UNIVERSIDADE FEDERAL DA PARAIBA
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM PRODUTOS

NATURAIS E SINTETICOS BIOATIVOS PgPNSB

KATHERINE XAVIER BASTOS

ESTUDO FITOQUIMICO DE Hancornia speciosa: ISOLAMENTO, ATIVIDADE
BIOLOGICA E CARACTERIZACAO POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE
EFICIENCIA ULTRA ELEVADA ACOPLADA A ESPECTROMETRIA DE MASSAS

JOAO PESSOA
2016



KATHERINE XAVIER BASTOS

ESTUDO FITOQUIMICO DE Hancornia speciosa: ISOLAMENTO, ATIVIDADE
BIOLOGICA E CARACTERIZACAO POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE
EFICIENCIA ULTRA ELEVADA ACOPLADA A ESPECTROMETRIA DE MASSAS

Dissertacao apresentada ao Programa de Pés
Graduagdo em Produtos Naturais e Sintéticos
Bioativos do Centro de Ciéncias da Saude da
Universidade Federal da Paraiba, em
cumprimento as exigéncias para obtencdo do
titulo de Mestre em Farmacoquimica de
Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos.
Orientador: Prof. Dr. Josean Fechine Tavares

JOAO PESSOA
2016






KATHERINE XAVIER BASTOS

ESTUDO FITOQUIMICO DE Hancornia speciosa: ISOLAMENTO, ATIVIDADE
BIOLOGICA E CARACTERIZACAO POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE
EFICIENCIA ULTRA ELEVADA ACOPLADA A ESPECTROMETRIA DE MASSAS

Aprovada em 14 de outubro de 2016

COMISSAO EXAMINADORA

Prof. Dr. Josean Fechine Tavares
Universidade Federal da Paraiba — Campus |
(Orientador)

Profa. Dra. Silvana Maria Zucolotto Langassner
Universidade Federal do Rio Grande do Norte— Campus |
(Co-orientadora)

Profa. Dra. Maria de Fatima Vanderlei de Souza
Universidade Federal da Paraiba — Campus |
(Examinador Interno)

Profa. Dra. Danielly Albuquerque da Costa
Universidade Federal da Paraiba — Campus |
(Examinador Externo)


http://lattes.cnpq.br/7390416147619446

Dedico este trabalho a minha familia, em
especial, a minha avO, Maria Neusa (in
memorian), que com muito amor sempre me
apoiou e me motivou diante das minhas

escolhas.



AGRADECIMENTOS

A DEUS pelo dom da vida, pelas vezes que ELE segurou minha mao nas
horas em que eu mais precisei, por ter me dado a for¢ca necessaria para passar todo
esses tempo distante de todos que me amam verdadeiramente e pela forca dada
quando tudo conspirou contra. Obrigada meu DEUS por ter caminhado comigo
nesses dois anos de pés graduacdo ndo me deixando desviar do meu foco e por
todas as béncaos derramadas até hoje.

A minha familia, principalmente a minha mae Socorro Xavier e ao meu pai
Cimar Bastos pelo amor, paciéncia, incentivo (mesmo sem saber o que realmente é
esse trabalho), pelas palavras de conforto nos momentos necessario, por conseguir
decifrar o que minha voz quer transmitir mesmo distante, e ao meu irmao Ibisen que
sempre esta vibrando em cada vitoria comigo, pelas viagens que acompanhou pra
eu assistir aula e por todo apoio dado.

A minha avé Maria Neusa Bastos (in memorian), que sempre me apoiou em
todas as fases do estudo e felizmente/infelizmente hoje ndo se encontra na vida
terrena para assistir esse momento. A senhora o meu infinito agradecimento.

Ao meu esposo Emidio Calixto, pela paciéncia, apoio, confianca e
compreensao depositada em mim durante todo esse tempo de pds graduacao
distante. Vocé foi fundamental nesse processo.

A minha amiga Ana Paula Lopes pela amizade, companheirismo desde o
inicio do curso de farmacia até os dias atuais, principalmente nessa reta final
compartilhando felicidades e angustias, fornecendo todo apoio.

Ao meu orientador Prof. Dr. Josean Fechine Tavares, um profissional
excepcional, exemplo de pesquisador e de ser humano. Os seus ensinamentos
ficardo pra sempre em minha memdria. Obrigada pela oportunidade e por todas as
vezes que estava sem saida e o senhor sempre chegava com a solucao, o senhor
foi peca fundamental para a concretizacdo desse sonho.

A professora Silvana Zucolotto, que abriu as portas do seu laboratério na
UFRN e me acolheu como uma mae.

A professora Barbara Viviana, por ter me dado a oportunidade de entrar

nesse mundo da pesquisa.



Ao Prof. Dr. Marcelo Sobral da Silva pelos ensinamentos passados.

Ao Dr. Vicente Carlos Oliveira Costa pela contribuicdo na parte
espectroscopica.

Ao amigo Evandro Ferreira por sua grande ajuda, disponibilidade e apoio.

Ao técnico Raimundo Nonato por toda ajuda e ensinamentos necessarios no
laboratorio de fitoquimica.

As amigas Denise Leite, Gabrielle Sousa, Rayssa Marques, Ryldene Marques
pela ajuda nos momentos de maiores dificuldades encontrados no dia a dia do
laboratério, pelas conversas diarias.

A Yuri Mangueira e Ramon Leal que “chegaram junto” no ultimo semestre de
mestrado. A ajuda de vocés foi fundamental para concretizacédo desse trabalho.

Aos amigos construidos na UFRN: Julia Morais, além de colega de pos, uma
amiga pra vida toda, Elyson Salustino , as Lorenas Maria e Cunha e Estela
Lourenco. Obrigada meus amigos.

Ao Programa de Pdés-Graduacdo em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos
(PgPNSB).

Aos professores da pos-graduacao por seus ensinamentos fundamentais para
minha carreira profissional.

Ao Herbario Virtual da Flora e dos Fungos (UFRN), em especial ao Prof.
Leonardo Versieux pela identificacdo do material botanico.

A Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES)
pelo apoio financeiro.

A Universidade Federal da Paraiba.

A Universidade Federal do Rio Grande do Norte.



RESUMO

BASTOS, K. X. Estudo fitoguimico de Hancornia speciosa: isolamento,
atividade biol6gica e caracterizagcdo por Cromatografia Liquida de Eficiéncia
Ultra Elevada acoplada a Espectrometria de Massas. 2016. 134 pag. Dissertacao
(Mestrado em Farmacoquimica de Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos) — Centro

de Ciéncias da Saude, Universidade Federal da Paraiba, Jodo Pessoa, 2016.

Apocynaceae é uma familia botanica que incluem entre 3700 e 5100 espécies,
estando distribuidas praticamente no mundo todo, mas principalmente nas regides
tropicais e subtropicais. No Brasil ocorrem aproximadamente 90 géneros e 850
espécies, habitando diversas formacdes vegetais. Dentro dessa grande familia
botanica esta o género Hancornia, que € considerado monotipico e, por isso, sua
Unica espécie é Hancornia speciosa Gomes, abundante no cerrado nordestino.
Diante disto, este trabalho tem como objetivo estudar fitoquimicamente Hancornia
speciosa contribuindo com o conhecimento quimico da espécie, além de avaliar a
atividade antifingica do extrato e compostos isolados. Para realizacdo do estudo, o
material vegetal, apés secagem e pulverizacdo, foi submetido a processos de
extracdo e cromatografia para isolamentos dos constituintes quimicos. Técnicas
como Cromatrografia Liquida de Alta eficiéncia e Cromatrografia Liquida de
Eficiéncia Ultra Elevada foram empregadas no trabalho. A estrutura quimica das
substancias foi determinada por Ressonancia Magnética Nuclear de 'H, 3C e
bidimensionais em comparac6es com dados da literatura. O fracionamento
cromatografico da fase cloroférmica resultou no isolamento do cafeato de etila, da
fase acetato de etila obteve-se a isoquecetrina, além da narigenina, e uma mistura
do &cido 4,5-di-O-E- cafeoil-quinico com o acido 3,5-di-O-E- cafeoil-quinico da fase
butandlica. Todos esses compostos foram relatados pela primeira vez em Hancornia
speciosa. A caracterizagdo do extrato das folhas desta espécie por Cromatografia
Liquida de Eficiéncia Ultra Elevada acoplada a Espectrometria de Massas forneceu
ainda a identificacdo de vinte e quatro compostos. Ja o0 estudo da atividade
antifangica do extrato forneceu um resultado positivo, porém o estudo dos

compostos isolados nao forneceu, ndo sendo capaz de inibir o crescimento das


https://pt.wikipedia.org/wiki/Fam%C3%ADlia_(biologia)
https://pt.wikipedia.org/wiki/Bot%C3%A2nica

cepas em estudo em nenhuma concentracdo testada. Este trabalho contribuiu
evidenciando que esta espécie € bioprodutora de compostos fendlicos, como

demonstrado neste estudo fitoquimico.

Palavras-chaves: Hancornia speciosa, compostos fendlicos, atividade antifangica,

UHPLC acoplado a Espectrometria de Massas.



ABSTRACT

BASTOS, K. X. Phytochemical study Hancornia speciosa: isolation,
characterization and biological activity by Ultra-high Performance Liquid
Chromatography coupled with Mass Spectrometry. 2016. 134 pag. Dissertacao
(Mestrado em Farmacoquimica de Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos) — Centro

de Ciéncias da Saude, Universidade Federal da Paraiba, Jodo Pessoa, 2016.

Apocynaceae is a botanical family that includes between 3700 and 5100 species are
distributed almost worldwide, but mainly in tropical and subtropical regions. In Brazil
there are about 90 genera and 850 species, inhabiting different vegetation types.
Within this large botanical family is gender Hancornia, which is considered monotypic
and therefore its unique species is Hancornia speciosa Gomes, and is abundant in
the northeastern cerrado. In view of this, this paper aims to study fitoquimicamente
Hancornia speciosa thus contributing to the expansion of the chemical knowledge of
the species. In addition to evaluating the antifungal activity of the extract and isolated
compounds. For the study, the plant material after drying and pulverizing, was
subjected to extraction and chromatography processes for isolation of chemical
constituents. Techniques such as Cromatrografia Liquid High efficiency and Ultra-
high Performance Liquid Chromatography were employed at work. The chemical
structure of the substances was determined by *H Nuclear Magnetic Resonance, 3C
and dimensional comparisons with literature data. Chromatographic fractionation of
the chloroform phase resulted in the isolation of caffeate acetate, the ethyl acetate
phase gave the isoquecetrina beyond the narigenina, and a mix of acid 4,5-O-E-
caffeoyl-quinic acid with 3,5-di —O-E- caffeoyl-quinic the butanol phase. All these
compounds were first reported in Hancornia speciosa. Characterization of the extract
of Hancornia speciosa leaves by Ultra-high Performance Liquid Chromatography
coupled to Mass Spectrometry also provided the identification of twenty-four
compounds. Since the study of the antifungal activity of the extracts provide a
positive result, but compounds isolated did not provide a positive result, not being

able to inhibit the growth of the strains in any concentration tested. This work



contributed indicating that this species is bioprodutora phenolic compounds, as
demonstrated in this phytochemical study.

Keywords: Hancornia speciosa, phenolic compounds, antifungal activity, UHPLC

coupled to Mass Spectrometry.
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1. INTRODUCAO

O uso das plantas como remédio contra doencgas representa uma importante
conquista da humanidade, e h& relatos da sua utilizacdo na Mesopotamia, que
remota a 3 mil anos a.C. O emprego medicinal das plantas foi sendo adquirido
durante o tempo, através de tentativa e erro, resultando na medicina tradicional.
Grande parte da populacdo recorre a remédios de base vegetal como terapia
complementar e alternativa, ou, ainda, na atencdo basica, no caso de paises
emergentes (FURST; ZUNDORF, 2015).

Os vegetais fornecem complexas bibliotecas de componentes bioativos
anicos, devido a grande diversidade estrutural, no entanto, ndo é a Unica razao pela
qual os produtos naturais sdo de interesse para o0 desenvolvimento de novos
farmacos. Uma importante caracteristica adicional, € que muitas vezes eles
possuem atividades biologicas altamente seletivas e especificas (CRAGG;
NEWMAN, 2013).

A evolugcdo nos estudos de produtos naturais de plantas culminou no
isolamento da primeira substancia pura, morfina, comercializada pela Merck em
1826, e na obtencdo do primeiro farmaco semi-sintético derivado de produtos
naturais, o acido acetilsalicilico (“aspirina”), pela Bayer, em 1899 (PEREIRA, 2012).

Além de serem uma das fontes mais importantes de novas substancias
utilizadas diretamente como agentes farmacolégicos, as plantas medicinais
fornecem modelos para modificacBes estruturais e otimizacdo das propriedades
farmacoldgicas e bioquimicas, servindo, inclusive, como matéria-prima para a
sintese de novos candidatos a farmaco (BRAZ FILHO, 2010).

Atualmente, o uso de plantas como uma fonte de medicamentos €
predominante em paises subdesenvolvidos e em desenvolvimento, onde a
disponibilidade de servigcos de saude modernos € limitada, de modo que a medicina
popular surge como uma solucéo alternativa para problemas de saude, estando bem
estabelecido em algumas culturas e tradi¢cdes, especialmente na América Latina,
Africa e Asia (MADEIRO, 2016).

