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RESUMO

A barauna, Schinopsis brasiliensis, € uma planta pertencente a flora brasileira, encontrada
tipicamente no bioma caatinga. Sao relatados o uso de suas folhas e casca para o tratamento de
diversas doencas como tosse, gripe, diarréia, inflamacdo da garganta e impoténcia sexual. No
entanto, existe pouco conhecimento a respeito da comparacgéo fingerprint metabolico das trés
partes da planta, tanto do ponto de vista quimico quanto farmacoldgico. Um total de 44
compostos, incluindo isdmeros, foram identificados nas amostras de folha, galho e casca, em
que 16 compostos relatados pela primeira vez na espécie como corilagina e acido clorogénico,
através da cromatografia liquida de ultra-eficiéncia acoplada a espectrometria de massas em
alta resolugio (UPLC-QTOF-MSE). A anélise de componentes principais (PCA) foi capaz de
distinguir de maneira eficiente as diferencas metabolomicas entre cada secdo da planta. A
analise de discriminacdo de minimos quadrados parciais ortogonais (OPLS-DA) juntamente
com o graficos de S-Plot, VIP e Heatmap foram utilizados para identificar 23 compostos
biomarcadores, que podem estar associados as melhores atividades citotdxicas desempenhadas
pela folha e casca. A casca apresentou 0 menor valor de 1Cso para a linhagem SW-620, além
dos melhores valores de indice de seletividade para diversas linhagens. Estes resultados
demonstraram uma potencialidade significativa da planta que pode contribuir para a agregacéo

de valor a esse ativo da biodiversidade.

Palavras-chave: Plantas medicinais. Caatinga. Desreplicagdo. LC-MS. Quimiometria.
Atividade citotoxica.



ABSTRACT

The baralna, Schinopsis brasiliensis, is a plant belonging to the Brazilian flora, typically found
in the caatinga biome. The use of its leaves and bark for the treatment of various health
dysfunctions such as cough, flu, diarrhea, inflammation of the throat and sexual impotence are
reported. However, there is little knowledge about the metabolic fingerprint comparison of the
three parts of the plant, both from the chemical and pharmacological point of view. A total of
44 compounds, including isomers, were identified in the leaf, branch and bark samples, in which
16 compounds were first identified in the species as corilagine and chlorogenic acid, through
liquid chromatography coupled to mass spectrometry in high resolution (UPLC-QTOF-MSE).
Principal component analysis (PCA) was able to distinguish efficiently the metabolomic
differences between each section of the plant. Orthogonal partial least squares discriminatory
analysis (OPLS-DA) along with the S-Plot, VIP and Heatmap graphs were used to identify 23
biomarkers compounds, which may be associated with the best cytotoxic activities performed
by leaf and bark. The bark presented the lowest value of ICsq for the SW-620 strain, in addition
to the best values of selectivity index for several strains. These results demonstrated a
significant potential of the plant that can contribute to the aggregation of value to this

biodiversity asset.

Keywords: Medicinal plants. Caatinga. Dereplication. LC-MS. Chemometrics. Cytotoxic

activity.
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1 INTRODUCAO

A utilizacdo de plantas para o tratamento e cura de diversas doencas vem sendo
realizada desde a antiguidade. Atualmente, milhares de pessoas em todo 0 mundo ainda utilizam
fitoterapicos, revelando o quanto os conhecimentos terapéuticos sdo pertinentes no decorrer dos
tempos (CRAGG; NEWMAN, 2013; MACIEL; PINTO; JUNIOR, 2002) .

Os produtos naturais tém sido uma fonte rica de compostos para a descoberta de
farmacos (CRAGG; NEWMAN, 2013). A literatura descreve, o crescente numero de
medicamentos derivados de plantas, utilizadas no tratamento do cancer (DUTRA et al., 2016).
Cerca de 60% dos agentes anticancerigenos sdo derivados da natureza. J& existem diversas
drogas derivadas de plantas, como o taxol, a vimblastina, vincristina que melhoraram
demasiadamente a eficiéncia da quimioterapia contra alguns tipos agressivos de canceres
(PESSOA et al., 2006).

No cenério do que foi discutido, a espécie estudada é a Schinopsis brasiliensis
Engl., conhecida popularmente como baradna, braina, bratna-parda e bratina-do-sertdo, € uma
arvore brasileira nobre, pertencente & familia Anacardiaceae. E nativa da caatinga e mata
atlantica encontrada nas regides semi-aridas do Brasil (FERNANDES et al., 2015). A barauna
é bastante utilizada para o tratamento de diversas enfermidades como influenza, tosse, diarréia,
verminoses e imponéncia sexual pela populacdo da caatinga (AGRA et al., 2007; DE
ALBUQUERQUE et al., 2007; DE ALMEIDA et al., 2005).

Considerando os estudos ja relatados acerca dessa planta, foi possivel observar que
ainda ndo tinha sido realizado o estudo do perfil quimico dos extratos etanélico das trés seces
(folha, galho e casca) utilizando a cromatografia liquida de ultra eficiéncia (UPLC) acoplada a
espectrometria de massas em alta resolucdo (QTOF-MS). Este trabalho apresenta uma analise
comparativa dos metabolitos secundarios presentes nas folhas, galhos e casca de S.brasiliensis
utilizando a técnica de UPLC-QTOF-MSE aliada aos modelos de analise multivariada de dados
(PCA, OPLS-DA, VIP e S-Plot). Bem como, a realizacao de testes de atividade citotoxica, para
a melhor compreenséo e correlagdo entre o perfil quimico de cada secéo e a atividade bioldgica

exercida.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Bioma da caatinga

O Brasil tem um dos maiores niveis de biodiversidade do mundo, além de uma
enorme diversidade cultural. O pais apresenta uma imensa extensao territorial, com climas e
solos bastante variados. Atraves dessas caracteristicas, hd uma evidente diversidade de biomas,
o0s principais sdo definidos como: Bioma Amazoénia, Bioma Cerrado, Bioma Mata Atlantica,
Bioma Caatinga, Bioma Pampa e Bioma Pantanal (BRANDON et al., 2005).

A Caatinga € o Unico bioma exclusivamente brasileiro. E caracterizado por uma
vegetacdo espinhosa e rala, particularizada predominantemente, pela completa caducifélia da
maior parte de suas espécies, as quais sao submetidas a deficiéncia hidrica durante a maior parte
do ano, devido a baixa pluviosidade, ma distribuicdo das chuvas, elevada taxa de
evapotranspiracdo e baixa capacidade de retencdo de agua dos solos, em geral rasos e
pedregosos (ANDRADE LIMA, 1989).

Figura 1 - Mapa da caatinga

Bioma Caatinga

Fonte: http://lwww.cerratinga.org.br/, acesso dia 20/02/2017.

H& uma extensa biodiversidade nesse bioma, fazendo com que seja responsavel por
amparar variadas atividades econémicas direcionadas para fins industriais e agrosilvopastoris,
principalmente nos ramos de alimentos, quimico, de cosméticos e farmacéuticos, sendo um dos
maiores desafios da ciéncia brasileira € o estudo e a conservacédo da diversidade biologica desse

bioma. A caatinga € a regido menos estudada entre as regides naturais brasileiras, com grande
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parte do esforgo cientifico estando concentrado em alguns poucos pontos em torno das
principais cidades. Além disso, a caatinga € a regido natural brasileira menos protegida, pois as
unidades de conservacdo cobrem menos de 2% do seu territdrio. Ademais, ainda ocorre um
extenso processo de alteracdo e deterioracdo ambiental provocado pelo uso insustentavel dos
Seus recursos naturais, o que esta levando a rapida perda de espécies Unicas, a eliminagéo de
processos ecoldgicos chaves e a formagdo de extensos nucleos de desertificagdo em varios
setores da regido (LEAL et al., 2005).

Existem diversas espécies de plantas nesse bioma e, sdo referidas cerca de 98
familias de angiospermas, representadas por 1.511 espécies, equivalente a 3% da riqueza
nacional, sendo muitas destas exclusivas da caatinga. A familia mais expressiva é a
Leguminosae (18%), a Anacardiaceae ocupa a 40? posicdo de representatividade na flora
catingueira (<1%). Muitas dessas espécies de plantas séo amplamente conhecidas e utilizadas
na medicina popular e para a producdo comercial de produtos fitoterapicos, como
Myracrodruon urundeuva Allemao (aroeira) (DA SILVA et al., 2004; DE ALBUQUERQUE
et al., 2007).

2.2 Importancia das plantas medicinais

De modo geral, as plantas medicinais sdo quaisquer vegetais capazes de produzir
substancias biologicamente ativas que podem ser utilizadas como precursores de farmacos
semi-sintéticos ou com fins terapéuticos (JUNIOR; PINTO; MACIEL, 2005). Desde a
antiguidade, é relatado o uso das plantas medicinais para o tratamento de diversas doencas,
variando de resfriados a infecgdes mais graves. Ainda nos dias de hoje, essa préatica é bastante
utilizada por diferentes culturas no mundo (CRAGG; NEWMAN, 2013).

Os produtos naturais tém sido uma fonte rica de compostos para a descoberta de
farmacos. Newman e Cragg et al. 2012, demonstraram em suas revisdes, a relevancia dos
produtos naturais como base no desenvolvimento de metodologias para a producdo de novos
medicamentos. Cerca de 80% das drogas anticancerigenas sao oriundas de compostos extraidos
de fontes naturais, sendo base para a sinteses de outras substancias ativas ou utilizadas
diretamente, com alguma modificacdo estrutural (NEWMAN; CRAGG, 2012). No entanto, seu
uso decresceu nas ultimas duas décadas, em parte devido a barreiras técnicas para o
mapeamento de produtos naturais em ensaios de alto rendimento contra alvos moleculares
(HARVEY; EDRADA-EBEL; QUINN, 2015).
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As pesquisas com plantas medicinais envolvem investigacbes da medicina
tradicional e popular (etnoboténica); isolamento, purificagdo e caracterizagdo de principios
ativos (quimica organica: fitoquimica); investigacdo farmacoldgica de extratos e dos
constituintes quimicos isolados (farmacologia); transformac6es quimicas de principios ativos
(quimica orgénica sintética); estudo da relacdo estrutura/ atividade e dos mecanismos de acdo
dos principios ativos (quimica medicinal e farmacoldgica) e finalmente a operacdo de
formulagBes para a producéo de fitoterapicos (MACIEL; PINTO; JUNIOR, 2002).

Em virtude da enorme biodiversidade no pais, ainda existe uma grande lacuna entre
a oferta de plantas e as poucas pesquisas. A vista disso, € necessario o incentivo ao estudo das
plantas, visando sua utilizagdo como fonte de recursos terapéuticos, pois o reino vegetal
representa, em razéo da pouca quantidade de espécies estudadas, um vasto celeiro de moléculas
a serem descobertas (FOGLIO et al., 2006).

2.3 Familia Anacardiaceae

Anacardiaceae € uma familia composta por cerca de 76 géneros e 600 espécies.
Seus géneros sdo subdivididos em cinco tribos (Anacardiaceae, Dobineae, Rhoeae,
Semecarpeae e Spondiadeae). S&o encontradas principalmente em regides tropicais e
subtropicais com algumas espécies em regides temperadas, e ndo sdo encontradas em areas
secas do deserto. A manga (Mangifera indica), originaria da Asia e o caju (Anacardium
occidentale), nativo do Brasil, sdo espécies frutiferas dessa familia (NASCIMENTO-SILVA et
al., 2008; VOGL et al., 1996).

