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RESUMO

As plantas medicinais nos ultimos anos vém sendo utilizadas no tratamento de diferentes
enfermidades, juntamente com a produgdo de fitoterapicos. O crescente nimero de casos de
cancer em todo o mundo € um dado alarmante, principalmente porque o nimero de dbitos esta
concentrado em paises em desenvolvimento. A Aroeira-do-Sertdo, Myracrodruon utundeuva,
¢ uma planta pertencente a flora brasileira e € encontrada principalmente na Caatinga. O uso
medicinal dessa planta é bastante disseminado pela cultura popular e suas acdes bioldgicas
sdo bastante difundidas, como atividade neuroprotetora, antioxidante, anti-inflamatoria,
analségica, antibidtica e anticancerigena. A composi¢do quimica dos extratos depende da
secdo do organismo vegetal que € analisada, podendo abranger diferentes classes de
metabdlitos secundarios como os flavonoides, taninos, terpenos e esteroides. O seguinte
trabalho pretendeu tragar o perfil quimico dos extratos etandlicos da folha, galho e casca da
Aroeira-do-Sertdao oriundas de Petrolina, interior de Pernambuco, por meio da técnica de
UPLC/Q-TOFMS/MS em cumplicidade com o tratamento estatistico dos dados e ensaio
citotoxico in vitro. No total foram identificados ao todo cerca de 50 compostos abrangendo os
trés extratos analisados pela obtencdo de espectros de massa de alta resolucdo no modo
negativo (ESI'). Os dados de atividade citotoxica destacaram o extrato da casca com potencial
acdo frente as linhagens de células cancerigenas HL60 (Leucémica), HCT-116 (Colén
humano), SF295 (Gliobastoma) e RAJI (Leucémica). A Andlise de Componentes Principais
(PCA) resultou no surgimento de trés grupos distintos indicando a diferenca metabdlica entre
as secOes da Aroeira. Através da OPLS-DA e S-plot foi possivel determinar os compostos
discriminantes pela compara¢do dos grupos e juntamente com os dados de citotoxicidade
apontar possiveis compostos que podem estar relacionados com tal a¢do anticancerigena.
Palavras — chave : Aroeira-do-Sertdo. Atividade Citotoxica. Quimiometria. UPLC/Q-

TOFMS/MS.



ABSTRACT

Nowadays, medicinal plants are being used to treat a big variety of diseases, alongside to the
production of phytotherapeutic compounds. The increasing number of cancer cases around the
world is an alarming data, especially because the deaths are concentrated in countries that are
in development. The (Aroeira do sertao), Myracrodruon utundeuva, is a plant that belongs to
the Brazilian flora e is mostly found in the Caatinga. The medicinal use of this plant is widely
disseminated through popular culture, and its biological actions are very well known, for
example, the neuroprotective, antioxidant, anti-inflammatory, analgesic antibiotic and ant
cancerous activities. The chemical composition of the extracts depends on the section of the
vegetal organism that is analyzed, the extract can have different classes of secondary
metabolites as flavonoids, (taninos), (terpenos), and steroids. This work’s goal was to stablish
the chemical profile of the ethanoic extracts of the leaves, branches and bark of the (aroeira do
sertao) that were obtained in Petrolina, Pernambuco. Using UPLC/Q-TOFMS/MS and a
statistical data processing of the cytotoxic assay in vitro. It was identified a total number of 50
compounds in the three extracts that had their high-resolution mass spectra in the negative
mode (EST’) analyzed. The Cytotoxic activity data showed that the extract that came from the
bark has a potential action over the cancerous HL60 (Leukemia), HCT-116 (Human colon),
SF295 (glioblatoma), RAJI (Leukemia) cells. The Principal Component Analysis (PCA)
resulted in three distinct groups formed that indicated the metabolic difference among the
Aroeira’s sections. Using OPLS-DA and the S-Plot was possible to determine the
discriminating compounds through comparison of the groups and alongside with the cytotoxic
data, to point possible compounds that might be related with the anti-cancerous activity.

Keywords: Aroeira-do-Sertdo. Cytotoxic activity. Chemometrics. UPLC/Q-TOFMS/MS.
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1 INTRODUCAO

Myracrodruon Urundeuva, nome cientifico da espécie conhecida como Aroeira-
do-Sertdo pertencente a familia Anacardiaceae, é uma arvore de grande porte, com tronco
medindo cerca de 1 m de didmetro e presenca de ramos flacidos. Pode ser encontrada em
diversas regides do Brasil, do Nordeste ao Centro-Oeste, porém ocorre frequentemente na
Caatinga, principalmente no estado do Ceard. O nome aroeira vem de araroeira, derivado de
Arara com adi¢dao do sufixo “eira” que significa lugar, porque é o local de preferéncia de

pouso e vivéncia dessa ave (LORENZI and MATOS 2000, BRAGA 2001).

7z

A Aroeira-do-Sertdo € uma planta medicinal bastante utilizada popularmente
devido as diversas acdes farmacolégicas que apresenta. E usada no tratamento anti-
inflamatério da area da ginecologia, de doencas respiratdrias e urinirias, hemorragias, na
forma de infusdao e decoc¢do, como também no tratamento ginecolégico pds-parto e no
tratamento de feridas cutineas. A entrecasca foi estudada em ensaio clinico farmacoldgico
onde obteve acdo no tratamento de udlcera péptica (via oral) e de cervitite e ectopia (via local),
o que promoveu a formulacdo de preparagdes farmacotécnicas conhecidas como ‘“elixir da
aroeira” e “creme vaginal de aroeira”. As preparagdes passaram a ser utilizadas pelo Projeto
Farmacias Vivas da UFC em apoio a comunidade local. Recentemente, a Aroeira-do-Sertao
foi adicionada a lista oficial da ANVISA de plantas, que s@o bastante usadas pela populagao,
com potencial uso como fitoterapicos (BANDEIRA 2002, VIANA, BANDEIRA et al. 2003,
AQUINO 2013).

Ainda assim, poucos estudos foram realizados ultimamente na intencdo de
investigar a composicdo quimica dos extratos da Aroeira-do-Sertdo. A maioria deles diz
respeito a composi¢do da parte que € usada medicinalmente, entrecasca, na descoberta de
taninos, polifenois eligninas e chalconas (BANDEIRA 2002). Os estudos com a folha
concentram-se na elucidacdo quimica de 6leos essenciais da folha (AQUINO 2013). Dessa
forma, o presente trabalho objetivou tracar o perfil quimico dos extratos etandlicos das vérias
partes da Myracrodruon urundeuva, como folha, galho e casca através da técnica de UPLC/Q-
TOFMS/MS aliada as andlises quimiométricas, sendo elas: Andlise de Componentes
Principais (PCA) e Analise Discriminante Ortogonal dos Minimos Quadrados Parciais
(OPLS-DA). Através da comparacdo com atividade citotéxica in vitro, ter uma nogao de

compostos com potencial acdo anticancerigena.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA
2.1 A relevancia das plantas medicinais

Qualquer vegetal que seja capaz de produzir compostos biologicamente ativos é
denominado de planta medicinal. Geralmente, essas substincias sdo consequéncia do
metabolismo secundério das plantas (PIRES and GRIPP 1988). A natureza tem o papel de
fornecer todo o material de estudo para o desenvolvimento de novas drogas. Newman e Cragg
desde 1997 tém publicado revisdes que abordam a quantidade de drogas aprovadas que foram
provenientes diretamente de produtos naturais e/ou produtos naturais modificados desde a
década de 80. Em 2012, sua quarta revisdo demonstrou a relevancia dos produtos naturais
como alicerce no desenvolvimento de metodologias para produgao de novas drogas. Cerca de
80% (79 no total de 99) das drogas anticancerigenas sdo baseadas em compostos extraidos de
fontes naturais, os quais podem ser utilizados diretamente, com alguma modificacdo estrutural
ou como base para a sintese de outros compostos ativos. No caso de agentes anti-infecciosos,
em torno de 48,8% (132 no total de 270) dos medicamentos também sdo produzidos a base de
produtos naturais. O levantamento realizado por Newman e Cragg desde a década de 80
demonstra a importancia das plantas medicinais como fonte de produtos naturais que se torna
uma regra base para a descoberta de potenciais drogas e no desenvolvimento de processos. A
figura 1 destaca a participacdo dos produtos naturais na producdo em cerca de 52% das

diferentes fontes de agentes terapéuticos (NEWMAN and CRAGG 2012).

Figura 1. Representacdo grafica das diversas fontes de agentes terapéuticos.

Derivados de p. naturais
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Fonte: Newman e Cragg 2012. Modificada pelo autor.
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2.2 Cancer: Aspectos Gerais

O cancer ¢ uma doenca que se desenvolve a partir dos mecanismos de
multiplicacdo das células do corpo. As células normais, as quais se organizam para formar os
tecidos e drgdos do organismo, realizam o ciclo de vida habitual: dividem-se, amadurecem e
morrem. Porém, quando células anormais ndo obedecem ao ciclo pelo fato da ocorréncia de
uma modificacdo genética ou mutagdo, que pode ocorrer pela acdo de diversos fatores, sendo
eles bioldgicos, fisicos ou quimicos, a doenga pode ser formada. Caso o sistema imunologico
ndo seja capaz de eliminar esse tipo de célula, o crescente nimero delas pode desenvolver as
células cancerosas. Essas se multiplicam rapidamente e desordenadamente podendo formar
conjuntos que sao denominados de tumores. Embora todo esse processo possa demorar anos
para ocorrer, o diagndstico deve ser realizado o mais cedo possivel. No prognéstico, que
determina as chances de cura do cincer, os médicos analisam diversos fatores, bem como o
tipo e estadio do cancer. A figura abaixo é um grafico que relaciona o estadio do cancer com o
prognéstico, o qual se torna mais reduzido na metistase que consiste no espalhamento de

tumores por diferentes regides do corpo (INCA).

Figura 2. Demonstracdo do efeito dos diferentes estadios do cancer no progndstico da doenga.
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Fonte: INCA.

Em 2012, o projeto Globocan/Iarc publicou dados relativos a estimativa de
incidéncia do cancer no mundo para aquele ano. Segundo os nimeros, dos 14 milhdes de
novos casos estimados, 60% deles ocorrem em paises em desenvolvimento. Porém, o mais

alarmante € que dos 8 milhdes de 6bitos previstos, 70% deles ocorrem nesses mesmos paises.

18



Com base no mesmo projeto, os tipos de cancer de maior incidéncia no mundo fora pulmao
(1,8 milhdo), mama (1,7 milhdo), intestino (1,4 milhdo) e prostata (1,1milhdo). A figura 3 € o

grafico que compara as incidéncias de diversos tipos de cancer no mundo.

Figura 3. Os 10 tipos de cancer mais comuns diagnosticados no mundo estimados em 2012

pela Globocan.
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Fonte: (BBC 2016).

Ainda de acordo com a publicacdo da Globocan em 2012, os cientistas preveem
um aumento de 70% de novos casos de cancer no mudo nas préximas décadas. Em niimeros,
isso significa 21,4 milhdes de novos pacientes até 2032 (BBC 2016). Segundo dados
publicados pelo Instituto Nacional do Céancer (INCA) em 2015, a estimativa para o Brasil € a
ocorréncia de 600 mil novos casos de cancer entre os anos de 2016 e 2017. Os principais tipos
sdo de prostata para os homens e mama para as mulheres. A figura abaixo resume os 10 tipos

de cancer estimados para 2016 por sexo (INCA 2015).

Figura 4. Distribuicdo proporcional dos 10 tipos de cancer mais incidentes estimados para

2016 por sexo, exceto pele ndo melanoma.

Localizagdo Primaria Casos % Localizacao Primaria Cazos

Proztats 61.200 28.8% HOmEns Mulneres Mama feminira 97560 28,1%

Tragueis, Bronguio e Pulman 17.330 Bi1% Codon e Reto 17620 B,6%

Codon e Reto 16,860 Th% Codo dio ohero 16,340 TA%

Estomago 12.820 8,0% Tragueia, Brdnguio & Pulméo 10880 3.3%

Cawidade Oral 11.140 5.2% Estimago 7.600 TR

Ezifage 7.8 N Gorpao dao iiero 8830 4%

Beviga 7.200 4% 1] 8.130 0%

Laring= 5,360 0% Glandula Tirecsde 3870 29%

Leucemiag 3.540 2.8% Linfoma néoa Hodgkin 5.030 4%

Sigtema Nervoao Central 3440 2.0% Siztema Nervoco Geniral 4830 23%

19



Fonte: INCA (2015).

2.3 Cancer: Exploraciao da Flora do Nordeste Brasileiro na Descoberta de Potenciais

Drogas Anticancerigenas

A enorme biodiversidade da flora brasileira justifica por se s6 o enorme potencial
da pesquisa na area de produtos naturais com a finalidade de descobrir e/ou desenvolver
novos medicamentos contra o cancer. Grande parte do Nordeste brasileiro é recoberto pela
Caatinga (cerca de 70% ou 1,000,000 kmz), a qual consiste em uma vegetagdo xerofila
composta principalmente por espécies herbaceas de alto endemismo (cerca de 30% - 180 de
596). Muitas espécies ja conhecidas por seus efeitos terapéuticos pela medicina local como
Myracrodruon urundeuva Fr. All., Annona muricata L., Allamanda cathartica L., pau-ferro,
Costus spicatus Jacq., Solanum cernum Vell, dentre outras, ja foram estudadas para avaliagao

de possivel potencial anticancer (PESSOA, COSTA-LOTUEFO et al. 2006).

Em 1952, o Departamento de Antibidticos da Universidade Federal do
Pernambuco iniciou um programa de busca por extratos de plantas com alguma atividade
biol6gica. O primeiro estudo com essa finalidade foi realizado por Santana et al. (1968)
utilizando o extrato obtido a partir da casca do caule da espécie Tabebuia avellandeae. O
principal componente do extrato, a benzoquinona Lapachol, apresentou grande propriedade
antitumoral inibindo em cerca de 82% o crescimento de células do Sarcoma de Yoshida e
50% do Carcinossarcoma de Walker em ratos. Cerca de 37 espécies foram avaliadas contra
células KB, onde muitas delas apresentaram valores de ICsy abaixo de 10 pug/mL. Esse estudo
foi realizado por Nascimento et al. (1984-1985). Em 1997, Moraes et al. estudou os extratos
crus de 75 espécies de plantas brasileiras que produziram reduc¢do préoximo a 50% no
crescimento de tumores. Para que os extratos sejam considerados ativos a inibi¢do deve ser
acima de 40% in vivo. Nesse estudo ele observou dez extratos que possuiram notéavel
desempenho sendo eles, com a respectiva inibicdo em porcentagem: Plumeria bracteata
(52%), Tagetes minuta (51%), Hymenolobium petraeum (71%), Ageratum conyzoides (43%),
Annona squamosa (56%), Obrygnia phalerata (59%), Euphorbia tirucalli (60%), Croton
regelianus (75%), Wilbrandia verticillata (84%) e Auxemma oncocalyx (48%). Pessoa et al.
(2006) publicaram essas informacdes além de uma tabela que resume o efeito inibitorio contra
o crescimento de células cancerosas dos extratos hidroalcodlicos e fitoquimicos de diversas

espécies de plantas do Nordeste brasileiro. O resultado mais relevante para esse trabalho € o
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fato da Myracrodruon urundeuva possuir atividade considerdvel o que instiga o estudo

quimico aliado com essa atividade biologica (PESSOA, COSTA-LOTUFO et al. 2006).