O Ministério da Saude atualmente disponibiliza opcbes terapéuticas e

preventivas aos usuarios do Sistema Unico de Saude, no programa de préaticas
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integrativas e complementares, e dentro desse contexto estd o uso de plantas
medicinais e fitoterapicos. Segundo Pereira (2016, apud FURST; ZUNDORF, 2015),
infelizmente, a etnofarmacologia esbarra na falta de dados clinicos e embasamento
cientifico. A base racional para o uso de um grande numero de remédios a base de
plantas que estdo no mercado ainda esta longe de ser suficiente, ou cientificamente
vélido. Dessa forma, ainda temos muito o que avancar

Portanto, a busca por novas substancias que tenham atividade biolégica que
possa vir a se tornar um medicamento, tem levado o0s pesquisadores ao
desenvolvimento de novos estudos na area da quimica de produtos naturais que
vem sendo uma ferramenta fundamental na descoberta de novos metabdlitos.

Segundo Macédo et al. (2015, apud Santos, 2009) para o cerrado do
Nordeste do Brasil, especialmente na regido semi-arida, animais e plantas séo
amplamente utilizados na medicina popular, tendo papel significativo para
tratamento de doencas por populagdes humanas em areas rurais e urbanas . Ainda
segundo esse autor, apesar de todos os estudos etnobotanicos realizados no
semiarido brasileiro, a maioria é voltado para o ecossistemas de caatinga, existindo
uma caréncia de estudos focalizados para os cerrados disjuntos do Nordeste
brasileiro.

Diante do exposto e devido a crescente valorizagdo da biodiversidade do
Brasil, ressaltando o interesse no estudo de plantas medicinais, com foco na busca
de atender a todos os requisitos de qualidade na pesquisa de produtos naturais e,
na oportunidade de identificacdo de produtos com potencial econdmico, decidiu-se
investigar fitoquimicamente Hancornia speciosa, utilizando métodos tradicionais

além do emprego de técnicas analiticas seletivas e eficientes.
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2. OBJETIVOS

2.1  Objetivo geral

Contribuir com a ampliacdo do conhecimento quimico do género Hancornia
através do estudo fitoquimico de Hancornia speciosa Gomes e avaliar a atividade

antifngica desta espécie.

2.2  Objetivos Especificos

e |solar substancias do extrato obtido das folhas de Hancornia speciosa pelo

uso de métodos cromatograficos;

¢ Identificar metabdlitos de Hancornia speciosa por métodos usuais de

Ressonancia Magnética Nuclear de *H e **C e bidimensionais;

e Caracterizar o extrato hidro-etandlico bruto obtido das folhas de Hancornia
speciosa por Cromatografia Liquida de Eficiéncia Ultra Elevada acoplada a

Espectrometria de Massas;

e Avaliar a atividade antifungica do extrato hidro-etandlico bruto e das
substancias isoladas de Hancornia speciosa contra as cepas Candida
albicans, Candida tropicalis, Candida dubliniensis, Candida parapsilosis,

Candida glabrata, Candida krusei e Candida rugosa.
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3. FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 Consideragdes sobre a familia Apocynaceae

Sennblad e Bremer (1996) fizeram o primeiro estudo filogenético para
Apocynaceae sensu lato, ao estudarem géneros de Apocynaceae e Asclepiadaceae,
verificaram uma proximidade filogenética entre as familias, demonstrando a
artificialidade das classificagfes propostas até 0 momento para Apocynaceae sensu
stricto. Recentemente, Endress e Bruyns (2000) corroboraram com a unido das duas
familias em Apocynaceae sensu lato e sugeriram a divisdo da familia em cinco
subfamilias: Rauvolfioideae Kostel, Apocynoideae Burnett., Periplocoideae R. Br. ex
Endl., Secamonoideae Endl. e Asclepiadoideae R. Br. ex Burnett.

Apocynaceae ¢ uma familia botanica que incluem entre 3700 e 5100
espécies, estando distribuidas praticamente no mundo todo, mas principalmente nas
regides tropicais e subtropicais (RAPINI, 2004). No Brasil ocorrem aproximadamente
90 géneros e 850 espécies, habitando diversas formacdes vegetais (SOUZA;
LORENZI, 2005).

Nessa familia estdo incluidas éarvores fornecedoras de madeira de boa
qualidade, como as perobas e guatambus e sao ricas em latex e em substancias
utilizadas no tratamento do cancer (SOUZA; LORENZI, 2008). Como exemplo pode-
se citar pode-se citar os alcalbides vimblastina e a vincristina produzidos pela Vinca
rosea quimioterapicos no tratamento de cancer (VINCENTINI; OLIVEIRA, 1999).
Schripsema e colaboradores (2004) relatam que as espécies de Apocynaceae
destacam-se especialmente por serem reconhecidamente produtoras de substancias
bioativas como iridoides, glicosideos cardioativos e alcaldides, especialmente o0s
alcaléides inddlicos.

As plantas pertencentes a esta familia ainda sdo conhecidas pelo seu
potencial como medicamento natural e alternativo, sendo algumas delas com ampla
utilizacado na medicina popular (RAHMAN et al., 2004).

As Apocynaceae se caracterizam por apresentar grande variabilidade
morfoldgica em seus 6rgaos florais, presenca de vasos laticiferos e pela diversidade
de substancias resultantes do seu metabolismo secundario que, na maioria das

vezes, possuem propriedades farmacologicas (MOURA et al., 1989).
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3.2 Consideracdes sobre o género Hancornia e espécie Hancornia speciosa
Gomes

O género Hancornia é considerado monotipico e, por isso, sua Unica espécie
€ Hancornia speciosa Gomes, sendo aceitas as seis variedades botanicas:
Hancornia speciosa var. maximiliani A. DC.; Hancornia speciosa var. cuyabensis
Malme; Hancornia speciosa var. lundii A. DC.; Hancornia speciosa var. gardneri (A.
DC.) Muell. Arg.; Hancornia speciosa var. pubescens (Nees et Martius) Muell. Arg.;
Hancornia speciosa Gomes (variedade tipica) ou Hancornia speciosa Var. speciosa
Gomes. (MONACHINO, 1945).

Conforme classificacdo de Cronquist (1988): A mangabeira (Hancornia
speciosa Gomes) é agrupada botanicamente nos seguintes taxons, Reino Plantae,
Divisdo Magnoliophyta, Classe Magnoliopsida, Subclasse Asteridae, Ordem
Gentianales, Familia Apocynaceae e Género Hancornia.

No Brasil, os principais centros de diversidade genética associados a
mangabeira sdo, segundo Giacometti (1992): a Costa Atlantica e Baixo Amazonas
(principalmente Para e Amapa), o Nordeste (Caatinga, sobretudo as areas de
tabuleiros de savanas e zonas de transicdo caatinga-cerrado), Brasil Central
(Cerrado), Mata Atlantica (nas areas de cerrados litoraneos e restingas dos setores)
e Bahia/Espirito Santo/ Vale do Rio Doce (do litoral de Sergipe ao Espirito Santo).
(Figura 1, pag. 29)
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Figura 1. Distribuicdo de Hancornia speciosa no Brasil.
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Fonte: Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria

A mangabeira € uma planta de porte médio, possui em média 2 a 10 m de
altura e ainda pode chegar aos 15 m, apresentando copa irregular, tronco tortuoso,

muito ramificado e &spero, ramos lisos e avermelhados, exsudando latex em toda

sua extensao (SILVA JUNIOR, 2004). Os frutos sdo do tipo baga, de tamanho,
formato e cores variados, normalmente, elipsoidais ou arredondados, amarelados ou

esverdeados, com pigmentacdo vermelha ou sem pigmentagdo, polpa amarela
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adocicada, rica em vitaminas, ferro e fosforo, calcio e proteinas (GANGA et al.,
2009). As sementes, recalcitrantes, sdo discoides, achatadas, de coloracdo
castanho-clara e rugosas, com hilo central (MONACHINO, 1945). Suas folhas séo
deciduas de clima tropical, ocorrendo sobretudo, em areas de vegetacdo aberta.
Apresenta, normalmente, na regido dos cerrados, floragdo durante o periodo de
agosto a novembro, com pico em outubro e producdo de frutos de setembro a
novembro. (SILVA JUNIOR; LEDO, 2006), (Figura 2, pag, 30).

Figura 2. Aspecto visual da planta adulta de mangabeira (A), da flor e das folhas (B). Santa Rita- PB-
2015.

Fonte: Autor.

Hancornia speciosa ja foi objeto de estudos fitoquimicos para muitos

autores, como mostrado no Quadro 1(pag. 31).
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Quadro 1. Substancias isoladas de Hancornia speciosa.

Parte Substancia isolada Referéncia
da
planta
Casca O.__OH Oy ©OH RODRIGUES et
al.,2006
HO OH H3CO OCH;
OH OCH;,

(acido gélico) (acido siringico)
o)

OO
o
0
H3CO“OCH3
‘ 0 ‘

HO, ,COOH
(5-O-cafeoilquinico)
HO, ,COOH
(3-O- cafe0|lqum|co)
HO, ,COOCH;
CL )
OH
(cis- cIorogenato de metila)

HO, ,COOCH;

Hew S

(trans-clorogenato de metila)

(2,7-diidroxixantona) (2,7-dimetoxixantona)
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HO, ,COOH

@ i
. H
OH
OH

(acido clorogénico)

BARROS, 2008

Folhas

OCHs HO, ,COOH
HO” > YOH HO" ™ “OH
OH OH

(L-(+)-bornesitol) (acido quinico)

o)
HO Oy_OH WOH
\©\j HO

(acido cis 4-hidroxi-cinamico) (acido trans 4-
hidroxi-cinamico)

OH
OH
OH
ﬁ
HO 0 o OH
|O |
o OH
0

oH 0 HO™ oH
(canferol-3-o-rutinosideo)

OH
OH o
OH
0
HO 0 o OH
|
O o 7.0H
0

OH o HOHO
(rutina)

(a-amirina)

ENDRINGER, 2007
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H

HO, ,COOH

@\ i
" OH
0" OJV\@
OH
OH

(5- O- cafeoilquinico)

)

Folhas

HO

HO"

(myo-inositol)

OCH
AcO,,

AcO T
OH

WOH HO OH
\Q'//OH Ho\" :: "/OH

OH OH
(scylo-inositol)

HO

3

HO &

OAc 0 - _\\OH

OAc . oi\( "'OH
OH Y

(per-O-acetil-1L-(+)-bornesitol) ( B-D galactosideo-

myo inositol)

ENDRINGER, 2009

S&0 escassos o0s relatos na literatura de compostos isolados dos frutos da

mangaba. Sampaio e Nogueira (2006) identificaram um total de 79 compostos

volateis entre aldeidos, ésteres, alcoois, cetonas e monoterpenos.

Além dos estudos fitoquimicos, foram feitos também estudos para avaliar

atividades farmacoldgicas de Hancornia speciosa. As atividades presentes nos

estudos e a parte da planta estudada séo descritas na Tabela 1(pag. 34).
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Tabela 1. Atividades farmacoldgicas de Hancornia speciosa.

Parte da planta Atividade Referéncias
Citotoxica e genotoxica RIBEIRO et al.,
2014
Potencial osteogénico NEVES et al., 2016
Latex Avaliacéo de biocompatibilidade ALMEIDA et al.,
e atividade angiogénica 2014
Atividade antiinflamatoria MARINHO et al.,
2011
Atividade antioxidante e citotoxica ASSUMPCAO et
al., 2014
Frutos Atividade antioxidante ALMEIDA et al.,
2011
Efeito antimutagénico LIMA et al. 2015.
Atividade antimicrobiana CARRAZZA et al.,
2011
Quimioprevencédo do cancer ENDRINGER et al.,
2009
Atividade tirosina cinase SOUZA et al, 2012
Efeito hipotensor induzida através da SILVA et al., 2011
inibicdo da ECA e aumento do NO
Atividade anti TNF- a CAMPANA et
al.,2015
Folhas Atividade anti hipertensiva SILVA et al., 2016
Avaliacdo das propriedades na GELLER et al.
cicatrizacdo das feridas 2015
Atividade anticolinesterasica MARQUES et al.,
2015
Atividade antioxidante MARQUES et al.,
2015
Atividade antiviral BRANDAO et al.,
2011
Folhas Atividade inibidora NF-kB

ENDRINGER et al.,
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(composto 2009

isolado)
Folhas, frutos, Atividade citotoxica (células HCT8 MDA- RIBEIRO et

latex e raiz MB-435, SF-295, HL 60) al.,2012

Casca Atividade gastroprotetora e acdes anti- MORAES, et al.,
Helicobacter- pylori 2008

Fracbes da Antidiabético PEREIRA et al.,

particdo 2014

3.3 Flavonodides

Os flavondides sdo compostos largamente distribuidos no reino vegetal,
encontram-se presentes em frutas, folhas, sementes e em outras partes da planta na
forma de glicosidios ou agliconas. Sdo compostos de baixo peso molecular,
consistindo em 15 atomos de carbono, organizados na configuragdo C6-C3-C6.
(HARBORNE et al., 1999).

A estrutura quimica dos flavondides consiste em dois anéis aromaticos,
denominados anel A e B, unidos por trés carbonos que formam um anel
heterociclico, denominado anel C (Figura 3, pag. 35), (ANGELO et al. 2006).

Figura 3. Estrutura quimica e numeracéo padrao dos flavonoides.

