra um esquema de ionizacao por Electrospray. A saida da
coluna de CLAE é conectada a uma sonda formada por um tubo capilar de metal
circundado por um fluxo de gas nebulizador, normalmente gas nitrogénio, para
gue ocorra um processo de dessolvatacdo. Assim, o solvente na amostra €
evaporado, hd uma alta voltagem, até que os ions do analito possam ser
direcionados para o cone de amostragem e depois para o analisador de ions
(NIESSEN, 1998).

H Eletrospray

Sonda

Gasnebulizador

N
o% .‘."'.“‘ + + "+ Analisador

Figura 7. lonizacéo por Eletrospray utilizada no acoplamento CL-EM.
Fonte: Adpatado de LANCAS et al., 2009.

ApoOs a etapa de ionizacdo, os ions formados séo direcionados para o
analisador de massas, responsaveis por separa-los de acordo com a relagédo
existente entre suas massas e cargas, ou seja, a razao m/z. Existe uma grande
diversidade de analisadores de massas, 0s mais comuns utilizados em
acoplamento CL-EM sdo os analisadores de massa do tipo quadrupolo,
analisadores de massa do tipo ion trap e analisadores de massa por tempo de

voo (TOF), sendo que a escolha do mais apropriado ira depender da necessidade
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em gue se enquadra a analise, visando faixa de massas desejada e resolucao
(LANCAS, 2009).

O analisador de massas do tipo ion trap é amplamente utilizado em
sistemas de CL-EM, nele os ions s&o aprisionados (“trapped”) por um tempo ao
redor de 1 milisegundo, posteriormente € feita uma varredura para obter-se o
espectro de massas. Apresenta um custo relativamente baixo, quando comparado
ao analisador do tipo quadrupolo. Apresenta boa resolucdo e alta sensibilidade,
sendo eficaz por ndo apresentar limite superior de massa efetiva (LANCAS,
2009).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivos gerais

O projeto teve como objetivo o mapeamento do perfil quimico dos extratos
obtidos de polpa e cascas dos frutos de Psidium cattleianum var. lucidum
(Myrtaceae), visando a identificacdo de metabdlitos secundarios, bem como a

avaliagcdo de suas atividades antioxidante e antiglicante.

2.2 Objetivos especificos

e Obtencao dos extratos de polpa e cascas da espécie Psidium cattleianum
var. lucidum, utilizando acetato de etila e metanol como solvente
extratores;

e Analise dos extratos por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com
Detector de Arranjo de Diodos (CLAE-UV/DAD);

e Fracionamento do extrato metanol das cascas de Psidium cattleianum var.
lucidum (PC_CM) por CLAE-UV/DAD, em escala preparativa,;

e Avaliacdo das atividades antioxidante e antiglicante, dos extratos e fracfes
de Psidium cattleianum var. lucidum;

e Analise da fracdo FR4 do extrato metanol da cascas de Psidium
cattleianum var. lucidum (PC_CM) por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia acoplada a Espectrometria de Massas (CL-EM);

e Identificacdo das substancias presentes na fracdo FR4 do extrato PC_CM

de Psidium cattleianum var. lucidum por CL-EM/EM.
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3 METODOLOGIA
3.1 Reagentes e solventes

Os solventes utilizados no processo de extracdo de polpas e cascas de
Psidium cattleianum var. lucidum foram acetato de etila e metanol grau PA,
enquanto que o solvente utilizado nas analises por HPLC foi acetonitrila (ACN),
grau HPLC da marca J. T. Baker®. O solvente etanol, grau HPLC da marca
Sigma-Aldrich® foi utilizado nos ensaios biolégicos. Os reagentes utilizados para
0s ensaios de antiglicacdo, metilglioxal (MGO, 40% em H,0), aminoguanidina
(AG, 97%) e albumina (BSA, 98%). Para os ensaios antioxidantes foram utilizados
0s reagentes ABTS (98%), persulfato de potassio (99%), quercetina (95%), sal
trissédico do acido 8-hidroxipireno-1,3,6-trissulfénico, AAPH (97%), acido galico
(97,5%), sal trissédico do acido 8-hidroxipireno-1,3,6-trissulfénico. Os reagentes
para ambos os testes foram adquiridos da empresa Sigma-Aldrich® (St. Louis,
Missouri, USA).

3.2 Equipamentos utilizados

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

e Rotaevaporador R-144, Biichi®;

e Espectrofotbmetro de Microplacas: Synergy 2 Multi-mode — BioTek®

e Banho de ultrassom: Elmasonic®, modelo s 60H;

e Cromatégrafo liquido Prominence: Sistema LC Shimadzu® equipado com
bomba LC-20AT, detector de arranjo de diodos SPD-M20A, forno de
coluna CTO-20A, injetor automatico SIL-20AHT e mddulo de comunicacéo
CBM-20", presente no Instituto de Quimica da Universidade Julio de
Mesquita Filho (UNESP), em Araraquara;

e Espectrometro de Massas Amazon SL Bruker® com fonte de ionizacao
electrospray (ESI) e analisador ionTrap acoplado a um cromatografo
liquido Sistema LC Shimadzu® equipado com bomba LC-20AD, detector de
arranjo de diodos SPD-M20A, forno de coluna CTO-20A, injetor automatico
SIL-20AHT e modulo de comunicacdo CBM-20A, presente no Instituto de

Quimica da UNESP, em Araraquara;
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3.3  Material Vegetal

Os frutos maduros da espécie Psidium cattleianum var. lucidum foram
coletados no Recanto Flora Londrina Viveiro Florestal, na cidade de Londrina,
norte do Parana, Brasil, em janeiro de 2018. ApOs a coleta, os frutos foram
separados em cascas e polpas, onde a polpa foi 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 brutos de Psidium cattleianum var. lucidum

As polpas e cascas (3,0 g de cada) de Psidium cattleianum var. lucidum
foram submetidas a extracdo por maceracdo (60,0 mL, 30 min, 3 vezes),
utilizando solventes de diferentes polaridades, sendo estes, respectivamente,
acetato de etila e metanol, conforme a Figura 8. Os extratos foram secos sob
pressao reduzida a uma temperatura de 40°C, totalizando quatro extratos ao final,

dois de cascas (PC_CA e PC_CM) e dois extratos de polpas (PC_PA e PC_PM).

[Cascas secas e trituradas
de P cattieianum

__r Acetato de Etila (3x 30 min, witrassom}
L Filtractio

Rotoevoporagdo

P cattleianum casca

Solido
acetato[{PC_CA)

rMe![m of {3x 30 min, uftrasso
| Filtragtio

Rotoevoporagtio

P cattleianum casca sslido
acetato{PC_CM)

Polpa seca e liofilizada
de P cattleianum

__-" Acetato de Etila {3x 30 min, uftrassom}
Filtracdo

Rotaevaporagiio

P cattleianum polpa

Solido
acetato{PC_PA)

Metanof {3x 30 min, uftrassom)}
Filtragio

Rotoevagoragio

P cattleignum polpa solido
acetato{PC_PM)

Figura 8. Fluxograma ilustrativo dos processos de extracdo de polpas e cascas da

espécie Psidium cattleianum var. lucidum

Fonte: Elaborado pela autora.
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3.5 Andlise dos extratos brutos de Psidium cattleianum var. lucidum por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia acoplada a Detector de Arranjo de
Diodos (CLAE-UV/DAD)

Os quatro extratos obtidos de Psidium cattlelanum var. lucidum foram
solubilizados em agua e acetonitrila, H,O:ACN (50:50 v/v) e filtrados em filtro de
0,22 um, membrana de polipropileno, para a injecdo no CLAE-UV/DAD. As
andlises cromatograficas foram realizadas a fim de se obter os perfis
cromatograficos dos quatro extratos brutos das cascas e polpas de Psidium
cattleianum var. lucidum para posterior identificagdo dos compostos bioativos. O
sistema de solventes utilizado foi H,O (A) e ACN (B), ambos com 0,1% (v/v) de
acido férmico e vaz&o de 1,0 mL min™. A coluna utilizada foi Cig-Luna (250 x 4,6
mm d.i.; 5 ym), da marca Phenomenex®, Inc (Torrance, CA, EUA). Todos os
cromatogramas foram registrados, e a corrida foi monitorada nos comprimentos
entre 200-400 nm.