2.4 Aroeira-do-sertao: Aspectos Gerais

7z N

A aroeira-do-sertdo, como ¢é conhecida popularmente, pertence a familia
Anacardiaceae e possui o nome cientifico Myracrodruon urundeuva Allemao, porém também
pode ser encontrada pelo sindnimo Astronium urundeuva Engl. Sua ocorréncia é observada
por toda a regido que vai do Ceard até Argentina e Paraguai, portanto pode ser vista em
regides secas como no caso da Caatinga, em destaque na figura 5 com a area de obtengao do

material de trabalho, mas também em regides de florestas umidas e fechadas (CORREIA

1984).

Figura 5. Mapa da Caatinga com destaque para a regido onde se obteve o material de trabalho.

Limite entre Petrolina e Lagoa Grande, interior de Pernambuco.

Bioma Caatinga
VT

Fonte: Elaborada pelo autor.

E uma arvore que pode ter de 10 a 15 m de altura, porém depende do local de

crescimento. Possui tronco alto e reto, coberto por uma casca castanho-escura, a qual €

(@

subdividida em placas escamiformes em troncos velhos, porém no caso dos jovens
escamosa e cinzenta. As folhas sdo dispostas de forma alternada, com 5-7 pares de foliolos
ovado-obtusos e pubescentes em ambas as faces. E uma planta dioica, com flores masculinas
e femininas pequenas, pendentes, com coloraciao que varia de parda a purpurea exibindo pelos

brancacentos. Por consequéncia, possuem frutos drupiceos, com cerca de 0,5 cm de didmetro,
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ovais, nigrescentes e apiculados (MARTIUS 1967, RIZZINI 1971, VIANA, BANDEIRA et
al. 2003). Geralmente, a aroeira-do-sertdo floresce entre os meses de junho e julho e frutifica
entre agosto e dezembro. Em seu estado vegetativo, ela pode ser confundida com outra
espécie que também faz parte da familia Anacardiaceae, a Schinopsis brasiliensis (Baratina)
(Filho, Santos et al. 2009). Na figura 6, podem-se observar imagens reais da aroeira-do-sertao,

bem como da casca e folhas da planta.

Figura 6. Imagens reais da arvore, folhas e casca do caule da espécie Myracrodruon

urundeuva.

Fonte: Elaborada pelo autor.

A madeira da aroeira-do-sertdo possui diversas qualidades que ocasionaram
intensa exploracdo nos udltimos 50 anos. Pelo fato de ser bastante resistente a umidade e
possuir alta durabilidade, € rotineiramente extraida para a utilizagdo na construcdo civil,
mourdes de cerca e curtimento de couro devido ao elevador teor de taninos. A extracdo
exagerada e o manejo improprio dessa matéria-prima prejudica o uso dessa planta medicinal
contra os males os quais sdo combatidos devido as suas propriedades terapéuticas ja

comprovadas como anti-inflamatoria, anti-infecciosa, cicatrizante, dentre outras

(CONCEICAO 1980, BANDEIRA 1993, ALBUQUERQUE, LEAL et al. 2011).
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2.5 Aroeira-do-sertao: Importancia Biologica

J4 sdo bastante reportadas na literatura especializada em plantas medicinais as
atividades bioldgicas exercidas pelos extratos da Myracrodruon urundeuva de diferentes
secoes como casca, folhas e sementes (Figura 7). Sousa e colaboradores demonstraram os
efeitos anti-inflamatérios e contra tlcera gastrica em roedores de uma fragdo rica em taninos
extraidos da entrecasca da aroeira do-sertdo usando acetato de etila como solvente (SOUZA,
AQUINO et al. 2007). A mesma extracdo com esse solvente foi realizada por Viana e
colaboradores para obtencdao de uma fracdo rica em chalconas, as quais foram responsiveis
pelos efeitos analgésicos e anti-inflamatérios observados nos testes realizados em ratos. Esse
trabalho foi de extrema relevancia por ter sido o primeiro a relatar efeitos analgésicos centrais

e periféricos de chalconas diméricas naturais (VIANA, BANDEIRA et al. 2003).

Figura 7. Relacdo entre 6rgdo da aroeira-do-sertdo com diferentes acdes bioldgicas.

Fonte: Elaborada pelo autor.

A atividade antibidtica também € observada para extratos da planta em questao.
Da Silva e colaboradores perceberam esse efeito pela acdo dos extratos hidroalcodlico cru e
semipuro, o qual foi obtido por sucessivas particdes com solventes organicos com acréscimo
de polaridade. Os extratos foram obtidos a partir da folha e casca, onde especialmente os
extratos da folha obtiveram resultados expressivos contra bactérias Gram-positivas,

possivelmente pela presenca de compostos bioativos que afetam a sintese de peptideoglicanas.
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Além disso, realizaram testes de identificacdo com os extratos obtidos e observaram a
presenca de diversos metabdlitos secundarios como taninos hidrolisaveis, flavonoides,
saponinas (especialmente na folha), terpenos e esteroides. Apesar disso, eles concluem que
experimentos cromatograficos de alto rendimento devem ser realizados para se tragar um

melhor perfil das moléculas que possuem tal efeito (DA SILVA, MOTA et al. 2013).

Outro importante estudo realizado recentemente verificou a atividade
neuroprotetora do extrato hidroalcodlico das folhas da aroeira. Segundo a literatura,
certamente essa atividade € diretamente relacionada com as propriedades antioxidantes e anti-
inflamatdrias extensivamente relatadas (CALOU, BANDEIRA et al. 2014). Um trabalho
bastante relevante publicado em 2011 testou extratos obtidos via semente de 21 espécies de
plantas diferentes do Nordeste brasileiro contra linhagens de células tumorais. A tnica espécie
que obteve resultados positivos, principalmente contra a linhagem HL-60 de leucemia [ICs
de 12,5 (9,5-16,7) pg/mL], foi a Myracrodruon urundeuva. Adicionalmente, obteve resultado
satisfatorio contra glioblastoma SF-295 [ICsy de 25,1 (17,3-36,3) pg/mL] e 180 células de
Sarcoma [ICsg de 38,1 (33,5-43,4) pug/mL]. Eles observaram a reducdo dos nimeros de célula,
volume e viabilidade além de fragmentacdo internucleosomal do DNA dependente da dose
aplicada. Portanto, concluiram que o extrato etandlico da semente da aroeira-do-sertao
induziu o mecanismo de apoptose celular das células tumorais (FERREIRA, FARIAS et al.
2011). Além disso, Pessoa et al. (2006) publicaram resultados referentes a inibicao do
crescimento de células tumorais sob efeito do extrato etandlico de folhas da Aroeira-do-
Sertdao. Os valores de ICsy para esse estudo foram de 7,4 pg/mL contra HL-60 e 8,5 pg/mL
contra SW1573, os quais sdo considerados valores relevantes, pois quanto menor o ICs
menor € a quantidade de extrato responsavel por essa inibi¢ao (PESSOA, COSTA-LOTUFO
et al. 2006). Com base nisso e em outros fatores, torna-se importante investigar quimicamente

no ambito de estruturas moleculares que compdem esses extratos ativos biologicamente.
2.6 Aroeira-do-sertao: Compostos Quimicos nao-volateis

Apesar dos diversos efeitos terapéuticos dos extratos da aroeira-do-sertdao de
diferentes partes do organismo vegetal, o conhecimento sobre a constituicdo quimica bem
como o isolamento dos compostos que promovem as atividades bioldgicas ndo sdo tdo
expressivos. Estudos realizados por Bandeira (2002) com o extrato acetato de etila
possibilitou a identificacdo e isolamento de alguns compostos que posteriormente foram

relacionados a algumas atividades terapéuticas como anti-inflamatoria, analgésica e
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antioxidante (VIANA, BANDEIRA et al. 2003) e no tratamento da conjuntivite alérgica
(ALBUQUERQUE, LEAL et al. 2011). Esses compostos foram as chalconas diméricas
urundeuvina A (extraida da entrecasca da planta adulta; caule e xilopédio dos brotos),
urundeuvina B (extraida da entrecasca da planta adulta; caule e xilopdédio dos brotos),
urundeuvina C (extraida da entrecasca da planta adulta) e matosina (extraida dos caule e
xilopddio dos brotos). Ainda assim, foram identificados outros compostos do mesmo grupo
dos flavonoides nas folhas dos brotos, sendo estes quercetina, aromadendrinol e o
biflavonodide agastiflavona. No cerne foram encontrados o f-sitosterol e o glicosideo do p-

sitosterol (BANDEIRA 2002).

A partir do extrato etandlico da semente da Myracrodruon urundeuva, Souza
(2012) identificou e isolou um composto que foi ativo contra larvas do mosquito Aedes
aegypti, vetor da dengue. O composto isolado foi o m-pentadecadienil-fenol (SOUZA,
CUNHA et al. 2012). A partir dos extratos obtidos através dos decoctos da hidrodestilacao
das folhas da aroeira-do-sertdo que gera como constituinte principal o mirceno, Aquino
(2013) identificou quatro compostos sendo um deles inédito na literatura. Os compostos
foram: N-metil-3R*,5R *-di-hidroxi-2-piperidinonam, 4dcido quinico, acido gélico e galato de
metila. No mesmo trabalho, os extratos foram submetidos a testes farmacol6gicos, os quais
confirmaram a ndo citotoxidade e potencial poder anti-inflamatério sob neutréfilos humanos

(AQUINO 2013). Todos os compostos mencionados sdo listados na tabela 1.
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Tabela 1. Constituintes ndo-volateis extraidos de diversas partes do organismo vegetal da Myracrodruon urundeuva.

Componentes Classe Estrutura Férmula Molecular  Orgéo vegetal Referéncia
Urundeuvina A Chalconas C30H2209 Entrecasca (adulta); (BANDEIRA 2002)
caule e xilopddio
dos brotos)
Urundeuvina B Chalconas C30H2009 Entrecasca (adulta); (BANDEIRA 2002)
caule e xilopddio
dos brotos)
Urundeuvina C Chalconas C50H2:010 Entrecasca (adulta) (BANDEIRA 2002)

HO OH




Matosina

Quercetina

Aromadendrinol

Chalconas C30H24010
HO OH
Flavonéides oH Ci5sH1007
OH
HO l (0] O
OH
OH (o]
Flavonéides oH Ci5H100s

Caule e xilopédios (BANDEIRA 2002)

brotos

Folhas dos brotos (BANDEIRA 2002)

Folhas dos brotos ~ (BANDEIRA 2002)
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Agatisflavona

N-metil-3R*,5R*-di-
hidroxi-2-

-piperidinona

Acido quinico

Acido gélico

Galato de Metila

Flavonoides

Alcal6ides

Taninos

Taninos

HOy,

HO\\\\“‘

C30H15010

CsHi103N

C7H,06

C7HeOs

CsHgOs5

Folhas dos brotos

Folhas da planta
adulta

Folhas da planta
adulta

Folhas da planta
adulta

Folhas da planta
adulta

(BANDEIRA 2002)

(AQUINO 2013)

(AQUINO 2013)

(AQUINO 2013)

(AQUINO 2013)

28



[-sitosterol Terpenos Cy9H;500 Cerne (BANDEIRA 2002)

HO
Glicosideo do f- Terpenos C35Hg0Og Cerne (BANDEIRA 2002)
-sitosterol
"ﬂ%a

m-pentadecadienil- C1H5,0 Sementes (SOUZA, CUNHA et al. 2(

-fenol

Fonte: Elaborada pelo autor.
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2.7 Metaboélitos Secundarios

Os metabdlitos secundarios sdo compostos quimicos produzidos a partir do
metabolismo secundérios das plantas. Eles sdo derivados dos metabdlitos primarios, os quais
sdo conhecidos como precursores do metabolismo secundario. Existem trés diferentes
precursores: acido chiquimico que é precursor de compostos aromaiticos, acetato que €
precursor dos acidos graxos, polifendis, isoprenos, prostaglandina, entre outros e aminoacidos
que sdo os precursores dos alcaloides. Dessa forma, os metabdlitos secundarios sao divididos
em trés grupos gerais: compostos fendlicos, terpenos e compostos nitrogenados (GOTTLIEB,

KAPLAN et al. 1996, TAIZ and ZEIGER 2013).

Durante grande parte do século XX, acreditava-se que os metabodlitos secundarios
eram biossintetizados a partir de reacdes da planta ao meio externo. Porém, estudos mais
recentes demonstraram que alguns deles possuem papel fundamental na vida do organismo
vegetal com ac¢des especificas que depende de diversos fatores. Eles afetam a produgdo desses
compostos como a sazonalidade, ritmo circadiano, idade e estdgio de desenvolvimento,
temperatura, disponibilidade de 4gua, radiacdo UV, entre outros. E interessante notar que
esses compostos sdo distribuidos no reino vegetal de acordo com a espécie analisada, ou seja,
um metabdlito secundéario pode estar presente em determina espécie ao passo que em outra
ndo. Essas caracteristicas relacionam-se com os fatores mencionados anteriormente e atuam
de alguma forma na distin¢do entre metabdlitos priméarios e secundarios (GROS, POMILIO et

al. 1985, GOTTLIEB, KAPLAN et al. 1996, GOBBO-NETO and LOPES 2007).