Essa classe de compostos pode ainda se dividir, consoante as moléculas
gue constituam o anel C e pela posi¢cao da ligacdo ao anel B podendo obter -se
deste modo, flavonas, flavanonas, flavandis, isoflavonas e antocianidinas
(ALMEIDA, 2012).
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Machado et al. (2008), relata que a grande diversidade estrutural encontrada
nos flavonéides ocorre em funcéo das pequenas modificagdes quimicas ocorridas na
estrutura basica destes compostos, que podem ser por meio de hidroxilacéo,
metilacdo, acilacdo, glicosilacdo, hidrogenacdo, malonilacbes e sulfatacdes,
condicao esta que forma as diferentes classes de flavondides.

Trés moles de malonil-coenzima A (CoA) condensam a partir do
metabolismo da glicose, para formar o anel A, catalisada pela sintetase de chalcona.
Anéis B e C também vém de metabolismo da glicose, mas através do via do
chiquimato através de fenilalanina, que é convertida em acido cinAmico e em
seguida a acido cumarico. CoA e acido cumarico trés CoA malonil sdo condensados
num dnico passo enzimatico para formar naringenina chalcona. O anel C fecha e
torna-se hidratado para forma 3-hidroxiflavonoids (por exemplo, catequinas), 3,4-diol
flavonoide (por exemplo, quercetina), e procianidinas (Figura 4, pag.37). (MERKEN;
BEECHER, 2000).

Os flavonoides estdo presentes nas plantas em diversas formas e com
variadas funcdes, tais como pigmentos, atrativos ou repelentes de herbivoros,
protecdo contra radiacdo ultravioleta (UV), ainda apresentam efeitos alelopéticos,
sendo capazes de inibir e/ou estimular o processo germinativo e 0 crescimento
inicial de plantas e fungos (FEUCHR et al.,1994).

Os efeitos bioquimicos e farmacoldgicos dos flavonoides sdo muito vastos,
dentre eles destacam-se: acdes antioxidantes (quercetina), antiinflamatérias
(quercetina, luteolina, galantina), anti-hepatéxica, antialérgica, antitumoral,
antiparasitaria, antimicrobiana, fungistatica, antiviroticos, entre outros (BERNARDES
et al., 2010).

Por apresentarem uma grande diversidade de atividades biolégicas
benéficas para o ser humano, essa classe de compostos tém sido extensamente
pesquisada. Dentre eles se destaca a rutina, um flavondide com ampla distribuicéo
no reino vegetal que por apresentar entre outras atividades biolégicas a
anticarcinogénica tem sido objeto de muito estudo em diversas areas, podendo
contribuir para o futuro tratamento de varias enfermidades entre elas o cancer
(BECHO et al., 2009).
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Figura 4. Via de metabolismo para obten¢&o dos flavonoides.
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3.4 Cromatografia Liquida de Ultra eficiéncia

A cromatografia liquida de ultra eficiéncia (UHPLC — ultra-high pressure liquid
chromatography ou ultra-high performance liquid chromatography) desenvolveu-se a
partir da introdugao das particulas de FE porosas < 2 ym, em resposta a busca
continua por analises mais rapidas e eficientes. A UHPLC fundamenta-se nos
mesmos principios de separacdo da HPLC, tendo como principais diferencas as
colunas cromatograficas empregadas que sao de dimensofes reduzidas (5-10 cm de
comprimento e diametros internos de 1-2,1 mm), recheadas com particulas de FE <
2 ym, as quais, juntamente com as altas velocidades lineares de fase movel (FM)
aumentam a resolucao e a detectabilidade, diminuem o tempo das analises, porém
geram um aumento significativo na pressao cromatografica. Em vista disso, um
equipamento adequado, capaz de operar a altas pressdes, acima de 1000 bar
(~15000 psi), é empregado para extrair um desempenho cromatografico maximo
dessa técnica, (MALDANER; JARDIM, 2012).

UHPLC (ultra-high pressure liquid chromatography ou ultra-high performance
liquid chromatography) e UPLC (ultra performance liquid chromatograph) sao
técnicas de cromatografia liquida usadas para separar os diferentes componentes
encontrados em misturas. A principio, pode-se pensar que existe diferencas entre
UHPLC e UPLC, mas na verdade sdo as mesmas técnicas, 0s dois termos séo
entendidos como sinbnimos. Em 2004, Waters lancou a técnica conhecida como
Ultra Performance LC (UPLC) com base em sub particulas porosas de 2 micra e
registrou a sigla UPLC. Como fornecedores entraram no mercado com instrumentos
semelhantes, UHPLC foi denominado como uma maneira de se referir a
instrumentos semelhantes para UPLC, fixando UPLC Waters como uma marca
comercial, (CHROMATOGRAPHY TODAY, 2014).

O acoplamento da cromatografia liquida de ultra eficiéncia a espectrometria
de massas em modo tandem (UPLCMS/ MS, do inglés mass spectrometry in tandem
by high-performance liquid chromatography), apresenta algumas vantagens em
relacdo ao acoplamento com um HPLC, como: varreduras mais rapidas, maior
sensibilidade em monitoramento multiplo de reagdes (MRM, do inglés multiple
reaction monitoring), melhor adequacdo as fontes de ions por APCI (do inglés,

Atmospheric Pressure Chemical lonization), analises mais rapidas e melhor
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resolucao, utilizando ciclos mais altos em resposta aos altos fluxos empregados.
(MOLOGNONI, 2015).

O método de cromatografia liquida de ultra eficiéncia em fase reversa se
baseia na separacao fisico-quimica dos componentes de uma amostra, que estao
distribuidos entre a fase movel liquida e a fase estacionaria da coluna. Sua maior ou
menor afinidade por uma dessas fases ir4 ocasionar diferentes tempos de retengéo
dessas substancias, o que permite sua separacao, identificacdo e determinar sua
concentracdo, (SAVIANO, 2015)

Uma alternativa para estudos envolvendo produtos naturais em baixas
concentracbes € 0 uso desse tipo de cromatografia a qual mantém os mesmos
principios da cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), porém utiliza colunas
de 1-2,1mm de diametro interno e particulas abaixo de 2um, ja que o uso dessas
pequenas particulas com fase mével em alta velocidade linear aumenta a resolucéo
e deteccdo diminui o tempo de andlise, (GOUVEA, 2013).

Reichert e colaboradores (2015) em seu trabalho conseguiu identificar nove
fungicidas em suco de laranja utilizando a cromatografia liquida de ultra eficiéncia
acoplada a espectrometria de massas. Essa metodologia foi usada também por
Zhou e colaboradores (2016) que identificou sessenta e um constituintes,
pertencentes a classe dos triterperndides e flavonoides, de Siraitiae fructus. Ja Li e
colaboradores (2016) utilizaram o método para identificar derivados adicionais da
benzofenona em Garcinia paucinervis. Tal técnica foi ainda bastante Gtil para a
identificacdo e quantificacdo de compostos fendlicos em péras (KOLNIAK- OSTEK,
2016). A cromatografia em fase liquida de ultra-eficiéncia permitiu a Yang e
colaboracfes (2015) a analise e identificacdo de cinquenta e oito compostos em
apenas vinte minutos de analise, identificando compostos fendlicos e diterpendides.
No trabalho de Wu (2016) o método mostrou-se com boa reprodutibilidade,
sensibilidade e estabilidade para a quantificacdo de flavonoides glicosideos em
Camellia sinensis. Uma rapida triagem e identificagdo de antioxidantes fenolicos em
Hydrocotyle sibthorpioides foi feita por Kumari e colaboradores (2015) o que permitiu
a identificacdo de compostos tais como catequina, epicatequina, quercetina e acido
clorogénico. Ja a analise quantitativa de derivados do acido clorogénico por UPLC-
MS/MS em fracGes antioxidante de Taraxacum officinale foi feita por Kenny e
colaboradores (2015).
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3.5 Importancia da atividade antifungica

O género Candida apresenta espécies frequentemente denominadas
dimorficas, pois dependendo das condi¢cdes ambientais, como pH, temperatura e
reservas nutricionais, alteram seu fendtipo, passando de blastoconideos para
crescimento micelial, devido a formacdo de pseudohifas. Também pode se
desenvolver como hifas verdadeiras e clamidoconideos, sendo que todas as formas
de crescimento apresentam interconversdo, exceto clamidoconideos. E
caracterizada primariamente pela morfologia colonial em meio de cultura agar
Sabouraud, formacdo de tubo germinativo, assimilacdo de carbono e capacidade
fermentativa. Seu crescimento € favorecido em temperaturas variando de 20°C a
38°C. O pH &cido favorece sua proliferacao, sendo que a faixa ideal de pH para seu
crescimento varia de 2,5 até 7,5 (BARROSO, 2009).

As espécies de Candida spp. exigem fontes de nitrogénio e fontes de
carbono, de preferéncia carboidratos simples como: D-glicose, sacarose, maltose,
trealose, entre outros. Quando requisitados, estes carboidratos sdo fermentados ou
assimilados, ou ambos, e 0s compostos nitrogenados sao assimilados. Tais
habilidades, fermentativa e assimilativa, representam a base para a diferenciacéo e
identificacdo bioquimica de espécies de Candida. Por exemplo, Candida glabrata
fermenta e assimila a glicose e apenas fermenta a trealose, Candida guilliermondii
fermenta e assimila uma série de acucares com excecdo de maltose e lactose, que
sdo apenas assimiladas. Candida tropicalis também possui a capacidade de
fermentar e assimilar varios aglcares, exceto lactose e rafinose e Candida krusei
apenas fermenta e assimila a glicose (CORREIA, 2016).

Papon e colaboradores (2013) subdividiram a candidiase em trés principais
grupos: candidiase superficial, com ocorréncia na pele, pelo e unhas; candidiase de
mucosas, envolvendo a orofaringe, esdfago e regido vulvovaginal, e candidiase
sistémica, que incluem a candidemia e outras formas de candidiase invasiva.

Candida albicans, Candida glabrata, Candida parapsilosis, Candida tropicalis
e Candida krusei estdo entre as principais espécies de Candida responsaveis pela
candidiase sistémica. Estas espécies sao responsaveis por 90% dos casos em todo
mundo, embora muitas espécies também estejam associadas a esta infecgdo, como

Candida lusitaniae, Candida guilliermondii, Candida kefyr, Candida norvegensis,
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Candida dubiniensis, Candida lipolytica, Candida pelliculosa, Candida dublinensis,
entre outras. O agente etiolégico mais frequente ainda € Candida albicans
representando cerca de 40 a 50% dos casos, (PFALLER et al., 2015)

Cada planta possui uma grande quantidade de compostos quimicos com
atividade bioldgica. Entre estas bioatividades, a propriedade antifungica de muitas
plantas medicinais tém sido descrita contra espécies de Candida clinicamente
importante tanto in vitro como in vivo (MARTINS et al., 2015).

Devido a ocorréncia de fatores indesejaveis, como 0 surgimento de
resisténcia de algumas cepas aos anti-fungicos convencionais principalmente em
individuos imunodeprimidos e a presenca de efeitos tdxicos destes, o estudo de
plantas com propriedades terapéuticas, abrangendo aquelas com atividade
antimicética, tem crescido consideravelmente (MENEZES et al., 2009).

Neste contexto, é valida a investigacdo in vitro da atividade antifangica do
extrato de Hancornia speciosa e fracdes isoladas de tal planta, sobre a cepa padréo
de Candida albicans, Candida tropicalis, Candida parapsilosis, Candida dubliniensis,
Candida glabrata, Candida krusei, Candida rugosa e Trichosporon asabhii.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Estudo fitoquimico de Hanconia speciosa

4.1.1 Coletado material botanico

As folhas de Hancornia speciosa foram coletadas em novembro de 2015. A
coleta foi realizada no municipio de Santa Rita, estado da Paraiba. A identificacao
botanica foi realizada pela Prof°. Dr. Leonardo de Melo Versieux do Herbéario da
Universidade do Rio Grande do Norte. Uma exsicata foi depositada no Herbario da

referida universidade apresentando-se como Hancornia speciosa — UFRN 20382.

4.1.2 Obtencao e particionamento do extrato hidro-etandlico bruto (EHEB)

O material boténico foi desidratado utilizando uma estufa com ar circulante a
temperatura de 45°C durante 72 horas. Apos isto, o material (5 Kg) foi triturado em
moinho mecanico obtendo-se o0 p6. Em seguida, 300 g do p6 foi submetido a uma
maceracdo com etanol:agua na proporcdo de 7:3 por 7 dias, em bécker de vidro,
filtrado, obtendo-se a solucdo extrativa. Essa solugéo extrativa foi concentrada sob
pressdo reduzida, em evaporador rotativo a uma temperatura de 40 °C para
eliminacao do solvente obtendo-se o extrato hidro-etandlico bruto (EHEB) (Esquema
1, pag. 43).

Uma aliquota do EHEB (350 mL) foi submetido a uma particao liquido-liquido
(5:3 vlv, extrato:solvente) em uma ampola de separagdo, com 0S seguintes
solventes organicos, em ordem crescente de polaridade: hexano, diclorometano,
acetato de etila e n-butanol.