Inicialmente, para uma avaliacdo inicial do perfil cromatografico dos
extratos de polpas e cascas de Psidium cattleianum var. lucidum, foi empregado
um gradiente exploratério (de 5 a 100 % B em 40 minutos), chamado de método
A, nas condicOes descritas pela Tabela 1. Em seguida, de modo a otimizar a
separacao dos picos observados, foram empregados os métodos B e C também

mostrados na Tabela 1.
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Tabela 1. Métodos utilizados na otimizacdo das condic6es cromatogréaficas dos extratos
de polpas e cascas de Psidium cattleianum var. lucidum [Fase Mével: ACN:H,O (0,1% de
acido formico); coluna Phenomenex” Cig-Luna (250 mm x 4,6 mm, 5 pym); vazdo de 1 mL

min™, temperatura ambiente; volume de injecdo de 20 pL de solugéo de 10 mg mL ™).

Método Identificacdo Gradiente

A Gradiente Exploratério e 5-100% ACN em 40 min.

e 5% ACN em 5 min.
5-55% ACN em 40 min.
55-70% ACN em 1 min.

e 80-100% ACN em 5 min.

100% ACN por 10 min.

B 5-55-70% B em 40 min

e 5-45% ACN em 40 min.
C 5-45% B em 40 min e 45-100% ACN em 5 min.
100% ACN por 10 min.

3.6 Ensaios bioldgicos in vitro realizados com os extratos brutos e

fragcBes de Psidium cattleianum var. lucidum

Para os dois ensaios antioxidantes, sequestro do radical ABTS™ e reducéo
de radicais peroxila, pesaram-se 4 mg dos quatro extratos obtidos de Psidium
cattleianum var. lucidum e as respectivas fragbes de PC_CM que posteriormente
foram solubilizados em 1 mL de EtOH. A partir dessa solucéo estoque (4 mg mL™)
foram preparadas solucdes de concentracées de 4, 10, 20, 40, 70 e 100 ug mL™.
Para o ensaio da atividade de inibicdo da glicacdo pesou-se 1,0 mg dos quatro
extratos de Psidium cattleianum var. lucidum e fragbes de PC_CM e foram
solubilizados em 1 mL de H,O:DMSO (50:50 v/v).

3.6.1 Ensaio da capacidade de reducéo do cétion radical ABTS™

O ensaio é baseado no método descrito por Pellegrini et al. (1999) com
algumas modificacdes. Esse teste consiste na captura do cation radical ABTS™
(2,2°- azinobis(3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico) e é monitorado por
espectrofotometro em 755 nm devido a coloracédo esverdeada que a solucdo do
ABTS™ apresenta. O radical ABTS™ foi obtido pela reacdo de 1 mL de solucdo
ABTS™ a 10 mmol L™ com 430 pL de persulfato de aménio a 8,17 mmol L™. A
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mistura foi agitada e mantida no escuro a temperatura ambiente por
aproximadamente 24 horas. Essa solugdo foi diluida 60 vezes em agua para a
realizacdo do ensaio. Os ensaios foram conduzidos com a adigdo de 215 L da
solucédo de ABTS™ e 35 uL das solugdes de amostras preparadas nas placas de
96 pocos. Esse protocolo foi realizado em triplicata para cada uma das amostras.
O branco consistiu de 35 pL de etanol e 215 pL da solucdo de ABTS™. A
guercetina foi utilizada como controle positivo (padréo), nas concentracdes de 0,4,
4 e 10 pg mL™. A mistura foi incubada por 30 min no escuro e posteriormente
realizada a leitura em espectrofotometro (PELLEGRINI et al., 1999).

A capacidade sequestradora de radicais foi calculada conforme a Equagéo

Absorbancia controle—Absorbancia amostra

% ABTS *seq. = (

Absorbancia controle ) x 100 (2)

A concentracdo efetiva média (ECso) que representa a concentracao de
amostra necessaria para sequestrar 50% dos radicais ABTS™, foi calculada
através do grafico % ABTS™ sequestrado versus concentragido da amostra.

3.6.2 Ensaio da capacidade de reducao dos radicais peroxila

O ensaio de avaliacdo da capacidade antioxidante de reducédo do radical
peroxila (ROQO") utiliza a piranina (sal trissédico do acido 8-hidroxipireno-1,3,6-
trissulfénico) como sonda fluorescente quando esta é submetida a oxidacao por
radicais peroxilados originados por AAPH (dicloridrato de 2,2-azobis 2-
metilpropionamidina), agente oxidante. O AAPH se decompde em 37 °C, gerando
assim, um radical alquil , que na presenca de oxigénio & convertido ao radical
peroxil ROO™ (XIMENES et al., 2010).

O ensaio foi adaptado de Nazaré e colaboradores (2014). A solugéo de piranina e
a solucdo de AAPH, nas concentracbes de 10 pmol L™ e 40 pmol L™,
respectivamente, foram preparadas em tamp&do PBS (PBS, 40 mmol L™?). No
ensaio utilizaram-se dois brancos como controle, o controle 1 (com AAPH)
composto de etanol (12,5 uL), piranina (75 uL) e AAPH (62,5 pL), e o controle 2
(sem AAPH), contendo PBS (37,5 pL), etanol (37,5 pL) e piranina (75 pL). O
experimento seguiu-se pela adi¢gao de 12,5 yL das amostras em etanol, 75 uL de
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piranina e 62,5 uyL de AAPH. A fluorescéncia da piranina foi medida em um
espectrofotometro de microplacas a 485 nm (Aexc) € 528 nm (Aey) @ 37 ° C durante
90 min. O &cido galico foi usado como controle positivo por meio da construgéo de
uma curva analitica nas concentragdes 2, 5, 7, 10 15, 20 e 40 pmol L. (NAZARE
et al., 2014).

O resultado da porcentagem de radicais peroxila reduzidos foi obtido pela
Equacao 3: (arrumar essa equagao)

% ROO o= (

Fluorescéncia da amostra—Fluorescéncia controle 2
)x10 3)

Fluorescéncia controle 1- Fluorescéncia controle 2

3.6.3 Ensaios da atividade de inibi¢cdo da glicacao

A metodologia do ensaio antiglicante foi definida de acordo com Fraige e
colaboradores (2018) e Lunceford e Gugliucci (2005), com algumas modificacdes.
O teste se baseia na capacidade de inibicAo que uma amostra possui na reacao
de glicacdo da proteina albumina (BSA) com o metilglioxal (MGO), uma espécie
reativa de carbonila com potente acdo de glicacdo. Esta inibicdo € medida por
fluorescéncia (FRAIGE et al., 2018; LUNCEFORD; GUGLIUCCI, 2005).

A proteina BSA foi solubilizada em uma solucao de tampao fosfato (pH 7,4)
em concentracdo final de 1,0 mg mL™. Foram feitas solucées finais para anélise
de 3 mL. Para isso, a 500 pL da solucéo de proteina BSA foram adicionados 450
puL das amostras a serem testadas como agente inibidor (150 ppm) e 2,3 uL do
reagente metilglioxal (MGO, 5 mmol L™?), agente glicante. Para o grupo controle
do ensaio, foi preparado um branco contendo apenas tampao e BSA, um controle
positivo contendo tamp&o, BSA, aminoguanidina (AG, 10 mmol L™, 1500 L) e
MGO (onde AG foi utilizada como inibidor da glicacdo) e um controle negativo
contendo tampéo, BSA e MGO, com auséncia do inibidor AG. O volume de
tampéo fosfato foi adaptado para cada solucdo preparada no teste, branco,
controle negativo, controle positivo e amostras, para se atingir o volume final de 3
mL desejados. A solucdo resultante foi incubada a 37 °C durante trés dias e
agitacdo de 150 rpm. Apdés o periodo de incubacdo, a leitura foi realizada em
triplicata, nas quais as medidas de fluorescéncia foram realizadas a 370 nm

(Aexcitacao) € @ 440 nm (Aemisszo) Para AGEs totais.
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A porcentagem de inibicdo da glicacdo foi calculada por meio da Equacgéao
4, onde FLcy e FLpen S80 as intensidades de fluorescéncia do controles negativos
e seu branco e FLs e FLps sao as intensidades de fluorescéncia do extrato e seu

branco, respectivamente.

(FLcny—FLpcn)— (FLs—FLps) x100 (4)

%Inibicao formac¢do de AGEs = (FLen—FLpen)
cN—FLpcn

3.7 Fracionamento do extrato metanol das cascas de Psidium cattleianum
var. lucidum por CL-UV/DAD em escala preparativa

O extrato PC_CM de Psidium cattleianum var. lucidum foi solubilizado em
H,O:ACN (50:50 v/v) e filtrados em filtro de 0,22 um para fracionamento por CL-
UV/DAD em escala preparativa. Para essa andlise foi utilizada uma coluna
preparativa Luna Phenomenex Cig (100 A) (150 x 21,20 mm, d.i. 5 ym). Foram
feitas 10 injecbes de 500 pL de uma solucdo de concentragdo 10 mg mL™,
totalizando 100,0 mg de extrato injetados. A corrida foi realizada em modo
gradiente 5-55% B em 35 minutos, utilizando como fases méveis H,O (A) e ACN
(B) e vazdo de 10,0 mL min™, conforme o método B apresentado na Tabela 1, na
secdo 3.5. Os comprimentos de onda utilizados para o monitoramento foram de
280 nm e foram coletadas cinco fraces, descritas na Tabela 2, onde a fracéo

FRA4 foi posteriormente analisada por CL-EM/EM e ensaios bioldgicos.