Por mais que estes compostos quimicos ndo sejam ativos no metabolismo
principal da planta, eles possuem fungdes bastante importantes na manutengdo da vida
vegetal, destacando-se acdes sob 0s mecanismos de competicio e sobrevivéncia. Essas

funcdes ecoldgicas sio resumidas abaixo (TAIZ and ZEIGER 2013):

e Protecdo das plantas contra os herbivoros e as eventuais infeccdes ocasionadas por

organismos patogénicos;

e Atracdo (odor, cor ou sabor) no que diz respeito a agentes polinizadores e dispersores

de sementes;

e Agentes de competicdo planta-planta e nas simbioses planta-microrganismo.
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A espécie abordada neste trabalho, Myracrodruon urundeuva, possui uma vasta
gama de diferentes tipos de metabdlitos secundérios extraidos ja relatados na literatura que
dependem da secdo do organismo que € usada na extracdo. Além das atividades ecoldgicas ja
mencionadas, eles possuem outras fungdes que eventualmente podem ser uteis a outros
organismos. Com foco neste trabalho o qual analisa os extratos das folhas, cascas e galhos da
aroeira-do-sertdo, torna-se valido ressaltar as principais classes encontradas nessa se¢ao do

organismo vegetal, os flavonoides e os taninos hidrolisaveis.
2.7.1 Flavondides

Essa classe de metabdlitos primarios € formada por compostos polifendlicos, ou
seja, que apresentam mais de um nicleo aromético. De origem natural, sdo biossintetizados
pela via dos fenilpropandides. Intimeras fun¢des sdo atribuidas a essa classe de compostos nas
plantas, destacando-se: protecdo dos vegetais contra diversos agentes externos como radiacao
ultravioleta e visivel, insetos, fungos, bactérias e virus, atracdo de agentes polinizadores,
antioxidantes, controle na taxa de hormdnios vegetais, inibidores enzimaticos, dentre outras

(SIMOES, SCHENKEL et al. 2003).

Eles podem ser subdivididos em diversas classes de acordo com a rota
biossintética que € seguida para gera-los. Sdo: flavonas, flavondis e derivados C- e O-
heterosideos, antocianos, chalconas, auronas, di-hidro-flavondis, flavanonas, di-hidro-
chalconas, flavanas, leucoantocianidinas, proantocianidinas, neoflavonoides, biflavonoides,
dentre outras. A figura 8 mostra o esqueleto principal dos flavonoides (SIMOES,

SCHENKEL et al. 2003).

Figura 8. Estrutura principal de um flavondide.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Algumas classes de flavonoides tem exibido atividade antitumoral in vitro e em
modelos animais, sendo elas: chalconas, flavononas, flavondis, flavonas e isoflavonas. O
galato de epilgalocatequina, classe dos flavonois, presente em folhas de Camellia sinensis (L.)
Kuntze demonstrou atividade de preven¢do em modelo animal de cancer duodenal. Tal
atividade foi confirmada pela liberacdo do fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) que indica

inibicdo (CHANG and KINGHORN 2001).
2.7.2 Taninos hidrolisaveis

Esse tipo de metabdlito pertence a classe geral dos taninos, os quais sdo
compostos que dao caracteristica de adstringéncia para determinadas secdes do organismo
vegetal através da interacdo das proteinas glucoproteinas salivares causando precipitacao.
Geralmente, essas moléculas sdo encontradas na natureza na forma de ésteres ou associadas a
actcares. Sao formados a partir do chiquimato e compreendem os ésteres de acidos gélicos e
acidos elagicos glicosilados (BRUNETON 1991, HELDT 1997, MONTEIRO,
ALBUQUERQUE et al. 2005).

A consideravel atividade antioxidante dos taninos é de grande valia no tratamento
de doencas degenerativas que estdo associadas a altas concentracdes de espécies oxigenadas
reativas ou radicais livres. Isso porque essa classe de compostos pode atuar na captacido de
radicais, interceptando as espécies de oxigénio formando radicais estaveis, como: o bloqueio
da peroxidacdo de lipideos em mitocOndria hepaticas, o bloqueio da lipoxigenase em

leucéceitos, o bloqueio da xantinoxidade e a repressdo da formagdo de radicais de anion

superoxido (MONTEIRO, ALBUQUERQUE et al. 2005).
2.8 Metabolomica

O campo da metabolomica abrange o estudo de moléculas de baixo peso, sendo
itil na descoberta de novos biomarcadores (TAKAYAMA, MOCHIZUKI et al. 2015). A
palavra “metabolomica” foi introduzida no meio cientifico em 1998 por Oliver et al., onde
estudou a andlise funcional do genoma de uma levedura. Ela possui aplicacdo em diversas
areas como ferramenta na genOmica funcional, aplicacdes nas pesquisas farmacéutica e
médica, na discriminacdo de diferentes gendtipos e os efeitos da manipulacdo genética,
descoberta de produtos naturais € em diversas aplicacdes na pesquisa de plantas (ERSNET,

SILVA et al. 2014).
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Dependendo da finalidade do estudo, o estudo metabolomico segue estratégias
diferentes. A metabolomica em si abrange um conjunto de anélises usadas na identificacio e
quantificacdo, desde o preparo da amostra até a andlise estatistica, de metabdlitos como
possiveis biomarcadores ou provenientes de alguma alteragdo no genoma. No entanto, quando
se quer analisar de forma rdpida uma amostra com o auxilio de uma base de dados de
metabdlitos, sem identificacdo ou quantificacdo, o fingerprint metabdlico é o ideal.
Normalmente ele € usado para métodos de diagndstico, na industria ou rotina clinica. Quando
os metabodlitos sdo pré-definidos e a quantificacdo é pré-estabelecida, o estudo passa a ser

chamado metabolite profiling ou perfil metabdlico (FIEHN 2002, MADSEN, LUNDSTEDT
et al. 2010).

2.9 Instrumentacio Analitica para aquisicao dos dados
2.9.1 UPLC/Q-TOFMS/MS

Por muito tempo, técnicas analiticas de identificacdo e separacdo de compostos
baseadas em HPLC (High Perfomance Liquid Chromatography) tém sido utilizadas. Porém,
com a reducdo do tamanho de particula, que inicialmente promoveu um aumento significativo
no poder de resolucdo da técnica, ocasionou uma desregulacdo entre poder de resolugdo e
tempo de medida. Esse conflito foi gerado pela incapacidade do sistema de
pressao/bombeamento de liquido do equipamento. O desenvolvimento de novos sistemas de
bombeando e inje¢do atingindo pressdes elevadissimas, cerca de 10.000 psi, aliados com
tamanhos de particula abaixo de 2 um promoveram o surgimento de um novo nivel de
performance. Para isso, o uso de detectores capazes de processar rapidamente os dados
fornecidos pelo sistema cromatografico foi essencial. A utilizacdo de metodologias a base de
LC-MS (Liquid Chromatography — Mass Spectrometry) tém sido o mais recente meio de
investigacdo cromatografica de matrizes complexas (CHURCHWELL, TWADDLE et al.
2005).

Metodologias a base do UPLC (Ultra Perfomance Liquid Chromatography) tém
significado aos analistas rapidez, resolucdo e sensitividade. A coluna cromatogréifica dessa
técnica € composta por particulas porosas com um tamanho abaixo de 2 um. Esse fato acarreta
aumento de resolu¢do, estreitamento dos picos, aumento da sensitividade e reprodutibilidade
dos tempos de reten¢do. Além disso, como possui um sistema de bombeamento de solvente
que atinge altas pressoes, as quais podem atingir valores acima dos 100 MPa, o tempo de

corrida € encurtado. Essa caracteristica € evidenciada pela reducdo do consumo de solvente
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durante as medidas em comparacdo ao HPLC. O fato da coluna presente no UPLC ser
substancialmente menor em comparagdo a técnica mais antiga, a quantidade de amostra que é
injetada também € reduzida. O efeito matriz é quase inexistente na técnica de elevadas
pressdes, porque a alta resolu¢do e o estreitamento dos picos reduzem demasiadamente a
possibilidade de co-elui¢do. Por isso, € dispensdvel o uso de métodos de quantificacdo por
adicdo de padrao, como costuma ser utilizado na técnica convencional, mas sim quantificacao
por padrio interno, que seria mais bem apropriada (NOVAKOVA, MATYSOVA et al. 2006,
DE STEENE and LAMBERT 2008, WAN, BAI et al. 2013).

A espectrometria de massa é uma técnica de identificacdo de compostos baseada
na razdo m/z dos ions formados durante a medida, bem como das suas abundancias. Apds a
passagem da amostra pela coluna cromatografica, ela atinge a entrada do espectrometro de
massa e passa pela fonte de ionizacdo que possui a fungcdo de particionar a amostra em ions.
Em seguida, os fons sdo levados por meio de um campo eletromagnético até o analisador de
massa que os separa de acordo com a razdo m/z correspondente. Por fim, os ions sdo
identificados pelo detector e o sinal gerado € registrado pelo sistema de dados (Figura 9 —

esquema simplificado de um espectrometro de massa) (PAVIA, GARY et al. 2010).

Figura 9. Esquema simplificado das se¢des do espectrometro de massa acoplado ao UPLC

usado neste trabalho.

. O S . . T, N
Unidade de \ Fonte de \ Analisador i T e

entrada da lonizagdo » » demassa > » Detector ; / S
amostra (EST) r (Q-TOF) .~ o
Atmosfera/vicuo Alto vacuo

Fonte: Elaborada pelo autor.

O espectrometro de massa acoplado ao UPLC ioniza a amostra a partir de um
eletrospray (ESI). Esse método de ionizacdo € baseado na formagdo de um spray de ions
quando se aplica um potencial, que pode ser positivo ou negativo, no tubo capilar por onde
passa a amostra. Ao se aplicar potencial, ocorre deformag¢do do liquido ocasionado pelo
campo elétrico e a formacdo do cone de Taylor. A ocorréncia de processos eletroquimicos
favorece a formacdo goticulas carregadas que entram em contrafluxo de um gés inerte (No()),
cujo tem a funcdo de evaporar as moléculas de solvente presentes nas goticulas. Com isso, as

goticulas diminuem de tamanho continuamente até o surgimento dos ions isolados que por
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meio de um campo elétrico sdo transportados ao analisador. A figura abaixo representa o

processo que ocorre nesse tipo de ionizagdo (PAVIA, GARY et al. 2010).

Figura 10. Representacdo da ionizagdo por eletrospray.
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Fonte: (LANCAS 2009).

O UPLC/Q-TOFMS/MS, técnica utilizada no trabalho, possui um sistema de
analisador hibrido compostos por dois analisadores: o quadrupolar e o tempo de voo. O
analisador quadrupolar € formado por quatro barras cilindricas paralelas dispostas de certa
maneira que o feixe de fons passe entre elas. As barras geram um campo elétrico que depende
de uma faixa de razdo m/z escolhida pelo analista. Se o ion possuir a razao dentro da faixa, ele
passa normalmente pelas barras em trajetdria espiral até atingir o detector. Porém, se o ion
possui a razao fora da faixa, ele sai da trajetdria e ndo consegue atingir o detector. Por isso,
espectrOmetros de massa que possuem apenas o analisador quadrupolar sdo de baixa
resolucdo. O analisador de massa por tempo de vod baseia-se no tempo que os ions levam
para chegar ao detector. Esse tempo depende unicamente da massa do fon, ja que todos eles

sdo acelerados com o mesmo valor de energia cinética que segue a formula abaixo:

Equacdo 1. Equacdo de representacao da energia cinética.

m02

F=——
2

Portanto, os ions atingem o detector em ordem crescente de massa (PAVIA,
GARY et al. 2010). Com base nisso, a técnica analitica descrita juntamente com a
Quimiometria, descrita posteriormente, sdo de suma importancia na andlise do perfil quimico

da espécie de planta abordada neste trabalho, visto a capacidade ja demonstrada na literatura
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de anédlise de amostras que apresentam matriz complexa (FUNARI, CASTRO-GAMBOA et
al. 2013).

2.10 Tratamento dos Dados: Quimiometria

7

A Quimiometria ¢ um método analitico baseado no conjunto de ferramentas
matematicas, estatisticas e computacionais que analisam dados de viés quimico a fim de
classificar, interpretar, investigar e prever determinado comportamento. Ela é subdividida em
diversas subdreas tendo destaque apenas algumas como o planejamento de experimentos, O
reconhecimento de padrdes e a calibracdo multivariada. No planejamento de experimentos
existe a procura por varidveis que possuem maior impacto sobre determinado processo. No
reconhecimento de padrdes, busca-se agrupar amostras que sao semelhantes entre si com base
em uma vasta gama de informacdes, que podem ser medidas espectrais, por exemplo, e assim,
detectar alguma tendéncia nos dados. A calibragdo multivariada estabelece modelos que
correlacionam uma série de medidas realizadas em amostras com determinada propriedade

(SOUZA and POPPI 2012).

As técnicas quimiométricas de andlise multivariada sdo bastante requeridas no
estudo de produtos naturais porque buscam correlacionar o perfil metabdlito a uma
determinada propriedade bioldgica. Alguns mecanismos estatisticos sao usados para
conseguir tal feito como por meio da andlise de componentes principais (PCA, Principal
Components Analysis), por minimos quadrados parciais (PLS, Partil Least Squares), por
andlise hierarquica de agrupamentos (HCA, Hierarquical Cluster Analysis), por andlises
discriminantes, analises de correlagdes, entre outros (FUNARI, CASTRO-GAMBOA et al.
2013).

2.10.1 Analise de Componentes Principais (PCA)

O objetivo do uso desta técnica é reduzir a quantidade de dados da amostra
original e a0 mesmo tempo preservar o maior nimero de informacgdes possiveis. Essa reducao
€ realizada por meio do estabelecimento de um conjunto de novas varidveis ortogonais que
sdo combinagdes lineares das originais, denominadas componentes principais (PCs). Elas sdo
dispostas nos eixos dos graficos que sdo obtidos apds a andlise (PCA). Eles demonstram as
relacdes que existem entre as diferentes varidveis, que € o objetivo central do reconhecimento
de padrdes auxiliando na interpretacdo dos dados. Estes graficos podem ser de natureza bi ou

tridimensional (CORREIA and FERREIRA 2007). A figura 11 representa as componentes
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parciais de funcionamento da técnica. A PCA € bastante usada, pois possui vantagem na
andlise de um conjunto de dados multivariados, na exploracdo de dados, classificacdo da

amostra e analise replicada (BRERENTON 2007, KHAKIMOV, GURDENIZ et al. 2015).

Figura 11. Representacio grafica dos autovalores e autovetores.
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Fonte: (MARTINS, GODQY et al. 2012)

2.10.2 Minimos Quadrados Parciais (PLS)

A andlise quimiométrica por meio da PLS difere da PCA por adotar dois
conjuntos de varidveis regidos por duas equacdes. Assim como a PCA, também consiste em
uma analise multivariada dos dados, porém pela decomposicao simultanea das matrizes X e
Y. Ainda assim, a interpretacdo € semelhante a realizada na andlise por PCA (KHAKIMOV,
GURDENIZ et al. 2015).