As solucbes obtidas no processo de particdo foram submetidas a filtracédo
sob pressdo reduzida. Apds esse processo, 0s solventes foram evaporados em
rotaevaporador a uma temperatura média de 35 °C, obtendo-se: 1,8 g de fase
hexénica, 3,3 g da fase cloroférmica, 2,5 g da fase acetato de etila e 9,3 g da fase n-

butandlica (Esquema 1, pag. 43).
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Esquema 1. Obtencéo e particionamento do EHEB de Hancornia speciosa.
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4.1.3_ Isolamento e purificagcdo dos constituintes quimicos de Hancornia
speciosa

Foram utilizados para o isolamento e a purificagdo dos constituintes
quimicos de Hancornia speciosa técnicas cromatograficas classicas, como a
cromatografia de adsorcdo e por exclusdo molecular, ambas em cromatografia de
coluna (CC). Como fase estacionaria foi utilizada silica gel (ART 7734 da MERCK,
de particulas com dimensdes entre 0,060 — 0,200 mm e 70 - 230 mesh), para
cromatografia por adsorcdo, e Sephadex® LH-20 (AMERSHAM BIOSCIENCES),
para cromatografia por exclusdo molecular. Foi utilizada também a silica C18
(SILICYCLE, de particulas de dimensdes entre 40-63um) além de colunas cilindricas
de vidro com comprimentos e didmetros varidveis de acordo com a quantidade de
amostra submetida a cromatografia, e solventes, como hexano (hex), acetato de
etila (AcOEt), cloroférmio (CHCI3) e metanol (MeOH), puros ou em misturas binérias.

Além das técnicas classicas, a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia-
HPLC (Shimatzu® com bomba LC-10AVVP, injecdo manual, detector UV-Vis SPD-
10AV e software CLASS-VP®) e a Cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia- UPLC
(Dionex Ultimate 3000, Thermo Fischer Scientific) também foram utilizadas.

Foi utilizado cromatografia de camada delgada analitica (CCDA) para
realizacdo da analise do processo de isolamento e purificacdo das fracdes obtidas.
Para tanto, utilizou-se cromatofolhas de aluminio — silica gel 60 F254 da MERCK.

Como revelador das substancias na CCDA, foi utilizada a radiacéo ultravioleta
(UV) através da exposicdo das cromatoplacas, nos comprimentos de onda de 254 e
366 nm, em aparelho BOITTON (modelo BOIT-LUBO1).

Reuniu-se as fracbes apds analise da CCDA, de acordo com os semelhantes
fatores de retencéo (Rfs).

Para a eluicdo de placas cromatograficas, foram utilizados solventes
organicos comerciais (hexano, acetato de etila, acido férmico, &gua e metanol) como
fases moveis, em estado puro ou em misturas binarias, seguindo a uma ordem

crescente de polaridade.

44



4.1.4 Processamento cromatografico da fase cloroformica de Hancornia
speciosa

Uma aliquota da fase cloroférmica (2,0 g) foi submetida & CC utilizando como
fase estacionaria silica gel 60 e como fase movel hexano (Hex), acetato de etila
(AcOEt) e metanol (MeOH), puros ou em misturas binarias, em gradiente crescente

de polaridade.

Foram obtidas 57 fragdes de 100 mL cada, que foram concentradas em
evaporador rotativo a temperatura média de 40°C. Em seguida, foram analisadas
através de CCDA utilizando diferentes sistemas de eluicdo e reveladas na luz UV
(Tabela 2, pag. 45; Esquema 2, pag. 46). A Fr 24 revelou-se como uma mancha
Unica apos revelacdo na CCDA na luz UV, foi codificada como Hs-1 (0,011 g) e
encaminhadas para RMN 'H e * C.

Tabela 2. Sistemas de elui¢cdes utilizados no fracionamento da fase cloroférmica de Hancornia
speciosa.

Fracdes Solventes Proporcéo (%)
1 Hex 100
2-9 Hex:AcOEt 88:12
10-20 Hex:AcOEt 85:15
21-22 Hex:AcOEt 80:20
23-32 Hex:AcOEt 70:30
33-39 Hex:AcOEt 50:50
40 Hex:AcOEt 30:70
41 Hex:AcOEt 10:90
42-43 AcOEt 100
44 AcOEt:MeOH 95:5
45-46 AcOEt:MeOH 90:10
47 AcOEt:MeOH 80:20
48-50 AcOEt:MeOH 70:30
51-57 AcOEt:MeOH 60:40
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Esquema 2. Fracionamento da fase cloroférmica de Hancornia speciosa.
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4.1.5 Proc_essamento cromatografico da fase acetato de etila de Hancornia

speciosa

Uma aliquota da fase acetato de etila (1,3 g) foi submetida & CC utilizando-se
como fase estacionaria Sephadex® LH-20 e como fase movel cloroférmio (CHCI3) e
metanol (MeOH) numa proporc¢éo de 50% de cada um na mistura (1:1).

Foram coletadas 44 fragcbes que foram analisadas em CCDA utilizando
diversos sistemas de eluigdo. Apoés revelacdo no UV, a Fr3 mostrou-se como uma
mancha Unica e desta forma foi codificada como Hs-2 (0,009 g) e encaminhada para

RMN de *H e *C. (Esquema 3, pag. 47).

Esquema 3. Fracionamento da fase acetato de etila de Hancornia speciosa.
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4.1.6 Fracionamento cromatografico da fase butandlica de Hancornia

speciosa

Uma aliquota de 4,5 g da fase butandlica foi submetida & cromatografia

liquida a vacuo (CLV) com 100 g de silica desativada com solventes diclorometano,

acetato de etila e metanol puros ou em misturas binarias, obedecendo um grau

crescente de polaridade. Foram coletadas 22 fragOes (codificadas de A-V), que

foram concentradas individualmente em rotaevaporador a temperatura média de 35

°C. (Tabela 3, pag. 48).

Tabela 3. Sistemas de eluiges utilizados no fracionamento da fase butandlica de Hancornia

speciosa.

FracOes Solventes Proporcéo(%)
A CH,ClI, 100
B CH,CI,:AcOEt 50:50
C CH,ClI,:AcOEt 45:55
D CHCI,:AcOEt 40:60
E CH,ClI,:AcOEt 35:65
F CHCI,:AcOEt 30:70
G CH,CI,:AcOEt 25:75
H CH,ClI,:AcOEt 20:80
I CH,Cl,:AcOEt 15:85
J CH,ClI,:AcOEt 10:90
K CH,Cl,:AcOEt 5:95
L AcOEt 100
M AcOEt: MeOH 90:10
N AcOEt: MeOH 80:20
@) AcOEt: MeOH 70:30
P AcOEt: MeOH 60:40
Q AcOEt: MeOH 50:50
R AcOEt: MeOH 40:60
S AcOEt: MeOH 30:70
T AcOEt: MeOH 20:80
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U AcOEt: MeOH 10:90
\% MeOH 100

As fracOes foram analisadas através de cromatografia em camada delgada
analitica (CCDA), utilizando diferentes sistemas de eluicdo e reunidas, quando
semelhantes e de acordo com seus Rf, apds visualizacdo na luz ultravioleta.

As fracdes de A a K foram eluidas utilizando como fase mével Tolueno:
acetato de etila: 4cido férmico na proporcéo 5:5:0,5. J& para as fracées de M a Q foi
utilizado acetato de etila: acido férmico: metanol: agua na propor¢éao 10: 0,5:0,6:0,2,
enguanto que as ultimas fracbes R a V por serem mais polares utilizou-se acetato de
etila: &cido férmico: agua: metanol na proporcédo 10: 1,5:1,6:0,5, e quando reveladas
utilizando reagente Natural A (difenilborato de aminoetanol), houve positividade para

flavonoides nas fracbes M a Q.

4.1.7_ Processamento cromatografico da fracdo N da CLV de Hancornia
speciosa

A fracdo N foi submetida a cromatografia em coluna utilizando como
adsorvente silica C18 , e metanol para solubiliza-la na propor¢édo de 1 g de amostra
para 100 g de silica. Partindo de 0,4 g da fracdo N foi possivel obter 10 fracdes,
codificadas de A-J. Como solventes foi utilizado dgua e metanol puros ou em
misturas bindrias, obedecendo a um grau decrescente de polaridade, (Tabela 4, pag.
49).

Tabela 4. Sistemas de elui¢cbes utilizados no fracionamento da fragdo N da CLV de Hancornia
speciosa.

Fracdes Solventes Proporcéao(%)
A H,O: MeOH 90:10
B H,O: MeOH 80:20
C H,O: MeOH 70:30
D H,O: MeOH 60:40
E H,O: MeOH 50:50
F H,O: MeOH 40:60
G H,O: MeOH 30:70
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H H,O: MeOH 20:80
| H,O: MeOH 10:90
J MeOH 100

Cada fracdo apresentou um subconjunto de fragdes. A Fracdo A apresentou
16 fragOes, B- 16 fracOes, C- 10 fragbes, D- 9 fraches, E- 9 fracdes, F- 9 fracdes, G,
H, | e J apresentaram-se como fragdes Unicas. Ressaltando que o critério de coleta
das fracdes foi pela coloracdo aparente. As fracdes foram secas a temperatura
ambiente e foram analisadas através de cromatografia em camada delgada analitica
(CCDA), utilizando diferentes sistemas de eluicdo e reunidas, quando semelhantes e
de acordo com seus Rf, apés visualizagdo na luz ultravioleta. (Esquema 4, pag. 51).

A Fr A4-6 (0,226 g) mostrou na placa cromatogréfica a presenca de 3
bandas com fatores de retencéo distintos. Dessa forma, essa fracdo foi submetida a
analise por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC).

A andlise por HPLC usando o método analitico utilizou acetonitrila e agua
milli-Q como solventes, com a concentracdo de acetonitrila variando de 5 a 30%
num tempo de 60 minutos a uma vazao de 0,7 mL/min. A analise do cromatograma
analitico permitiu escolher o melhor método para isolamento dos constituintes
presentes na fracdo. Assim, na analise preparativa utilizou-se os mesmos solventes,
porém a concentracdo de acetonitrila foi de 22% num tempo de corrida de 16
minutos a uma vazao de 2,0 mL/min.

No cromatograma da analise preparativa € possivel visualizar o isolamento
de 2 picos unicos, codificados como Hs-3 (0,0206 g), e Hs-4 (0,0187 g), que foram
encaminhas para o RMN *H e *° C, (Figura 5, pag. 51).
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Esquema 4. Processamento cromatografico da fragdo N da CLV de Hancornia speciosa.

Aliquota: 0,49

-

N
| ]

0,226 g

Figura 5. Cromatograma preparativo da Fracdo A4-6 de Hancornia speciosa.
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4.1.8 Caracterizagcdo estrutural dos constituintes quimicos isolados de
Hancornia speciosa

Os constituintes quimicos foram estruturalmente determinados através do
método espectroscépico de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) de *H e *3C.

As analises de RMN foram realizadas em espectrometro VARIAN-NMR-
SYSTEM 500 MHz, operando a 500 MHz para RMN *H e 125 MHz para RMN *3C,
localizado no Laboratorio Multiusuario de Caracterizacdo e Andlise (LMCA) da
UFPB. As amostras foram preparadas utilizando o solvente: metanol deuterado
(CD30D), dimetilsuféxido deuterado (DMSO) e cloroférmio deuterado (CDCls),

Os picos caracteristicos de 'H e '3C dos solventes utilizados nas analises
serviram como padréo interno durante a obtenc&o dos espectros. Os deslocamentos
quimicos (&) foram expressos em partes por milhdo (ppm) e as constantes de
acoplamento (J) em Hz, e as multiplicidades de RMN de *H indicadas segundo a
convencao: s (singleto), sl (singleto largo),d (dubleto), dl (dubleto largo), dd (duplo
dubleto), t (tripleto), g (quarteto) e m (multipleto).

4.2 Obtencéo dos dados de UHPLC/MS

As medidas foram feitas no modo Fullscan m/z 100-1000, com aquisi¢cdo de
dados dependente de MS? no modo de fon negativo. O fon negativo em alta
resolucdo ESI e o espectro MS" induzido por dissociacdo por colisdo (CID) foram
obtidos em um espectrémetro de massas Orbitrap Elite (Thermo Fisher- Germany)
equipado com uma fonte de ions eletrospray aquecida (spray negativo, voltagem de
3kv, temperatura no capilar de 300° temperatura da fonte de 400° com resolucéo de
30.000). O nitrogénio foi usado como fonte de gas. O sistema de massas foi
acoplado a um cromatégrafo liquido de ultra eficiéncia (Dionex Ultimate 3000,
Thermo Fischer Scientific) equipado com uma coluna em fase reversa C-18 com
particulas de 1.9 pm, tamanho 175 A e diametro interno 50 x 2,1 mm
(HypersilGOLD, Thermo Fischer Scientific). A temperatura da coluna foi 45° e o
detector por arranjo de diodos (220-600 nm, Thermo Fischer Scientific). A fase movel
foi H,O (A: Fluka analytical, LC-MS Chromasolv) e ACN (B: Fluka Flukaanalytical,
LC-MS Chromasolv) com 0,2 % de acido férmico usando um sistema gradiente como
mostrado na Tabela 5 (pag. 53). O loop foi de 10 pL com um volume de injecéo de 2
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uL. O espectro de massas CID , que utilizou gas Hélio, foi obtido utilizando energias
de colisdo normalizadas de 35 a 45 %. O instrumento foi calibrado externamente
com uma solucdo de calibracdo Pierce LTQ Velos ESI positivo (Produto nimero
88323) e Pierce ESI negativo da Thermo Fischer. Os dados foram avaliados usando

um software Xcalibur 2.7 SP1.

Tabela 5. Sistema de gradiente utilizado na eluicdo do UHPLC.