Cerca de 25% dos géneros dessa familia séo conhecidos como téxicos e causadores
de dermatite de contato severa. A dermatite de contato provocada por essas plantas € atribuida
principalmente a compostos fendlicos e catecOlicos ou a mistura dessas substancias,
denominadas lipidios fenolicos. Estas substancias podem estar presentes em diferentes partes
do material vegetal, ocorrendo principalmente em espécies do género Rhus. Esse género € o
maior da familia, caracterizado por apresentar flavonoides em abundancia, principalmente
biflavondides. E relatado que esses biflavondides apresentam atividades bioldgicas
importantes, como antimalérica, antiviral e citotoxica (CORREIA et al., 2006).

Especies da familia Anacardiaceae tém se mostrado bastante promissoras na busca de
substancias bioativas. Do ponto de vista quimico, os géneros mais estudados nesta familia sdo
Anacardium, Lannea, Lithraea, Mangifera, Melanorrhoea, Pistacia, Rhus (Toxicodendron),

Schinus, Semecarpus, Spondias e Tapirira. Anacardium, Mangifera, Rhus e destacam-se pelo
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namero de investigacOes relativas a composicdo quimica de suas espécies e atividades
bioldgicas de seus extratos e metabodlitos. Os estudos destas espécies possibilitaram verificar a
ocorréncia de flavonoides, terpenos, esteroides, xantonas e, principalmente, dos lipidios
fenolico e derivados (CORREIA et al., 2006).

2.4 Barauna (Schinopsis brasiliensis): Aspectos Gerais

Schinopsis brasiliensis € uma arvore nobre pertencente a familia Anacardiaceae de
ordem sapindales e género schinapes. Sua ocorréncia é observada em quase toda a area das
caatingas da Bahia a Paraiba, com poucos representantes do Rio Grande do Norte ao Piaui,
além de alguns estados brasileiros do norte, centro-oeste, e em outros paises como Paraguai e
Bolivia. No Nordeste é conhecida popularmente como baralna, bratna, bratina-parda e bratna-
do-sertdo. O nome ¢ derivado de uma palavra em espanhol, que significa “quebra machado”,
devido a dureza de sua madeira (ANDRADE LIMA, 1989).

Trata-se de uma arvore espinhenta e de comportamento deciduo, a maioria atinge
dimens@es préximas a 15 m de altura na idade adulta, sendo uma das maiores arvores da
caatinga. Caracteriza-se pelos ramos espinhosos de até 3,5 cm com um porte grandioso de
galharia espessa e bem distribuida numa copa de poucas e pequenas folhas. Desenvolve-se
lentamente, a idade de corte da-se geralmente entre 20 a 30 anos. Seu tronco € reto e bem
conformado. Os ramos e caule principal sdo atacados por larvras e insetos. A casca € cinza
escura, quase negra, aspera, desprendendo-se em porcdes irregularmente quadrangulares, forma
pequenas rachaduras, quadradas. As flores sdo pequenas, medindo de 3 mm a 4 mm de
diametro, brancas, glabras e suavemente perfumadas. O fruto é uma drupa alada, medindo de 3
cm a 3,5 cm de comprimento, de coloracdo castanho-claro e cheia de massa esponjosa
(SANTOS; BETANIA; AMADOR, 2013). Nas figuras 2 e 3 encontram-se a arvore, folhas,

flores e frutos da espécie S. brasiliensis, respectivamente.
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Figura 2 - Imagens da rvore da espécie S. brasiliensis.

Fonte: http://www.cnip.org.br/banco_img/Barauna/schinopsisbrasiliensis.html, acesso 03/03/17.

Figura 3 - Imagens das folhas?, florest e frutos? da espécie S. brasiliensis.

Fontes:

thttp://www.cnip.org.br/banco_img/Barauna/schinopsisbrasiliensis4.html;

2 http://www.roquevalente.com/barauna¢20tree.htm, acesso 03 de marco de 2017.


http://www.roquevalente.com/barauna¢20tree.htm
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E considerada uma espécie nobre da caatinga. Diversos s&o 0s seus usos, seja na
area medicinal; ornamental, pois é utilizada na arborizacdo de pracas e canteiros centrais;
madeireira que é usada para estacas, pildes, lenha e carvao; nas industrias de curtume devido a
producdo de taninos de suas cascas e como alimento para caprinos e ovinos (PARENTE, [s.d.]).

A madeira é dura, pesada, quando nova ou recentemente derrubada, densidade de
(1,23g.cm®), de grande durabilidade, altamente resistente & decomposicdo quando em ambiente
externo e semelhante a da aroeira. Tem cor castanha avermelhada, escurecendo quando mais
velha e exposta ao ar. Estd entre as madeiras mais resistentes do mundo, em que sua
durabilidade € ilimitada, e em condicGes favoraveis, é indestrutivel pelo tempo (FERNANDES;
TORRES, 1941). Essa madeira é bastante utilizada na construcdo civil, na fabricacdo de
moveis, producdo de postes (PAES et al., 2004). Em razéo disso, uma intensa exploracgdo foi
realizada, havendo assim um quase esgotamento das reservas dessa espécie. Atualmente, é
considerada em perigo imediato de extingdo, principalmente no nordeste do Brasil, sendo esse
o principal fator de seu corte ser proibido (SANTOS; BETANIA; AMADOR, 2013).

Em vista disso, sdo necessarias praticas de controle e conservacdo dessas espécies
de plantas com grande significancia medicinal e econémica, como a baralna, através de

estratégias no ambito sustentavel aliada a manutencdo do equilibrio do ecossistema.

2.5 Barauna: Importéncia Bioldgica

De acordo com estudos etnofarmacologicos, diferentes partes da planta de S.
brasiliensis, como folha e casca, sdo amplamente utilizadas para o tratamento de doengas como
gripe, osteoporose, feridas, diarréia, anti-séptico, antiinflamatdrio e micoses (AGRA et al.,
2007; DE ALBUQUERQUE, 2006; DE ALBUQUERQUE et al., 2007; DE ALMEIDA et al.,
2005). Foi relatado a utilizagdo da casca do caule, na medicina popular, como antitussico e
contra diarréia, atraveés de um xarope feito a partir do cozimento de um punhado dessa casca
em um litro de agua com aclcar, tomando de trés a quatro vezes ao dia até os sintomas
desaparecerem. Contudo, dependendo da parte da planta utilizada e a regido, a forma de uso e
o modo de administracéo €é diferente (AGRA et al., 2007). E relatado também a utilizacio da
casca triturada e cozida da brauna pelos indios kariri-xoco e xoco a fim de aliviar dores de
dentes e ouvido (MAIA, 2004).

As atividades biol6gicas exercidas pelos extratos de Schinopsis brasiliensis sdo
bastante mencionadas na literatura. Diversos estudos foram realizados a partir de diferentes

secdes da planta como casca, folha e sementes. Foram avaliadas as atividades antimicrobiana,
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antioxidante e toxicidade in vitro de extratos metanolico das folhas, confirmando a alta
atividade antioxidante e antimicrobiana, e moderada toxicidade (SARAIVA et al., 2013). Esse
estudo foi realizado utilizando testes com larvas de Artemia salina, baseado no método de
Meyer et.al (1982). Segundo Meyer, os valores de concentracédo letal média LCso < 500 pg.ml
indicam toxicidade, valores de LCso de 500 a 1000 pg.ml indicam toxicidade moderada,
enquanto que os valores de LCsg > 1000 pg.ml sugerem uma falta de toxicidade. O valor do
extrato metanolico da folha foi de 705,54 + 60,46 ug.ml, o que resulta que o extrato seja
moderadamente toxico. Esse resultado demonstra que em concentracdes elevadas do extrato
pode afetar negativamente o metabolismo da A. salina, devido a alta concentracéo de polifenois
como taninos, flavandides e outros compostos fenolicos (SARAIVA et al., 2011).

Além disso, é relatado a atividade antimicrobiana dos extratos de folhas, casca do
caule, flor, vagens e sementes contra bactérias como Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus
aureus, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Candida albicans (CHAVES et al., 2011;
SARAIVAetal., 2011; SILVA etal., 2012); Salmonella typhimurium (SARAIVA et al., 2011);
Streptococcus oralis, Streptococcus mutans, Streptococcus parasanguinis and Entero-coccus
faecalis (SILVA et al., 2012).

Também foi analisado a toxicidade e a atividade larvicida de diferentes extratos de
casca de S. brasiliensis. FracOes de acetato de etila, hexano e cloroférmio apresentaram
potencial larvicida, enquanto fracGes de cloroférmio e acetato de etila foram toxicas para 0s
caramujos B. glabrata (SANTOS et al., 2014).

Ademais, o extrato hidroetandlico e a fracdo acetato de etila da casca, mostraram
resultados promissores exibindo efeito antinociceptivo central e atividade antiinflamatéria, com

inibicdo do processo inflamatério (CARLA et al., 2018).

2.6 Barauna: Composi¢do Quimica

O conhecimento acerca da composi¢cdo quimica da baraina assim como o
isolamento dos compostos que podem estar relacionados as atividades bioldgicas ainda ndo séo
expressivos, embora, exista diversos estudos relativos aos efeitos terapéuticos das diferentes
partes da planta. O estudo fitoquimico dessa espécie é de imensa importancia por apresentar
uso na medicina popular, com diversas atividades bioldgicas, aléem de estar na lista de espécies
que estdo ameacadas de extincao.

A maioria dos estudos de Schinopsis brasiliensis descritos na literatura refere-se a
identificacdo e isolamento de compostos, na maioria de extratos apolares, de folhas e de cascas
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por meio de métodos cromatogréaficos, espectrométricos e espectroscopicos, tais como, CG-
MS, HPLC-MS e RMN (CARLA et al., 2018; DONATI et al., 2014; FERNANDES et al.,
2015; SANTOS et al., 2017).

Tem-se relatos sobre a identificagdo de compostos quimicos como taninos,
polifendis e esteroides, presentes nos extratos da casca do caule e das folhas de S.brasiliensis
(CARDOSO; DAVID; DAVID, 2005; CARDOSO et al., 2014; MOREIRA, 2014).
Biflavonoides como 4’-metoxi-7-hidroxi-flavanona-(3—3)-3"’-metoxi-4’"*,7’-dihidroxi-
flavanona foram isolados do extrato hexanico da casca (CARDOSO; DAVID; DAVID, 2005;
CARDOSO et al., 2014). Além disso, atraveés do Oleo essencial extraido das folhas, foi
identificado altas concentracdes de mirceno e baixas concentragdes de outros compostos como
B-cariofileno, guaiol e eucaliptol (DONATI et al., 2014).

A composicao quimica do extrato etandlico da casca foi estudado por (SANTOS et
al., 2017), onde foram identificados 16 compostos fenolicos, dentre eles, derivados do acido
galico a fim de verificar sua atividade antioxidante.

Na tabela 1, encontram-se algumas substancias que foram isoladas de extratos

hexanico, diclorometanico e etandlico da casca e folhas da espécie.