2.10.2.1 Analise Discriminante Ortogonal dos Minimos Quadrados Parciais (OPLS-DA).

A OPLS-DA € um segmento da PLS-DA, que consiste numa regressdao da PLS
classica usada em amostras discriminantes, considerando duas classes de matrizes, onde a
variavel Y tende a O e as outras variaveis a 1. O principal objetivo da PLS-DA ¢ melhorar a
separacdo entre esses dois grupos por meio de classes de informagdes. Na OPLS-DA ocorre a
remoc¢ao da varidvel independente Y (ortogonal) de X (KHAKIMOV, GURDENIZ et al.
2015).
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A proposta da OPLS-DA € a simplificacdo da andlise, ou seja, a reducdo da
complexidade dos dados por meio dessa remocdo da varidvel ndo correlacionada. Dessa
forma, a interpretacdo dos dados torna-se mais simplificada, pois a informagdo € descrita por
apenas um componente, porém o poder de predicdo das duas técnicas (PLS-DA e OPLS-DA)
sdo bastante semelhantes. Além disso, esse tipo de andlise € bastante utilizado em estudos
metabolomicos devido a andlise multivariada de dados e simplificacio da interpretacdo
(TRYGG and WOLD 2002). A grande vantagem dessa técnica é a enorme capacidade de
evidenciar os metabodlitos de maior importancia dentro de um grupo, também chamados de

discriminantes da amostra, por meio do grafico-S (S-plot) que apresenta a integracido e

classificacdo das varidveis com maior correlagcdo e variancia entre os grupos (GOMES 2013).
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

7
L X4

Realizar estudo metabolomico os extratos etandlico da folha, galho e casca da
Myracrodruon urundeuva por meio da UPLC/Q-TOFMS/MS conjuntamente com
analise quimiométricas e ensaio citotoxico in vitro frente a diferentes linhagens de
células cancerigenas com o intuito de gerar o conhecimento de compostos oriundos de

uma planta local com potencial atividade anticincer.

3.2 Especificos

Identificar os compostos quimicos ndo-volateis dos extratos etandlicos da folha, galho
e casca da Aroeira-do-Sertao;

Testar a potencial atividade citotoxica in vitro desses extratos frente as linhagens
HL60 (Leucémica), HCT-116 (Cdélon humano), SF295 (Gliobastoma) e RAIJI
(Leucémica) de células cancerigenas;

Obter diferentes perfis metabdlicos a partir dos dados de andlise quimiométricas
(PCA);

Listar as variaveis, ou compostos discriminantes, que influenciam a separagao dos
grupos através da OPLS-DA e S-plot;

Correlacionar os dados de quiomiometria e atividade citotoxica com a finalidade de

determinar compostos ou grupos de compostos ligados a tal acdo.
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4 MATERIAL E METODO
4.1 Materiais

4.1.1 Materiais utilizados nas metodologias de extraciao

Tubos de ensaio de 15 mL;

e Estante para tubos de ensaio;

e Seringa de vidro coma agulha;

e Pipeta automética de 5000 uL com ponteiras;

e Vials para UPLC-MS ( 2 mL);

e Filtros de PTFE de tamanho de poro 0,22 pm;

e Vidrarias auxiliares: proveta, becker, erlenmeyer, pipeta de pasteur;
e Hexano PA;

e Ftanol PA;

e Agua Milli Q;

Frascos de penicilina.
4.1.2 Materiais utilizados no ensaio de citotoxidade in vitro
e Linhagens tumorais: HCT-116, SF-295, HL60 e RAII;
e DMSO PA;
e 3-(4,5-dimetil-2-tiazol)-2,5-difenil-2-H-brometo de tetrazolium (MTT);
e Placas de petri.

As células de linhagens tumorais usadas neste trabalho HCT-116 (c6lon-humano),
SF-295 (Glioblastoma), HL60, RAJI (leucémica) e PC3 (prostrata) foram cedidas pelo
Instituto Nacional do Cancer dos Estados Unidos. Elas foram cultivadas em meio RPMI 1640,

suplementadas com 10% de soro fetal bovino € 1% de antibidticos, mantidas em estufa a 37
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°C e atmosfera de 5% de CO,. Todo o ensaio foi realizado no Laboratério Nacional de

Oncologia Experimental da FioCruz.
4.2 Equipamentos
4.2.1 Equipamentos usados na metodologia de extracao
e Balanca analitica;
e Moinho de facas;
e Vortex para agitacdo de tubos de ensaio;
e Banho ultrassom de poténcia fixa de 135 W;
e Centrifuga sem a necessidade de refrigeracao;
e Rota evaporador;
e Liofilizador.
4.2.1 Equipamentos usados no ensaio de citotoxidade in vitro
e Estufa incubadora de CO»;
e C(Centrifuga;
e Espectrofotdmetro de placa.
4.3 Reagentes

Os solventes utilizados nos procedimentos de extracdo foram oriundos da Vetec
Quimica e Tedia High Purity Solvents. No procedimento de andlise das amostras via UPLC,
os solventes utilizados foram procedentes da LiChrosolv® e da Aldrich Chemical Company.
Em todos os métodos, a dgua de alta pureza utilizada foi produzida a partir do Milli-Q®

Integral Purification System da Merck Millipore.
4.4 Obtencao e Tratamento das Amostras

As amostras folha, casca e galho de Aroeira-do-Sertdo foram obtidas de plantas
aparentemente jovens de ocorréncia natural proximas ao limite entre os municipios de

Petrolina e Lagoa Grande, interior de Pernambuco, no dia 24 de Agosto de 2016, entre 9 e 10
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horas da manha. Os materiais foram embalados em sacos de papel e secos em estufa de

circulacdo forcada a 50 °C durante uma semana ininterrupta (total de 168 horas).

Previamente a extracdo, as amostras foram pesadas para obtencdo da massa de
amostra coletada e em seguida moidas em moinho de facas. Apds a moagem, as amostras
foram armazenadas em sacos de plastico com tara e guardadas a temperatura ambiente. Na
tabela abaixo foi registrado as massas das amostras antes e ap0s a pesagem com a respectiva

tara dos sacos de plasticos cujos foram utilizados para a armazenagem do material moido.

Tabela 2. Valores de massa antes (ml) e apds a moagem (m2) das folhas, cascas e galhos da

Aroeira-do-Sertdo com a respectiva tara (T).

Amostra ml (g) m?2 (g) T (g)
Folhas 117,23 118,42 2,81
Cascas 161,35 158,86 2,83
Galhos 107,22 105,50 2,82

Fonte: Elaborada pelo autor.

4.5 Metodologia de extraciao para analise exploratéria em UPLC

Apds a moagem de todo o material, foi realizada a pesagem em balanga analitica
de cerca de 50 mg de cada secdo da planta (folha, casca e galhos) transferidas para os tubos de
ensaio, onde se observa os valores de massa na tabela 3. Vale ressaltar que o procedimento foi
realizado em triplicata. Portanto, para cada amostra foram necessarios trés tubos além do
necessario para o branco totalizando quatro tubos de ensaio para cada se¢do da planta

analisada.

Tabela 3. Valores de massa das amostras de folhas, cascas e galhos da Aroeira-do-Sertdao da

extracdo para analise em UPLC.

Amostra m (g)
MU-F-B _
MU-F-1 0,0500
MU-F-2 0,0501
MU-E-3 0,0500
MU-G-B -

42



MU-G-1 0,0498

MU-G-2 0,0501
MU-G-3 0,0503
MU-C-B -

MU-C-1 0,0501
MU-C-2 0,0502
MU-C-3 0,0505

Onde MU- Myracrodruon urundeuva; B- Branco; 1- 1? replicata; 2- 2% replicata; 3- 3% replicata.

Fonte: Elaborada pelo autor.

Apo6s a pesagem do material seco, foi adicionado 4 mL de Hexano PA. Para
facilitar a homogeneizacdo, os tubos foram levados ao vortex por 1 minuto cada com a
seguida extracdo dos compostos apolares do material em banho ultrassom. Os tubos ficaram
sobre ac¢do do ultrassom por 20 minutos com poténcia fixa em 135 W. Logo apds, adicionou-
se 4 mL de uma solucio Etanol/Agua (70:30) a mistura. O mesmo processo descrito acima foi
realizada para homogeneizacdo com a seguida extracdo dos compostos polares (fase etandlica
de interesse) em banho ultrassom por 20 minutos. Com a finalidade de separar o extrato nao
dissolvido da solugao, os tubos foram centrifugados por 10 minutos a 3000 rpm. Ao fim, com
o auxilio de uma pipeta de pasteur, retirou-se uma aliquota de 1 mL da fase etandlica
(inferior) e transferiu-a para a seringa acoplada ao filtro de PTFE 0,20 um. Em seguida, a
aliquota foi filtrada, o filtrado foi recolhido em vials e armazenados em ultrafreezer (-80 °C)

para posterior analise em UPLC.
4.6 Metodologia de extracao para analise anticancer

O mesmo procedimento de extracdo descrito na secdo 4.4 foi realizado. A
diferenca consiste na finalizacdo. Em vez de recolher o filtrado em vials para UPLC, ele foi
recolhido em frascos de penicilina para posterior rota evaporacdo. Além disso, as replicatas
foram colhidas no mesmo frasco com a finalidade de obten¢do da maior massa possivel. Apds
a evaporacgdo, os extratos foram liofilizados e os respectivos tubos de cada amostra foram
pesados para obtencio da massa final. E valido ressaltar que os tubos de penicilina foram
anteriormente tarados somente com a etiqueta para obten¢do da massa inicial do tubo com a
finalidade de ao fim calcular a massa do extrato obtida apds a liofilizacdo. A tabela abaixo

resume todos os valores de massa obtidos nessa metodologia.
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Tabela 4. Valores de massa das amostras de folhas, cascas e galhos da Aroeira-do-Sertdo para
analise anticancer bem como da tara dos frascos de penicilina, massa final dos frascos e massa

do extrato obtida.

Amostra m, (g) T (g) my (g) me=m¢— T (g) [R%]
MU-F-1 0,0502 18,3249 18,3499 0,0250 [16,57%]
MU-EF-2 0,0503

MU-F-3 0,0504

MU-G-1 0,0505 21,0170 21,0350 0,0180 [11,90%)]
MU-G-2 0,0504

MU-G-3 0,0503

MU-C-1 0,0506 20,7121 20,7327 0,0206 [13,61%]
MU-C-2 0,0505

MU-C-3 0,0503

*Rendimento = (M1 da amostra/ Me ) X 100%

Fonte: Elaborada pelo autor.

Apbs a pesagem, o material foi estocado sob refrigeracdo até o momento da

analise bioldgica.
4.7 Metodologia do ensaio de citotoxidade in vitro

O método MTT foi utilizado nesse ensaio. Esse método € bastante utilizado por
grandes centros de pesquisa, pois € rapido, barato e permite investigar a disponibilidade e o
estado metabodlito das células. Baseia-se na andlise colorimétrica da conversdo do sal de
tetrazolium (MTT) em azul de formazan segundo a a¢do de enzimas mitocondriais presentes

apenas em células metabolicamente ativas.

Os extratos testados foram dissolvidos em DMSO puro para preparacdo de uma
solucdo estoque de concentracio de 20 mg mL™. Porém, para a realizacio dos testes, as
amostras foram diluidas para uma concentragdo unica de 100 pg mL’. As células das
linhagens HCT-116, SF295 e HL60 foram plaqueadas nas seguintes concentracdes: 7x10%,
1x10° e 3x10° cels mL™, respectivamente ao passo que a concentragio para a linhagem RAJI
foi de 4x10° cels mL™. Em seguida, as placas foram incubadas juntamente com as solugdes
dos extratos previamente preparadas por 72 horas em estufa a 5% de CO, a 37 °C. Ao fim,

realizou-se centrifugacdo e o sobrenadante foi removido. Na sequéncia, 150 puL da solucdo de
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MTT foram adicionados com a seguida incubac¢do das placas por 3 horas. Apds, as placas
foram novamente centrifugadas para a retirada da solu¢gdo de MTT. Por fim, o precipitado de
formazan foi dissolvido em 150 uL. de DMSO puro para a realizagdo da leitura da absorbancia

em espectrofotdmetro de placa a 595 nm.
4.8 Parametros de analise realizada em UPLC/Q-TOFMS/MS

A andlise foi realizada em um sistema Acquity UPLC (Waters), acoplado a um
sistema de quadrupolo/tempo de voo (QtoF, Waters) pertencente a Empresa Brasileira de
Pesquisa Agropecudria-EMBRAPA. As corridas cromatograficas foram realizadas em uma
coluna Waters Acquity UPLC BEH (150x2,1 mm, 1,7 um), com temperatura fixa em 40 °C,
utilizando as fases mdveis dgua com 0,1% de 4cido férmico (A) e acetonitrila com 0,1% de
acido formico (B), gradiente variando de 2% a 95% por 15 min, fluxo de 0,4 mL/min e

volume de injecdo de 5 pL.

O modo ESI foi adquirido na faixa de 110-1180 Da, temperatura da fonte fixa a
120 °C, temperatura de dessolvatacao de 350 °C, fluxo do gas de dessolvatagao de 500 L/h,
cone de extracdo de 0,5 V e voltagem capilar de 2,6 kV. Leucina encefalina foi utilizada como
lock mass. O modo de aquisicio foi MS®. O instrumento foi controlado pelo software

Masslynx 4.1 (Waters Corporation).
4.9 Parametros da analise quimiométricas

Todas as andlises quimiométricas realizadas neste trabalho seguiram as condigdes
de t, de 0,88 a 16,2 min e faixa de massa de 120 a 1180 Da. O modelo utilizado para
realizagdo do PCA foi centrado na média. As demais técnicas de OPLS-DA e S-plot foram

derivadas do PCA, os quais analisaram as varidveis pares t,-m/z.
4.10 Analise estatistica da atividade citotoxica

Os experimentos de concentracdo unica foram analisados segundo a média *
desvio padrdao (DP) da porcentagem de inibi¢do do crescimento celular usando o programa

GraphPad Prism 5.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Perfil quimico dos extratos da Myracrodruon urundeuva pela analise em UPLC/Q-

TOFMS/MS

A partir da metodologia descrita na secdo 4.5 foi possivel obter extratos etandlicos
das amostras de folhas, galhos e casca da Aroeira-do-Sertdo, as quais foram analisadas pela
técnica UPLC/Q-TOFMS/MS seguindo os pardmetros expostos na se¢do 4.8, atentando-se
para o modo negativo ESI" utilizado. A cromatografia liquida de alto performance acoplada ao
espectrometro de massa baseado na fonte de ionizacdo por eletrospray e analisadores
quadrupolo/tempo de voo foi de grande importancia para o desenvolvimento do trabalho,
visto a capacidade de analisar pequenas quantidades de amostra em corridas curtas com cerca
de 20 minutos e obtengdo de espectros de massa de alta resolucao (m/z com 4 casas decimais).
Esse dltimo fator é essencial na identificacdo dos metabdlitos secundarios extraidos, ou seja
no estudo metabolémico, tendo em vista a enorme quantidade de diferentes compostos com a
mesma grandeza de razdo m/z que foi observado com a pesquisa na literatura. O
reconhecimento desses compostos foi baseado em uma intensa busca na literatura com o
auxilio de bases de dados, como PubChem e Chemspider, artigos referentes ao género
(Myracrodruon) e a familia (Anacardiaceae) e comparagao do par t.-m/z de padrdes analisados

seguindo os parametros ji relatados.