Tempo[min] Fluxo [mL/min] A B
1 0.00 0.400 95 5
2 1.00 0.400 95 5
3 1.50 0.400 30 70
4 8.50 0.400 0 100
5 10.00 0.400 0 100
6 10.50 0.400 95 5
7 15.00 0.400 95 5

4.3 Estudo da atividade antifingica de Hancornia speciosa

4.3.1 Reativacdo das amostras

As leveduras pertencentes a colecao de culturas do Laboratério de Micologia
Médica e Molecular da UFRN, armazenadas em YPD caldo (“Yeast peptone
dextrose”; extrato de levedura 10 g/L; dextrose 20g/L; peptona 20 g/L) adicionado de
20% de glicerol a -80 °C (Termo Scientific®) foram reativadas apés 3 repiques
sucessivos. Primeiramente, as leveduras foram cultivadas em Agar Sabouraud
Dextrose (ASD,Difco) a 37 °C por 48 horas e, em seguida, para a purificacdo dos
isolados, essas foram repicadas para placas de Petri de 90 mm de diametro
contendo 0 meio cromogénico CHROMagar Candida® (Difco), sendo semeadas por
esgotamento e incubadas a 37 °C por 48 horas. O terceiro repique foi realizado

novamente em ASD, sob incubagé&o a 37 °C por 24 horas.
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4.3.2 Preparo do inéculo

Para cada leveduras pura, foi preparada uma suspensao em solucédo salina
estéril 0,85%, agitando-a em vértex, e ajustada visualmente com base no tubo 0,5
da escala de McFarland, que equivale & concentracdo de 1 a 5x10® UFC/mL. Foram
realizadas duas diluicbes da suspensédo: 1:50 em solucado salina estéril e uma nova
diluicdo de 1:20 em meio de cultura RPMI-1640.

4.3.3 Triagem com as leveduras de referéncia

As substancias codificadas como Hs-3 e Hs-4 bem como o0 extrato
hidroetandlico de Hancornia speciosa foram testados pelo ensaio de microdilugéo
em caldo frente as respectivas cepas de referéncia:

Candida albicans ATCC90028

Candida tropicalis ATCC13803

Candida dubliniensis CBS7987

Candida parapsilosis ATCC22019

Candida glabrata ATCC2001

Candida krusei ATCC6258

Candida rugosa ATCC10571

O método foi realizado conforme o recomendado para o teste de
susceptibilidade de leveduras incluso no documento M27-A3, do Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI, 2008), com algumas modificacdes.

Antes da realizacdo do ensaio, foram preparadas as solucbes do extrato
hidroetandlico e das substancias Hs-3 e Hs-4, os quais foram inicialmente
dissolvidos em DMSO (dimetilsulfoxido) e posteriormente o volume completado com
caldo RPMI-1640 estéril, de forma a produzir uma solucdo a 1 mg/mL contendo
DMSO a 5% v/v. ApGs o preparo das solucdes, essas foram filtradas em filtro de
seringa com membrana de 0,22 um (KASVI), e em seguida iniciou-se o teste de
microdiluicio em microplacas estéreis de 96 pocos. Primeiramente foram
adicionados 100 uL das solugdes do extrato hidroetandlico e das substancias Hs-3 e
Hs-4, separadamente, nos pocos das colunas 1, 2 e 11. Em seguida, foram
transferidos 100 yL de caldo para os pogos das colunas de 2 a 8 e 200 uL para os
pocos da coluna 12. Posteriormente, com o auxilio de uma micropipeta multicanal,

foi realizada uma diluicdo seriada partindo da coluna 2, homogeneizando-se e
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retirando-se 100 yL da mistura (meio + amostra) e adicionando-se ao poco da
coluna seguinte. Este procedimento foi repetido até a coluna 9, desprezando-se 0s
100 pL restantes. Apos a diluigdo seriada, foram adicionados 100 yL da solugao
contendo o inoculo das células de leveduras em cada poco, exceto nas colunas 1 e
12 (controle de esterilidade da amostra e do meio de cultura, respectivamente). Os
pocos das colunas 10 e 11 foram reservados para o controle de viabilidade do
in6culo na auséncia e presenca do solvente de DMSO, respectivamente (Figura 6,
pag. 55). Subsequentemente, as placas foram incubadas sob 37°C por 48 horas.

As leituras foram realizadas ap6s o periodo de incubacdo, observando-se o
crescimento nas respectivas diluicdbes atraves de comparagdo visual. A
Concentracao Inibitéria Minima (CIM) foi considerada como a menor concentracao
de amostra capaz de inibir visualmente o crescimento de cada cepa, tomando como

referéncia o respectivo controle de viabilidade.

Figura 6. Representagéo do teste de microdiluicdo em caldo. Coluna 1 = controle de esterilidade do
extrato. Coluna 2 — 9 = pocos teste. Coluna 10 = controle de viabilidade do inoculo. Coluna 11 =
controle do solvente. Pogo 12 = controle de esterilidade do meio de cultura.

Fonte: SA, 2014.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

51 Determinagao estrutural de Hs-1

A substancia codificada como Hs-1 foi isolada na forma de um sélido amorfo
marrom com 0,011 g.

No espectro de RMN de *H a 500 MHz em CDCl; (Figura 7, pag. 57) e suas
expansoOes (Figura 8, pag. 58, Figura 9, pag. 58) foi possivel observar dois dubletos
em 0y 7,56 (J = 15,5 Hz) e 64 6,24 (J = 15,5 Hz) atribuidos a hidrogénios olefinicos
acoplando em trans. Observou-se ainda deslocamentos quimicos em 8y 6,85 (d, J =
8,0 Hz), 846,98 (dd, J = 8,0 e 1,5 Hz) e d4 7,05 (sl) condizentes com um padréo de
hidrogenacéo em um anel aromatico trissubstituido. Esses deslocamentos quimicos
descritos sdo semelhantes aos deslocamentos quimicos do acido caféico
(STRAPASSON, 2014). No entanto, o espectro de Hs-1 apresentou dois sinais a
mais, em 014,24 (q, J =7,0) e &4 1,29 (t, J = 7,0), sinais estes caracteristicos de uma
unidade etoxi. A integracdo desses deslocamentos quimicos para 2 e 3 protons,
respectivamente sugerem que essa unidade esteja ligada ao acido caféico.

No espectro de RMN de *C-BB a 125 MHz em CDCl; (Figura 10, pag.
59), foi possivel observar a presenca de 11 sinais. Destes, quatro foram atribuidos a
carbonos ndo hidrogenados, cinco a carbonos metinicos, um a carbono metilénico e
um a carbono metilico. Os sinais 6. 114,3 e 6.144,8 foram atribuidos aos carbonos
olefinicos C-8 e C-7, respectivamente da unidade caféica. Observou-se também os
sinais em 6. 115,4, . 115,7 e 6.122,3 que corroboraram para o anel trissubstituido e
foram atribuidos a C-2, C-5 e C-6, respectivamente da unidade caféica. Observou-se
ainda os sinais referentes ao etoxi, um carbono metilénico em 8. 60,5 e um metilico
em O, 14,3. Esses dois sinais juntamente com o deslocamento quimico em &. 167,7
justifica a esterificacdo do acido caféico com uma unidade etoxi. (Figura 11, pag.
59). No espectro de HMBC (Figura 12, pag. 60) foi observado um mapa de contorno
do sinal em &y 4,24 (2H-1') com o sinal em &, 167,7 (C-9) confirmando essa
esterificacdo. Apos analises desses dados e comparacdo com dados da literatura,
Hs-1 foi determinado como sendo o éster etilico do &cido caféico (cafeato de etila)

(Figura 13, pag. 60), substancia relatada para varias espécies vegetais (BEZERRA,
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2013; BRESSAN, 2014; MEIRA et al. 2008; SILVA, 2015;), porém aqui relatado pela

primeira vez em Hancornia speciosa.

Tabela 6. Dados de RMN de Hs-1 em CDCI; a 500 MHz (J em Hz , & em ppm).

Hs-1 * STRAPASSON, 2014
C On OS¢ On S¢c
1 --- 127,5 --- 127,6
2 7,05 (sl) 115,4 7,05 (sl) 114,5
3 --- 143,8 --- 143,9
4 146,3 146,4
5 6,85 (d, J = 8,0) 115,7 6,84 (d, J = 8,0) 114,7
6 6,98 (dd, J=8,0 e 1,5) 1223 6,96 (d, J = 8,0) 123,0
7 7,56 (d, J = 15,5) 144.8 7,56 (d, J = 15,9) 144,9
8 6,24 (d, J = 15,5) 114,3 6,24 (d, J = 15,9) 115,9
9 --- 167,7 --- 167,8
1' 4,24 (q, J = 7,5) 60,5 4,25 (q, J =7,1) 60,6
2' 1,29 (t, J = 7,5) 14,3 1,33 (t, J=7,1) 14,4
* Dados obtidos em CDCl3
Figura 7. Espectro de RMN de "H (500 MHz, CDCl,) de Hs-1.
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Figura 8. Expanséo do espectro de RMN de H (500 MHz, CDClIs) de Hs-1 na regido de 7,7-6,0 ppm.
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Figura 10. Espectro de RMN de **C-BB (125 MHz, CDCl,) de Hs-1.
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Figura 11. Espectro de RMN de ¥c-BB (125 MHz, CDCls;) de Hs-1 na regido de 174-114 ppm.
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Figura 12. Espectro de HMBC (500 MHz e 125 MHz, CDCls) de Hs-1.
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Figura 13. Estrutura do cafeato de etila.
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5.2 Determinagao estrutural de Hs-2

A substancia codificada como Hs-2 foi isolada na forma de um p6 amarelo
amorfo com 0,009 g.

O espectro de RMN **C-BB (125 MHz, CDs;OD) (Figura 14, pag. 63)
apresentou 15 sinais correspondentes a 15 &tomos de carbono sp?, caracteristicos
da estrutura basica dos flavonoides. Nas expansdes do espectro de RMN *°C — BB
(Figura 15, pag. 63; Figura 16, pag. 64) é possivel observar os sinais em 6. 62,4, &,
71,1, &; 75,6, d. 78,0 e &, 78,2, regido caracteristica de glicosideo, (KALEGARI,
2014). J4 o espectro de RMN ®C-APT (125 MHz, CDs;OD) (Figura 17, pag. 64)
apresentou 21 sinais, e nas expansodes desse espectro (Figura 18, pag. 65; Figura
19, pag. 65, Figura 20, p4g. 66) foram observados sinais em &. 1585 &, 158,9, &,
163,0 e em & 166,4, 0s quais ndo foram visualizados no espectro de RMN **C — BB.

No espectro de RMN *H (500 MHz, CDsOD) (Figura 21. pag 66) e suas
expansbes (Figura 22, pag. 67, Figura 23, pag. 67), foram observados
deslocamentos na regido de 3-4 ppm, caracteristicos de acUcares. (KALEGARI,
2014) Os hidrogénios em 646,88 (1H, J = 8,5 Hz) &4 7,69 (1H, J =2,0) e em &4 7,58
(1H, J = 2,5 Hz, J = 8,5 Hz), correspondentes ao anel B, evidenciam a presenca de
um sistema ABX com os acoplamentos orto entre H5’ e H6’, e meta entre H2' e HE',
enquanto que os prétons em 6y 6,20 (1H, sl) e 646,39 (1H, sl) correspondem ao anel
A, comprovando que Hs-2 € um derivado da quercetina.

Para o glicosideo, o hidrogénio anomérico esta localizado em &4 5,20, e os
carbonos em &, 104,2 (C1”), 6. 78,2 (C5”), 6. 78,2 (C3”), 6. 75,6 (C2”), 6. 71,2 (C4”)
e O, 62,4 (C6”) os quais, comparados com os dados da literatura, indicam a
presenga de um grupo B-glucopiranosil, cuja ligacdo ao carbono 3 foi evidenciada
pelo experimento HMBC (Figura 24, pag. 68). que correlaciona o sinal em &4 5,20
(H1”) com o carbono em &, 135,5 (C3), (LEE et al., 2007).

Os demais dados de RMN estdo compilados na Tabela 7 (pag. 62). Apés
comparacao dos dados espectrais obtidos com os dados da literatura foi possivel
identificar Hs-2 como sendo a isoquecetrina (Figura 25, pag. 68) isolada pela

primeira vez em Hancornia speciosa.
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Tabela 7. Dados de RMN de Hs-2 em CD3;0D a 500 MHz (J em Hz, & em ppm).

Hs-2 *KALEGARI, 2014
C B Bc 5 B¢
2 158,9 159,2
3 135,5 135,8
4 179,4 179,7
5 163,0 163,2
6 6,20 (1H, sl) 100,1 6,21 (1H, d, J = 1,6) 100,0
7 166,4 167,2
8 6,39 (1H,dd, sl) 94,9 6,40 (1H, d, J = 1,6) 94,8
9 158,5 158,6
10 105,5 105,8
1 123,1 123,2
2’ 7,69 (1H, d, J = 2,0) 117,5 7,71 (1H, d, J = 1,6) 117,7
3 145,8 146,1
4 149,8 150,0
5 6,88 (1H, d, J = 8,5) 116,0 6,88 (1H, d, J = 8,3) 116,1
6 7,58(1H,dd,J=2,5eJ=85) 123,1 7,60(1H,dd, J=83eJ=16) 1234
17 5,20 (1H, d, J = 8,0) 104,2 5,25 (1H, d, J = 7,6) 104,4
2 3,49 75,6 3,48 (1H, tl, J = 8,8) 75,9
” 3,44 78,2 3,43 (1H, tl, J = 8,8) 78,3
4 3,34 71,1 3,35 (1H, tl, = 9,3) 71,4
5" 3,22 78,0 3,22(1H,dd,J=8,7;54e1,6) 78,5
6 3,58 € 3,71 62,4 3,58 € 3,71 62,7

* Dados obtidos a 500 MHz em CD3;0D
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Figura 14. Espectro de RMN **C-BB (125 MHz, CD;0OD) de Hs-2.
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Figura 16. Expansdo do espectro de RMN **C-BB (125 MHz, CD;OD) de Hs-2 na regido de 126-74
ppm.
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Figura 17. Espectro de RMN *C-APT (125 MHz, CD;OD) de Hs-2.