Tabela 2. Fragbes obtidas do extrato PC_CM por CL-UV/DAD em escala preparativa e os

respectivos tempos em que foram monitoradas.

Cadigo FR1 FR2 FR3 FR4 FRS

Tempo (min) 0-13 13-15 15-24 24-35 35-45

3.8 Elucidacdo dos constituintes quimicos da Fracdo 4 (FR4) e extrato
bruto PC_CM por CL-EM/EM

A fragdo (FR4) obtida a partir do fracionamento do extrato metanol das
cascas de Psidium cattleianum var. lucidum (PC_CM) foi analisada por CL-
EM/EM utilizando-se um cromatografo liquido (Shimadzu®) acoplado a um

espectrometro de massas (Amazon SL Bruker®) do tipo ion-trap, equipado com
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fonte de ionizacdo do tipo eletro-spray (ESI). Os extratos foram preparados
pesando-se 1 mg das amostras que foram posteriormente diluidas em 1 mL de
H,O:ACN (50:50 v/v). O método empregado na analise foi 0 método B, descrito na
Tabela 1, secédo 3.5. As analises foram realizadas em modo positivo e negativo
com fragmentacdo até MS®, faixa de ifons detectada de 50-1200, e energia de
ionizacdo de 50 V. O software Bruker Compass DataAnalysis 4.3° foi utilizado
para a analise dos dados. A partir dos resultados obtidos foi realizada a
comparacdo com os padroes de fragmentacdo das substancias relatadas na

literatura, para a identificacdo de compostos conhecidos.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Obtencdo dos extratos de cascas e polpas da espécie Psidium

cattleianum var. lucidum

Para a extracao realizada com polpas e cascas de Psidium cattleianum var.
lucidum, item 3.4, utilizou-se acetato de etila e metanol, dois solventes de
diferentes polaridades. E necesséria a otimizac&o do solvente extrator, visto que a
caracteristica de cada um influencia diretamente nos compostos a serem
extraidos.

A Tabela 3 apresenta os rendimentos e as massas finais obtidas a partir da

extracdo de 3 g de cascas e polpa do fruto.

Tabela 3. Massas obtidas dos extratos preparados de P. cattleianum e seus respectivos

rendimentos.

Amostra Massa (mg) Rendimento (%)
PC_CA 46,6 1,55
PC_CM 268,8 8,96
PC_PA 204,0 6,79
PC_PM 1031,8 34,34

*PC = P. cattleianum; C = cascas; P = polpa; A = acetato de etila; M = metanol

As extracdes com o0 solvente metanol apresentaram rendimentos maiores
para polpa e cascas, quando comparadas as extragfes utilizando o solvente
acetato de etila. O maior rendimento obtido para o extrato metanol pode ser
explicado pela maior polaridade deste solvente (¢, =33) em relacdo ao solvente
acetato de etila (¢, = 6,02), no qual o solvente metanol pode ter extraido
compostos mais polares, como 0s acUcares, aumentando assim, a massa e

rendimento finais.

4.2 Anadlise cromatografica dos extratos da cascas e polpa de Psidium
cattleianum var. lucidum por CLAE-UV/DAD

Através de CLAE-UV/DAD foi possivel verificar o perfil quimico dos extratos
das cascas e polpa de Psidium cattleianum var. lucidum, com os solventes

extratores acetato de etila e metanol, e analisar qual seria o melhor solvente
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extrator. Para tal, foi levado em consideracdo a resolugcdo, intensidade e
guantidade de picos, além de uma separacao eficiente.

Os perfis cromatograficos dos extratos das cascas e polpas do fruto foram
obtidos monitorando-se os comprimentos de onda numa faixa de 200-400 nm,
sendo que o mais adequado para a analise dos extratos das cascas e polpa de
Psidium cattleianum var. lucidum foram os comprimentos de onda de 280 nm para
as cascas e 254 nm para a polpa, respectivamente, pois foi possivel observar
uma melhor resolucéo e quantidade de picos.

Assim, inicialmente empregou-se o0 método A, gradiente exploratério,
descrito na Tabela 1, item 3.5. Os cromatogramas obtidos para os extratos das
cascas de P. cattleianum, solvente metanol (PC_CM) e solvente acetato de etila

(PC_CA), estao representados pela Figura 9, respectivamente.
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Figura 9. Perfis cromatogréaficos em gradiente exploratério (CLAE-UV/DAD) dos extratos
(a) PC_CM e (b) PC_CA das cascas de P. cattleianum [Coluna Phenomenex® C,g-Luna
(250 mm x 4,6 mm, 5 ym); eluicdo modo gradiente 5-100 %B em 40 minutos (Método A),
ACN:H,0 (+0,1% acido férmico), A=280 nm, volume de inje¢édo: 20 pL].

Para ambos os extratos das cascas de P. cattleianum, a analise dos
cromatogramas apresentou um pico majoritario intenso em aproximadamente sete

minutos, regido com substancias mais polares que apresentaram tempos
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menores de retencdo. Com a ampliacdo dos cromatogramas € possivel observar
a presenca de outros picos de menores intensidades.

Nota-se na Figura 9a (PC_CM), uma elevacdo na linha de base, sendo
possivel a presenca de taninos (BRILLOUET et al., 2013).

Pela Figura 9b, é possivel observar que o cromatograma do extrato PC_CA
apresentou alguns picos mais intensos quando em comparagdo com O
cromatograma do extrato PC_CM, Figura 9a. Porém, nota-se uma grande
similaridade entre os dois perfis cromatograficos para os extratos acetato de etila
e metanol da casca de P. cattleianum.

Assim, utilizou-se o extrato acetato de etila do fruto de P. cattleianum,
PC_CA, para otimizagdo do método cromatogréfico através da otimizacdo do
tempo de analise e do gradiente de eluicdo, esperando-se obter uma melhor
separacao dos picos para futura identificacdo dos metabdlitos presentes.

O método cromatografico B (Tabela 1, item 3.5) foi o resultado da
otimizacdo do extrato acetato de etila das cascas de P. cattleianum, PC_CA. O
método cromatografico A, com gradiente de eluicdo exploratério manteve-se
linear com a proporcdo de acetonitrila por unidade de tempo de 2,37% (%B),
enquanto o método cromatogréafico B iniciou-se no modo de elui¢do isocrético e
manteve-se por cinco minutos. Posteriormente, aumentou-se a porcentagem de B
linearmente (1,25% B por minuto). Assim, com a diminuicdo da forca do eluente,
sendo modificada a porcentagem de aumento de proporcdo de acetonitrila por
unidade de tempo, obteve-se uma melhor resolucéo dos picos.

A Figura 10 mostra o cromatograma obtido para o extrato PC_CA apés a
otimizagdo do método cromatografico.
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Figura 10. Cromatograma nas condi¢des otimizadas do extrato acetato de etila das
cascas de Psidium cattleianum var. lucidum (PC_CA) [Coluna Phenomenex® Cig-Luna
(250 mm x 4,6 mm, 5 ym); eluicdo modo gradiente 5-55-70 %B em 40 minutos (Método

B), ACN:H,0 (+0,1% &cido férmico), A = 280 nm, volume de inje¢édo: 20 pL].

Assim, comparando as Figuras 9 e 10, o método cromatografico B mostrou
uma melhor separacao e resolucdo dos picos para os extratos das cascas de P.
cattleianum.

Nas andlises da polpa de P. cattleianum, extratos metanol e acetato de
etila (PC_PM e PC_PA), também se empregou inicialmente o gradiente
exploratério, método A, (Tabela 1, item 3.5). Os cromatogramas obtidos estédo
representados pela Figura 11.
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Figura 11. Perfis cromatogréaficos em gradiente exploratério (CLAE-UV/DAD) dos
extratos (a) PC_PM e (b) PC_PA da polpa de Psidium cattleianum var. lucidum [Coluna
Phenomenex® C18-Luna (250 mm x 4,6 mm, 5 ym); eluicdo modo gradiente 5-100 %B

em 40 minutos (Método A), ACN:H,O (+0,1% acido férmico), A = 254 nm, volume de
injecédo: 20 pL].