Tabela 1- Constituintes extraidos de algumas partes do organismo vegetal da espécie S. brasiliensis

22

Componentes Estrutura Formula Molecular Orgéo Vegetal

Referéncias

P
z

Friedelina C3oHs500 Folha
B-amirina C3oHs00 Folha
B- C29H500 Folha

sitosterol/Folha

Moreira, 2009

Moreira, 2009

Moreira, 2009

Fonte: Adaptado de (MOREIRA, 2014).




Tabela 1- Constituintes extraidos de algumas partes do organismo vegetal da espécie S. brasiliensis (continue).
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Componentes Estrutura Formula Molecular Orgéao Vegetal Referéncias
B-sitosterol- CasHeoO6 Folha Moreira, 2009
glicosilado

Glu—O
o) OCHj;
Galato de metila CgHsOs Folha Moreira, 2009
HO OH
OH
(6R,9R)- C19H3207 Folha Moreira, 2009

megastigma-4-en-
3-ona 9-0O- B-

glicanopiranosideo

Fonte: Adaptado de (MOREIRA, 2014).




Tabela 1- Constituintes extraidos de algumas partes do organismo vegetal da espécie S. brasiliensis (continue).

Componentes Estrutura Formula Molecular Orgéo Vegetal Referéncias

5,6,7,8,3°,4°- C15H1009 Folha Moreira, 2009
hexahidroxiflavonol
Quercetina-3-0- B- C20H18011 Folha Moreira, 2009

D-xilopiranosideo
HO Ho
o OH
Acido galico C7HOs Folha Moreira, 2009
HO OH
OH

Fonte: Adaptado de (MOREIRA, 2014).




Tabela 1- Constituintes extraidos de algumas partes do organismo vegetal da espécie S. brasiliensis (continue).
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Componentes Estrutura Formula Molecular Orgéo Vegetal Referéncias
@]
o
5,74°,5-
tetrahidroxiflavona- C21H20012 Folha Moreira, 2009
3’-0- B-
glicopiranosideo
Siringaresinol C20H1706 Casca Cardoso, 2007
Etil-O-B-D-(6’-O- oH C15H20010 Casca Santos, C. C. de S,,
o 2017
galoil)-

glucopiranosideo

HO

OH,C

HO
OH

CH;,

Fonte: Adaptado de (MOREIRA,

2014).




Tabela 1- Constituintes extraidos de algumas partes do organismo vegetal da espécie S. brasiliensis (continue).
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Componentes Estrutura Formula Molecular Orgéo Vegetal Referéncias
Etil-O-B-D-(6’-O- T C15H20010 Casca Santos, C. C. de S.,
Ho 2017
galoil)- 0
glucopiranosideo S
HOHO o/\cu3
Nikoenosideo ocH C16H2409 Casca Santos, C. C. de S.,
: 2017
OCH;,
HOH,C
o OCH,
HOHO fo)
OH
3,4-di-O-galoil- C21H20014 Casca Santos, C. C. de S.,
2017
acido quinico

Fonte: Adaptado de (MOREIRA, 2014).
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2.7 Metabolitos Secundarios

Os compostos de grande interesse que sdo 0s principais alvos dentro da pesquisa
em quimica de produtos naturais, sdo 0os metabdlitos secundarios, que desempenham inimeras
atividades importantes para 0s organismos que 0s contém, e que estdo associados a diversos
tipos de acgdes seja de protecdo, desenvolvimento, interacdo e, principalmente, de atividades
bioldgicas exercidas pelo vegetal. Esses compostos sdo de grande utilidade também para
espécie humana servindo como base para o desenvolvimento e producao de farmacos, produtos
agroquimicos, alimentos, cosméticos e fragrancias (BUTLER, 2004; NEWMAN; CRAGG,
2012; NOVA et al., 2013).

Séo divididos em trés grandes grupos:

= Terpenos

Sao substancias naturais que sdo classificadas pelo ndmero de unidades de
isoprenos (CsHs), representam a maior classe de metabdlitos secundérios. Constituem os 6leos
essenciais das plantas, e estdo associados a fisiologia vegetal. Sdo utilizados nas industrias
como agroquimicos, fragrancias e em produtos farmacéuticos (MEWALAL et al., 2016).

Exemplos: limoneno e mentol.

= Compostos Fendlicos

E uma classe de compostos que sdo constituintes de diversos vegetais, produtos
industrializados e frutas. A sua estrutura € composta de Varios grupos benzénicos
caracteristicos, tendo hidroxilas como substituintess (HERNANDEZ; PRIETO GONZALES,
1999). A posic¢do dos atomos de hidrogénio dos grupamentos hidroxila, as duplas liga¢des dos
anéis benzénicos e a dupla ligacdo da funcéo oxo (-C=0) promove a esses compostos uma alta
atividade antioxidante (CATHERINE A. RICE-EVANS; PAGANGA, 1996; HRAZDINA,
BORZEL; ROBINSON, 1970). Esse grupo complexo se divide em flavondides e néo
flavonoides.

Os flavonoides séo polifenois amplamente encontrados em frutas como maca e uva;
em vegetais como cebola; e em produtos industrializados como vinho e cerveja. Subdivide-se
em flavonas, flavononas, catequinas, antocianinas, isoflavonas, flavonois e chalconas.

Os ndo flavondides sdo fendis simples ou acidos como os derivados dos acidos
hidroxicinamico e hidroxibenzoéico. A atividade antioxidante desses compostos depende da
posicao da hidroxila e da proximidade do grupo —CO2H em relagdo ao grupo fenil, quanto mais
proximo, maior é a atividade (CATHERINE A. RICE-EVANS; PAGANGA, 1996;
HRAZDINA; BORZEL; ROBINSON, 1970).
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= Alcaloides

S80 substancias de carater basico, presentes em fungos, bactérias, animais e
principalmente em plantas. Sdo compostas de nitrogénio, oxigénio, hidrogénio e carbono.
Podem ser classificadas de acordo com a atividade biologica desempenhada, estrutura quimica
e origem biossintética.

A concentracdo e os diferentes tipos de metabdlitos secundarios nas plantas variam
bastante dependendo de diversos fatores. Os mais importantes sdo a sazonalidade, ou seja, 0
periodo em que é realizada a coleta do vegetal; a temperatura que afeta diretamente no
desenvolvimento da planta, consequentemente afeta a producdo de metabdlitos secundarios; a
radiacéo ultravioleta, com estudos mostrando a relacdo entre a intensidade de radiacéo solar e
a producdo de compostos fendlicos; nutrientes que ndo afetam apenas os metabolitos primarios,
mas também os secundarios; a altitude que apesar de haver poucos estudos acerca disso, € visto
que h& efeito na producdo e desenvolvimento dos metabdlitos; a poluicdo atmosférica que
provoca o aumento de Oz e CO2 no ambiente favorecendo as alteragdes dos metabolitos; e por
ultimo, os ataques de patdgenos e estimulos mecanicos que influenciam também as alteracdes
(GOBBO-NETO; LOPES, 2007).
Figura 4 - Principais fatores que podem influenciar os metabdlitos secundarios

Ritmo circadiano
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<4/ ’ =
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- gyue de patégenos

Sazonalidade

Fonte: Gobbo-neto, L., & Lopes, N. P. (2007). PLANTAS MEDICINAIS: FATORES DE INFLUENCIA NO
CONTEUDO DE METABOLITOS SECUNDARIOQOS Leonardo Gobbo-Neto e Norberto P. Lopes*, 30(2), 374—
381.
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2.8 Metabolomica

Metaboloma é conjunto de todos os metabdlitos presentes nas células, 6rgaos ou
tecidos. A fim de identificar e quantificar todas essas moléculas de baixo peso molecular (até
1500 Da) foi criada uma ferramenta que estd em continuo desenvolvimento chamado de
metaboldmica que é uma anélise valiosa que integra instrumentacdo, quimica, estatistica e
computacdo em sistemas bioldgicos (FIEHN, 2002). Esse estudo alia 0 método de preparo de
amostras e extracGes com técnicas analiticas como a ressonancia magnética nuclear (RMN) e
espectrometria de massas (EM). Dentre as diversas etapas envolvidas, as mais comumente
usadas sdo o metabolite fingerprinting que objetiva determinar as diferencas metabdlicas entre
as amostras atraves de ferramentas estatisticas e metabolite profiling que tem o proposito de
tracar o perfil quimico da planta, por exemplo, com a identificacdo dos metabolitos podendo
também quantificar as moléculas que séo responsaveis pelas diferencas entre as amostras.

A metodologia mais utilizada para a identificacdo dos metabdlitos em misturas
complexas é a desreplicacao que € um método que acopla técnicas de separacao (cromatografia
liquida e gasosa) com as de identificagdo (RMN, EM). E feito uma pré-triagem para detectar
compostos ja conhecidos através de bibliotecas e bancos de dados, reduzindo assim tempo e
custo, focando em novas moléculas bioativas, consequentemente, evitando o reisolamento de
substancias conhecidas (BUTLER, 2004).

Os dados gerados pela desreplicacdo podem ser analisados por métodos estatisticos
através de técnicas quimiométricas, que tem como uma de suas funcdes mostrar as diferencas
metabdlicas entre as amostras e correlacionar o perfil quimico com uma determinada atividade
bioldgica. A analise de componentes principais (PCA), a regressdo dos minimos quadrados
parciais (OPLS-DA) e a analise hierarquica de agrupamentos (HCA) sdo alguns exemplos de
mecanismos estatisticos utilizados (BUENO et al., 2013).

Nesses ultimos anos, a metabolémica vem avancando em diversas areas, tais como
na toxicologia, farmacologia, ambiental e gendmica, entre outras. Nos produtos naturais,
especificamente, nas plantas, a metabolémica estd desempenhando um importante papel na
prospeccdo molecular avaliando os importantes metabolitos com suas respectivas funcgdes
bioldgicas, promovendo a agregacdo de valor ao vegetal aliado ao uso sustentavel e ao avango

tecnoldgico nessa area.
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2.9 Instrumentacdo Analitica

2.9.1 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia e Ultra Eficiéncia

A cromatografia liquida de alta eficiéncia ¢ um método de separacao, quantificacéo
e identificacdo de compostos. E constituido de duas fases: a estacionaria que pode ser um sélido
ou um solido recoberto por um liquido e a mével que € um solvente liquido. O inicio da anéalise
ocorre apo6s a introducdo da amostra por meio da valvula de injecdo, em seguida, a fase movel
leva a amostra até a coluna onde se produz a separacao, e finalmente os compostos ja separados
sdo observados na saida da coluna, e vao em direcdo ao detector adequado que emite um sinal
elétrico o qual é registrado, constituindo um cromatograma. A separacdo dos compostos é
realizada de acordo com as forcas intermoleculares existentes, quanto maior a interacdo do
analito com a fase estacionaria mais lentamente as substancias irdo passar pela coluna, em
contrapartida quanto menor for a interacdo mais rapidamente irdo passar (LEITE, 2008).