Uma vasta gama de diferentes compostos fendlicos foi identificada nos extratos da
Aroeira-do-Sertao, como principalmente derivados de flavonoides e taninos. Os compostos
majoritarios da folha foram a Corilagina, a qual € relatada pela primeira vez para o género
Myracrodruon, mas ji foi descrita na familia no género Schinopsis por (HILLIS 1962), Acido
Geraniinico relatado pela primeira vez para a familia, derivados de Quercetina, Acido Glico
e Acidos Anacirdicos, os quais sio bastante relatados para a familia. As estruturas da
Corilagina, Acido Geraniinico podem ser observadas na figura 12. A estrutura base dos
Acidos Anacardicos encontrados neste trabalho podem ser visualizadas na figura 13. Para o
galho, os compostos majoritarios foram 4cido clorogénico, derivados do acido quinico, e as
chalconas diméricas Urundeuvinas A e B relatadas primeiramente por (BANDEIRA 2002)que
caracterizam a espécie, além da Corilagina e do mesmo padrio de Acidos Anacardicos
observado na folha. A casca exibe como compostos majoritarios além do acido clorogénico e
das urundeuvinas presentes no galho, derivados da catequina e epicatequina (estrururas na

figura 14). Nas figuras 15, 16 e 17 podem ser observados os cromatogramas referentes a
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folha, ao galho e a casca da Aroeira-do-Sertdo, respectivamente. E vélido ressaltar que todas
as férmulas moleculares encontradas obtiveram erro menor que 10 ppm calculado

automaticamente pelo software MassLynx seguindo a seguinte equagao:

Equagdao 2. Modelo de calculo do erro em ppm das férmulas moleculares obtidas pelo
software MassLynx.
(massa observada — massa calculada)

E =
rro (ppm) massa observada *

106

A 1identificacdo do perfil quimico da planta estudada neste trabalho esta exibida
nas tabelas 5, 6 e 7 referentes a folha, ao galho e a casca, respectivamente, relatando o tempo
de retencdo (t;) de cada pico, bem como as razdes m/z calculada e observada, os fragmentos
oriundos do MS?, a férmula molecular de menor erro e i-fit registrada pelo MassLynx, o erro
em ppm calculado como demonstrado acima, o nome do composto (N.I para os ndo

identificados) e a referéncia a qual suporta a identificagao.

Figura 12. Estruturas quimicas da (A) Corilagina e do (B) Acido Geraniinico.

Fonte: ChemSpider.
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Figura 13. Estrutura quimica base dos (A) Acidos Anacérdicos e (B) substituintes dos

encontrados no trabalho.

HO R

(A)

R= CysHyo (17:3); Cy7Hy; (17:2): Gyt 15:1) - (B)

Fonte: Elaborada pelo autor.

Figura 14. Estruturas base dos derivados da catequina e epicatequina identificados na casca da

Aroeira-do-Sertao.

OH
OH
R
R.R'=H (Catequina)
R=0OH e R' = H (Gal ocatequina)
R=0HeR' = o (Epigalocatequina O-galato)*
HO OH
OH

*A ligagdo OR’ estd para tras do plano.

Fonte: Elaborada pela autor
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Figura 15. Cromatograma do modo negativo ESI” dos extratos da folha da Myracrodruon urundeuva.
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Figura 16. Cromatograma do modo negativo ESI” dos extratos do galho da Myracrodruon urundeuva.
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Figura 17. Cromatograma do modo negativo ESI" dos extratos da casca da Myracrodruon urundeuva.
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Tabela 5. Tentativa de identificagcdo dos compostos ndo-volateis presentes no extrato etandlico referente as folhas da Myracrodruon urundeuva All.

Pico t. [M-H] [M-H] Fragmentos de ions Foérmula Erro Tentativa Referéncias
n° (min) Calculado Observado (MS/MS) Molecular (ppm) Identificacao

1 0,87 191,0556 191,0546 173,0456; 127,0416; 93,0355; 85,0356  C7H;,04 -5,2 Acido Quinico (ABU-REIDAH,
ALI-SHTAYEH et
al. 2015)

2 0,92 191,0497 191,0489 87,0094; 85,0300 C4HgO -4,2 N.I -

3 0,96 377,0771 377,0799 209,0308; 191,0462; 133,0132; C2H 301, 8,3 N.I -

115,0336; 85,0308
4 0,98 343,0665 343,0654 191,0480; 169,0123; 125,0247 Ci14H16010 -3,2 Acido Quinico (ERSAN,
Galoil USTUNDAG et al.

2016)

5 2,95 321,0247 321,0259 169,0126; 125,0230 Ci14H1009 3,7 Acido Digélico (ABU-REIDAH,
ALI-SHTAYEH et
al. 2015)

6 3,25 9510740 951,0764 933,0729; 300,9977 C41H25027 2,5 Geraniina (KUMAR,
CHANDRA et al.
2015)

7 3,30 633,0728 633,0744 463,0564; 300,9948 Cy7H2,01g 2,5 Corilagina (KUMAR,
CHANDRA et al.

2015); PADRAO
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10

11

12

13

14

15

16

3,78
3,86
3,94

4,04

4,20

4,22

4,23

4,28

4,42

953,0896
785,0837
787,0994

609,1456

463,0877

477,0669

463,0877

939,1104

433,0771

953,0887
785,0815
787,1043

609,1486

463,0867

477,0648

463,0881

939,1104

433,0777

300,9953; 169,0121
300,9965; 169,0135
635,0976; 483,0720; 169,0121

300,9949

301,0127

301,0137; 151,0047

301,0102

769,0933; 617,0834; 169,0125

301,0091; 300, 0276

C41H30027
C34H26022
C34H23022

C27H30016

C21H20012

C>1Hi3013

C21H20012

C41H32026

CoHi3014

-0,9
-2,8
6,2

4,9

-2,2

0,9

0,0

1,4

Acido Geraniinico
N.I

Tetra-O-galoil
hexosideo

Rutina

Quercetina 3-O-
galactosideo

Quercetina 3-O-
glucuronida

Quercetina 3-O-
glucosideo

Pentagaloil
hexosideo

Quercetina 3-O-
xilosideo

PROCURAR

(ABU-REIDAH,
ALI-SHTAYEH et
al. 2015)

(ABU-REIDAH,
ALI-SHTAYEH et
al. 2015)

(ERSAN,

USTUNDAG et al.
2016)

(ERSAN,
USTUNDAG et al.
2016)

(ERSAN,
USTUNDAG et al.
2016)

(ERSAN,
USTUNDAG et al.
2016)

(SCHIEBER,
BERARDINI et al.
2003)
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17

18

19

20
21

22

23

24

25

4,50

4,56

4,57

4,79
4,94

5,03

5,12

5,26

5,44

433,0771

433,0771

1091,1213

461,0720
615,0986

545,0567

621,0575

585,0880

599,1037

433,0779

433,0769

1091,1266

461,0719
615,0977

545,0521

621,0590

585,0914

599,0995

301,0098

301,0157; 300,0251

939,1158; 769,0972

315,0167; 299,9943; 169,0120
469,0454; 317,0319;169,0127

469,0479; 393,0441; 169,0124

469,5466; 393,0484; 169,0135

301,0345

301,0322

C0Hi3014

C20Hi5014

CagH36030

C,1Hi3012
CisH24016

Co4Hi3015

C2oH2094

Cy7H2015

CasH24015

1,8

4,9

-0,2
-1,5

8,4

2,4

5,8

-7,0

Quercetina 3-0O-
arabinopiranoside
0

Quercetina 3-O-
arabinofuranoside
0

Hexagaloil
hexosideo

N.I
Miricitrina O-
galato

Dihidroxibenzoico
acetato-digalato

Acido Vanoleico-
galoil Bilactona

Quercetina Galoil-
pentosideo

Quercitrina 2” O-

(SCHIEBER,
BERARDINI et al.
2003)

(SCHIEBER,
BERARDINI et al.
2003)

(ERSAN,
USTUNDAG et al.
2016)

(ABU-REIDAH,
ALI-SHTAYEH et
al. 2015)

(ABU-REIDAH,
ALI-SHTAYEH et
al. 2015)

(ABU-REIDAH,
ALI-SHTAYEH et
al. 2015)

(ERSAN,
USTUNDAG et al.
2016)

(ABU-REIDAH,
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galato isdmero I

ALI-SHTAYEH et
al. 2015)

26

27

28

29

30

31

32

33

5,45

5,51

5,93

6,83

11,05

15,35

15,89

16,04

349,0560

599,1037

501,0669

327,2171

527,2886

369,2430

345,2430

371,2586

349,0540

599,1052

501,0681

327,2185

527,2888

369,2400

345,2429

371,2587

198,0496; 197,0422; 169,0128;

124,0163

301,0328

349,0569; 197,0431

301,0063; 197,0454; 160,0125
339,1956; 277,2189; 255,2327;

183,0122; 116,9280

325,2519; 255,2318; 183,0120;

133,0716
301,2523;

327,2703

Ci6H1409

C2sH24015

Ca3Hi3013

CisH3205

C27H44010

C14H3403

C2H3403

C24H3603

2,5

2,4

4,3

6,1

-8,1

-0,3

0,3

Etil 2,4-dihidroxi-
3-(3.4,5-
trihidroxibenzoil)o
xibenzoato

Quercitrina 2” O-
galato isdmero II

Etil p-trigalato

N.I
N.I

Acido Anacérdico
(17:3)

Acido Anacérdico
(15:1)

Acido Anacérdico
(17:2)

(DORTA,
GONZALEZ et al.
2014)

(ABU-REIDAH,
ALI-SHTAYEH et
al. 2015)

(DORTA,
GONZALEZ et al.
2014)

(ERSAN,
USTUNDAG et al.
2016)

(ERSAN,
USTUNDAG et al.
2016)
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Tabela 6. Tentativa de identificacdo dos compostos ndo-volateis presentes no extrato etandlico referente aos galhos da Myracrodruon urundeuva All.

Pico t. [M-H] [M-H] Fragmentos de ions Formula Erro Tentativa Referéncias
n° (min) Calculado Observado (MS/MS) Molecular (ppm) Identificacao
1 0,98 191,0188 191,0192  111,0079 C¢Hs0O4 2,1 Acido Citrico (OJEWOLE 2003);
(NG,
LAFONTAINE et
al. 2004)
2 3,00 353,0873 353,0896  191,0493; 127,0390 Ci6H1809 6,5 Acido PADRAO
Clorogénico
3 3,31 633,0756 633,0728  481,0862; 463,0547; 300,9978 Cy7H2,01g 4.4 Corilagina PADRAO
4 3,50 337,0923 337,0910  191,0525; 163,0423; 93,0346 Ci16H150g -3,9 Acido Quinico 5- (PLAZONIC,
p-coumaroil BUCAR et al.
2009)
5 3,67 739,1722 739,1738  561,1341; 449,0960; 305,0672; C32H36020 2,2 N.I -
289,0721; 191,0554; 169,0134
6 3,77 367,1029 367,1048 191,0548 C17H2009 5,2 Acido Quinico 5- (PLAZONIC,
O-feruloil BUCAR et al.
2009)
7 4,08 497,1295 497,1338  301,0029 C2oH26013 8,6 N.I -
8 4,28 939,1162 939,1196  769,0943; 467,1019; 357,0903; C34H3603; 3,6 N.I -

217,0140; 169,0139

467,0978 467,1005 C24H20010 5,8 N.I -
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357.0610  357.0640 CysH1405 8.4 NI ]
9 471 3410661 3410647 217.0136; 189.0191; 169.0123 CisHiOn 4.1 NI -
10 476 4511029 4511027  341,0663: 315.0154: 299.9924: CosHaOs  -0.4 NI ]
217.0164: 169,0132
11 534 6031139 6031172  341,0698: 323,0532; 217.0123: CyHniO3 5.5 NI ]
169,0111
12 544 603.1180  341,0678: 297.0623: 217.0160: CyHpOs 6.8 NI ]
483,1894  197.0445:169,0135 Ca3HarO1 5.8 NI ]
13 559 4470716  447.0757  295.0283: 1690137 Cy4H,¢Oo 9.2 NI ]
14 578  193,0865  193.0869  178.0597: 163,0395: C11H.405 2.1 NI ]
15 612 5251186  525.1203  447.0691: 415,0824: 389.1017: Cs0Hy200 3.2 Urundeuvina A (BANDEIRA
371,0922: 135,0076 isomero I 2002)
16 624 5251186  525.1195  507.1172: 389.1032; 371.0961: Cs0Hy200 1.7 Urundeuvina A (BANDEIRA
135.0076 isdmero II 2002)
17 663 5251186 525.1180  389.1053: 371.0939: 135.0079 CsxoHnOs  -11  UrundeuvinaA  (BANDEIRA
1somero III 2002)
18 674  523.1029  523.1036  521,0576: 387.0816: 371,0969; Ci0Ha000 13 Urundeuvina B (BANDEIRA
251,0719: 135,0080 isdmero II 2002)
19 727 3292328 3292357  229.1500: 211.1381: 171,1021: C,sH3405 8.8 NI ]
135,0294
20 786 9313142 931,63 513.1505: 325,1795: 255.2356: CyHeOr 2.3 NI ]
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175,0410

21 15,35 369,2430 369,2426  325,2518; 255,2348; 183,0105; Ca4H3405 -1,1 Acido Anacirdico -
116,9281 (17:3)
22 15,90 345,2430 345,2445  301,2550; 119,0225 CH3405 4,3 Acido Anacirdico (ERSAN,
(15:1) USTUNDAG et al.
2016)
23 16,05 371,2586 371,2588  327,2708 Ca4H3603 0,5 Acido Anacirdico (ERSAN,
(17:2) USTUNDAG et al.
2016)

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Tabela 7. Tentativa de identificagdo dos compostos ndo-volateis presentes no extrato etandlico referente a casca da Myracrodruon urundeuva All.