Ao analisar a Figura 11a, nota-se que o perfil cromatografico para a polpa
de P. cattleianum, obtida por extracdo com o solvente metanol, PC_PM,
apresentou uma maior quantidade e picos mais intensos em relagcdo ao solvente
acetato de etila, PC_PA, sobretudo na regido polar do cromatograma. Dessa
forma, a partir do extrato PC_PM foi feita a otimizacdo do método cromatografico
para a polpa do fruto, modificando-se o gradiente de eluicéo.

Assim, resultou-se no método cromatografico otimizado C (Tabela 1, item
3.5), no qual se manteve o gradiente de eluicdo linear com a proporcdo de
acetonitrila por unidade de tempo de 1,00% (%B). Em relacdo ao método A
(gradiente de eluicdo exploratério - 2,37%B por minuto) diminuiu-se a forca do
eluente, o que resultou em uma melhor separacdo dos picos. O cromatograma
obtido para o extrato metanol de P. cattleianum, PC_PM, nas condi¢des

otimizadas esta representado pela Figura 12.
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Figura 12. Cromatograma nas condi¢cfes otimizadas do extrato metanol da polpa de
Psidium cattleianum var. lucidum (PC_PM) [Coluna Phenomenex® Cg-Luna (250 mm X
4,6 mm, 5 um); eluicdo modo gradiente 5-45 %B em 40 minutos (Método C), ACN:H,O

(+0,1% &cido formico), A = 254 nm, volume de inje¢&o: 20 pL].

Como os cromatogramas para as cascas do fruto apresentaram maior
guantidade de substancias com grupos cromaoforos e melhor resolucdo, o extrato
das cascas foi determinado para fracionamento por CLAE-UV/DAD, em escala
preparativa. E, apesar do solvente acetato de etila apresentar uma maior
intensidade relativa em alguns picos e ser utilizado durante a otimizagdo do
método cromatogréfico, o extrato metanol do fruto, PC_CM, foi 0 mais adequado
para a sequéncia do trabalho, visto que além dos perfis cromatograficos similares,
0 extrato metanol apresentou um maior rendimento na etapa de extragao (8,96%),
em comparacao ao rendimento do extrato acetato de etila (1,55%), o0 que justifica

a escolha desse extrato para seu fracionamento (item 4.4).
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4.3 Ensaios bioldgicos realizados com os extratos brutos de cascas e polpa

de Psidium cattleianum var. lucidum
4.3.1 Capacidade antioxidante

Uma substancia com propriedade antioxidante, encontrada em plantas,
pode apresentar mais de um mecanismo de acdo quando em contato com 0
organismo humano. Assim, como podem existir variados 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., 2014).

Assim, neste trabalho foram escolhidos dois ensaios de avaliagdo de
atividade antioxidante, para se explorar diferentes mecanismos de acéo: potencial
de reduc&o do cation radical ABTS™ e reducéo de radicais peroxila.

O método de reducdo do céation radical ABTS™ pode ser utilizado em
amostras que contenham compostos lipossolluveis e hidrossollveis, sendo um
radical relativamente estavel. Essas vantagens conferem sensibilidade ao teste de
avaliacdo do potencial de reducdo desse radical (PELLEGRINI, et al., 1999;
SUCUPIRA et al., 2014).

O mecanismo de agdo do ensaio do cation radical ABTS™ se baseia na
capacidade de estabilizacdo do cation radical ABTS™, através da presenca de
grupos doadores de hidrogénio pertencentes aos antioxidantes. Ao sofrer esta
estabilizacdo, o cétion radical ABTS, cuja coloracdo natural é esverdeada, passa
a ser incolor, conforme a reacdo mostrada na Figura 13 (TESTON; NARDINO;
PIVATO, 2011).

N _‘ +antioxidante 80
s e peses

K505

80

“H-\"Z

cor: verde-escura cor: verde-clara

Figura 13. Mecanismo de ac&o do ensaio do cation radical ABTS™.
Fonte: Sucupira et al., 2014.

O protocolo de reducédo de radicais peroxila utiliza a fluorescéncia em suas
analises. Apresenta uma sensibilidade menor em relagéo ao teste de avaliacao do
potencial de reducéo do radical ABTS™, porém assemelha-se melhor & acgéo in
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vivo, uma vez que durante o ensaio é formado o radical hidroxila, principal radical
livre reativo formado no corpo humano (FERREIRA, MATSUBARA, 1997).

O mecanismo de agao envolvendo o ensaio de reducdo de radicais
peroxila se baseia no decréscimo da fluorescéncia da piranina, sonda
fluorescente utilizada no teste, quando esta foi submetida a oxidacao por radicais

peroxilas, conforme Figura 14.
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Figura 14. Mecanismo de acéo do ensaio de reducéo de radicais peroxila.
Fonte: Ximenes et al., 2010.

Assim, um agente antioxidante, através da doacdo de hidrogénio, reage
com radicais peroxilas, inibindo o decréscimo da fluorescéncia (XIMENES et al.,
2010).

Para ambos os testes, a capacidade antioxidante foi avaliada por meio de
graficos de porcentagem de radicais sequestrados em funcdo das diferentes
concentracbes dos extratos de Psidium cattleianum var. lucidum avaliados. E,
através da regressao linear (y = a + bx) os valores de ECsy (concentragcéo
eficiente onde 50% do radical é reduzido pelo extrato) para os dois ensaios

antioxidantes foram calculados (Tabela 4).
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Tabela 4. Valores obtidos de ECs, para os extratos de P. cattleianum nos ensaios de

avaliacdo do potencial de reducéo do radical ABTS™ e reducéo de radicais peroxila.

FRUTO EXTRATO ECs (ug mL?)  ECso (ug mLY)
ABTS™ ROO’
P. cattleianum PC_PA >100 >100
(polpa) . .
PC_PM 68,40 + 0,75 84,8+ 0,23
P. cattleianum PC_CA 38,49 + 0,65" 41,51 +0,50°
(casca) .
PC_CM 38,26 + 2,51° 31,92 + 0,94°
Quercetina Padrao 450+0,17 3,01+ 0,03
(o

*C" = controle positivo (padr&o) ** Médias seguidas pelos mesmos nimeros néo diferem entre si

pelo teste de Tukey, em cada coluna (p>0,05)

Comparando-se os valores de ECsy (Tabela 4) obtidos pelo ensaio de
avaliacdo do potencial de reducdo do radical ABTS™, para as cascas de P.
cattleinaum, ndo houve diferencga significativa (p > 0,05) entre os dois extratos
avaliados, acetato de etila e metanol.

Entretanto, para o teste de reducdo de radicais peroxila, o extrato metanol
das cascas do fruto (PC_CM) apresentou um menor valor de ECso. Sendo assim,
uma maior reducdo de radicais peroxila foi observada para o extrato metanol
guando comparado ao extrato acetato de etila, pois quanto menor o valor de ECsy,
maior sua capacidade antioxidante.

Quando se compara a capacidade antioxidante dos extratos das cascas de
P. cattleinaum com os extratos da polpa (Tabela 4) nota-se que os valores de
ECso para as polpas (PC_PA; PC_PM) foram maiores que os valores encontrados
para os extratos das cascas do fruto. Portanto, os extratos das cascas de P.
cattleinaum apresentaram uma maior capacidade antioxidante em relagdo aos
extratos da polpa do fruto, sobretudo o extrato PC_CM. Este resultado pode ser
atribuido aos compostos fendlicos, pois, entre as moléculas tipicas de
antioxidantes naturais estd contida esta classe, devido as suas estruturas
guimicas que possuem um grupo doador de prétons, como a hidroxila do fenol e
estruturas de ressonancia que sado capazes de estabilizar radicais livres
(LOURDES; FILHO, 20086).
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4.3.2 Ensaio antiglicacao

A reacao de glicacao, citada no item 1.5, ocorre entre acucares e proteinas.
A glicose € um agente glicante natural sintetizado no organismo humano pelo
processo da glicOlise, além de ser obtida via alimentacdo. Porém, em uma
reproducao in vitro de uma reacéo de glicacdo, utilizando a glicose como agente
glicante, o tempo das reacdes em cascata que ocorrem, até atingir o estagio
irreversivel dos produtos finais de glicacdo (AGES) seria demasiado longo. O
mecanismo de acao das reacdes de glicacao pela via classica, no qual utiliza-se a
glicose com agente glicante € descrito pela Figura 15.
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Figura 15. Mecanismo de acao de reacdes de glicacdo, pela via classica, para formacao
de AGEs.
Fonte: Autora.