Ao longo das ultimas décadas o progresso na eficiéncia de separacdo por HPLC tem
sido impulsionada por melhorias na fabricacdo de particulas a base de silica, tais como a
diminuicdo do tamanho das particulas. Entretanto, isso gerou um problema devido a
insuficiéncia dos sistemas de bombeamento que limitava a velocidade cromatogréfica e a
capacidade de resolucdo dos picos. De forma a obter uma melhor eficiéncia foi desenvolvido
novos sistemas que possibilita 0 bombeamento e a injecdo de liquidos a pressdes bastante
elevadas acima de 10.000 psi sem danificar a coluna analitica juntamente com a diminui¢édo das
particulas (menor que 2um) chamado de cromatografia de ultra-performace (UPLC)
(CHURCHWELL et al., 2005).

O UPLC (Ultra Perfomance Liquid Chromatography) proporciona inimeras
vantagens significativas na sensibilidade, velocidade e resolucdo. A eficiéncia de separagédo
permanece mantida ou pode ser ainda melhorada. Esse sistema permite reduzir o tempo de
andlise até nove vezes em comparacdo com o sistema convencional utilizando colunas com
particulas de Spm, e em até trés vezes usando colunas empacotadas com particulas de 3um, sem
a perda de eficiéncia de separacdo. O uso do UPLC é bastante relevante, pois emprega volumes
de amostras reduzidos, em razéo a dimenséo das colunas cromatograficas que sdo menores que
as de HPLC. Além disso, outro fator é a economia do solvente que por empregar uma menor
vazdo para realizar a separacdo cromatografica gera economia no custo total das analises. A

técnica tem uma grande importante e pode desempenhar um papel significativo no futuro da



31

cromatografia liquida. As primeiras aplicacdes praticas de UPLC foram realizadas juntamente
com a deteccdo por espectrometria de massa em aplicagdes gendmicas e campo de
metabolémicos (NOVAKOVA; MATYSOVA; SOLICH, 2006; ZHAO et al., 2015).

2.9.2 Espectrometria de Massas

Espectrometria de massas € uma técnica analitica em que as moléculas de uma
amostra sdo convertidas em ions em fase gasosa, que sdo posteriormente separados de acordo
com sua razdo massa (m) sobre a carga (z), m/z. Para esse fim, um feixe de elétrons é lancado
sobre a amostra de maneira que os constituintes da mesma possam ser fragmentados formando
ions, os quais sdo desviados pela aplicacdo de um campo magnético (SKOOG, 2009). O
espectro de massas € um grafico que indica a abundancia (intensidade) relativa de cada ion que
aparece como picos com m/z definidos. Além disso o espectro de massas fornece o sinal
referente ao padrdo isotdépico da amostra, decorrente do padrdo isotépico dos atomos
constituintes do composto. O tamanho dos picos depende da abundancia relativa natural dos
isétopos. A utilizacdo dessas informagfes podem presumir a presenca de alguns atomos com
padrdes isotopicos bem caracteristicos (Br, S, Cl, entre outros) (WALKER, 2010).

Em uma analise por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas,
apos a passagem da amostra pela coluna, ela é levada ao espectrdmetro de massas onde passa,
inicialmente, pela fonte de ionizacdo onde ocorre a formacdes dos ions em fase gasosa. Apds
isso, 0s ions sdo levados para o analisador de massa através de um campo eletromagnético,
onde acontece a separa¢do de acordo com a razdo m/z, e por fim, os ions passam para o detector
e o sinal gerado é registrado pelo sistema de dados (PAVIA et al., 2010).

A Figura 5 representa os componentes de um espectrémetro de massas utilizado no

trabalho de forma simplificada.
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Figura 5 - Esquema de um espectrometro de massas
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Fonte: Autora

No processo de ionizagdo os ions podem ser produzidos a partir de uma molécula
neutra, ou pela adi¢cdo de um elétron ou proton. Sao diversos os tipos de fonte de ionizacao,
como impacto eletronico, ionizagdo quimica, eletrospray, MALDI (Matrix Assisted Laser
Desorption lonization), ioniza¢do quimica a pressdo atmosférica (APCI), entre outros.

O analisador de massas € outro componente de grande importancia na espectrometria
de massas. E responsavel por separar os ions de acordo com sua m/z. Os analisadores s&o
basicamente separados de acordo com a resolucdo que podem atingir na medida de massas
(TRUFELLI et al., 2011). Os analisadores podem ser simples e hibridos, como orbitrap e

quadrupolo-tempo de voo, respectivamente.

2.9.2.1 Electrospray

O electrospray (ESI) é considerado uma técnica branda de ionizagao, e atualmente
estd sendo a melhor associacdo de custo e beneficio para identificacdo e quantificacdo de
substancias em misturas complexas (FORCISI et al., 2013).

Dentre as principais vantagens do electrospray, pode-se destacar a alta
sensibilidade; facil interface com técnicas de separacdo, visto que, 0s ions sdo gerados em
solucdo, abrange uma vasta variedade de compostos, além de ser utilizada para compostos
termicamente labeis (CECH; ENKE, 2001; FORCISI et al., 2013).

O processo consiste na aplicacdo de um potencial (3-6kV), positivo ou negativo, na
extremidade do capilar onde passa o analito, gerando um spray formado por goticulas altamente
carregadas. Conforme a densidade de carga aumenta nessas gotas, presas ao capilar, provoca
uma deformacéo das gotas, chamado de Cone de Taylor. Quando a solu¢do que compreende o

cone de Taylor atinge o limite de Rayleigh (momento em que a tenséo superficial da solucéo se
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iguala a repulsdo coulombica da carga superficial), as goticulas que contém excesso de carga
se desprende do capilar subdividindo-se. Em seguida, as gotas desprendidas da ponta do capilar
passam por processo de dessolvatagdo através de gases inertes, como Nz, que tem o intuito de
evaporar o solvente presente nas gotas. No momento em que a forca de repulséo supera a tensao
superficial, ocorre a explosdo couldmbica, que resulta na formacdo de goticulas menores. A
evaporacao do solvente + fissdo couldmbica ocorre repetidamente para gerar goticulas cada vez
menores até a formacao dos ions isolados que sdo levados ao analisador através de um campo
elétrico (BANERJEE; MAZUMDAR, 2012; CECH; ENKE, 2001; PAVIA et al., 2010). O
processo de ionizacdo por eletrospray esta representado na Figura 6.
Nessa fonte de ionizagdo pode ocorrer trés processos distintos, no interior do
capilar: reacGes redox, reacOes acido e base e coordenacdo com cétions ou anions.
» Reac6es Redox
Nesse caso a fonte de ionizagdo pode ser considerada uma célula eletrolitica a
corrente alternada. Ocorre quando ha espécies que tem facilidade de oxidar ou reduzir,
produzindo assim os ions moleculares (M™) ou (M~ ) (CROTTI et al., 2006).
= ReacBes Acido/Base

Na maioria das substancias organicas que apresentam nao apresentam sistemas com
alta densidade eletr6nica e potenciais redox nédo téo baixos. Em tal caso, ocorre a formacao de
ions precursores ([M+H]* ou [M-H]"), formados pela protonacdo em moléculas com maior
afinidade proténica (modo positivo) ou pela desprotonacdo em moléculas com maior facilidade
em perder hidrogénio (modo negativo) (CROTTI et al., 2006).

= Coordenacdo com cations ou anions
Ocorre a formacéo de adutos, no modo positivo podendo ocorrer com Na, K, por

exemplo, e no modo negativo com Cl e alguns acidos (CROTTI et al., 2006).
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Figura 6 - Representacdo esquematica da ionizacdo por eletrospray (ESI)
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Fonte: Adaptado de (CECH; ENKE, 2001).

2.9.2.2 Analisador hibrido — Qtof

O sistema acoplado de analise utilizado no trabalho, UPLC-QTOF-MSE, possui
como analisador de massa um hibrido composto por dois analisadores: o quadrupolo e o tempo
de voo. O sistema hibrido tem como diferencial a combinac&o de dois tipos de analisadores que
combinam suas principais vantagens, fornecendo assim um melhor funcionamento.

O quadrupolo é um dos analisadores mais popular, de baixo preco e simplicidade.
Além disso, esse analisador é bastante utilizado em analises quantitativas por apresentar uma
boa linearidade. E formado por quatro barras cilindricas dispostas em dois pares (um mantido
em um potencial elétrico positivo para massas elevadas e outro, para massas pequenas em um
potencial negativo), que geram um campo elétrico dependente da faixa de razdo massa/carga
requerida pelo analista. Se o ion possui estiver dentro da faixa, ir4 passar pelas barras do
quadrupolo até o detector, em contrapartida, os outros ions sao eliminados pela bomba de vacuo
(LANCAS, 2009).

No analisador tempo de voo é conhecido por apresentar rapida velocidade de
varredura e alta resolucdo. Nesse caso, todos os ions formados sdo acelerados pela aplicacédo de
um campo elétrico e adquirem velocidades proporcionais a raiz quadrada de sua razédo m/z, que
é inversamente proporcional a massa. Os ions sdo levados com uma energia cinética que mostra
a dependéncia exclusivamente da massa, em que 0s ions mais leves chegam primeiro ao
detector, ou seja, quanto maior o ion, mais tempo ele leva para percorrer o0 comprimento do
tubo (“drift tube”) (LANCAS, 2009).
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No caso do Q-TOF, a elevada resolugdo e alta velocidade de varredura provém do
analisador em tempo de voo e a alta sensibilidade do quadrupolo, sendo assim, esse tipo de
analisador tem melhor excelente desempenho comparado ao analisador individualmente.
Inicialmente, o ion é selecionado no quadrupolo, que serve como um focalizador de ions. Ao
sair do quadrupolo, os ions sdo enviados para uma cAmara de colisdo, onde ocorre a variagdo
de energia para a geracdo de espectros MS e MS/MS. E, em seguida, os ions sdo analisados
pelo analisador em tempo de voo, e finalmente sdo levados ao detector.

Nesse sistema € possibilitado o modo MSE em que o E significa varredura de alta
energia, com a geragdo de espectros de massa de alta resolugdo MS e MS?. Esse modo consiste
na aquisigdo simultanea de dados de baixa e alta energia utilizando uma rampa entre 15 eV a
30 eV aplicada (WRONA et al., 2016). Durante uma mesma varredura cromatografica é obtido
informacdes de ions precursores, com baixa energia de colisdo e fragmentos, com alta. O modo
MSE é uma ferramenta essencial para a determinacéo de compostos ndo volateis e duas de suas
vantagens é a ndo necessidade de preparacdo de amostra demorada e a utilizacdo de baixo
consumo de solvente (WRONA et al., 2016).

2.10 Identificacdo Estrutural

Para a identificagdo estrutural, foram consideradas as formulas moleculares e 0s
valores de m/z obtidos a partir dos espectros de alta resolucdo, observados nos picos
cromatograficos de maior intensidade. A partir de cada férmula, foi determinado o erro relativo
em ppm. Somente formulas moleculares com valores inferiores a 10 ppm de erro foram
consideradas para estudos posteriores em MS/MS. As propostas estruturais das moléculas
foram realizadas através dos dados de MS/MS, por meio do estabelecimento de padrbes de
fragmentacéo racionais (BOUSLIMANI et al., 2014; KIND; FIEHN, 2007, 2010; MOCO et
al., 2007; YULIANA et al., 2013).