Pico t. [M-H] [M-H] Fragmentos de ions Formula Erro Tentativa Referéncias

n° (min) Calculado Observado (MS/MS) Molecular (ppm) Identificacao

1 0,88 191,0556 191,0545 85,0312 C7H 1,04 -5.8 Acido Quinico (ABU-REIDAH,
ALI-SHTAYEH et
al. 2015)

2 0,95 133,0137 133,0129  115,0042 C4HgO5 -6,0 Acido Malico (ABU-REIDAH,
ALI-SHTAYEH et
al. 2015)

3 1,56 331,0665 331,0666  169,0135; 89,0265 Ci3H16010 0,3 Galoil Glucose (DORTA,
GONZALEZ et al.
2014)

4 1,75 343,0665 343,0689  191,0537; 169,0145; 125,0258 C14H 16010 7,0 Acido quinico (ERSAN,

galoil USTUNDAG et al.

2016)

5 2,24 305,0661 305,0653  125,0232 Ci5H1407 -2,6 Galocatequina/  (SCHULZE-

Epigalocatequina  KAYSERS,

FEUEREISEN et
al. 2015);
(MIKETOVA,
SCHRAM et al.
2000)
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10
11
12

13

14

15

16

2,76

3,00
3,48

4,03

4,10
4,24
5,08

5,18

5,97

6,12

6,24

483,0775

353,0853
457,0771

357,0610

497,1284
467,0919
619,1088

629,1286

523,1029

525,1186

525,1186

483,0813

353,0883
457,0768

357,0596

497,1295
467,0902
619,1078
449,0909
629,1295

523,1057

525,1183

525,1191

331,0816; 169,0153

191,0567

305,0664; 169,0125; 125,0248

231,0304; 217,0113; 177,0165;

125,0250

313,0569; 217,0141; 169,0131

357,0596; 217,0108

467,0990; 449,0925; 357,0618;
339,0517;217,0146; 177,0178

519,0919; 467,1021; 409,0577;
357,0553; 177,0170; 169,0126

467,0979; 387,0932; 357,0617;

251,0755; 169,0178

467,1109; 415,0845; 389,1050;

371,0915; 135,0123

467,0904; 415,0870; 389,0987;

C20H20014

Ci6H15809
C2Hi5014

CisH1408

C22H25013
C51H1605
C31H24014
C17H22014
C33H26013

C30H2009

C30H2209

C30H2209

7,9

2,8
0,0

-3,9

-2,2
-3,6
-1,6
-6,2
-1,3

5.4

-0,6

1,0

Digaloil
Hexosideo

Acido clorogénico

Epigalocatequina-
3-O-galato

N.I

N.I
N.I
N.I
N.I
N.I

Urundeuvina B
isOmero 1

Urundeuvina A
isoméro 1

Urundeuvina A

(ABU-REIDAH,
ALI-SHTAYEH et
al. 2015)

PADRAO

(MIKETOVA,
SCHRAM et al.
2000); (SUN,
LIANG et al. 2007)

BANDEIRA
(2002)

BANDEIRA
(2002)

BANDEIRA
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371,0880; 135,0065

isOmero 11

(2002)

17 6,63 525,1186

18 6,75 523,1029
525,1186

19 7,26 329,2328

525,1189

523,1046
525,1205

329,2348

415,0841; 389,1058; 371,0908
135,0085

387,0881; 251,0710
371,0945; 135,0091

251,0757; 229,1458; 211,1344

b

C30H2209

C30H2009
C30H22,09

CisH3305

0,6

3,2
3,6

6,1

Urundeuvina A
isOmero 111

Urundeuvina B
isOmero 11

Urundeuvina A
isOmero IV

N.I

BANDEIRA
(2002)

BANDEIRA
(2002)

Fonte: Elaborada pelo autor.

61



5.1.1 Perfil quimico das folhas da Myracrodruon urundeuva

O composto 1 apresentou em seu espectro de massa MS o ion molecular 191,0546
[M-HJ, que de acordo com (ABU-REIDAH, ALI-SHTAYEH et al. 2015) indica a presenca
do Acido Quinico. Essa correlacio foi baseada também nos fons fragmentos do MS/MS pela
presenca do fon 173,0456 [M-H-18,0090] que indica perda de uma molécula de H,O. O
composto 4 apresentou no MS um fon de baixa intensidade em 343,0654 [M-H] e 191,0454
[M-H]" como pico base. No MS? houve reducdo do ion de mais alta intensidade e
permanéncia do ion base com pequena mudanca nas dltimas duas casas decimais. Segundo
(ERSAN, USTUNDAG et al. 2016) e (ABU-REIDAH, ALI-SHTAYEH et al. 2015), esse ion
de maior massa é correspondente a0 composto Acido Quinico Galoil devido a presenca além
do fragmento em 191,0480 Da, que seria a perda de uma por¢ao Galoil de 152 Da sugerindo o
Acido Quinico desprotonado, o aparecimento dos fragmentos em 169,0123 e 125,0247 Da,
que sugere a presenca do Acido Gilico. O fato do pico do fon molecular ser em relagio ao
fragmento ja no MS sugere quebra na fonte de ionizacdo. Esse fendmeno acontece em casos
de compostos que apresentam alta instabilidade e no momento da formacdo dos ions ocorrem
fragmentacdes. O composto 5 apresentou razao m/z 321,0259 [M-H]. Com base no espectro
de MSZ, o qual exibiu fragmentos em 169,0126 e 125,0230, esse composto foi identificado
como Acido Digalico, também observado por (ERSAN, USTUNDAG et al. 2016) com

mesmo padrio de fragmentagao.

O composto 6 possui espectro de massa com m/z em 951,0764 [M-H], que
apresentou como fragmentos os fons 933,0729 e 300,9977 Da. Com base em intensa busca na
literatura, essa molécula foi identificada como Geraniina relatada por (KUMAR, CHANDRA
et al. 2015) que observou o mesmo padrio de fragmentagdo, destacando-se o ion em 300 Da
como Acido Eldgico. O composto 6 nio foi relatado pela literatura até o momento como
pertencente ao género e a familia. O composto 7, com base no mesmo artigo que relatou a
Geraniina e no padrdo analitico, foi identificado como Corilagina possuindo m/z de 633,0744
[M-H]". O principal fator levado em consideracdo como termo de comparacdo com o padrao
analitico foi o tempo de retengdo e como pode ser observado na figura 18, ele foi o mesmo
observado no cromatograma abordado (figura 15) igual a 3,30 min. Além disso, os
fragmentos em 463,0536 e 300,9903 Da observados no padrao também estdo de acordo com o
composto observado no tempo de retencdo referido, fato que da suporte a identificacdo. Esses
fragmentos sdo gerados pela perda consecutiva de uma unidade de galoil e 4gua (170 Da) e o

fon em 300 Da é referente ao Acido Elagico (KUMAR, CHANDRA et al. 2015). O composto
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8 apresentou m/z de 953,0887 [M-H] com fragmentos no MS? de 300,9953 e 169,0121 Da,

sendo identificado como Acido Geraniinico.

Figura 18. (A) Cromatograma e (B) Espectro de Massa de Alta Resolucao do padrdo analitico
Corilagina analisado em UPLC/Q-TOFMS/MS.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

O composto 10 apresentou m/z de 787,1043 [M-H], com fragmentos de 635,0976,
483,0720 e 169,0121 Da. Esse padrao de fragmentacdo com sucessivas perdas de 152 Da é

compativel com moléculas de galoil associada a um hexosideo. Esse comportamento foi
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observado em tempos de retencdo diferentes para os compostos 15 e 19, 939,1104 e
1091,1266 [M-H] respectivamente. Porém, além desse tipo de fragmentacdo, segundo
(BERARDINI, CARLE et al. 2004), essas moléculas também podem apresentar perda de
unidades de 170 Da que equivale a uma molécula de Acido Galico neutra. Esse fato foi
observado com o aparecimento dos fragmentos em 769,0933 e 769,0972, respectivamente.
Com base nos ions moleculares, na ordem de eluicdo e padrao de fragmentacdo, os compostos
10, 15, e 19 foram identificados como Tetra-O-galoil hexosideo, Pentagaloil hexosideo e
Hexagaloil hexosideo respectivamente de acordo com (ERSAN, USTUNDAG et al. 2016). O
composto 11 foi identificado como Rutina também encontrado por (ABU-REIDAH, ALI-
SHTAYEH et al. 2015) e mostrou razao m/z de 609,1486 [M-H]". O padrao de ramificacdo foi
confirmado pela presenca do fragmento em 300,9949 Da observado por (KUMAR,
CHANDRA et al. 2015).

Os compostos 12, 13 e 14 apresentam m/z 463,0867, 477,0648 e 463,0881 [M-H]
respectivamente e sdo derivados da Quercetina. Esses trés flavonoides possuiram coelui¢do,
portanto a ordem de elui¢io observada por (ERSAN, USTUNDAG et al. 2016) foi levada em
consideragdo. Foram identificados como Quercetina 3-O-galactosideo, Quercetina 3-O-
glucuronida e Quercetina 3-O-glucosideo, respectivamente. Segundo (SHUKRI and ALAN
2010), a perda de uma unidade de 162 Da originando o fragmento em 301 Da (Quercetina
desprotonada) caracteriza o derivado de hexosideo e que ha a regra geral de elui¢do prioritaria
do derivado da galactose e em seguida o derivado da glicose. De acordo com (ABU-
REIDAH, ALI-SHTAYEH et al. 2015), o ion molecular em 477,0648 Da gera o fragmento
301,0137 Da devido a perda de Acido Glucordnico de 176 Da. Os compostos 16, 17 e 18
também sdo derivados de Quercetina, porém com uma molécula de pentosideo associada
justificada pela perda de 132 Da do ion molecular 433,0777, 433,0779 e 433,0769 [M-H]
originando fragmentos em 301 Da. Eles foram identificados como Quercetina 3-O-xilosideo,
Quercetina 3-O-arabinopiranosideo e Quercetina 3-O-arabinofuranosideo seguindo a mesma
ordem de eluicdo proposta por (SCHIEBER, BERARDINI et al. 2003) e (SHUKRI and
ALAN 2010). Outros derivados de Quercetina também identificados foram os compostos 24,
25 e 27 que s3o Quercetina Galoil-pentosideo, Quercitrina 2” O-galato isomeros I e II,
respectivamente. Para o derivado do galoil-pentosideo a razdao m/z foi 585,0914 [M-H]
observado também por (ERSAN, USTUNDAG et al. 2016). De acordo com (SALDANHA,
VILEGAS et al. 2013), o fragmento em 301,0345 Da € observado pela perda de 132 e 152 Da,

que corresponde as por¢des de pentosideo e galoil, respectivamente. Na figura 19 pode-se
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observar a fragmentacdo da Quercitrina 2” O-galato relatada por (ABU-REIDAH, ALI-
SHTAYEH et al. 2015), que apresenta m/z de 599 com perda de 298 Da referente a unidade
de raminosideo-galato gerando o fragmento de 301 Da. No caso deste trabalho, as massas
exatas dos fon moleculares foram de 599,0995 e 599,1052 Da. Portanto, os fragmentos

gerados no espectro de segunda ordem foram de 301,0322 e 301,0328 Da, respectivamente.

Figura 19. Padrao de fragmentacdo do fon m/z 599 [M-H] referente a Quercitrina 2 O-galato.
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Fonte: ABU-REIDAH, ALI-SHTAYEH et al. 2015).

O composto 21 obteve m/z de 615,0977 [M-H] e segundo (ABU-REIDAH, ALI-
SHTAYEH et al. 2015) apresenta o mesmo padrdo de fragmentacdo do composto 25 com
perda de uma unidade de 298 Da identificado como Miricitrina O-galato. Essa fragmentacao
gerou o ion 317,0319 Da. O composto 22 apresentou m/z de 545,0521 [M-H] e foi
identificado como Dihidroxibenzoico acetato-digalato (ABU-REIDAH, ALI-SHTAYEH et al.
2015). O composto 23 foi identificado como AcidoVanoleico-galoil Bilactona com base na
referéncia ja citada pela tabela 6 e apresentou ion molecular de m/z 621,0590 [M-HJ. O
assinalamento foi confirmado pela perda de 152 Da referente a uma unidade de galoil
originando o fragmento em 469,0479 Da referente ao Acido Vanoleico Bilactona. O
composto 26 apresentou razao m/z de 349,0540 [M-H], com fragmentos no MS? de 197,0422
e 169,0128 Da sugerindo a presenca de Etil Galato e Acido Galico, respectivamente. Ele foi
identificado como Etil 2,4-dihidroxi-3-(3,4,5-trihidroxybenzoil)oxibenzoato de acordo com

(DORTA, GONZALEZ et al. 2014). O composto 28 foi identificado como Etil p-trigalato de
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acordo com a mesma referéncia do composto 26 apresentando m/z de 501,0681 [M-H]J. O
espectro de segunda ordem mostrou os fragmentos em 349,0569 e 197,0431 referentes a perda

sequencial de duas unidades de galoil.

Os compostos 31, 32 e 33 foram identificados como Acidos Anacardicos (17:3),
(15:1) e (17:2), respectivamente apresentando m/z 369,2400, 345,2429 e 371,2587 [M-H].
Todos eles apresentam perda de uma molécula de CO, equivalente a 44 Da no MS?, comum
nesse tipo de molécula, originando os fragmentos 325,2519, 301,2523 e 327,2703 Da,

respectivamente.
5.1.2 Perfil quimico dos galhos da Myracrodruon urundeuva

O compostos 1 demonstrou em seu espectro de primeira ordem o ion molecular de
m/z igual a 191,0192 [M-H] e com base em seu espectro MS? foi possivel identifici-lo como
Acido Citrico sugerido por (NG, LAFONTAINE et al. 2004) pelo aparecimento do fragmento
em 111,0079 Da. Esse fragmento € gerado pela perda de uma unidade de CO; 44 Da e duas de
H,0 36 Da (FERNANDEZ-FERNANDEZ, LOPEZ-MARTINEZ et al. 2010). O composto 2
foi identificado baseado em um mix de padrdes injetados. O cromatograma referente a0 mix
pode ser observado na figura 20. De modo comparativo, observa-se que esse composto possui
praticamente o mesmo tempo de retencdo do Acido Clorogénico, que elui em 2,98 min. Para
confirmar a identificacdo, o espectro de massa do padrao no tempo referido foi analisado,
onde se observou o ion molecular com m/z em 353,0945 [M-H] e no MS? o aparecimento do

mesmo fragmento em 191,0551 Da (figura 21).
Figura 20. Cromatograma do Mix de padrdes.
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* ACIDO CLOROGENICO: 2,98 min.