Dessa forma, visando um menor tempo de incubacdo do ensaio
antiglicante utilizou-se o metilglioxal, um dos produtos intermediarios mais
reativos da oxidacdo da glicose, como agente glicante, possibilitando o tempo de
incubacédo de 72 h.
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Os resultados do ensaio antiglicante para os extratos das cascas e polpa
de Psidium cattleianum var. lucidum, extraidos com solventes acetato de etila e

metanol encontram-se na Figura 16.
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Figura 16. Resultado do ensaio antiglicante para os extratos brutos da polpa e cascas do

fruto P. cattleinaum, solventes acetato de etila e metanol.

Analisando-se a Figura 16, nota-se a diferenca entre os extratos das
cascas e polpa de P. cattleinaum, onde para ambos os solventes, os extratos da
polpa apresentaram uma menor porcentagem de inibicdo de reacdes de glicacao
em relacdo aos extratos da casca dos frutos.

Sendo assim, o0s extratos das cascas do fruto de P. cattleianum
apresentam o resultado mais promissor entre todos os extratos dos frutos, com
maior porcentagem de inibicdo de reacdes de glicacdo, para ambos o0s solventes
extratores utilizados: acetato de etila e metanol.

Sobretudo, o extrato acetato de etila das cascas do fruto P. cattleinaum
(PC_CA), foi o que apresentou uma porcentagem de inibicdo maior (41,1%)
guando comparada a porcentagem do extrato metanol (PC_CM) (34,2%). Os
perfis cromatograficos para o0s extratos das cascas de P. cattleinaum
apresentaram similaridade, conforme descrito no item 4.2.

Por meio das analises de CL-EM/EM (item 4.6) foram identificados
flavonoides nos extratos das cascas de P. cattleianum. Desta forma, pode ser
atribuidos ao resultado antiglicante apresentados a presenca dos flavonoides
contidos no extrato acetato de etila (PC_CA). Ja o solvente metanol, por
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apresentar uma polaridade maior que o solvente acetato de etila, consegue extrair
maior concetracdo de compostos mais polares, como os acucares. Visto isso, a
concentracdo de flavonoides diminui em relagcdo a concentracdo de agucares
presentes no extrato metanol, o que interfere na diminuicdo do resultado

antiglicante para o extrato PC_CM.

4.4  Fracionamento do extrato metanol das cascas de Psidium cattleianum
var. lucidum, (PC-CM), por Cromatografia Liquida acoplada a Detector com
Arranjo de Diodos (CL-UV/DAD) em escala preparativa

A partir do fracionamento do extrato metanol das cascas de Psidium
cattleianum var. lucidum, PC_CM, por CL-UV/DAD, em escala preparativa foram
recolhidas cinco fragées no total (Tabela 2, item 3.5.2). O fracionamento se fez
aproximadamente a cada 10 minutos, com excecao da fragdo 2, que apresentava
a eluicAdo de uma substancia majoritaria. Na Figura 17 € mostrado o
cromatograma do extrato metanol das cascas de P. cattleianum (PC_CM) durante
o fracionamento em escala preparativa, onde as linhas pontilhadas indicam as
regides do cromatograma em que foram coletadas as fragdes. A Figura 18 mostra
uma ampliacdo do cromatograma analitico do extrato PC_CM, no comprimento de
onda de 280 nm, onde € possivel verificar as areas em que foi realizado o

fracionamento e os respectivos picos presentes em cada um das fracoes.
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Figura 17. Cromatograma CL-UV/DAD obtido para o extrato metanol das cascas de
Psidium cattleianum var. lucidum (PC-CM) em escala preparativa. As linhas pontilhadas
indicam as regides do cromatograma em que foram coletadas as fragbes. Cromatograma
nas condi¢cbes otimizadas do extrato metanol da polpa de P. cattleianum (PC-PM).
[Coluna Phenomenex® C18-Luna (150 mm x 21,20 mm, 5 ym); gradiente 5-55-70 %B em
40 minutos (Método B), ACN:H,0 (+0,1% &cido férmico), A = 280 nm].
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Figura 18. Cromatograma analitico ampliado do extrato (PC-CM) obtido por CLAE-
UV/DAD.

Comparando-se o cromatograma em escala preparativa (Figura 14) com o
cromatograma em escala analitica (Figura 15) nota-se uma pequena diferenca no
tempo de retengédo de aproximadamente um minuto, entre os dois. A massa de
amostra injetada durante a analise por CLAE foi de 10 mg (volume de 20 uL) e
durante a analise por CL em escala preparativa foi de 100 mg (volume de 500 pL).
Essa diferenca de 10 vezes a mais de quantidade de massa injetada na analise
em escala preparativa fez com que 0s picos apresentassem deslocamento no
tempo de retencdo, mas, de modo geral, houve uma boa reproducéo
cromatografica quando as duas escalas sdo comparadas.

Na Tabela 5 sé@o apresentados os valores de massa de cada fracéo
recolhida.

Tabela 5. Massas obtidas do fracionamento do extrato metanol das cascas de Psidium

cattleianum var. lucidum, PC_CM.

Fracdes FR1 FR2 FR3 FR4 FRS

Massa (mg) 9,8 51 8,2 10,2 3,4
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Uma observacao importante dessa etapa do trabalho foi que a massa total
injetada para o fracionamento por CL em escala preparativa foi de 100 mg do
extrato metanol de P. cattleianum, PC_CM, porém 36,7 mg foram coletados em
cinco fracbes que foram submetidos a novos ensaios biolégicos e identificacdo
por CL-EM/EM.

4.5 Avaliacdo da capacidade antioxidante e antiglicante das fracdes obtidas
do fracionamento do extrato PC-CM de Psidium cattleianum var. lucidum,
por CL-UV/DAD em escala preparativa

As cinco fracbes recolhidas do fracionamento do extrato metanol das
cascas de Psidium cattleianum var. lucidum, PC_CM, foram submetidas aos
seguintes ensaios biolégicos:avaliacido do potencial de reducéo do radical ABTS™
e ensaio antiglicante.

Os resultados para o ensaio antioxidante € apresentado na Tabela 6.

Tabela 6. Resultados do ensaio antioxidante, avaliacdo do potencial de reducéo do

radical ABTS™, para as fracdes obtidas do extrato metanol das cascas de P. cattleianum.

Cédigo ECso (ug mL™) ABTS™
FR1 >100
FR2 >100
FR3 >100
FR4 57,30 + 1,22
FR5 >100
Quercetina (C") 5,81+ 0,04

*C" = controle positivo

A partir dos resultados da Tabela 6, a fracdo FR4, dentre as outras, foi a
gque apresentou maior capacidade antioxidante. Os valores de ECsy para as
demais fragBes ficaram acima de 100, ndo apresentando atividade. Porém, ao
compararmos o valor do ECs para a fracdo FR4 (57,30 + 1,22) com o valor do
ECso para o extrato metanol das cascas do fruto de P. cattleianum, PC_CM (38,26
+ 2,51), visto na Tabela 4, Secéo 4.3.1, nota-se que houve um aumento do valor
do ECso quando o extrato foi fracionado.

Ao se fracionar um extrato, cada fracdo apresenta uma porcentagem das

substancias que estdo presentes no extrato bruto, podendo cada fracdo ser mais
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concentrada em substancias com capacidade antioxidante ou nao. Assim, um
possivel resultado para o teste de capacidade antioxidante com as fracées do
extrato PC_CM, seria que ao menos uma das fracOes testadas obtivesse uma
atividade antioxidante maior que a obtida no extrato bruto. Entretanto, esse
resultado néo foi observado, e, mesmo apresentando capacidade antioxidante, a
fracdo FR4 apresentou uma menor captura de radicais livres em relagdo ao
extrato PC_CM.

Assim, ao resultado da capacidade antioxidante observado para o extrato
metanol das cascas do fruto de P. cattleianum (PC_CM) pode ser atribuido um
sinergismo entre 0s constituintes quimicos presentes, que ao serem fracionados
ndo apresentaram alta capacidade antioxidante de forma isolada (SIMOES et al.,
2017).

As cinco fracdes obtidas por CL-UV/DAD em escala preparativa do extrato
metanol de P. cattleianum (PC_CM) também foram submetidas ao ensaio

antiglicante, cujo resultado é mostrado na Figura 19.
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Figura 19. Resultados do ensaio antiglicante para as fracdes obtidas do extrato metanol
das cascas de Psidium cattleianum var. lucidum.

Para o ensaio antiglicante realizado para as fracdes (Figura 19) pode ser
observado que a fracdo FR4, dentre as outras fracdes, foi a que apresentou maior
porcentagem de inibicdo de reacdes de glicagéo.

Em relagéo ao resultado antiglicante para o extrato bruto PC_CM (34,2%)

houve um aumento de cerca de 13% de porcentagem de inibicdo de reacfes de
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glicacdo para a fracdo. Dessa forma, uma possivel explicacao para este resultado
seja que os flavonoides presentes na fracdo FR4 sejam o0s responsaveis pela

potencial atividade antiglicante vista para o extrato PC_CM.