Importante ressaltar que todos os compostos foram, apenas, parcialmente
identificados, pois foi realizado o estudo de desreplicagdo com o objetivo de identificar de
forma abrangente todos os metabolitos presentes nas amostras. Para ter uma exatiddo de
identificacdo sdo necessarios mais estudos como isolamento das substancias e utilizagdo de
técnicas como ressonéancia magnética nuclear (RMN).

Os dados foram processados usando o software MassLynx, (Waters Corporation). A

comparacdo de todos os picos de LC foi realizada utilizando uma tolerancia de tempo de



36

retencdo £ 0,05 min e uma tolerancia de massa exata de + 0,05 Da. Para picos néo identificados,
todas as possiveis formulas moleculares foram extraidas (elementos C, H, N, O, a toleréncia de
10 ppm, pelo menos, 2 atomos de carbono) com a ferramenta composicdo elementar do
MassLynx.

O erro dado em ppm leva em consideragdo a massa observada no espectro de
massas e a massa calculada pela ferramenta de composicéo elementar do software MassLynx,

de acordo com a equacao (1):

(massa observada-massa calculada) 10
X

Erro (ppm)= ey

massa observada

2.11 Tratamento de Dados

Nos casos em que hd uma grande quantidade de amostras, as analises realizadas
geram um grande volume de dados brutos, e consequentemente, é mais dificil a visualiza¢do e
interpretacdo dos resultados. Nesse caso, é de grande importancia a utilizacdo de métodos
matematico capazes de organizar as informacgdes e converté-las em dados que possam ser
visualizados no espaco bi e tridimensionais, facilitando, extremamente, o entendimento dos
resultados obtidos (Y| et al., 2016). E, a quimiometria € um desses métodos matematicos e
estatisticos utilizado em dados de origem quimica, que compreende analises univariadas e
multivariada de dados.

A quimiometria ¢ um dos pilares da metabolémica, através de andlises
multivariadas de dados € possivel correlacionar as diferencas metabdlicas entre as amostras e a
atividade bioldgica observada. As analises podem ser exploratorias (untargeted) e
supervisionadas (targeted). Na exploratoria, ndo ha conhecimento prévio da amostra, nesse
caso, elas sdo agrupadas naturalmente através das informacgbes presentes nos dados
experimentais, contribuem com uma visao imparcial dos dados, podendo-se destacar a analise
de componentes principais (PCA) e analise de agrupamentos por metodos hierarquicos (HCA).
Nas supervisionadas, cada amostra analisada procede de uma classe predeterminada, e essa
informacdo é aplicada durante a analise dos dados e na construcdo de modelos de classificacéo,
a separacdo pode ser induzida pelo analista, destacando-se a regressdo pelo método dos
quadrados minimos parciais (OPLS-DA), regressao parcial por minimos quadrados (PLS-DA),
analise discriminante linear (LDA) (Y1 et al., 2016).
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2.11.1 Analise de Componentes Principais (PCA)

A analise de componentes principais (PCA) é um método estatistico exploratdrio
que consiste em reduzir a complexidade de uma grande quantidade de dados, com a menor
perda possivel de informacGes (MARCHETTI et al., 2015). Essa técnica permite observar,
interpretar e correlacionar as diferencas existentes entre as amostras, aléem de promover a
formacéo de grupos com semelhancas entre si (WORLEY; HALOUSKA; POWERS, 2013).
Além disso, 0 PCA é sensivel aos outliers, pois pode-se notar, claramente, 0 quanto 0s mesmos
sdo diferentes, em relacdo as outras amostras analisadas. E utilizada, inicialmente, no
tratamento de dados, com o propdésito de se obter uma visdo geral das amostras, suas
semelhancas e dissemelhancas, de cada conjunto de dados (GOMES, 2013).

O PCA resulta de uma transformacdo matematica, uma matriz de dados X
consistindo de T linhas (observacGes referentes as amostras) e P colunas (observacbes
referentes as variaveis) (BRERETON, 2007). A equacdo bésica da matriz de PCA é
representada na equacao (2).

X=T.P (2)
A representacdo grafica é formada por graficos de escores, onde fornecem a

composicao das componentes principais em relacdo as amostras; e “loadings ”, em relacéo as
variaveis, responsavel pela diferenciacdo do posicionamento entre as amostras. Os dois graficos
sdo sobreponiveis e complementares, e a direcdo de um grafico corresponde a mesma do outro.
Portanto, um padrdo interessante visualizado no grafico de escores pode ser interpretado
observando ao longo desta dire¢éo no grafico de loading (ALBERICE, 2014).

Os dados de scores de PCA sdo projetados em graficos bi ou tridimensionais, em
gue o0s eixos sdo as componentes principais (PC). Cada PC é uma combinacdo linear das
respostas originais, ndo sdo correlacionais e, ortogonais entre si. A informacao contida em PC1,
ndo esta em PC2, portanto, as redundancias sdo eliminadas, ou seja, é provavel se utilize poucas
componentes principais em quase todas as informagdes. A PC1 descreve a méxima variancia
dos dados originais, e coincide com o eixo de maior variabilidade entre as amostras. E, a PC2
que esta perpendicular a PC1, representa a quantidade maxima dos dados ndo explicados pela
PCL.

Apbs a andlise de PCA, é essencial a utilizacdo de técnicas supervisionadas, como
analise de minimos quadrados parciais (PLS), analise ortogonal de minimos quadrados parciais

(OPLS-DA) e entre outras, com o intuito de produzir resultados mais confiaveis e relevantes.
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2.11.2 Minimos Quadrados Parciais (PLS)

A regressdao por minimos quadrados parciais (PLS) € um método de anélise
supervisionado bastante utilizado. Esse método relaciona uma matriz de dados contendo
variaveis independentes das amostras com uma ou mais varidveis respostas para essas amostras,
baseada no uso de fatores.

O PLS pode ser combinado com a analise discriminante (DA) para melhor separar
as classes, considerando o caso de duas classes (LINDON; NICHOLSON, 2008). O PLS-DA
projeta os dados (X) em um espaco de baixa dimensdo que potencializa a separacdo entre 0s
diferentes grupos de dados nas primeiras dimensdes (variaveis latentes). Essas variaveis sao
classificadas a partir do qudo bem elas explicam a variancia Y (XIA; WISHART, 2011). Essa

analise visa melhorar a separacao entre dois grupos usando as informaces da classe.

2.11.3 OPLS-DA

A Anaélise Discriminante Ortogonal dos Minimos Quadrados Parciais (OPS-DA)
foi desenvolvida como uma extensdo do PLS-DA, e é amplamente utilizado na metabolémica,
em que integra um filtro de corregéo de sinal ortogonal, usado para remover partes irrelevantes
dos dados ndo correlacionados, em que a variancia Y ndo relacionada é removida de X. Sendo
assim, tenta descrever a informacéo de classificacdo em um componente, simplifica a analise,
reduz a complexidade dos dados por meio da remocéo de variavel ndo correlacionada, ou seja,
apenas uma componente € descrita, no entanto o poder de predi¢do € o mesmo (PLS-DA e
OPLS-DA)(KHAKIMOV; GURDENIZ; ENGELSEN, 2015).

O OPLS-DA e o PLS-DA possuem uma tendéncia inata para ajustar os modelos
aos dados, ainda que identificando uma excelente separacdo de classes em varidveis
completamente aleatorias. Por isso, a validacdo € uma etapa critica para garantir a
confiabilidade do modelo. Dois pardmetros séo utilizados para assegurar a boa qualidade do
modelo, o Q?(variancia predita) e o R?Y (variancia explicada). Através da variancia predita
sabe-se quanto o modelo prediz das variaveis, ou seja, é a capacidade preditiva do modelo, o
valor méximo é 1,0, significa previsibilidade perfeita, e a literatura descreve que o valor
aceitavel é acima de 0,4 para um modelo biologico. A variancia explicada mede o grau de
explicacdo que o modelo possui sob os dados apresentados, o valor méximo também é 1,0,
indicando a descricéo perfeita dos dados pelo modelo (XIA; WISHART, 2011).
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Além disso, outros problemas podem ser encontrados nas analises de OPLS-DA e
PLS-DA como o overfitting, quando o algoritmo parece atingir uma boa separagdo, porém o
fez captando ruidos aleatorios em vez de sinais reais. Nesse caso, algumas vezes a validagédo
cruzada pode ndo detectar esse problema, por isso utiliza-se testes de permutacdo. Esse teste
compreende a redistribuicdo aleatdria dos rétulos de classe e a execucdo do PLS-DA nos
conjuntos de dados recém-formados. Esse procedimento € repetido milhares de vezes e as
medidas de desempenho s&o plotadas em um histograma para avaliacdo visual. E possivel
determinar se a atribuicdo original da classe € significativamente diferente ou nao das classes
permutadas através do histograma resultante. Um valor P empirico é obtido através do nimero
de vezes que os dados permutados produziram um resultado melhor do que utilizando os dados
originais. Suponha-se que nenhuma das classes permutadas for melhor que a observada em
2000 permutacdes, o valor P é relatado como P<0,0005 (menor que 1/2000). Sugere-se que a
validacdo cruzada juntamente os testes de permutacdo sejam feitos para garantir a
confiabilidade do modelo (XIA; WISHART, 2011).

A maneira mais facil de visualizar um modelo de classificacdo do OPLS-DA ¢
através dos gréaficos de S-Plot, utilizado para detectar os compostos discriminantes. O gréafico é
composto por dois eixos, o p[1] que descreve a magnitude de cada variavel em X, e o p(corr)
que representa a confiabilidade de cada variavel X. O S-Plot tem sido bastante utilizado para a
deteccdo de biomarcadores, que sdo compostos discriminantes que desempenham alguma
atividade biolégica, em dados de NMR/GC/MS/LC/MS.

2.11.4 VIP

A variavel de importancia na projecdo (VIP) classifica a contribuicdo geral de cada
variavel para o modelo de OPLS-DA. O VIP é uma forma de classificar a melhor faixa em que
estdo inseridos os compostos discriminantes. Esse método € um dos mais populares, e devido
isso, hd uma grande desvantagem por ndo saber ao certo o valor do limite adequado. Muitos
estudos consideram a selecdo das variaveis com VIP>1, mas nem sempre esse critério é
utilizado, e os resultados encontrados na literatura nem sempre Sdo comparaveis
(GORROCHATEGUI et al., 2016).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Realizar estudo metabolémico dos extratos etandlico de folha, casca e galho da
Schinopsis brasiliensis por meio da técnica de UPLC-QTOF-MSE aliado a analise
quimiomeétrica e ensaio citotdxico in vitro frente a diferentes linhagens de células cancerigenas
a fim de gerar o conhecimento de compostos advindos de uma planta local com potencial

atividade anticancer.

3.1 Objetivos Especificos

= |dentificar os compostos quimicos dos extratos etanolico da folha, casca e galho
de barauna;

= Interpretar os diferentes perfis metabdlitos a partir dos dados de andlise
quimiomeétricas (PCA);

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

= Correlacionar os dados de quimiometria e atividade citotoxica com a finalidade

de determinar compostos ou grupos de compostos ligados a tal acéo.