3 % il Egdg g3 o . .

: T % c8as 23%%:  mamy mysegass

5 - = SHZS 2223 RENE CTTTPETY
| I [ Yo RS B o
OH

T T T T
130 120 110 100 a0 B0 70 60 50 40 30 20 i)

T T T T T T T T T
220 210 200 190 180 170 160 150 140
1 (ppm)

64



Figura 18. Expansao do espectro de RMN *C-APT (125 MHz, CD;OD) de Hs-2 na regido de 180-146
ppm.
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Figura 19. Expanséao do espectro de RMN BC.APT (125 MHz, CDs0D) de Hs-2 na regido de 128-90
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Figura 20. Expans&o do espectro de RMN *C-APT (125 MHz, CD3;OD) de Hs-2 na regido de 92-54
ppm.
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Figura 21. Espectro de RMN H (500 MHz, CD30D) de Hs-2.
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Figura 22. Expanséo do espectro de RMN 'H (500 MHz, CD3;0D) de Hs-2 na regido de 8,4-5,1 ppm.
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Figura 23. Expanséao do espectro de RMN H (500 MHz, CDs0D) de Hs-2 na regido de 3,9-3,05 ppm.
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Figura 24. Espectro de HMBC (500 MHz e 125 MHz, CD;0OD) de Hs-2.
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Figura 25. Estrutura da isoquercetrina.
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5.3 Determinacéao estrutural de Hs-3

A substancia codificada como Hs-3 foi isolada na forma de um p6 amorfo
branco com 0,0206 g.

No espectro de RMN de *C- APT a 125 MHz em DMSO (Figura 27, pag.
72) e suas expansdes (Figura 28, pag. 72; Figura 29, pag. 73) foi possivel observar
a presenca de 13 sinais correspondentes a 15 4tomos de carbonos. Desses, sete
foram atribuidos a carbonos ndo hidrogenados, sete a carbonos metinicos e um a
carbono metilénico (Tabela 8, pag. 71). A presenca de 15 atomos de carbonos
juntamente com os deslocamentos quimicos em &, 196,3, &, 78,4 e &, 41,9,
permitiram identificar Hs-3 como sendo uma substancia com esqueleto flavonoidico
do tipo flavanona e esses deslocamentos quimicos, quando comparados com a
literatura, foram atribuidos a C-4, C-2 e C-3, respectivamente (FATOPE et al., 2003).
Ainda nesse espectro foi possivel observar os deslocamentos quimicos em &, 95,7 e
94,9 que foram compativeis com C-6 e C-8 do anel A tetrasubstituido da flavanona
além de dois sinais intensos em &, 128,2 e . 115,1, que foram atribuidos a C-2’/C-6’
e C-3'/C-5’, respectivamente, caracteristicos de um anel B com padrao AA'BB’
(FATOPE et al., 2003), (Figura 26, pag. 69).

Figura 26. Subestrutura | para Hs-3.

Os deslocamentos quimicos em &, 166,6, d; 163,4, &. 162,9 e &, 157,7, por
comparacdo com a literatura foram atribuidos a C-7, C-5, C-9 e C-4,
respectivamente. Com a auséncia de sinais em 8.~52-60 determinou-se que todos
0s substituintes no esqueleto flavonoidico eram hidroxilas.

No espectro de RMN de *H a 500 MHz em DMSO (Figura 30, pag. 73) e suas
expansodes (Figura 31, pag. 74; Figura 32, pag. 74) foi possivel observar sinais em
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0y 12,13, caracteristico de hidrogénio em ponte que foi atribuido a OH inserida na
posicdo C-5. Observou-se ainda dois dubletos, em &y 7,31 (J = 8,5 Hz) com integral
para dois hidrogénios e &4 6,80 (J = 8,5 Hz) com integral para dois hidrogénios que
foram atribuidos a H-2'/H-6’ e H-3'/H-5 compativeis com o anel B do esqueleto
flavonoidico do tipo AA’'BB’. Observou-se ainda um sinal em &4 5,88 com integral
para dois hidrogénios que foram atribuidos a H-6 e H-8 do anel A, trés duplo
dubletos em 645,44 (J=3,0; J=12,5Hz), 043,27 J=12,5; 170Hz) e 642,70 (J =
17,0; 3,0 Hz) que foram atribuidos a H-2 e 2H-3, respectivamente, reforcando a
proposta de estrutura da flavanona.

Ap6s anélises dos dados de RMN de *H e *3C e comparacdo com dados da
literatura, foi possivel determinar Hs-3 como sendo a 5,7,4’-trihidroxi-flavanona ou

naringenina, sendo esse o primeiro relato para Hancornia speciosa.
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Tabela 8. Dados de RMN de Hs-3 em DMSO a 500 MHz (J em Hz, & em ppm).

Hs-3 MO-1* - KYRIAKOU et al., 2012
C B Bc 5 B¢
2 5,44 (dd, 3,0; 12,5) 78,4 5,44 (dd, 3,0; 12,0) 78,9
3 3,27 (dd, 12,5; 17,0) 41,9 3,25 (dd, 12,0; 17,0) 42,4

2,70 (dd, 3,0; 17,0) 2,67 (dd, 3,0; 17,0)
4 196,3 196,9
5 163,4 164,2
6 5,88 (sl) 95,7 5,88 (s) 96,6
7 166,6 167,3
8 5,88 (sl) 94,9 5,88 (S) 95,5
T — 162,9 163,2
1[0 R — 101,7 102,6
(S — 128,8 128,6
2’ 7,31 (d, 8,5) 128,2 7,31 (d, 8,0) 129,2
3 6,80 (d, 8,5) 115,1 6,79 (d, 8,0) 115,9
4 157,7 158,6
5 6,80 (d, 8,5) 115,1 6,79 (d, 8,0) 115,9
6 7,31 (d, 8,5) 128,2 7,31 (d, 8,0) 129,2
5-OH 12,13 (s) 12,14 (s)

*Dados obtidos em DMSO

Naringenina
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Figura 27. Espectro de RMN de *C-APT (125 MHz, DMSO) de Hs-3.
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Figura 28. Expansao do espectro de RMN de BC-APT (125 MHz, DMSO) de Hs-3 na regido de 205-

110 ppm.
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Figura 29. Expansao do espectro de RMN de *C-APT (125 MHz, DMSO) de Hs-3 na regido de 105-
15 ppm.
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Figura 31. Expansdo do espectro de RMN de 'H (500 MHz, DMSO) de Hs-3 na regido de 7,3-5,4
ppm.
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Figura 32. Expansao do espectro de RMN de H (500 MHz, DMSO) de Hs-3 na regiao de 3,5-1,9
ppm.
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54 Determinacéao estrutural de Hs-4

A substancia codificada como Hs-4 foi isolada na forma de um pé marrom
com 0,0187 g.

No espectro de RMN de *C-APT (125 MHZ, CD50OD) (Figura 35, pag. 78) e
suas expansodes (Figuras 36, pag. 78; Figura 37, pag 79; Figura 38, pag 79) foi
possivel observar a presenca de 21 sinais correspondentes a 25 atomos de
carbonos. Destes, 10 foram atribuidos a carbonos nao hidrogenados, 13 a carbonos
metinicos e 2 a carbonos metilénicos. Os deslocamentos quimicos observados em
0. 168,6, &; 149,5, ©&. 147,5, d. 146,8, &, 127,7, 6. 123,0, &. 116,4, 6. 115,1 e &
114,8, majoritarios, sempre aos pares, comparados com a literatura foram
consistentes com duas unidades cafeoilas (MEIRA et al., 2008). Os deslocamentos
quimicos em &, 177,7, 6. 76,8, . 70,3, &. 69,4, 6. 40,4 e &, 38,7 foram compativeis
com a unidade de acido quinico. Assim, apds essa analise foi possivel determinar
Hs-4 como sendo um derivado di-cafeoil do acido quinico (Tabela 9, pag. 77).

O espectro de RMN de *H (500 MHZ, CDs;OD) (Figura 39, pag. 80) e suas
expansdes (Figuras 40, pag. 80; Figura 41, pag 81; Figura 42, pag 81) mostraram
sinais para quatro dubletos em &4 6,19, &4 6,29, &4 7,51 e &4 7,59 caracteristicos de
hidrogénios olefinicos em configuracdo trans (J = 16,0 Hz). Observou-se também
sinais em 6y 6,98 (d, J = 2,0 Hz), 64 6,74 (d, J = 8,0 Hz) e 64 6,89 (dd, J =8,0e 2,0
Hz) bem como &4 7,00 (d, J =2,0 Hz), 64 6,73 (d, J =8,0 Hz) e 4 6,88 (dd, J=2,0e
8,0 Hz), o que corrobora com dois sistemas AMX, indicando a presenca de dois
anéis aromaticos 1,3,4 trisubstituidos. Nesse mesmo espectro observou-se ainda,
um multipleto entre &y 2,1-2,2, atribuido aos hidrogénios metilénicos do &cido
quinico. Observou-se também sinais em 645,68 (ddd, J=5,5, 7,8 € 8,1 Hz) e 645,10
(dd, J = 3,0 e 10 Hz) sinais desprotegidos que corroboram com a di-esterificacdo da
unidade de &cido quinico. Esses dados quando comparados com a literatura
(BATISTA et al., 2014) foram consistentes com a di-esterificacdo nas posicoes C-4 e
C-5 e foram atribuidos a H-5 e H-4, respectivamente e o sinal em &y 4,33 (m) foi
atribuido a H-3. Os demais deslocamentos estao na (Tabela 9, Pag. 77). Assim, o
composto majoritario presente em Hs-4 foi determinado como sendo o acido 4,5-di-
O-E-cafeoil-quinico (Figura 33, pag. 76), relatado pela primeira vez em Hancornia

speciosa.
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Figura 33. Estrutura do acido 4,5-di-O-E-cafeoil-quinico.

No espectro de RMN de *H foi possivel observar sinais em menor intensidade,
porém com o mesmo padrao de deslocamento quimico para Hs-4 com algumas
diferencas a se destacar: 6y em 5,46 (m), &y 5,40 (dd) e &4 3,94 (dd). Esses
deslocamentos quimicos comparados com a literatura fortalece tratar-se de um
derivado do acido cafeoil quinico, agora com a di-esterificagcdo nas posi¢des 3 e 5,
onde os sinais em 8y 5,46, &4 5,40 e &4 3,94 foram atribuidos a H-5, H-3 e H-4.
Assim o composto em menor quantidade trata-se do acido 3,5-di-O-E-cafeoil-quinico
(Figura 34, pag. 76), relatado pela primeira vez em Hancornia speciosa. Os demais

dados de RMN de *H sdo mostrados abaixo. (Tabela 9, Pag. 77).

Figura 34. Estrutura do acido 3,5-di-O-E-cafeoil-quinico.
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Tabela 9. Dados de RMN de Hs-4 em CD3;0D a 500 MHz (J em Hz, & em ppm).

Hs-4 BATISTA et al., 2014

C ou oc On &¢c

1 --- 75,7 --- 76,2
2 222,02 (m) 38,7 2.35-2,05 (M) 39,4
3 4,33 (m) 69,4 4,36 (ddd) 69,3
4  510(dd,J=3,0e10,0) 76,8 511(dd, J=3,0e9,1) 758
5 5,68(ddd,J=55,78e8,1) 69,0 561(ddd,J=5,3,9,1e9,1) 69,1
6 222,02 (m) 40,4 2.35-2,05 (M) 38,4
7 - 177,7 --- 177,7
1’ --- 127,6 --- 127,7
2 6,98 (d, J = 2,0) 114,8 7,00 (d, J=2,1) 115,1
3 149,4 149,6
4 1495 1473
5 6,74 (d, J = 8,0) 116,4 6,73 (d, J = 8,1) 116,5
6  6,89(dd,J=80e20) 1230  6,90(dd, J=81e21) 1232
7 7,51 (d, J = 16,0) 147,0 7,51 (d, J = 15,9) 147,7
8 6,27 (d, J = 16,0) 115,1 6,28 (d, J = 15,9) 115,1
9 --- 168,5 --- 168,9
1” --- 127,7 --- 127,8
2" 7,00 (d, J = 2,0) 115,1 7.02(d,J=21) 115,1
3” - 149,8 --- 149,5
4 146,6 147,1
5" 6,73 (d, J=8,0) 116,4 6,74 (d, J=8,1) 116,5
6"  6,88(dd,J=80e20) 1229  691(dd, J=81e21) 1232
7" 7,59 (d, J = 16,0) 147.4 7,59 (d, J = 15,9) 147,7
8" 6,19 (d, J = 16,0) 1148 6,18 (d, J = 15,9) 114,6
9” --- 168,6 --- 168,5

* Dados obtidos a 300 MHz em CD;OD



Figura 35. Espectro de RMN de *C-APT (125 MHz, CD;OD) de Hs-4.
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Figura 36. Expanséo do espectro de RMN de BC.APT (125 MHz, CD3;0D) de Hs-4 na regido de 170-
120 ppm.
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Figura 37. Expans&o do espectro de RMN de *C-APT (125 MHz, CD;0D) de Hs-4 na regido de 118-
66 ppm.
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Figura 38. Expansédo do espectro de RMN de BC.APT (125 MHz, CD30D) de Hs-4 na regido de 58-6
ppm.
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Figura 39. Espectro de RMN de 'H (500 MHz, CD;0D) de Hs-4.
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Figura 40. Expansédo do espectro de RMN de ‘H (500 MHz, CD;OD) de Hs-4 na regido de 7,6-6,7
ppm.
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Figura 41. Expansao do espectro de RMN de *H (500 MHz, CD;OD) de Hs-4 na regio de 6,4-5,1
ppm.
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Figura 42. Expansédo do espectro de RMN de ‘H (500 MHz, CD;OD) de Hs-4 na regido de 4,4-1,8
ppm.
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5.5 Caracterizacao de Constituintes Quimicos do Extrato Hidro-Etanélico
Bruto das folhas de Hancornia speciosa por UHPLC-MS/MS

A caracterizacdo dos constituintes quimicos do extrato Hidro-etandélico de
Hancornia speciosa foi feito por UHPLC/MS/MS. No Quadro 2 (pag. 82) é
apresentado o cromatograma de ions totais obtido em alta resolucdo no modo
lonizacéo por Eletrospray Negativo (ESI). Os compostos foram identificados através
de co-injecbes com amostras padrbes ou com base nos padrdes de fragmentos
obtidos comparados com dados da literatura. Assim, foi possivel sugerir a estrutura

de 24 compostos.