4.6 Proposta de identificagcdo das substéancias presentes no extrato metanol
das cascas do fruto de Psidium cattleianum var. lucidum (PC_CM) e da
fracdo FR4 por CL-EM/EM

A desreplicacdo dos cromatogramas obtidos por CL-EM/EM é uma etapa
importante em trabalhos, onde com auxilio de banco de dados pode ser feita uma
triagem em extratos vegetais ou fracbes complexas a fim de realizar a
identificacdo de substancias conhecidas (DA SILVA et al., 2012; FUNARI et al.,
2013).

A fracdo FR4, obtida a partir do fracionamento do extrato metanol das
cascas de Psidium cattleianum var. lucidum, dentre as outras fracdes, foi a que
apresentou promissores resultados de porcentagem de inibicdo da reacao de
glicacdo (47%) e capacidade antioxidante (ECso= 57,30+1,22 pg mL™Y), quando
comparado a porcentagem de inibicdo para o extrato bruto de PC_CM (34%).
Assim, tendo em vista esse resultado, a fragdo FR4, foi analisada por CL-EM/EM,
juntamente com o extrato bruto da casca do fruto, visando elucidar os compostos
presentes nessa fracao e relacionar sua possivel estrutura ao resultado do ensaio
bioldgico.

A Figura 20 apresenta os cromatogramas dos ions totais (TIC) extraidos
nos modos positivo (A) e negativo (B), respectivamente, presentes na fracdo FR4.
Ja a Figura 21 apresenta o TIC no modo negativo do extrato metanol das cascas

de Psidium cattleianum var. lucidum.
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Figura 20.Cromatogramas dos ions totais extraidos nos modos positivo (A) e negativo (B), respectivamente, presentes na fracdo FR4 obtida a partir do

fracionamento do extrato metanol das cascas de Psidium cattleianum var. lucidum (PC_CM) obtidos por CL-EM/EM.
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Figura 21. Cromatograma dos ions totais, no modo negativo do extrato bruto PC_CM, obtidos por CL-EM/EM.
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Na Tabela 7 estdo apresentadas as massas dos ions moleculares das sete substancias propostas presentes na fracdo FR4 e
no extrato PC_CM, enquanto que suas estruturas estdo mostradas na Figura 22.

Tabela 7. Proposta de identificacdo das substancias presentes na fragdo FR4 do extrato metanol das cascas de Psidium cattleianum var. lucidum
(PC_CM) por CL-EM/EM, identificacdo em modo negativo e modo positivo.

Pico

Amostra tr (Min) fon MS/MS Substancia Referéncia
Molecular
PC_CM (-) 18,9 481 MS? (481): 319, 301, 273, 257 Dihidromiricetina (DONG:; HE; LIU, 2007)
MS® (481>319): 301, 275, 291 hexosideo
PC_CM (-) 20,5 465 MS? (465): 447, 437, 303, 285, 275 Taxifolina (KANG et al., 2016)
MS® (465>437): 275 hexosideo
FR4 (-) 24,1 463 MS? (463): 301 Quercetina (AZEVEDO et al., 2014; CHANG et al., 2013;
MS® (463>301): 179, 151 hexosideo SABER et al., 2018)
FR4 (-) 24,8 477 MS* (477): 301 Quercetina (AZEVEDO et al., 2014; CHANG et al., 2013;
ms® (477>301): 179, 151 glucuronideo RODR; VINHOLES; FREITAS, 2018; SABER
] et al., 2018)
FR4 (+) 24,4 479 MS? (479): 303 Delfinidina (KALT etal., 2014)
MS? (479>303) glucuronideo
FR4 (+) 28,7 449 MS? (449): 287 Cianidina (AZEVEDO et al., 2014; CHAVES et al.,
MS?® (449->287) hexosideo 2018)
24,2 2 . L
FR4 (+) 27,9 465 MS (465): 303 Delfinidina (CHAVES et al., 2018)

3 P
28.9 MS® (465>303) hexosideo

* tr = tempo de retencdo
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Figura 22.Propostas de identificacdo de substancias presentes na fragdo FR4 e no
extrato bruto com solvente metanol das cascas de Psidium cattleianum var. lucidum
(PC_CM), obtidas pela analise por CL-EM/EM.

Assim, as sete substancias propostas foram identificadas como flavonoides
heterosideos. Dessa forma, as Figuras 23 a 27 mostram algumas propostas

gerais de fragmentacdo comuns para estes compostos.
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Figura 24. Proposta e fragmentacao por retrociclizacao.
Fonte: Frabe et al. (2001)
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Figura 25. Proposta de fragmentag&o do anel pirénico e formacao do ion m/z 107 (C).
Fonte: Autora

*RDA: Retro Diels- Alder
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Figura 27. Proposta de fragmentag&o do anel piranico (C) com liberagédo de CO para
clivagem heterolitica.

Os espectros das sete substancias propostas sdo apresentados nas

Figuras de 28 a 34.
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A Figura 28 representa o espectro de massas da substancia 1, proposta como dihidromiricetina hexosideo.
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Analisando o espectro de massas (Figura 28) da substancia 1 proposta,
dihidromiricetina hexosideo, observa-se em MS* o pico mais intenso de m/z 481,
correspondendo ao pico do ion molecular.

Em MS? o fragmento de m/z 319, [M-H-162], indica a perda de uma hexose
e formacdo do nucleo aglicona da dihidromiricetina. O ion de m/z 319 foi
fragmentado novamente e da perda de uma molécula de CO, [M-H-162-28],
gerou-se o fragmento de m/z 291. Também se observou para o ion de m/z 319 a
perda de uma molécula de agua, [M-H-162-18], gerando-se o ion de m/z 301. O
ion de m/z 301 fragmentou-se perdendo uma molécula de CO, [M-H-162-18-28],
0 que gerou o ion de m/z 273.

Além disso, em MS® também pode ser observado o fon de m/z 301, [M-H-
162-18J, referente a perda da molécula de hexose e de uma molécula de agua. E,
foi observado o ion de m/z 275, [M-H-162-44], referente a perda de uma molécula
de CO; a partir do ion de m/z 319. Ambos os ions de m/z 291 e m/z 275
observados apresentaram menores intensidades.

Ainda em MS? podem ser observados outros fragmentos. O fragmento m/z
301, igualmente observado em MS?, é referente & perda de uma molécula de
agua do ion de m/z 319, [M-H-162-18]". A partir do fragmento de m/z 301 podem
ser observadas duas outras fragmentacdes, em que os ions referentes sédo de
menores intensidades.

Assim, a perda de uma molécula de CO, da origem ao fragmento de m/z
273 ([M-H-162-18-28]), e a perda de uma molécula de CO,, da origem ao
fragmento de m/z 257 ([M-H-162-18-44]).

Dong e colaboradores (2007) identificaram a substancia 1, dihidromiricetina
hexosideo, na espécie Phaseolus vulgaris (Fabaceae), popularmente conhecida
como feijao (DONG; HE; LIU, 2007). Entretanto, para a espécie Psidium

cattleianum var. lucidum, esta molécula esta sendo relatada pela primeira vez.
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A Figura 29 representa o espectro de massas da substancia 2, proposta como taxifolina hexosideo.

Intens.
[%0] 3
x1047
34

pial
<
(0]

N
|

=
[TERINNEN]

375.24 53%.26 66%.25 724.85 812.21

A A‘
[M-H-28-162] 1- MS?
.= 437.32
275.17 [M-H-28]"
303
M-H-162]

5

x

0N

o
T

=
o
|

m/z 285: [M-H-162-18]

o
o
1

1-
217.04 285
15298 1.

=

1- Ms®
8000 275.11

6000 4 [M-H-28-162]

4000

2000 1
1 13%.80

201.05 M
: \ T G VY I.ukl

0 -+ 1 1+ T1 T+ ‘+ T+ T Tt *t T T
100 200 300 400 500 600 700 800 900 m'z

Figura 29. Espectro de massas da substancia 2, taxifolina hexosideo, presente no extrato bruto das cascas de Psidium cattleianum var. lucidum,
extraido com solvente metanol (PC_CM), obtidos no modo negativo por CL-EM/EM.
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Analisando-se o espectro de massas (Figura 29) da substéancia 2 proposta,
taxifolina hexosideo, em MS* observa-se o pico de maior intensidade de m/z 465,
referente ao pico do ion molecular.