4 PARTE EXPERIMENTAL

4.1 Materiais, equipamentos, reagentes

4.1.1 Analise por UPLC-QTOF-MS

e Equipamentos
As analises cromatograficas e espectrométricas foram realizadas em um sistema
Acquity UPLC (Waters, Milford, MA, EUA), acoplada com um espectrometro de massa por
um sistema de Quadrupolo / TOF (Waters, Milford, MA, EUA).
A coluna cromatogréfica utilizada foi: Waters Acquity UPLC BEH Cys (150 x 2,1

milimetros, 1,7 um).
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O modo de aquisicdo MS utilizado foi Xevo G2-XS QTof. O equipamento foi
gerenciado pelo software MassLynks.

e Reagentes

Os solventes utilizados nas analises cromatograficas, acetonitrila e o 4cido férmico,
utilizados no preparo da fase mével foram grau LCMS da marca Merck da Sigma-Aldrich
Chemical Company (St. Louis, MO, USA). A agua ultrapura utilizada na composicdo da fase
movel foi obtida em um sistema Milli-Q® Integral Purification System da Merck Millipore
(Billerica, MA, USA) (resistividade de 18,2 MQ cm).

As substancias padrdes utilizadas na identificacdo quimica foram: &cido
clorogénico e corilagina obtidos da Sigma-Aldrich Chemical Company (St. Louis, MO, EUA)

e a urundeuvina A que foi previamente isolada em nosso laboratério.

4.1.2 Extracdo

e Equipamentos e Materiais
As amostras foram pesadas em uma balanca analitica MARTE/SHIMADZU MOD
AY-220. A homogeneizacdo das amostras foi feita em agitador Vortex de tubos de ensaio.
Antes das andlises todas as amostras foram filtradas em membranas de filtracdo millipore com

poros de 0,20 um de diametro (Supelco, USA).

e Reagentes
Os solventes hexano e etanol utilizados na preparacéo dos extratos foram de grau
analitico e da marca LiChrosolv® da Sigma-Aldrich Chemical Company (St. Louis, MO,
USA).

4.1.3 Analise citotoxica
e Equipamentos
Na andlise foi utilizado um espectrofotdometro de placa (Multimode Detector, DTX

880, Beckaman Coulter) a 595 nm.

e Reagentes e Materiais
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As linhagens celulares utilizadas nos testes de citotoxicidade foram: HCT-116 e
SW-620 (colorretal), SF-295 (glioblastoma), HL-60 e RAJI (leucemia), PC3 (prostata) e L929
(fibroblasto murino) obtidas do Instituto Nacional de Cancer (EUA).

O solvente dimetilsuféxido (DMSO) utilizado para diluir as amostras foram de grau
analitico da marca Exodo Cientifica.

O reagente utilizado no método colorimétrico de MTT (3-(4,5-dimethyl-2-
thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazoliumbromide) foi obtido da marca Sigma-Aldrich Chemical
Company (St. Louis, MO, USA) com 98% de grau de pureza.

4.2 Coleta e tratamento do material vegetal

As amostras de folha, casca e galho de baraina foram coletadas no campo
experimental da Embrapa Semiérido, proximas ao limite entre os municipios de (Petrolina e
Lagoa Grande, Pernambuco, Brasil) no dia 24 de agosto de 2016. As amostras foram secas em
estufa de ar circulante por 168h, a 40 °C. Posteriormente, o material vegetal seco foi moido em
moinho de facas, e em seguida as amostras foram condicionadas em sacos plasticos fechados e

transparentes, devidamente identificadas, protegidas do calor excessivo, umidade e luz.

4.3 Metodologia de extracdo para analise exploratéria em UPLC-QTOF-MSE

A metodologia utilizada foi adaptada para a preparacdo dos extratos por particao
liquido-liquido com ultrassom para anélise em UPLC-QTOF-MSE (CHAGAS-PAULA et al.,
2015; NEHME et al., 2008).

Apbs a secagem e moagem do material, pesou-se, aproximadamente, 50 mg de cada
secdo da planta (folha, galho e casca). E importante ressaltar que o procedimento de extragio
das folhas, galhos e cascas foi realizado em quintuplicada, além disso foi realizado o branco da
extracdo em triplicata, logo tem-se o total de 18 extracfes. Apos a pesagem do material seco,
foi adicionado 4mL de hexano. A fim de homogeneizar a mistura, os tubos foram levados ao
volrtex por 1 minuto. Em seguida, para a extracdo dos compostos apolares do material, foram
colocados em banho ultrassom por 20 minutos com poténcia fixa de 135W. Adicionou-se 4 mL
de uma solucéo Etanol/Agua (70:30) a mistura. O mesmo procedimento descrito foi realizado
para a homogeneizacdo, com a posterior extracdo de compostos polares (fase etandlica de

interesse) em banho ultrassom por 20 minutos. A separacdo do extrato ndo dissolvido da
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solugdo foi realizada na centrifuga por 10 minutos a 3000 rpm. Finalmente, com o auxilio de
uma pipeta de pasteur, foi retirado uma aliquota de 1mL da fase inferior (etandlica) e transferiu-
a para a seringa acoplada ao filtro de PTFE 0,20 um. O filtrado foi recolhido em vials e
armazenados em ultrafreezer (-80°C) para posterior analise. O procedimento esta descrito, a

seguir, na forma de fluxograma para melhor entendimento, na Figura 7.

Figura 7- Fluxograma de extracéo liquido-liquido para analise em UPLC.

I II

50 mg do material seco ‘ )
- 1 min de vortex 1 min de vortex;

20 min de ultrassom 20 min de ultrassom

111
4 mL de hexano D EtOH/H,0O - 70/30

10 min na centrifuga (3000 rpm)

VI
2. %:. v
X, v ! |
1
iltrz 3 |
- Filtrar em PTFE 0,22 pm - u Retirar 1 mL da fase EtOH/H,O

Fonte: Elaborado pela autora (2018).

4.4 Condicgdes das analises realizada em UPLC-QTOF-MSE

A analise foi realizada em um sistema Acquity UPLC (Waters), acoplada com um
sistema de Quadrupolo / TOF (Waters) pertencente a Empresa Brasileira de Pesquisa
Agropecuéria - EMBRAPA. As fases moveis foram agua com 0,1% de &cido férmico (A) e
acetonitrila com 0,1% de acido férmico (B), com gradiente variando 0-15 min (2-95%) de B;
(15,1-17) min (100%) de B; (17,1-19,1) min (2%) de B, fluxo de 0,4 mL/min e volume de
injecdo da amostra de 5 plL.

O modo ESI (+) / ESI (-) foram adquiridos na faixa de 110-1180 Da, temperatura
da fonte fixa de 120 °C, temperatura de dessolvatacdo 350 °C. O fluxo do gés dessolvatagéo foi
de 350 L/h e 500 L/h para ESI (+) / ESI (-), respectivamente. A voltagem capilar foi de 3kV e
2,6 kV para ESI (+) / ESI (-), respectivamente. Leucina encefalina foi utilizada como lock mass.
O espectrometro foi operado com modo de aquisicdo MSE centroide utilizando uma rampa de
tensdo de 20 a 40V.
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4.5 Metodologia de extracdo para andlise anticancer

O procedimento de extracdo descrito na secdo 4.3 foi novamente realizado, no
entanto, em vez de recolher o filtrado em vials para UPLC, ele foi recolhido em frascos de vidro
para sequente evaporacao sob presséo reduzida, utilizando um rotaevaporador. A extracao foi
feita em triplicata, e todas as fracdes (de cada secdo) foram colhidas no mesmo frasco com o
propdsito de obter maior massa possivel. Apos a evaporacédo, os extratos foram liofilizados, a
fim de remover qualquer residuo de agua presente no extrato, e portanto, obter o extrato seco
para a realizacdo dos testes citotdxicos. Os respectivos tubos de cada amostra foram pesados
para obtencao da massa final. Apds a finalizacéo da liofilizacdo dos extratos, os frascos tiveram
suas massas medidas para efetuar os calculos de rendimento. Por fim, os tubos de vidro foram
armazenados no ultrafreezer (-80°C) até a realizag&o dos testes bioldgicos. E pertinente ressaltar
que os tubos de vidro foram anteriormente tarados somente com a etiqueta para obtencgéo da

massa inicial do tubo com o intuido de calcular a massa do extrato obtida apos a liofilizac&o.

4.6 Metodologia do ensaio de citotoxidade in vitro

A determinacdo de citotoxicidade foi realizada pelo método colorimétrico do
MTT(3-(4,5-dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazoliumbromide) (MOSMANN,
1983). As amostras foram diluidas em DMSO puro para concentraces de estoque de 20
mg/mL. As amostras foram testadas em concentracdo Unica em seis linhagens de células
tumorais, sendo as que apresentaram resultados positivos para até duas linhagens tumorais
foram realizados teste de Clso. Os testes de citotoxicidade foram realizados frente as linhagens
tumorais HCT-116 e SW-620 (Colorretal), SF-295 (Glioblastoma), HL-60 e RAJI (Leucemia),
PC3 (Prostata) e L929 (Fibroblasto murinho), obtidas do Instituto Nacional do Cancer (EUA).
As células foram cultivadas em meio RPMI 1640, suplementado com 10 % de soro fetal bovino
(SBF) e 1% de antibidticos (penicilina - 100U/mL, e estreptomicina - 100 ug/mL), mantidas a
37°C com 5% de CO2. A linhagem L929 foi utilizada para avaliar a seletividade dos extratos,
cultivada em condicdes padrdo de DMEM com sais de Earle's.

As células foram plaqueadas em placas de 96 pogos, HCT-116/SW-620 (0,7 x 10° céls/mL),
SF-295/PC3/L.929 (0,1 x 10° céls/mL), HL60 (0,3 x 10° céls/mL) e RAJI (4 x 10° céls/mL).

Ap0s 24 horas as amostras foram tratadas em concentragdo Unica e Clso @ 100 pg/mL. As placas
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foram incubadas com a substancia por 72 horas. Ao término da incubacgéo, as placas foram
centrifugadas e o sobrenadante removido. Em seguida, foram adicionados 150 uL de solugéo
de MTT (10%) e RPMI 1640 e incubadas por 3h. Apds a incubacdo as placas foram novamente
centrifugadas para retirada da solucdo de MTT. A absorbancia foi lida ap6s dissolucdo do
precipitado de formazan com 150 uL de DMSO puro em espectrofotometro de placa
(Multimode Detector, DTX 880, Beckaman Coulter) a 595 nm.

4.7 Parametros da analise estatistica da atividade citotoxica

Todos os experimentos foram repetidos trés vezes e realizados em duplicata. Os
experimentos foram analisados segundo a média * desvio padrdo (DP) da porcentagem de

inibicdo do crescimento celular usando o programa GraphPad Prism versdo 5.0.

4.8 Parametros de anélise quimiométricas

Os dados UPLC-QTOF-MSE das amostras determinadas foram analisados usando
o software MarkerLynx (Waters) para identificar potenciais marcadores quimicos
discriminantes em diferentes partes da baraina (folha, galho e casca). Apenas doze amostras
foram incluidas no tratamento dos dados (quatro de cada parte da planta), as trés restantes foram
retiradas, pois foram consideradas outliers. Para a coleta de dados, os parametros do método
foram definidos como intervalo de tempo de retencdo, 0,70-7,0 min e intervalo de massa de
110-1200 Da, tolerancia de massa 0,05 Da e nivel de eliminagdo de ruido estabelecido em 5.