Quadro 2. Cromatograma de ions totais obtido por ESI no modo negativo.
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O composto 1 em Tr 0,35 foi identificado com base no ion obtido [M-H] em
m/z 191,0560 (Quadro 3, pag.83). Pesquisas na literatura remetem essa massa
exata para a estrutura do acido quinico (SANTOS et al.,2013). Os principais
fragmentos gerados a partir desse ion foram 173 m/z e 155 m/z correspondentes ao
M-H,O. O fragmento em 111 foi justificado por uma reagédo de Retro-Diels-Alder a
partir do fragmento em 155 (Quadro 4, pag. 84). Esse composto j4 foi relatado para

Hancornia speciosa.

Quadro 3. Cromatograma do ion selecionado no Tr em 0,35 obtido no modo ESI negativo (A), Massa
exata correspondente a esse pico (B).
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Quadro 4. Fragmentos a partir do ion em m/z 191,0560 (A), Proposta de fragmentacéo (B).
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O composto 2 em Tr 0,68 min apresentou um espectro de massa com 0 pico
do [M-H] em m/z 315,0716 (Quadro 5, pag. 85). Pesquisas em banco de massas
mostraram esses dados consistentes com a estrutura do acido protocatecuico
glicosideo. Essa sugestéo foi reforcada com a analise dos fragmentos formados a
partir desse ion em m/z 153, originado a partir de uma hidrolise perdendo a unidade
osidica, em 109 oriundo a partir do fragmento 153 perdendo uma unidade de CO,
(Quadro 6, pag. 86) que corroboram com os dados da literatura para a estrutura
sugerida (CADIZ-GURREA et al., 2013). Esse composto esta sendo relatado pela

primeira vez em Hancornia speciosa.

Quadro 5. Cromatograma do ion selecionado no Tr em 0,68 obtido no modo ESI negativo (A), Massa
exata correspondente a esse pico (B).
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Quadro 6. Fragmentos a partir do ion em m/z 315,0716 (A), Proposta de fragmentacéo (B).
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O composto 3 em Tr 0,85 min apresentou um espectro de massa com 0 pico

[M-H] em m/z 153,0193 (Quadro 7, pag. 87) consistente com a estrutura do acido

protocatecuico. Essa sugestédo foi reforcada através da analise por co-injecdo da

amostra padrao desse composto. O fragmento formado a partir desse ion em m/z

109 (Quadro 8, pag. 88) corroboram com os dados da literatura para a estrutura

sugerida (SANTOS et al., 2013). Esse composto esta sendo relatado pela primeira

vez em Hancornia speciosa.

Quadro 7. Cromatograma do ion selecionado no Tr em 0,85 obtido no modo ESI negativo (A), Massa
exata correspondente a esse pico (B).
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Quadro 8. Fragmentos a partir do ion em m/z 153,0193 (A), Proposta de fragmentacéo (B).
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O Tr 1,30 min apresentou dois espectros com o0s ions moleculares diferentes.
Um deles em m/z 343,1027 que ndo teve sua estrutura sugerida (composto 4) e
outro em m/z 577,1341 (Quadro 9, pag. 89), consistente com a estrutura do
composto 5, uma procianidina do tipo B. Essa sugestdo foi reforcada com a co-
injecdo do padrao juntamente com os fragmentos em m/z 425 explicado a partir de

uma reacdo de Retro Diels-Alder no anel C, 407, justificado a partir de uma
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desidratacdo do fragmento em 425 e 289 que representa a unidade monomérica

(Quadro 10, pag. 90). Esses dados corroboram com os dados da literatura para a

estrutura sugerida (SANTOS et al.,, 2013). Esse composto ja foi relatado para

Hancornia speciosa.

Quadro 9. Cromatograma do ion selecionado no Tr em 1,30 obtido no modo ESI negativo (A), Massa

exata correspondente a esse pico (B).
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Quadro 10. Fragmentos a partir do ion em m/z 577,1340 (A), Proposta de fragmentacéo (B).
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O tempo de retencdo em 1,64 min (Quadro 11, pag. 91) apresentou o pico
[M-H] em m/z 289,0712. A identificacdo desse composto foi feita por co-injecdo com
padrdes sugerindo que se tratava da Catequina (composto 6) com os fragmentos em
m/z 245 e m/z 205 oriundos a partir de uma fissdo do anel heterociclico e 179

originado a partir da perca de unidade catecol (Quadro 12, pag. 92).

Quadro 11. Cromatograma do ion selecionado nos Tr em 1,64 e 3,36 obtido no modo ESI negativo
(A), Massa exata correspondente a esses picos (B).
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Quadro 12. Fragmentos a partir do ion em m/z 289,0712 (A), Proposta de fragmentacéo (B).
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O tempo de retencdo em 2,03 min apresentou o pico [M-H]" em m/z 353,0873.

(Quadro 13, pag. 93). A identificacdo desse composto foi feita por co-injecdo com

padrées sugerindo que se tratava do acido clorogénico (composto 7), com

fragmentos em m/z 205 originado a partir da cisao do anel, os fragmentos em m/z

191 e m/z 179 originado de cisao eletrolitica e m/z 173 originado de ciséo eletrolitica

seguida de desidratacdo. (Quadro 14, pag. 94).

Quadro 13. Cromatograma do ion selecionado nos Tr em 2,03 obtido no modo ESI negativo (A),
Massa exata correspondente a esses picos (B).
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Quadro 14. Fragmento a partir do ion em m/z 353,0873 (A), Proposta de fragmentagéo (B).

B B 205,0509
C11 Ho Oa
100 1,1284 ppm
95
20 A
85
80
75
70
65
60
55
50
45
40
35
30
25
20
191,0353
15 CroHs O4 (:215;_?3502
10 149,0248 179,0352 1,4432 ppm 2o
CsHs O3 CoH7O4 1,0356 ppm
2,4894 ppm 163,5240 171,4387 1.2645ppm 194,807 | 210,1876
b T T P A P T P T T T [ e p e e e b e e e e e e e e
140 150 160 170 180 190 200 210
m/z
OH
(o)
\/ \ OH
(o]
m/z 205
OH
OH
B
HO. (o) \
OH
o
HO COOH
m/z 353,0873
OH
OH HO o
HO (o}
(0]
~ OH
HO COOH
HO COOH o
m/z 191 m/z 179 m/z 173

94



O tempo de retencdo em 2,17 min apresentou o pico [M-H] em m/z
179,0348. (Quadro 15, pag. 95). A identificacdo desse composto foi feita por co-

injecdo com padrao e massa exata confirmando ser o acido caféico (composto 8).

Quadro 15. Cromatograma do ion selecionado nos Tr em 2,17 obtido no modo ESI negativo (A),
Massa exata correspondente a esses picos (B), acido caféico (C).
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O pico com Tr em 2,88 mostrou o [M-H] “em m/z 577,1340 e com padrédo de
fragmentacao semelhante ao pico com o Tr em 1,30, sugerindo também se tratar de
uma procianidina do tipo B (composto 9).

O pico com Tr em 3,36 mostrou o [M-H] ~em m/z 289,0713 e por co-inje¢cao
foi identificado como sendo a epicatequina (composto 10). O cromatograma ja foi
mostrado no Quadro 11 (p4g. 91) e Quadro 12 (pag. 92), ja que a catequina e
epicatequina tem 0 mesmo padrao de fragmentacéo, porém com Tr diferentes e isso
foi comprovado com a co-injecédo dos padrdes.

Os compostos de 6-10 ja foram relatados para Hancornia speciosa.

O composto 11 em Tr 3,45 min apresentou um espectro de massa com 0
pico [M-H] em m/z 337,0922 consistente com a estrutura do &cido cumaroilquinico
(Quadro 16, pag. 97). Essa sugestdo foi reforcada através da andlise dos
fragmentos em em m/z 191 e 163 obtidos atraves de cisdo heterolitica. O fragmento
em 173 foi obtido por cisdo heterolitica seguida de desidratacdo (Quadro 17, pag.
98). Esses dados corroboram com os dados da literatura para a estrutura sugerida
(CHEN et. al, 2015). O composto 11 esta sendo relatado pela primeira vez para

Hancornia speciosa.
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Quadro 16. Cromatograma do ion selecionado nos Tr em 3,45 obtido no modo ESI negativo (A),
Massa exata correspondente a esses picos (B).
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Quadro 17. Fragmentos a partir do ion em m/z 337,0922 (A), Proposta de Fragmentacéo (B).
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O composto 12 em Tr 3,53 min apresentou um espectro de massa [M-H] em

m/z 865,1958 (Quadro 18, pag. 99) consistente com a estrutura de uma

proantocianidina do tipo C. Essa sugestdo foi reforcada através da analise dos

fragmentos em m/z 577 obtido a partir de uma cisdo homolitica gerando a unidade

dimerica e 695 gerado a partir de uma reacado de Retro-Diels-Alder seguido de

desidratacdo (Quadro 19, pag. 100). Esses dados corroboram com os dados da

literatura para a estrutura sugerida (RODRIGUES et al.,2007). Esse € o primeiro

relato de proantocianidina tipo C em Hancornia speciosa.

Quadro 18. Cromatograma do ion selecionado nos Tr em 3,53 obtido no modo ESI negativo (A),
Massa exata correspondente a esses picos (B).

RT: 0,00 - 10,23
100

100

625,1397
Cas Hz21 O4
-7,6796 ppm
577.,1338

465,1030

600

3,53

a S
Time (min)

5,50 6,61 6,95

8 10

865,1962

Cas Hz7 Oas
-2,6872 ppm

705,1656 771,1970
Cs7 Hz2a Csg H27 O3
0,9837 ppm 0.5476 ppm

l ,l wd LI,

) e frary
oo 800
m/z

917,2550
Cae Has O 20
44,3757 ppm
1008,7204
Cs7 Hioo O 14
8,4844 ppm

900 1000

99



Quadro 19. Fragmentos a partir do ion em m/z 865,1958 (A), Proposta de fragmentacéo (B).
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O composto 13 em Tr 3,56 min apresentou um espectro de massa com 0 pico
[M-H] em m/z 577,1340 com o mesmo padrdao de fragmentacdo do composto 9 o
gue levou a sugerir que o composto 13 também é uma proantocianidina do tipo B. O
composto em Tr 3,62 apresentou um espectro de massa com 0 pico do ion
molecular em m/z 337,0924 (composto 14) com o mesmo padrao de fragmentacao
do composto 11 o que levou a sugerir que o composto 14 é um isémero do acido
cumaroilquinico.

O tempo de retencdo em 3,65 apresentou o pico [M-H]" em m/z 609,1449
(Quadro 20, pag. 101). A identificacdo desse composto foi feita por co-injecdo com
padrées juntamente com o fragmento em m/z 301 correspondente a perca da
unidade rutinosideo por hidrolise (Quadro 21, pag. 102) sugerindo que se tratava da

Rutina (composto 15). Esse composto ja foi relatado para Hancornia speciosa.

Quadro 20. Cromatograma do ion selecionado no Tr em 3,65 obtido no modo ESI negativo (A),
Massa exata correspondente a esse pico (B).
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Quadro 21. Fragmentos a partir do ion em m/z 609,1449 (A), Proposta de fragmentacéo (B).
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O composto 16 em Tr 3,70 min apresentou um espectro de massa com 0 pico
[M-H] em m/z 463,0875 (Quadro 22, pag. 103). consistente com a estrutura de uma
quercetina hexosideo. Essa sugestéo foi reforcada através do fragmento em m/z 301
correspondente a perca da unidade osidica por hidrélise (Quadro 23, pag. 104).
Esses dados corroboram com os dados da literatura para a estrutura sugerida
(OSZMIANKI et al., 2015). Esse é o primeiro relato do composto 16 para Hancornia

speciosa.