Fonte: Elaborada pelo autor.

Figura 21. Espectro de Massa de Alta Resolucio do padrio de Acido Clorogénico em modo

negativo.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

O composto 3 apresentou ion molecular com m/z de 633,0728 [M-H] e o mesmo
tempo de reten¢do do composto 7 do extrato da folha que foi identificado como Corilagina
baseado no cromatograma, como também no espectro MS/MS? demonstrados na figura 18. Os
mesmos fragmentos foram observados no composto do extrato do galho em 463,0547 e
300,9978 Da. Portanto, a molécula 3 desse extrato também foi identificado como Corilagina.
O compostos 4 e 7 foram identificados como derivados do Acido Quinico. Eles apresentaram
m/z de 337,0910 e 367,1048 [M-H], respectivamente. Além disso, os dois compostos
apresentam no espectro de segunda ordem o fon do Acido Quinico desprotonado como pico
base, 191,0525 e 191,0548 Da respectivamente. Segundo (PLAZONIC, BUCAR et al. 2009),
a identificacdo plausivel seria Acido Quinico 5-p-coumaroil e Acido Quinico 5-O-feruloil,
porque dentro os isOmeros que eles possuem, esses seriam 0s Unicos a produzirem o
fragmento majoritario em 191 Da. Ainda assim, o composto 4 apresentou um ion fragmento
de 163,0423 Da que certamente corresponde ao Acido Coumarico (ABU-REIDAH, ALI-
SHTAYEH et al. 2015). Os dois compostos ja foram identificados anteriormente nas folhas da
espécie Schinus terenbinthifolius (FARAG 2008).
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Os compostos 15, 16 e 17 apresentaram ions moleculares com m/z de 525,1203,
525,1195 e 525,1180. De acordo com a férmula molecular calculada pelo software, os
compostos foram identificados como Urundeuvina A. Essa chalcona dimérica foi
primeiramente isolada por (BANDEIRA 2002) a partir da entrecasca da Myracrodruon
urundeuva, sendo um importante caracterizador dessa espécie. Com fim de confirmar a
identificag¢do, o padrdo analitico dessa molécula foi injetado objetivando a comparacdo com o
tempo de retencdo observado no extrato. A figura 22 mostra que o cromatograma do padrao
apresenta basicamente trés tempos de retencao distintos, indicando a presenga de isdmeros da
Urundeuvina A. Essa afirmacdo é adequada, porque a estrutura quimica apresenta centros
estereogé€nicos que possibilitam a existéncia de isomeros. Os tempos de retencdo do extrato

foram 6,12, 6,24 e 6,63 ao passo que do padrao foram 6,24, 6,33 e 6,69 min (majoritarios).

Figura 22. Cromatograma do padrio analitico Urundeuvina A.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

O composto 18 apresentou razdo m/z de 523,1036 [M-H] e a partir da formula
molecular obtida foi identificado como Urundeuvina B, também isolada primeiramente por
(BANDEIRA 2002). Da mesma forma realizada para Urundeuvina A, o padrao da B foi
injetado com o intuito de comparar o tempo de retencdo com o observado no extrato. O pico
no extrato referente ao composto foi de 6,74 min apresentando boa concordincia com o

observado na figura 23 para o padrdo em 6,78 min.
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Figura 23. Cromatograma do padrioa analitico Urundeuvina B.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Os compostos 21, 22 e 23 foram identificados da mesma forma que os compostos
31, 32 e 33 do extrato da folha como Acido Anacardico (17:3), (15:1) e (17:2),
respectivamente. O padrdo comum de fragmentagao desse tipo de acido foi observado, que é a

perda de 44 Da referente a uma molécula de CO,.
5.1.3 Perfil quimico das cascas da Myracrodruon urundeuva

O compostos 1 do extrato da casca foi identificado igualmente como o primeiro
compostos da folha, porque os dois possuiram praticamente o0 mesmo tempo de retengdo e
razao m/z de 191,0545 [M-H]". Portanto, foi identificado como Acido Quinico. O composto 2
possui valor m/z de 133,0129 [M-H]. Com base no seu espectro de segunda ordem,
identificou-o como Acido Milico pelo surgimento do fragmento em 115,0042 Da que sugere
a perda de uma molécula de H,O (18 Da) (ABU-REIDAH, ALI-SHTAYEH et al. 2015). O
composto 3 mostrou valor de m/z de 331,0666 [M-H] e seu espectro MS? o fon base de
169,0135 Da. Esse fragmento ocorre pela perda da molécula de glucose que equivale a 162
Da. Esse mesmo comportamento € observado para o composto 6 com m/z de 483,0813 [M-H]
. Porém, de inicio, ele perde uma unidade de galoil equivalente a 152 Da evidenciado pelo
surgimento do ion em 331,0816 Da no espectro de segunda ordem. Portanto, eles foram
identificados como Monogaloil glucosideo e Digaloil glucosideo, respectivamente
(REGAZZONI, ARLANDINI et al. 2013). O composto 4 tem m/z de 343,0689 [M-H] foi
identificado como Acido Quinico galoil por apresentar fragmentos em 191,0537 Da [M-H-
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152] devido a perda de uma molécula de galoil e 169,0145 a formagdo do Acido Galico

desprotonado.

O composto 5 tem razdo m/z de 305,0653 [M-H] e apresenta como ion fragmento
principal no espectro de segunda ordem em 125,0232 Da. Esse fragmento € explicado com
base no mecanismo que pode ser visualizado na figura 24 proposto por (MIKETOVA,
SCHRAM et al. 2000). A proposi¢ao desse mecanismo ocorreu porque todos os derivados de
catequina apresentaram o mesmo fragmento em 125 Da independente da presenca de uma
unidade de galoil associada. Ele indica a presen¢a do anel A ndo modificado. Portanto, esse
composto foi identificado como Galocatequina/Epigalocatequina porque somente com dados
de espectrometria de massa ndo se pode confirmar a correta estereoquimica. Essa diferenca
foi mostrada na figura 13, onde o prefixo “epi” ¢ adicionado quando as duas ligagdes dos
centros estereogénicos estdo direcionados para tras do plano. Da mesma forma, o composto 8

foi identificado como derivado de catequina, o Epigalocatequina 3-O-galato 457,0768 [M-H]".

O espetro MS” mostra a perda de uma unidade galoil de 152 Da gerando o fragmento em
305,0664 Da. Ocorre a formacdo de uma unidade de Acido Galico desprotonado evidenciado
pelo fon fragmento em 169,0125 Da, como também da unidade em 125,0248 Da como
demonstrado para o composto 5. Na figura 25 pode-se observar o mecanismo de

fragmentacdo para a molécula 8.

Figura 24. Mecanismo de fragmentacdo de formacdo do ion fragmento em 125 Da para os

derivados de Galocatequina.
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Fonte: (MIKETOVA, SCHRAM et al. 2000). Modificada pelo autor.

Figura 25. Mecanismo de fragmentagao do Epigalocatequina 3-O-galato.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Como aconteceu no extrato do galho no tempo de retencao de 3,00 min o qual o
cromatograma foi comparado com o mix de padrdes (figura 20), o composto 7 foi identificado
como Acido Clorogénico. Da mesma forma, apresentou o fon fragmento em 191,0528 Da no
espectro de segunda ordem, como pode ser visualizado na figura 26, corroborando com o

espectro observado para o padrdo na figura 21.

Figura 26. Espectro de Massa de Alta Resolu¢do no tempo de retencdo de 3,00 min do extrato

da casca da Aroeira-do-Sertao.
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Os compostos 15, 16 e 17 foram identificados da mesma maneira que os
compostos de mesma numeragdo do extrato do galho com base no cromatograma do padrao
analitico da figura 22. Como ja dito anteriormente, esse composto € um caracterizador da
espécie por ter sido isolado unicamente na espécie Myracrodruon urundeuva, por isso 0 nome
Urundeuvina (BANDEIRA 2002). Com base nisso, certifica-se que o material de trabalho
realmente trata-se da Aroeira-do-Sertdo. Portanto, esses compostos foram identificados como
Urundeuvina A isémero I, II, e III, respectivamente. Porém, um quarto isomero pode-se ser
identificado em 6,75 min. Com a andlise do cromatograma do padrdo, visualiza-se que essa
afirmacgao € verdadeira, porque no referido tempo certa quantidade do compostos ainda pode
eluir. Ainda assim, outro tipo de Urundeuvina também foi identificado com base no padrao da
figura 23 por correlacdo entre os tempos de retencdo com o extrato. Diferente o extrato do
galho, o da casca mostrou a elui¢do da Urundeuvina B primeiramente em 5,97 min e depois
em 6,75 min. Portanto, da mesma forma do compostos A, supde-se a presenca de isOmeros
para o compostos B, visto que compostos de mesma férmula molecular e ion fragmento sdo
isomeros quando eluem em diferentes tempos. Logo, os compostos 14 e 18 foram

identificados como Urundeuvina B.
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5.2 Atividades Citotoxica dos extratos de folha, casca e galho da Myracrodruon

urundeuva

Com base no experimento realizado como descrito na secdo 4.7, pdode-se comparar
a eficacia dos extratos da Aroeira-do-Sertdo frente as vérias linhagens de células cancerosas,
sendo elas: HL60 (Leucémica), HCT-116 (Cdélon-humano), SF-295 (Glioblastoma), RAJI
(Leucémica). A tabela 8 mostra os resultados do ensaio de citotoxicidade dos extratos como

forma de comparacdo baseado nas médias das inibi¢des de crescimento frente as linhagens.

Tabela 8. Média do percentual de inibicdo do crescimento celular (IC%) das amostras na

concentracdo unica de 100 pg mL™.

HL60 HCT-116 SE-295 RAII
Amostra IC% DP% IC% DP% IC% DP% IC% DP%
(média) (média) (média) (média)
Folha 86,14 4,62 69,48 4,23 64,93 3,24 41,84 3,38
Galho 41,98 4,94 -17,76 4,72 10,52 5,47 -5,34 6,42
Casca 88,56 1,99 80,47 2,46 83,41 1,87 77,56 0,70

Estudando os dados da tabela 7, percebe-se que o extrato etandlico referente a
casca inibiu efetivamente o crescimento das células cancerosas de todas as linhagens, uma vez
que se considera elevada atividade citotéxica valores acima de 70%. Em contrapartida, o
extrato referente ao galho obteve menor atividade, porque os valores encontraram-se abaixo
do valor minimo. O extrato etandlico da folha obteve o melhor resultado frente a linhagem
HL60 Leucémica, que ji foi estudada anteriormente por (PESSOA, COSTA-LOTUFO et al.
2006), onde obteve valor de ICsy de 7,4 pg mL™" nesse trabalho. O elevado potencial
citotéxico do extrato etandlico da casca frente as células cancerosas merece certa atengao,
porque de acordo com a revisdo bibliografica até entdo, somente extratos advindos das folhas
e sementes da Myracrodruon urundeuva obtiveram tal estudo. Além disso, por meio de
estudos etnobotanicos baseados em entrevistas com a populacdo local da Caatinga, existe uma
flutuacdo entre as principais secdes da planta utilizada para as diversas atividades terapéuticas
como combate ao cancer, inflamacdes, dor de garganta, doengas renais, problemas de coluna,
cicatrizante, prostata, inflamacao do colo do utero, bronquinte, difteria, inflamagdo do figado,
diarreia, gastrite, coceira, tosse, dentro outros (SILVA and FREIRE 2010, MARINHO 2011,
CORDEIRO and FELIX 2014). A correlagio entre o uso popular e estudo laboratorial do real

potencial é intensamente buscado pelos pesquisadores da area. A investigacdo quimica desse
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extrato torna-se de extrema importancia como potencial descoberta de um agente fitoterapico
para as linhagens testadas. Além disso, a compara¢do do perfil quimico desse extrato da casca
com o do galho também ¢ bastante significativo porque pode demonstrar compostos

discriminantes que eventualmente sejam o diferencial para a potencial atividade.
5.3 Analise PCA dos extratos de folha, galho e casca da Myracrodruon urundeuva

A anélise PCA, ou seja, de componentes principais foi realizada primeiramente
para se observar a diferenca do perfil metabolomico das trés diferentes matrizes de estudo da
Aroeira-do-Sertdo: folha, galho e casca. Essa técnica promove a formacdo de grupos com
semelhangas entre si. Sendo assim, grupos com semelhantes perfis metabdlicos agrupam-se.
Como pode ser observado na figura 27, grafico de PCA em 3D, existe a formacdo de trés
grupos distintos que seguem a diferenca das matrizes. Em primeira instancia, pode-se dizer
que as amostras de folha, galho e casca da Myracrodruon urundeuva possuem diferentes
perfis metabolomicos entre si, como ja observado na se¢ao de identificacdo dos compostos
ndo-volateis. O PCA foi realizado pelo modelo centrado na média obtendo poder de
discriminacdo das amostras de 93,79 % (R2X][1]=0,8329 e R2X][2]=0,105). A distribuicido das

amostras foi baseado nas intensidades dos picos no cromatograma e do par t,-m/z.

Figura 27. Grafico em 3D da andlise de componentes principais dos extratos da folha, galho e

casca da Myracrodruon urundeuva analisados por através da UPLC/Q-TOFMS/MS.

Scores Comp[1] vs. Num vs. Comp|[2]. Colored by Sample Grou;
p[1] l42.'1»[ | 3 p p .MU &

20 600
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Fonte: Elaborada pelo autor.

5.4. Analise de OPLS-DA dos extratos de folha e casca da Myracrodruon urundeuva

Apo6s a andlise de componentes principais realizada para todas as amostras, foi
feito a OPLS-DA somente entre o grupo MU-F, referente a folha e MU-C, referente as casca
buscando intensificar a simplificar a visualizacdo das diferencas entre eles. Na figura 28,
observa-se o grafico de scores da andlise, onde se verifica claramente a formacdo de dois
grupos distintos. Como a OPLS-DA usa os mesmo dados da PCA, isso leva a crer que

realmente, o perfil metabdlico das folhas da Aroeira-do-Sertdo € distinta em relag@o a casca.