Para analise dos dados, foi feita uma lista gerada com a identificacdo dos picos
detectados usando o tempo de retencao (tr) - dados de massa (m/z). Uma identificacdo arbitraria
foi atribuida a cada um desses pares (t) - (m/z) com base na ordem de eluicéo do sistema UPLC.
A identificacdo dos ions foi baseada nos valores de t e m/z em comparacdo com o0s dados
publicados anteriormente e comparados com padrdes analiticos. As intensidades de ions para
cada pico detectado foram normalizadas contra a soma das intensidades de pico dentro dessa
amostra usando MarkerLynx. Os ions de diferentes amostras foram considerados 0s mesmos
guando combinaram com seus valores t; e m/z. Os dados brutos foram submetidos a analise de
componentes principais (PCA) usando o modelo pareto. A analise discriminante dos minimos

quadrados ortogonais parciais (OPLS-DA) foi utilizada para validar o modelo de PCA e
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identificar os metabolitos diferenciais. Os biomarcadores foram selecionados pela variavel de
importancia na projecao (VIP) juntamente com o S-Plot.

A segunda parte da analise quimiométrica foi realizada para
investigar o perfil metabolémico das folhas, galhos e cascas de S. brasiliensis. A regido entre
0,7 e 7,0 min nos 12 cromatogramas (quadruplicata de cada parte) foi convertida para arquivos
American Standard Code for Information Interchange (ASCII) e importados pelo programa de
software Origin ™ 9.4 para a constru¢ao de matrizes numéricas.

Foi realizado um método hierarquico de analise de cluster resultando na
visualizacdo de um mapa de calor (heat map). A area dos 23 compostos das folhas, galhos e
cascas foram importados para o software GENE-E para reconhecimento de padrdes e a
classificacéo foi realizada nas linhas e colunas. O método da distancia de correlacdo de Pearson,
usando o método de linkage completo, foi aplicado para aglomerar os tempos de retencao
(linhas) e medir a proximidade entre as amostras (colunas). O resultado ilustra um dendrograma
3D (mapa de calor), onde a cor vermelho representa as intensidades relativas mais altas, azul

claro as intensidades intermediarias e azul escuro, as intensidades relativas mais baixas.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Preparo e extracdo das amostras

Inicialmente, as amostras foram pesadas para obtencdo da massa de amostra
coletada e em seguida moidas em moinho de facas. Ap6s a moagem, as amostras foram
armazenadas em sacos de plastico com tara e guardadas a temperatura ambiente. Na Tabela 2
foi registrada 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 (ma) e apds a moagem (ma) das folhas, cascas e galhos de S.
brasiliensis com a respectiva tara (T).

Amostra Ma (Q) Mo (Q) T (9)
Folha 134,39 134,63 2,88
Casca 229,37 225,13 2,88
Galho 123,86 123,08 2,88

Fonte: Elaborada pela autora
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Posteriormente a moagem, foi realizada a pesagem em balanca analitica de 50 mg,
aproximadamente, de cada secéo da planta (folha, galho e casca). As mesmas foram transferidas

para os tubos de ensaio, em que se observa os valores de massa na Tabela 3.

Tabela 3- Valores de massa das amostras de folhas, cascas e galhos de S. brasiliensis da
extracao para analise em UPLC.

Amostra m(g)
SB-F-B -
SB-F-1 0,0500
SB-F-2 0,0501
SB-F-3 0,0500
SB-F-4 0,0501
SB-F-5 0,0500
SB-C-B -
SB-C-1 0,0501
SB-C-2 0,0501
SB-C-3 0,0500
SB-C-4 0,0500
SB-C-5 0,00501
SB-G-B -
SB-G-1 0,0501
SB-G-2 0,0500
SB-G-3 0,0503
SB-G-4 0,0501
SB-G-5 0,0502

Fonte: Elaborada pela autora

Onde, SB - Schinopsis brasiliensis; B= branco; 1 - 1° replicata; 2 - 2° replicata; 3 - 3°- replicata; 4 - 4° replicata; 5 - 5° replicata

5.2 Analise de Identificacdo por UPLC-QTOF-MSE

Seguida a realizacdo dos experimentos de microextracdo liquido-liquido das trés
secOes da planta, as amostras foram injetadas e analisadas pela técnica de UPLC-QTOF-MSE
seguindo os parametros relatados na secdo 4.6, considerando os dois modos de ionizagao:
positivo e negativo. Dessa forma foi possivel obter uma analise comparativa entre o perfil dos
metabolitos da folha, casca e galho da planta. Como resultado foram, tentativamente,
identificados cerca de 40 metabolitos incluindo diversos compostos fenolicos como flavonois

e chalconas. A identificacéo foi realizada utilizando os espectros de MS e MS/MS de cada pico,
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aliado as rotas de fragmentacdo, conjuntamente a uma intensa busca na literatura com artigos
relacionados ao género (Schinopsis) e a familia (Anacardiaceae) e com auxilio de bases de
dados como Chemspider e Pubchem. Como resultado, a folha apresentou o perfil mais
diferenciado comparado as outras partes, na qual se observa diversos compostos derivados da
quercetina e do &cido galico. A composi¢do quimica do galho e da casca sdo, aparentemente
parecidas, apresentando alguns derivados de acido quinico e compostos bastante conhecidos na
literatura devido suas propriedades bioldgicas como corilagina, acido clorogénico e
urundeuvina A. As Figuras 8 e 9 apresentam os cromatogramas, no modo negativo (1) e positivo
(2), dos extratos de folha, galho e casca de barauna. Em seguida, esta relatada a tabela de
identificacdo dos extratos juntamente com as estruturas moleculares dos compostos
identificados (Tabela 4).

Figura 8- Cromatogramas dos extratos da folha, galho e casca de S. brasiliensis no modo de
ionizagdo negativo (ESI").

Elaborada pela autora (2017).
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Figura 9- Cromatogramas dos extratos da folha, galho e casca de Schinopsis brasiliensis no

modo de ionizacgdo positivo (ESIY).
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Tabela 4- Tentativa de identificacdo dos metabdlitos secundarios presentes nos extratos etanolico da folha, galho e casca de S. brasiliensis.

50

tr Modo de ionizagio Modo de Formula Tentativa de S. S. S.
Picos (min) negativo ionizacdo positivo molecular identificacdo brasiliensis  brasiliensis  brasiliensis Referéncias
Folha Galho Casca
MS MS/MS  ppm MS MS/MS ppm
[M-HT [M+H]*
1 0,90 191,0549 173,0440 -3,7 - - - C7H1206 Acido quinico® + + + (ABU-REIDAH et
127,0401 al., 2015a;
85,0333 SRIVASTAVA,
2016)
2 0,99 191,0189  133,0167 -1,6 - - - CsHsOr Acido citrico? + (OJEWOLE, 2003)
111,0075
3 1,00 191,0496 133,0151 -3,7 - - - C14HgO n.i + + -
85,0302
4 1,66  343,0655 191,0497 -52 - - - C14H16010 Acido quinico + (ABU-REIDAH et
169,0125 galoil isémero 12 al., 2015a; ERSAN
125,0265 et al., 2016)
5 1,87  343,0634 191,0522 -2,9 3450817 153,0187 -14  CusH010 Acido quinico + + (ABU-REIDAH et
169,0082 125,0203 galoil ismero 11?2 al., 2015a; ERSAN
125,0193 et al., 2016)
6 193 4651231  271,0438 -2,8 467,1385 3150734  -34  CigHxOus n.i + -
169,0129 153,0202
125,0238
7 19 - - - 3450824 153,0210 0,6  CuHiO10 Acido quinico + (ABU-REIDAH et
galoil isdmero I al., 2015a; ERSAN
et al., 2016)
8 2,03 343,0835 191,0540 2,3 345,0824  153,0209 0,6  Ci4Hi16010 Acido quinico + (ABU-REIDAH et
169,0121 galoil isdmero IV al., 2015a; ERSAN
125,0247 et al., 2016)

Fonte : Elaborado pela autora (2017).
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9 2,04 - - - 315,0710 153,0193 -1,9 C13H1409 Levoglucosan (ABU-REIDAH et
125,0159 galato isomero I? al., 2015a)
10 212 - - - 315,0726 153,0215 3,2 C13H1409 Levoglucosan (ABU-REIDAH et
125,0114 galato isbmero 112 al., 2015a)
11 2,22 449,1292  271,0503 -0,7 - - - C18H26013 n.i -
169,0157
125,0159
12 254 4950789 343,0688 2,8 - - - Co1H20014 Acido quinico (FRAIGE et al.,
191,0524 digaloil isdbmero | 2017; SANTOS et
169,0148 al., 2017)
13 2,65 353,0856 191,0531 -4,8 3551042  163,0403 3,7 CisH1s0s  Acido clorogénico? (HASSAN et al.,
179,0337 89,0397 2011; WILLEMS et
135,0439 al., 2016)
14 2,73 - - - 497,0946  479,0812 30  CuHx014 Acido quinico (FRAIGE et al.,
309,0629 digaloil isdbmero 11 2017; SANTOS et
153,0195 al., 2017)
15 2,74 - - - 315,0729 153,0209 4.1 C13H1409 Levoglucosan (ABU-REIDAH et
125,0215 galato isdmero 11 al., 2015a)
16 2,75 389,1086 271,0392 0,5 - - - Ci6H22011 n.i -
169,0164
125,0276
17 2,78 4950750 343,0645 -50 497,0954 479,085630 4,6  CHz014 Acido quinico (FRAIGE et al.,
191,0562 9,0629 digaloil isbmero 111 2017; SANTOS et
169,0143 153,0203 al., 2017)
18 2,93 4950759 343,0643 -3,2 497,0956  479,0872 50  C21H20014 Acido quinico (FRAIGE et al.,
191,0616 309,0630 digaloil isbmero IV 2017; SANTOS et
169,0119 153,0201 al., 2017)

Fonte : Elaborado pela autora (2017).
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19 3,01 359,0991 169,0140 3,6 - - - CisH20010  etil-O-B-D-(6-O- (SANTOS et al.,
galoil)- 2017)
glucopiranosideo
20 3,01 - - - 497,0926  479,0812  -1,0  CaH2014 Acido quinico (FRAIGE et al.,
309,0629 digaloil isémero IV 2017; SANTOS et
153,0195 al., 2017)
21 3,16 321,0239 169,0121 -2,5 - - - C14H1009 Acido digalico® (ABU-REIDAH et
125,0238 al., 2015a)
22 321 4531016 313,0551 -3,8 - - - C20H2012 2-hidroxi-4- (SANTOS et al.,
179,0317 metoxifenol 1-O-- 2017)
169,0128 D-(6’-O-galoil)
glucopiranosideo
23 3,48 633,0762 463,0793 54 - - - C27H22018 Corilagina? (SRIVASTAVA,
300,9986 2016)
169,0133 Padréo analitico
24 3,69 6350938 457,0819 -0,8 - - - C20H28023 n.i -
169,0127
125,0114
25 3,70 631,0961 479,0884 4,1 633,1121  319,0495 46  CaH2017 n.i -
169,0130 153,0235
125,0231
26 3,94 9231716 49 - - - CasH36021 n.i -
27 4,08 787,1006 6350993 15 - - - CasH28022 tetra-O-galoil- (BERARDINI;
465,0739 glucose isdbmero 2 CARLE;
169,0145 SCHIEBER, 2004)
28 4,14 787,1068 615,0982 -2,5 - - - CusH24014 n.i -
169,0111