Quadro 22. Cromatograma do ion selecionado no Tr em 3,70 obtido no modo ESI negativo (A),
Massa exata correspondente a esse pico (B).
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Quadro 23. Fragmentos a partir do ion em m/z 463,0877 (A), proposta de fragmentacgéo (B).
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O composto 17 em Tr 3,72 min apresentou um espectro de massa com 0 pico
[M-H] em m/z 433,0771 (Quadro 24, pag. 105) consistente com a estrutura de uma
guercetina pentosideo. Essa sugestédo foi reforcada através da analise do fragmento
em m/z 300 obtido a partir da hidrolise e perca de hidrogénio formando uma
estrutura do tipo quinonametideo (Quadro 25, p4g. 106). Esses dados corroboram
com os dados da literatura para a estrutura sugerida (OSZMIANKI et al., 2015). O
composto 17 esté sendo relatado pela primeira vez em Hancornia speciosa.

Quadro 24. Cromatograma do ion selecionado nos Tr em 3,72 obtido no modo ESI negativo (A),
Massa exata correspondente a esses picos (B).
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Quadro 25. Fragmentos a partir do ion em m/z 433,0771 (A), proposta de fragmentacgéo (B).
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O composto 18 em Tr 3,74 min apresentou um espectro de massa com 0 pico
do [M-H] em m/z 447,0927 (Quadro 26, pag. 107). Pesquisas em bancos de dados

remetem essa massa exata para a estrutura da quercetina-3-O-ramnosideo. Essa

sugestao foi reforcada principalmente através da andlise do fragmento em m/z 301

(Quadro 27, pag. 108) que corresponde a M-Ramnose. Esses dados corroboram

com os dados da literatura para a estrutura sugerida (BARROS et al.,, 2013). O

composto 18 esté sendo relatado pela primeira vez em Hancornia speciosa.

Quadro 26. Cromatograma do ion selecionado nos Tr em 3,74 obtido no modo ESI negativo (A),
Massa exata correspondente a esses picos (B).
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Quadro 27. Fragmentos a partir do ion em m/z 447,0927 (A), proposta de fragmentacgéo (B).
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O Tr em 3,80 apresentou o pico [M-H] em m/z 435,1291 (Quadro 28, pag.
109). Pesquisas em bancos de dados corroboram com essa massa exata para o

composto 19, uma chalcona glicosilada nomeada phlorizina. A identificacdo desse

composto foi feita por co-injegdo com padréo juntamente com o fragmento em m/z

273 (Quadro 29, pag. 110) que corresponde ao M-glicose. A phlorizina estd sendo

relatada pela primeira vez em Hancornia speciosa.

Quadro 28. Cromatograma do ion selecionado no Tr em 3,80 obtido no modo ESI negativo (A),
Massa exata correspondente a esse pico (B).
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Quadro 29. Fragmentos a partir do ion em m/z 435,1291 (A), proposta de fragmentacgéo (B).
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Os compostos em Tr 3,82 min (Quadro 30, pag. 112), 3,84 min (Quadro 31, pag.
113) 3,93 min (Quadro 32, pag. 114) 4,04 min (Quadro 35, pag. 117), e 4,06 min
(Quadro 37, pag. 119) apresentaram espectros de massa com 0 pico do ion
molecular em m/z 273,0764 (Quadro 30, pag. 112), 287,0559 (Quadro 31, pag. 113),
301,0551 (Quadro 33, pag. 115), 285,0402 (Quadro 34, pag. 116), 269,0450
(Quadro 36, pag. 118), e 285,0401 (Quadro 38, pag. 120) consistente com a
estrutura de phloretina (composto 20), eriodictiol (composto 21), quercetina
(composto 22), luteolina (composto 23), apigenina (composto 24) e caempferol
(composto 25). Esses compostos foram identificados por co-injecdo com padrodes.
Os respectivos cromatogramas e espectros de massa exata e fragmentos sao
mostrados nas figuras a seguir. Exceto o composto 22, os demais estdo sendo
relatado pela primeira vez em Hancornia speciosa.

A Tabela 10 (pag. 121).compila os dados das propostas de identificacdo. Dos
25 compostos, 13 estdo sendo registrados pela primeira vez em Hancornia speciosa
(Quadro 39, pag. 122).
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Quadro 30. Cromatograma do ion selecionado nos Tr em 3,82 obtido no modo ESI negativo (A),
Massa exata correspondente a esse pico (B), phloretina (C).
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Quadro 31. Cromatograma do ion selecionado nos Tr em 3,84 obtido no modo ESI negativo (A),
Massa exata correspondente a esse pico (B), Eriodictiol (C).
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Quadro 32. Cromatograma do ion selecionado nos Tr em 3,93 obtido no modo ESI negativo (A),
Massa exata correspondente a esse pico (B), quercetina (C).
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Quadro 33. Fragmentos a partir do ion em m/z 301,0350 (A), proposta de fragmentacgéo (B).
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Quadro 34. Cromatograma do ion selecionado nos Tr em 3,93 obtido no modo ESI negativo (A),
Massa exata correspondente a esse pico (B), luteolina (C).

I?T: 0,00 - 10,21
100

o5
90
85
80
75
70
65
60
55
50
a5
40
35
30
25
20
15
10

a

3,70

Iy
T

2o
o .

4.32 -
e .:%:’*28 6,30 Lo:s 8|,/05 8,63 10,15

100
95
90
85
80
75
70
65
60
55
50
45
40
35
30
25
20
15

10
99,2240

a

161,0244
CoHs503

-0,39

112,9857

156,1689
121,0297
C7Hs0O>2
1,9551 ppm

6 8
Time (min)

T T
a(

OH B

285,0400
Cis Ho O6
-1,4812 ppm

OH

HO

L ©

95 ppm

178,9778

206,2928

271,0247
Ci14H7Os6
-0,4519 ppm

223,8081

o JLLLILL_]

100

150

T
250

200

m/z

116



Quadro 35. Cromatograma do ion selecionado nos Tr em 4,04 obtido no modo ESI negativo (A),
Massa exata correspondente a esse pico (B).
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Quadro 36. Fragmentos a partir do ion em m/z 269,0452 (A), proposta de fragmentacgéo (B).
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Quadro 37. Cromatograma do ion selecionado nos Tr em 4,06 obtido no modo ESI negativo (A),
Massa exata correspondente a esse pico (B).

RT: O,00 - 10,21
100
o5
90
85
80
75
70
65
60
55
50
45
40
35
30
25
20
15
10

100
95
90
85
80

4,06

Time (min)

75
70
65
60
55
50
45
40
35
30
25
20
15
10

161,0244
CoHs503
-0,3995 ppm

112,9857

178,9778
156,1689
121,0297
C7Hs0>
1,9551 ppm

206,2928

99,2240 223,8081

285,0400
Ci15H9Os6
-1,4812 ppm

271,0247
C14H7056
-0,4519 ppm

150 200
m/z

100

T
250

119



Quadro 38. Fragmentos a partir do ion em m/z 285,0400 (A), proposta de fragmentacgéo (B).
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Tabela 10. Caracterizagdo de compostos fendlicos das folhas de Hancornia speciosa por UHPLC/ MS/MS.

Pico [M-H] Tr uv Formula  Erro MS" Composto Id. Referéncia
(m/z) (min) (nm) Molecular (m/z)

1 191,0559 0,35 225,263  C7H1;:06 1,0 173,155,111,87 Acido quinico EM SANTOS et al., 2013

2 315,0716 0,68 260,369  Ci3H1609 1,6 225, 153, 109 Protocatecuico glicosilado EM  CADIZ-GURREA et
al., 2013

3 153,0193 0,85 264 C/HgO4 0 109 Acido protocatecuico Co SANTOS et al., 2013

4 343,1027 1,30 264 C15H2009 1,9 ? N&o identificado --

5 577,134 1,30 264 CsoH26012 1,8 451, 425, 407, 289 Procianidina tipo B EM SANTOS et al., 2013

6 289,0712 1,64 298,369 Ci5H1406 1,8 245,231, 205, 179 (+)-Catequina Co -

7 353,0873 2,03 248,323 Ci6H1809 1,5 233,191,179,173 Acido clorogénico Co -

8 179,0349 2,17 259, 370 CoHgO4 0,5 Acido caféico Co -

9 577,1340 2,88 260,370 CgzH201, 1,8 451, 425, 407, 289 Proantocianidina tipo B RODRIGUES et
al.,2007

10 289,0713 3,36 264,369 C;5H1406 1,6 245,231, 205, 179 (-)-Epicatequina Co -

11 337,0922 3,45 298,369 Cy5H180s 1,7 191, 173, 163 Acido coumaroilquinico EM CHEN et al., 2015

12 865,1958 3,52 260,370 CysH33015 3,6 695, 577 Proantocianidina tipo C EM RODRIGUES et
al.,2007

13 577,1340 3,56 260,370 CgzoHx0:, 1,8 451, 425, 407, 289 Proantocianidina tipo B EM RODRIGUES et

al.,2007
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14
15
16
17

18
19
20
21
22
23
24
25

337,0924
609,1453
463,0877
433,0770

447,0927
435,1291
273,0764
287,0559
301,0351
285,0402
269,0450
285,0401

3,62
3,65
3,70
3,72

3,74
3,80
3,82
3,84
3,93
3,93
4,04
4,06

298, 369
285, 382
259, 353
269, 369

266, 346
271, 340
272, 350
358
269, 354
299, 385
269, 336
231,360

C16H180s
C27H30016
C21H20012
C20H18011

C21H20011
C21H24010
C15H140s5
C15H1206
C15H1007
C15H1006
C15H100s
C15H1006

1,5
1,3
15
11

1,4
1,4
1,7
0,7
0,9
1,0
2,2
1,2

191, 173, 163
591, 463, 447, 301
445, 301, 273, 178

151, 255, 300

429, 301, 151, 285
315, , 273, 179
123, 125, 167, 179
135, 151, 169, 217
273,257,178, 151
133, 151, 175
149, 159, 201, 225
135, 151, 187

Acido coumaroilquinico
Rutina
Quercetina hexosideo

Quercetina pentosideo

Quercetina ramnosideo
Phlorizina
Phloretina
Eriodictiol
Quercetina
Luteolina
Apigenina

Caempferol

EM
Co
Co
EM

EM
EM
Co
Co
Co
Co
Co
Co

CHEN et al., 2015

OSZMIANKI et al.,
2015
BARROS et al., 2013
SANTOS et al., 2013
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Quadro 39. Propostas estruturais obtidas a partir de espectros de massas em alta resolucao
elou co-injecdo de padrfes de fendlicos com primeiro relato para Hancornia speciosa.
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5.6 Ensaios de atividade antifungica

O extrato hidroetanodlico das folhas de Hancornia speciosa quando
testado frente as oito cepas fangicas: Candida albicans ATCC90028, Candida
tropicalis ATCC13803, Candida dubliniensis CBS7987, Candida parapsilosis
ATCC22019, Candida glabrata ATCC2001, Candida krusei ATCC6258 e
Candida rugosa ATCC10571, foi capaz de inibir o crescimento apenas de
Candida krusei, com uma concentracao inibitéria minima de 2,5 pug/mL.

Ja as substancias codificadas como Hs-3, identificado como
narigengina, e Hs-4 correspondente a uma mistura do acido 4,5-di-O-E- cafeoil-
quinico com o acido 3,5-di-O-E- cafeoil-quinico, quando submetidas a0 mesmo
teste, ndo apresentaram nenhuma atividade antifungica, pois ndo foram
capazes de inibir o crescimento das cepas relatadas anteriormente, dessa
forma nao foi possivel estimar a concentracao inibitéria minima dos compostos
testados.

Varios estudos vém sendo desenvolvidos para a determinacdo da
atividade antimicrobiana de extratos de plantas, encontrando-se que uma
grande variedade destes extratos possui potencial atividade sobre um vasto
namero de microorganismos, (BATISTA et al. 2013). Faz-se necessario buscar
e caracterizar quimicamente o0s extratos e fragcbes estudadas, para
posteriormente identificar os componentes desses compostos e quais
grupamentos quimicos apresentam essa atividade sobre os microorganismos
testados, (SANTOS et al. 2012).
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6. CONCLUSAO

O estudo fitoquimico das folhas de Hancornia speciosa resultou no
isolamento de trés substancias puras e uma mistura. Da fase cloroférmica foi
isolado o cafeato de etila. Da fase acetato de etila foi isolado a isoquercetrina.
Foram isolados ainda a narigenina, e uma mistura do acido 4,5-di-O-E- cafeoil-
quinico com o acido 3,5-di-O-E- cafeoil-quinico da fase butandlica. Todos
esses compostos foram relatados pela primeira vez em Hancornia speciosa.

A caracterizacdo do extrato das folhas de Hancornia speciosa por
Cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia acoplada a Espectrometria de
Massas forneceu como resultado a identificacdo de vinte e quatro compostos,
sendo treze compostos com o primeiro relato para a espécie em estudo, o que
foi de grande importancia para o conhecimento do arsenal de constituintes que
essa planta possui. Ja o estudo da atividade antifungica do extrato forneceu
resultado positivo frente a cepa de Candida krusei, enquanto que o estudo dos
compostos isolados nao forneceu resultado positivo, ndo sendo capaz de inibir
o crescimento das cepas em estudo em nenhuma concentracao testada.

Apesar das substancias relatadas nesta pesquisa ja serem conhecidas
na literatura, este trabalho contribuiu evidenciando que esta espécie €
bioprodutora de compostos fendlicos, como demonstrado neste estudo
fitoquimico.

Diante disto, o presente trabalho cumpriu com o objetivo que se
fundamentou na amplia¢cdo do conhecimento fitoquimico do género Hancornia,

através do estudo fitoquimico de Hancornia speciosa.
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