A variacdo explicada, como proprio nome diz estd relacionada com o grau de
explica¢do que o modelo tem sob os dados apresentados e € um parametro do bom ajuste dos
dados, representado por R?Y. A variacdo predita, que é o quanto o modelo prediz das
variaveis sendo considerado um parametro de qualidade e habilidade preditiva, representado
por Q*. A boa qualidade de modelo é indicada quando esses parimetros estio acima de 0,5 e
quanto mais proximo de 1 mais confidvel é (YANG, LEE et al. 2015). Para essa anélise, R*Y

=0,99 e Q2 =0,99. Portanto, os resultados sdo altamente confiaveis.

Figura 28. Gréfico da OPLS-Da scores para os extratos de folha e casca da Myracrodruon

urundeuva.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Ainda assim, outra andlise foi realizada para verificar as varidveis que contribuem
significativamente para a separacdo dos grupos. Ela destaca as varidveis discriminantes, ou
seja, aquelas que se afastam do eixo comum entre os dois grupos comparados. Esses pontos
foram destacados em vermelho e identificados com base nos eixos. No eixo positivo esta
contido os discriminantes relativos a folha em relacdo a casca, denominados de A a M, ao
passo que no eixo negativo os discriminantes da casca em relag@o a folha, denominados e A’ e
B’. Cada ponto corresponde a um par t-m/z e portando sdo atribuidos aos compostos
identificados na secdo 5.1. Por meio da tabela 9, consegue-se identificar qual composto é
correspondente a cada ponto, porque ela mostra os valores das coordenadas S-plot
relacionadas ao pares t-m/z. Essa andlise é a S-plot, uma variacdo da OPLS-Da, e pode ser

observada na figura 29 para as amostras de folha e casca.

Tabela 9. Relacdo das coordenacdo da S-plot com os pares t-m/z dos compostos

discriminantes da andlise S-plot para folha e casca da Myracrodruon urundeuva.

Compostos t m/z pll] p(corr)[1]
A’ — Acido Clorogénico 2,99 353,0865 -0,47081 -0,998458
K — Geraniina 3,26 951,0815 0,111688  0,99461
A — Corilagina 3,30 633,0771 0,331775  0,997285
B — Acido Geraniinico 3,80 953,0995 0,26399 0,912756
C-N.I 3,87 785,0830 0,222834  0,997664
L — Tetragaloil hexosideo 3,96 787,1041 0,110516  0,984972
J — Quercetina 3-O-galactosideo 4,20 463,0881 0,11311 0,996414
I — Quercetina 3-O-glucurodina 4,21 477,0644 0,114517  0,996501
H — Pentagaloil hexosideo 4,27 939,1142 0,124645 0,990417
G — Quercetina 3-O-arabinopirano- 4,49 433,0781 0,130055 0,997665
sideo

D — Hexagaloil hexosideo 4,58 1091,1296 0,185425  0,905343
F — Quercitrina 2” O-galato 5,42 599,1023 0,155494  0,992721
B’ — Urundeuvina A isémero I 6,19 525,1185 -0,139172  -0,99438
E — Acido Anacérdico (15:3) 15,38 369,2405 0,177408  0,995649

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Figura 29. Gréfico S-plot das amostras de folha (eixo 1) e casca (eixo -1) da Myracrodruon

urundeuva.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

A identificacdo dos compostos no grafico S-plot permite conhecer os compostos
que se destacam em cada sec@o da planta por meio da metodologia de extragcao utilizada. A
correlacdo com os dados de atividade citotdxica pode dar uma ideia do grupo de compostos
que podem estar atuando frente as linhagens de células cancerosas testadas. Resgatando os
dados da tabela, percebe-se que o extrato etandlico da folha possui atividade quase
semelhante ao extrato da casca frente a linhagem HL60. No entanto, para as outras linhagens,
a atividade da casca é bem superior chegando quase ao dobro no caso da linhagem RAIJI.
Portanto, os compostos discriminantes dessa secdo da Aroeira-do-Sertdo podem estar atuando
mais eficientemente sob essa linhagem, ja que por meio da S-plot a diferenciacio estatistica
dos dois extratos concerne sobre A’ e B’. A figura 30 mostra a variacdo média dos
discriminantes da casca em relacdo a folha, Acido Clorogénico e Urundeuvina A isdmero I,
onde se observa claramente a diferenca de intensidade. Portanto, esses dois compostos podem

estar relacionados com a melhor atividade do extrato etandlico da casca frente a RAJIL.
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Figura 30. Variacdo média dos discriminantes do extrato etandlico da casca em relacdo a
folha.
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Fonte: Elaborada pelo autor.
5.5 Anélise de OPLS-DA dos extratos de folha e galho da Myracrodruon urundeuva

Da mesma forma realizada na secdo 5.4, obteve-se o grafico de OPLS-DA dos
grupos MU-F, relativo a folha e MU-G, ao galho. A figura 31 mostra a relacdo entre esses
dois grupos, que sdo distintos quando ao perfil metabdlico comprovado pela separacdo deles.

A anilise obteve R*Y = 0,99 ¢ Q* = 0,98, o que mostra o bom ajuste dos dados e grande

habilidade preditiva.
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Figura 31. Grafico da OPLS-Da scores para os extratos de folha e casca da

Myracrodruon urundeuva.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

A S-plot verificou os principais compostos que foram responsaveis pela separagao
dos grupos por meio do par t-m/z. Com base na tabela 10, que destaca esses pares com as
coordenadas S-plot € possivel identificar quais sdo os compostos discriminantes. No eixo
positivo encontram-se os pontos destacados em vermelho relativos ao galho que vdo de A a E,
ao passo que os pontos referentes a folha estdo contidos no eixo negativo e vao de A’a L’. O

grafico S-plot pode ser visto na figura 32.

Tabela 10. Relacdo das coordenagdao da S-plot com os pares t-m/z dos compostos

discriminantes da andlise S-plot para folha e galho da Myracrodruon urundeuva.

Compostos t m/z pll] p(corr)[1]
D — Acido Citrico 0,99 191,0182 0,0654446 0,927366
A — Acido Clorogénico 2,99 353,0865 0,338018  0,965054
L’ — Geraniina 3,26 951,0815 -0,129096  -0,993299
A’ — Corilagina 3,30 633,0771 -0,367515  -0,996377
C - Acido Quinico 5-p-coumaroil 3,49 337,0923 0,0716124 0,995421
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B’ — Acido Geraniinico 3,80 953,0995 -0,309699 -0,897829
C—N.I 3,87 785,0830 -0,279647  -0,997311
I’ — Tetragaloil hexosideo 3,96 787,1041 -0,143145 -0,985844
J> — Quercetina 3-O-galactosideo 4,20 463,0881 -0,135172  -0,995039
H’ — Quercetina 3-O-glucuronida 4,21 477,0644 -0,144022 -0,995733
K’ — Pentagaloil hexosideo 4,27 939,1142 -0,135065 -0,986392
G’ — Quercetina 3-O-arabinopirano- 4,49 4330781 -0,156345 -0,997282
Sideo

D’ — Hexagaloil hexosideo 4,58 1091,1296 -0,224251  -0,898058
E’ — Quercitrina 2” O-galato 5,42 599,1023 -0,197141  -0,992556
B — Urundeuvina A isémero | 6,19 525,1185 0,0728581 0,799633
E — Urundeuvina A isdmero II 6,63 525,1189 0,0620205 0,988472
F’ — Acido Anacérdico (15:3) 15,38 369,2405 -0,168503  -0,991514

Fonte: Elaborada pelo autor.

Figura 32. Gréfico S-plot das amostras de galho (eixo 1) e folha (eixo -1) da Myracrodruon

urundeuva.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Analisando os dados de quimiometria dessa secdo juntamente com a atividade

citotoxica dos extratos, percebe-se que os compostos discriminantes da folha tem acdo bem
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superior comparados com os do galho. Como ja publicado por (PESSOA, COSTA-LOTUFO
et al. 2006), o extrato etandlico das folhas da Aroeira-do-Sertdo apresentam elevada atividade
frente a linhagem HL60. Portanto, a elevada atividade citotoxica da folha comparada ao galho
contra a mesma linhagem com o suporte da referéncia citada anteriormente aliada aos dados
retirados da S-plot, pode-se ter uma nocdo de quais compostos sdo responsiveis por tal
atividade. A figura 33 mostra o gréafico de variacdo de intensidade dos compostos da folha
com relacdo ao galho do extrato etandlico da Aroeira-do-Sertdo, onde se pode ver que apesar
de o galho também possuir Corilagina em sua composicdo, a concentracdo ¢ bem inferior
quando se compara com a folha. O mesmo ocorre com outros compostos como o Acido
Anacardico (15:3), Pentagaloil hexosideo e Tetragaloil hexosideo. A diferenca de
concentragao de compostos possivelmente ativos tem influéncia no ensaio de citotixicidade,

porque ele é realizado em concentragdo Unica.

Figura 33. Variagdo média dos discriminantes do extrato etandlico da folha em relagdo ao

galho.
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Fonte: Elaborada pelo autor.
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5.6 Analise de OPLS-DA dos extratos de casca e galho da Myracrodruon urundeuva

Da mesma forma realizada nas duas udltimas sec¢Oes, esta analisada dois grupos
retirados da andlise de componentes principais, MU-C, referente a casca e MU-G ao galho.
Essa comparacdo tem um destaque sob as outras quando os resultados de atividade citotoxica
¢ levada em consideracdo, porque o extrato etandlico da casca obtiveram resultados 6timos,
ou seja acima de 70%, para todas as linhagens de células cancerosas testadas. Do contrério, o
extrato do galho teve os piores resultados, todos abaixo de 70%. Portanto, a comparagdo entre
esses dois extremos poderd resultar no aparecimento de compostos discriminantes que
realmente sejam responsaveis por tais atividades. A figura 34 mostra o grafico da OPLS-DA,
o qual obteve R’Y = 0,99 e Q2 = 0,99. Portanto, o modelo foi bons ajuste e habilidade

preditiva.

Figura 34. Gréfico da OPLS-Da scores para os extratos de casca e galho da Myracrodruon

urundeuva.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

A S-plot, figura 35, mostra claramente os compostos discriminantes que sao
responsaveis por essa separacdo em dois grupos observada na OPLS-DA. No eixo positivo

estdo contidos os compostos do galho, de A a E, ao passo que no eixo negativo estio inclusos

82



os da casca, de A’ a H’. Por meio da tabela 11, identifica-se esses compostos de acordo com o

par t-m/z e as coordenadas S-plot.

Tabela 11. Relacdo das coordenacdo da S-plot com os pares t-m/z dos compostos

discriminantes da analise S-plot para casca e galho da Myracrodruon urundeuva.

Compostos ty m/z pl1] p(corr)[1]
A—-N.I 4,74 341,0637 0,30535 0,996685
B —N.I 4,73 451,1009 0,276747  0,995082
C — Acido Anacardico (15:3) 15,38 369,2405 0,121023  0,983901
D — Corilagina 3,30 633,0771 0,114078  0,99468

E — Acido Quinico 5-p-coumaroil 3,49 337,0923 0,0877576 0,982012
A’ — Acido Clorogénico 2,99 353,0865 -0,562089  -0,915865
B’ — Urundeuvina A isdomero I 6,19 525,1185 -0,226429  -0,893421
C’—N.I 5,05 619,1112 -0,195054  -0,984389
D’—-N.I 5,18 629,1322 -0,175018  -0,993682
E’ — Galocatequina 2,21 305,0660 -0,137005 -0,973057
F —N.I 4,11 497,1307 -0,12378  -0,991312
G’ — Epigalocatequina 3-O-galato 3,53 457,0785 -0,113706 -0,988228
H’ — Urundeuvina B isomero II 6,78 523,1049 -0,104502  -0,987369
I’ -N.I 5,05 449,0907 -0,0896121 -0,985326

Fonte: Elaborada pelo autor.

Figura 35. Grafico S-plot das amostras de galho (eixo 1) e casca (eixo -1) da Myracrodruon

urundeuva.
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S-Plot (MU-C=-1, MU-G = 1)
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Como ja dito, o extrato da casca apresentou potencial atividade citotdxica frente a
todas as linhagens testadas, o oposto do que ocorreu com o galho. Entdo, dentro do grupo
desses compostos discriminantes na casca pode conter o responsavel por tal atividade ou na
verdade o conjunto pode ser responsavel. E vélido ressaltar que tanto a casca quanto o galho
possuem Acido Clorogénico, um dos discriminantes da casca. No entanto, como observa-se
na figura 36, a quantidade desse composto presente na secao que tem maior atividade é bem
superior, merecendo destaque, porque faz-se acreditar que tal composto eventualmente pode
estar diretamente relacionado com a potencial atividade do extrato etandlico da casca da

Aroeira-do-Sertao.

Figura 36. Variacdo média dos discriminantes do extrato etandlico da casca em relacdo ao

galho.
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6 CONCLUSAO

O presente trabalho com o uso da técnica analitica UPLC/Q-TOFMS/MS permitiu
tracar o perfil quimico da Aroeira-do-Sertdo com alta precisdo, pois forneceu valores de
massa de alta resolugdo. A partir de um método de extragdo simples e rapido por meio de
ultrassom, identificou-se 27 compostos no extrato etandlico da folha, 9 no extrato do galho e
14 no da casca. Foram identificados principalmente metabdlitos secundarios da classe dos

flavonoides e taninos hidrolisaveis.

Por meio do ensaio citotéxico in vitro utilizando o método do MTT conclui-se que
o extrato etandlico da casca possui compostos quimicos ndo-volateis que atuam frente as
linhagens HL60 (Leucé€mica), HCT-116 (Célon humano), SF-295 (Gliobastoma) e RAJI
(Leucémica) inibindo o crescimento das células cancerosas com forte potencial, obtendo os

resultados 88,56%, 80,47%, 83,41% e 77,56%, respectivamente.

Com o uso da PCA, foi possivel observar a separa¢do dos grupos relativos a cada
secdo da planta de forma significativa e com excelente confiabilidade. Além disso, a OPLS-
DA por meio de comparagdo de diferentes arranjos de grupos (MU-F x MU-C; MU-F x MU-
G; MU-C x MU-G) permitiu melhorar a separacdo com boa habilidade preditiva. A S-plot
mostrou os compostos discriminantes de cada grupo em relacdo ao outro e por meio da
comparacao com os resultados de atividade citotoxica, pode-se tracar uma linha de compostos

que provavelmente atuam na inibi¢ao das células cancerosas.

De modo geral, esse trabalho permitiu avaliar de forma rapida o perfil quimico
das diferentes se¢oes da Aroeira-do-Sertao e aliado com os resultados de atividade citotoxica
e quimiometria tragar planos para o desenvolvimento de novos agentes anticancerigenos

engrandecendo a flora local e o conhecimento popular.
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