Em MS? é possivel observar trés fragmentos de maiores intensidades,
sendo eles os fragmentos de m/z 437, 303 e 275. O fragmento de m/z 437 refere-
se a perda de uma molécula de CO a partir do ion molecular, [M-H-28]. O
fragmento de m/z 437 origina o fragmento de m/z 275, o que indica a perda de
uma hexose, [M-H-28-162], originando o nucleo aglicona da molécula taxifolina.

Porém, pode haver a perda da molécula de hexose de forma direta,
partindo-se do pico do ion molecular, gerando o ion m/z 303 [M-H-162]. O
fragmento de m/z 303 pode ser fragmentado outras duas vezes, gerando o
fragmento de m/z 275, observado tanto em MS? quanto MS?, a partir da perda de
uma molécula de CO, [M-H-162-28]". Além disso, a perda de agua também pode
ser observada a partir do ion m/z 303, gerando fragmento de menor intensidade
m/z 285 [M-H-162-18]'.

Kang e colaboradores (2016) identificaram a substancia 2, taxifolina
hexosideo, na espécie Sorghum bicolor, popularmente conhecida como sorgo, em
gue seus graos integrais sdo bastante utilizados como alimento. Entretanto, para
a espécie Psidium cattleianum var. lucidum, a molécula ainda nao foi relatada
(KANG et al., 2016).
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A Figura 30 mostra o espectro de massas da substancia 3, proposta como quercetina hexosideo.
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Figura 30. Espectro de massas da substancia 3, quercetina hexosideo, presente na fracdo FR4 do extrato metanol das cascas de Psidium

cattleianum var. lucidum (PC_CM), obtidos no modo negativo por CL-EM/EM.
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Para o espectro de massas da substancia 3, quercetina hexosideo (Figura
30), nota-se fon m/z 463 em MS?, correspondente ao pico do fon molecular. A
primeira transicdo em MS? observada é referente ao fragmento m/z 301 [M-H-
162]". A perda de 162 unidades de massas pode estar relacionada a perda de
uma hexose, formando a aglicona quercetina.

As segundas e terceiras transicdes observadas ocorrem em MS?, no qual
ocorre a retrociclizacdo do nucleo flavilico (m/z 301), gerando o fragmento m/z
179 [M-H-176-122]. O fragmento m/z 151 [M-H-176-150] também pode ser
observado, sendo um ion comum em fragmentacdes de flavonoide, referente a
guebra do anel pirano pelo mecanismo de retro Diels-Alder.

Azevedo e colaboradores (2014) ja identificaram a substancia 3, quercetina
hexosideo, na polpa da espécie Psidium cattleianum var. lucidum (AZEVEDO et
al., 2014).
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A Figura 31 mostra o espectro de massas da substancia 4, proposta como quercetina glucuronideo.
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Figura 31. Espectro de massas da substancia 4, quercetina glucuronideo, presente na fracdo FR4 do extrato metanol das cascas de Psidium
cattleianum var. lucidum (PC_CM), obtidos no modo negativo por CL-EM/EM.



Analisando o espectro de massas da substancia 4 (Figura 31), proposta
como quercetina glucuronideo, podemos observar o sinal mais intenso m/z 477,
correspondente ao pico do ion molecular.

As fragmentacfes observadas para essa substancia sdo semelhantes a
substancia 3, quercetina hexosideo, no qual a primeira transicdo ocorre em MS?.
Assim, o fragmento m/z 301 [M-H-176] € referente a perda do glucuronideo de
m/z 176, formando a aglicona quercetina. O fragmento m/z 179 [M-H-176-122] e
m/z 151 [M-H-176-150] séo referente a retrociclizacdo e quebra do anel pirano,
respectivamente, assim como observado para a substancia 3.

Rodr e colaboradores (2018) identificaram a substancia 4, quercetina
glucuronideo, na polpa do fruto Psidium cattleianum var. lucidum, (RODR;
VINHOLES; FREITAS, 2018).
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A Figura 32 mostra o espectro de massa da substancia 5, delfinidina glucuronideo, proposta a partir da fracdo FR4, em modo de

ionizacgao positivo.
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Figura 32.Espectro de massas da substancia 5, delfinidina glucuronideo, presente na fracdo FR4 do extrato metanol das cascas de Psidium cattleianum var.

lucidum (PC_CM), obtidos no modo positivo por CL-EM/EM.
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Analisando-se o espectro de massas da substancia 5 (Figura 32), proposta
como delfinidina glucuronideo, observa-se o sinal mais intenso de m/z 479,
correspondente ao pico do ion molecular.

Em MS? ocorre o fragmento m/z 303 [M-176]" referente & perda do
glucuronideo, formando-se a aglicona cianidina.

Em MS?® ndo foram observados novos fragmentos em intensidades
consideraveis. Como o anel C do nudcleo antocianico ja possui trés duplas
ligacdes, e como consequéncia maior estabilidade, a possibilidade de haver uma
nova cisao como as observadas para as outras substancias discutidas € reduzida.
Entretanto, é pertinente relatar que possiveis fragmentacdes em MS® podem
ocorrer se uma energia de ionizagao for utilizada durante a analise por CL-EM/EM
(JIN et al., 2015).

Kalt e colaboradores (2014) identificaram a substancia 5, delfinidina
glucuronideo, em amostras de urina humana apos a ingestao de suco de mirtilo
(Vaccinium myrtillus). Entretanto para a espécie Psidium cattleianum var. lucidum,

ainda nao ha relatos sobre a identificacdo dessa substancia (KALT et al., 2014).
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A Figura 33 mostra o espectro de massa da substancia 6, proposta como cianidina hexosideo.
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Figura 33. Espectro de massas da substancia 6, cianidina hexosideo, presente na fragdo FR4 do extrato metanol das cascas de Psidium cattleianum var.
lucidum (PC_CM), obtidos no modo positivo por CL-EM/EM.



Para o espectro de massas da substancia 6 (Figura 33), proposta como
cianidina hexosideo, observa-se o sinal de m/z 449, correspondente ao pico do
ion molecular.

Em MS? o fragmento de m/z 287 [M-162]" é referente & perda de uma
hexose, formando-se a aglicona cianidina. Assim como no caso da substancia 5,
por se tratar de uma antoxianidina, em MS® ndo foram observados novos
fragmentos.

Chaves e colaboradores (2018) ja identificaram essa substancia, cianidina
hexosideo, na polpa e cascas do fruto de Psidium cattleianum var. lucidum,
(CHAVES et al., 2018).
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A Figura 34 mostra o espectro de massas da substancia 7, proposta como delfinidina hexosideo.

Intens.
[%]

x

=

,oN ow §
[ARTATNERINERENA AN AN R AT

1+
465.07

M1*

2+ 1+

410.06 565.19

141.81 ZZﬁ.OG 285.03

ol
oBE=
e
| |

o
o
1

o
o
1

R R TR AT | WY Laddiabiii

1+

651.18
anb oAb i

751.56

ahab sl ol

A

909.43

1037.05

MS

1+
303.05

[M-162]"

MS?

1+
303.05

[M-162]"

Figura 34. Espectro de massas da substancia 7, definidina hexosideo, presente na fracdo FR4 do extrato metanol das cascas de Psidium cattleianum var.

I I i I
200 400 600

I
800

lucidum (PC_CM), obtidos no modo positivo por CL-EM/EM.

I
1000

m'z

75



Para a substancia 7, proposta como delfinidina hexosideo,
analisando-se o espectro de massas da substancia (Figuras 34), o sinal
mais intenso de m/z 465 é correspondente ao pico do ion molecular. Em
MS?, o fragmento [M-162]" refere-se ao sinal m/z 303, referente a perda de
uma hexose formando a aglicona delfinidina.

Assim como para as substancias 5 e 6, para a substancia 7,
delfinidina hexosideo, ndo foram observados novos fragmentos em MS? por
se tratar de uma antocianidina.

Porém, para a fragdo FR4 do extrato metanol das cascas de Psidium
cattleianum var. lucidum foi observado o ion m/z 465 com fragmento m/z
303 em trés tempos de retengdo distintos, conforme apresentado pela

Figura 34.
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Figura 35. Delfinidina hexosideo identificada em trés tempos de retencao diferentes,
obtidos no modo positivo por CL-EM/EM

Concluiu-se assim, que a hexose (m/z 162) pode estar ligada as
hidroxilas do nucleo da delfinidina, em diferentes posicoes.

Chaves e colaboradores (2018) identificaram a molécula de
delfinidina hexosideo em espécies como Eugenia brasiliensis, fruto
popularmente conhecido como grumixama, na espécie Eugenia uniflora,

pitanga. Além dessas espécies, em seu estudo, Chaves identificou na

76



espécie Vaccinium myrtillus, mirtilo, a substancia delfinidina hexosideo

(CHAVES et al., 2018).

Entretanto, para a espécie Psidium cattleianum var. lucidum, araca-
amarelo, fruto de estudo deste trabalho, ainda n&o foi relatada a identificacédo
dessa molécula, sendo apenas relatada por Flores e colaboradores (2014) para a
espécie Psidium guajava, fruto popularmente conhecido como goiaba, de mesmo
género (FLORES et al., 2014).

Em suma, foi possivel propor por CLAE-EM/EM quatro substancias
relatadas pela primeira vez no extrato dos frutos de Psidium cattleianum var.
lucidum, séo elas: substancia 1 (dihidromiricetina hexosideo); substancia 2
(taxofolina hexosideo); substancia 5 (delfinidina glucuronideo) e substancia 7

(delfinidina hexosideo).

4.7 Associacao das substancias propostas com resultados antioxidantes e
antiglicantes observados

bY

As sete substancias identificadas s&o pertencentes a classe dos
flavonoides, como citado no item anterior (4.6), e foram propostas em sua forma
O-glicosilados, sendo que flavonoides podem ser encontrados nas formas C-
glicosilados, O-glicosilados ou agliconas. (BEZERRA et al., 2016).

A molécula 1 e 2, dihidromiricetina hexosideo e taxifolina hexosideo, foram
identificadas como flavanonas, subclasse dos flavonoides, pois apresentam como
caracteristica reducdo da dupla ligacdo entre os carbonos C, e Cs, do anel C do
nacleo flavilico (SIMOES et al., 2010).

As moléculas 3 e 4, quercetina hexosideo e quercetina glucuronideo, foram
identificadas como flavondis, subclasse de flavonoides, pois apresentam como
caracteristica a presenca de uma ligacdo dupla entre os carbonos C;, e Cs3, do
anel C do nucleo flavilico e substituicdo na posi¢cado C3; por um grupo O-glicosilado,
sendo assim, possuem reacées quimicas comuns (SIMOES et al., 2010).

As substancia 5, 6 e 7, delfinidina glucuronideo, cianidina hexosideo e
delfinidina hexosideo, foram identificada como moléculas de antocianidinas, ou
seja, sdo moléculas de antocianinas que contém um grupo heterosideo acoplado
na posicdo Csdo anel C do nucleo flavilico (SIMOES et al., 2017).

Os glicosideos de miricetina e quercetina (substancias 1, 3 e 4) séo

flavonoides encontrados em abundéncia em diversas espécies vegetais e
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possuem capacidade antioxidante comprovada, além de exercerem papel anti-
inflamatério, atuando no sistema imunoldgico (CHO et al., 2016; TANG et al.,
2017).

A substancia 2, taxifolina, da mesma forma que as substancias miricetina e
guercetina, apresenta atividade antioxidante comprovada. Além da atividade
antioxidante, estudos de Tang e colaboradores (2017) e Topal e colaboradores
(2016) verificaram que a molécula de taxifolina contém propriedades que atuam
na prevencao de doencas cardiovasculares e cerebrovasculares, além de efeitos
anti-inflamatérios (TANG et al., 2017; TOPAL et al., 2016).

Antocianinas s&@o pigmentos naturais, normalmente encontradas na cor
avermelhada, derivados de sais flavilicos encontrados em flores, frutos, algumas
folhas, caules e raizes de plantas. (LOPES et al., 2007). Apresentam instabilidade
apOs seu processamento, podendo ser hidrolisadas e degradadas facilmente,
voltando a forma de algum flavonoide, tornando-se mais estaveis (BUENO et al.,
2012).

As antocianinas podem apresentar funcdes biolégicas como capacidade
anti-inflamatdéria ou antiedematogénicas. Destaca-se também a funcdo de
polinizacéo das flores, através da atracdo de insetos ou passaros (SIMOES et al.,
2017).

As moléculas de delfinidina e cianidina (5, 6 e 7), sdo as moléculas de
antocianidinas mais comumente extraidas de plantas. Entre as atividades
relatadas para as substancias encontram-se propriedades antioxidantes e anti-
inflamatdrias (NAM et al., 2016; SOGO et al., 2015).

A presenca de grupos doadores de prétons, como a hidroxila do fenol, e
estruturas de ressonancia nos anéis aromaticos das sete moléculas de
flavonoides identificadas possui capacidade de estabilizar radicais livres, sendo
assim, fontes antioxidantes, auxiliando, dessa forma, na explicagdo dos
promissores resultados dos ensaios antioxidantes para o extrato metanol das
cascas de Psidium cattleianum var. lucidum e da fracdo FR4, sendo as
substancias presentes na fracdo FR4 responsaveis por uma parte desse
resultado, pois a capacidade antioxidante encontrada para o extrato PC_CM é
resultado do sinergismo de todos o0s constituintes presentes nesse extrato, como

citado no item 4.3.1.

78



Lunceford e Gugliucci, Yoon e seus respectivos colaboradores ja relataram
em seus estudos que compostos fendlicos, como a rutina e &cido cafeico,
apresentaram atividade inibidora de glicacdo. Dessa forma, acredita-se que 0s
compostos fendlicos sdo importantes no processo antiglicante (LUNCEFORD;
GUGLIUCCI, 2005; YOON; SHIM, 2015).

Como flavonoides sdo compostos fendlicos, o promissor resultado
antiglicante para a fracdo FR4 (47% de inibicdo) do extrato metanol das cascas
de P. cattleianum, PC_CM, também pode ser atribuido as substancias
identificadas para a fracdo, pois moléculas que presentam capacidade
antioxidante tendem a apresentar efeito antiglicacdo potencializado, visto que
antioxidantes podem neutralizar radicais livres e, portanto, inibir o processo de
estresse oxidativo produzido pela glicacdo, diminuindo a formacdo de compostos
carbonilicos livres, além de quebrar crosslinks ja formados. A estrutura dos
flavonoides, com o efeito de ressonancia tipico do anel aromético permite essa
atuacdo e diminui, consequentemente, a formacdo de AGEs in vivo
(HANAMURA; HAGIWARA; KAWAGISHI, 2005; LIU et al., 2012).

Por essa razdo, produtos naturais com unidades fendlicas, como o0s
flavonoides, sdo atraentes para estudos envolvendo reducdo de oxidacéo celular
e prevencao de glicacdo avancada. Além disso, inibidores de AGEs a partir de
produtos naturais possuem um grande potencial para se desenvolver novos
farmacos e cosméticos, auxiliando no tratamento de doencas e retardando o

envelhecimento cutdneo (PENG et al., 2011).
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5 CONCLUSOES

O fruto de Psidium cattleianum var. lucidum apresentou resultados
promissores nos ensaios antioxidantes e antiglicante, sobretudo para as cascas
da espécie. O solvente metanol mostrou-se adequado ao estudo, pois o extrato
metanol das cascas do fruto de P. cattleianum (PC_CM) apresentou alta atividade
antioxidante e antiglicante, com ECs, 38,26 + 2,51ug mL™ e porcentagem
inibidora de glicacdo de 34,2%, respectivamente.

Apos o fracionamento do extrato PC_CM, a fracdo FR4 apresentou ECso =
57,30 + 1,22 ug mL™, maior que o extrato bruto. Sendo assim, a promissora
capacidade antioxidante do extrato PC_CM deve-se ao sinergismo entre todos 0s
constituintes quimicos presentes.

Por outro lado, para o ensaio antiglicante a fracdo FR4 apresentou inibicao
do processo de glicacao (47%), havendo um aumento em relacéo ao extrato bruto
(34,2%).

Por CL-EM/EM foram propostas sete substancias presentes no extrato
metanol das cascas de Psidium cattleianum var. lucidum (PC_CM), sendo estas:
(1) dihidromiricetina hexosideo, (2) taxifolina hexosideo, (3) quercetina hexosideo,
(4) quercetina glucuronideo, (5) delfinidina glucuronideo, (6) cianidina hexosideo e
(7) delfinidina hexosideo, sendo as substancias de 3 a 7 presentes na fracdo FR4
do extrato PC_CM.

As substancias inéditas propostas para o fruto de P. cattleianum foram:
substancia 1 (dihidromiricetina hexosideo); substancia 2 (taxofolina hexosideo);
substancia 5 (delfinidina glucuronideo) e substancia 7 (delfinidina hexosideo).

Todas as substancias propostas sdo pertencentes a classe dos
flavonoides, o que explica os promissores resultados antioxidante e antiglicante
atraveés das estruturas de ressonancia, capazes de estabilizar radicais livres.

Sendo assim, as cascas do fruto P. cattleianum apresentaram um grande
potencial para que, a partir de produtos naturais se desenvolva novos farmacos e
cosmeéticos, auxiliando na prevencdo contra danos antioxidantes e antiglicantes

do organismo.
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