Fonte : Elaborado pela autora (2017).
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29 416  787,1042 635,0993 6,0 - - - C34H28022 tetra-O-galoyl- (BERARDINI;
169,0068 glucose isémero 112 CARLE;
617,1226 SCHIEBER, 2004)
30 4,17 - - - 467,0858 153,0191 6,9 C20H18013 O- (ABU-REIDAH et
galoilnorbergenina? al., 2015a)
31 4,18 615,0983 - -0,5 617,1168  303,0540 4,1 CasH24022 Miricitrina O- (ABU-REIDAH et
153,0210 galato isbmero I al., 2015a)
32 4,40 - - - 617,1122 303,0524 -3,4 CosH2402; Miricitrina O- (ABU-REIDAH et
galato isdmero 112 al., 2015a)
33 441 939,1135  787,1022 3,3 - - - Cu1H320426 Penta-O-galoil-f- (ERSAN et al.,
769,0886 D2 2016)
467,0977
34 446 - - - 771,1117 1530194 93  CuH2O0xn  di-O-galoil-2,3-(S)- (ABU-REIDAH et
hexahidroxidifenol- al., 2015a)
silo-quercitol?
35 4,67 463,0877  301,0325 465,1042  303,0537 19 Ca1H20012 Quercetina-O- (BERARDINI;
hexosideo? CARLE;
SCHIEBER, 2004)
36 4,83 615,0992 463,0869 1,0 617,1132  303,0486 -1,8  CuH24016 Quercetina-O-(0O- (SALDANHA;
301,0328 galoil)-hexosideo VILEGAS;
169,0112 DOKKEDAL,
2013)
37 505 1091,1239 939,1112 24 - - - CasH36030 Hexagaloil- (ABU-REIDAH et
769,1029 hexosideo? al., 2015a)
433,0771

Fonte : Elaborado pela autora (2017).
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38 520 585,0894 469,2008 2,4 587,1027  457,0462 -1,7  CyH201s Quercetina galoil + (ERSAN et al.,
301,0325 303,0493 pentosideo? 2016)
169,0166 153,0224

39 522 619,095 449,0901 1,1 621,1203  451,1079 -6,6  C31H24014 n.i + -
169,0164 301,0754
125,0459 153,0187

40 5,32 523,2187 469,2070 15 - - - Ca6H3zs011 n.i + -
169,0137
125,0575

41 555 349,0580 198,0759 5,7 - - - C16H1409 Etil 2,4-dihidroxi- + (DORTA et al.,
197,0420 3-(3,4,5- 2014)
169,0096 trihidroxibenzoil)

oxibenzoato

42 6,24 5251210 389,1068 4,6 527,1376  417,1063 6,4 C3oH2209 Urundeuvina A + + (VIANA;
371,1021 137,0260 isbmero I? BANDEIRA;
169,0185 MATOS, 2003)
135,0057 Padrdo analitico

43 6,78 5251205 389,1053 3,6 527,1379  417,1101 9,3 Cz0H2209 Urundeuvina A + + Padrdo analitico
371,0912 137,0269 isbmero 112
169,0130
135,0101

44 6,92 523,1061 387,0897 6,1 5251228  415,0859 8,0 C30H2009 n.i + -
135,0090 389,1020

Fonte: Elaborado pela autora (2017).

@ Compostos que foram previamente identificados em vérias espécies pertencentes a familia Anacardiaceae, mas, a nosso conhecimento, foram relatados pela primeira vez em S.brasiliensis.




55

Figura 10- Estruturas quimica dos compostos tentativamente identificados.
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5.2.1 Perfil quimico do extrato da folha de S.brasiliensis

Osinal 1, observado apenas no modo de ionizagdo negativo, apresenta ion precursor
[M-H]" em m/z 191,0549 (C7H1206). No espectro MS? foi observado fragmentos em m/z
173,0440 [M-H-H20] e 127,0401 [M-H-CO-2H,0] caracteristico pela perda de uma molécula
de H2O e da saida de monoxido de carbono, juntamente, de duas moléculas de agua,
respectivamente. Com base na literatura foi identificado como &cido quinico ja relato por
(ABU-REIDAH et al., 2015) e (SRIVASTAVA, 2016).

O sinal 3 apresenta ion desprotonado [M-H]" m/z 191,0496 (C14HgO). O espectro
de MS? exibe as seguintes fragmentages 133,0151 e 85,0302. Trata-se de um composto n&o
identificado, apds uma intensa busca na literatura.

Os sinais 6, 11, 16, 25 e 40 de ions precursores de [M-H]  em m/z 465,1231;
449,1292; 389,1086; 631,0961 e 523,2187, respectivamente, tratam-se de compostos nédo
identificados. Esses compostos exibem um padrdo de fragmentacdo semelhante, com ions
fragmentos MS/MS 169 e 125, correspondente ao ion desprotonado e um fragmento
caracteristico, respectivamente, do acido galico. Ou seja, é provavel que essas moléculas sejam
derivadas de acido galico.

Os sinais 9, 10 e 15 apresentaram 0 mesmo ion protonado [M+H]" em m/z 315,0710
(C13H1409:) com fragmentos MS/MS m/z 153,0193 e 125,0159, caracteristicos do levoglucosan
galato 1,11 e 111, identificado anteriomente por (ABU-REIDAH et al., 2015).

No sinal 21, foi observado no espectro de massas de primeira ordem o ion
desprotonado [M-H] 321,0239 (C14H1009), € no de segunda ordem foi verificada a presenca
dos ions fragmentos m/z 169,0121 e 125,0238. De acordo com a literatura consultada, a
correlacdo das massas do MS e do MS/MS indica que o composto seja o0 acido digalico (ABU-
REIDAH et al., 2015).

Os sinais 27 e 29 apresentaram 0 mesmo ion precursor [M-H]" em m/z 787,1068
(C34H28022), que de acordo com (BERARDINI; CARLE; SCHIEBER, 2004) indica a presenca
de tetra-O-galoil-glucose. Essa correlacdo foi baseada também nos ions fragmentos MS?
635,0993 [M-H-152] correspondente a saida de uma unidade galoil; 617,1226 [M-H-170]
referente a saida de um &cido galico e 465,0739 [M-H-152-170]" indicando a perda de galoil e
acido galico.

Os sinais 31 e 32 também apresentaram a mesma razdo [M+H]* m/z 617,1168
(C2H24022). O espectro MS/MS exibiu fragmentos 303,0540 e 153,0210, correspondente ao
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composto Miricitrina O-galato, relatado por (ABU-REIDAH et al., 2015) com 0 mesmo padréo
de fragmentacdo.

O composto 33 foi identificado como pentagaloil hexosideo que apresenta ion
precursor [M-H]  em m/z 939,1135 (C41H32026). Segundo (ERSAN et al., 2016), o padréo de
fragmentacdo exibe os ions 769 Da, 617 Da e 787 Da que corresponde ao mesmo obtido no
espectro MS?. O fon fragmento em m/z 787,1022 [M-H-152] indica a perda de uma unidade
galoil, e 0 de m/z 769,0886 [M-H-170] correspondente a saida de uma unidade de acido galico.

No extrato etanolico da folha, foram identificados trés flavonoides glicosilados
derivados da quercetina de ions precursores [M-H] em m/z 463,0877 (sinal 35), 615,0992 (sinal
36) e 585,0894 (sinal 38), que geram perdas de m/z 132 e 162 atribuidas a pentosideos e
hexosideos, respectivamente. Entre este padrdo de fragmentacao, o ion fragmento m/z 301 é o
mais caracteristico correspondente a aglicona, quercetina.

O sinal 35 de ion precursor [M-H] e [M + H]" m/z 463,0877 e 465,1073
(C21H20012), respectivamente, foi identificado por (FRAIGE et al., 2017), como quercetina-O-
hexosideo. O ion fragmento mais caracteristico do composto é o de m/z 301,0325 [M-H-152]
correspondente a perda de uma porcao galoil.

O sinal 36 exibe o ion precursor [M-H] e [M+H]" m/z 615,0992 e 617,1167
(C2gH24016), respectivamente. Anteriormente relatado por (SALDANHA; VILEGAS;
DOKKEDAL, 2013) o composto é identificado como quercetina-O-(O-galoil)-hexosideo. O
espectro MS2, no modo de ionizagdo negativo, apresenta ions fragmentos caracteristicos em
m/z 463,0851 [M-H-152]" equivalente a saida de uma unidade galoil e 301,0331 [M-H-152-
162] correspondente & quercetina desprotonada. O espectro de MS? e a rota de fragmentagio
observada neste composto esta apresentado nas Figuras 11 e 12, respectivamente.



Figura 11-Espectro MS? da quercetina-O-(O-galoil)-hexosideo.
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Figura 12-Padrédo de fragmentacdo da quercetina-O-(O-galoil)-hexosideo.
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O sinal 37 foi identificado como hexagaloil-hexosideo relatado por (ABU-REIDAH
et al., 2015) de [M-H] em m/z 1091,1239 (CssH36030). O padrdo de fragmentacdo foi
confirmado pela presenca dos fragmentos em m/z 939,1112 [M-H-152], 769,1029 [M-H-152-

170] e 393,2011, que correspondem a perdas ucessivas de unidades galoil.
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O sinal 38, previamente relatado por (FRAIGE et al., 2017), de [M-H] m/z
615,0992 (C27H22015) identificado como quercetina galoil pentosideo. O espectro MS? exibe 0
mesmo padrdo de fragmentacdo que o outros, apresentando perdas adicionais de unidades de
galloyl correspondentes a clivagem da ligacéo de éster de acido galico, além da saida de uma
hexose.

O sinal 41, foi descrito por (DORTA et al., 2014) e tentativamente identificado
como Etil 2,4-dihidroxi-3-(3,4,5-trihidroxibenzoil)oxibenzoato de [M-H]" em m/z 349,0580,
cuja formula molecular é C16H1409, De acordo com os autores, os ions fragmentos m/z 197,0420
[M-H-152] e 169,0096 [M-H-180]" correspondem a presenca de galato de etila e &cido galico,

respectivamente.

5.2.2 Perfil Quimico do extrato dos galhos de S. brasiliensis

Os sinais 1, 3, 33 e 37 correspondem aos mesmos compostos encontrado no extrato
das folhas com o mesmo tempo de retencdo, 0,90; 1,0; 4,41 e 5,05 minutos. O sinal 1 foi
identificado como &cido quinico de [M-H] em m/z 191,0546 (C7H120s), 0 sinal 3 refere-se a
um composto nao identificado de ion precursor [M-H]™ 191,0496. Os sinais 33 e 34 foram
identificados como pentagaloil hexosideo ja relato por (ERSAN et al., 2016) e hexagaloil
hexosideo por (ABU-REIDAH et al., 2015), respectivamente.

O sinal 5 refere-se a um derivado do &cido quinico, identificado por (ERSAN et
al., 2016) como acido quinico galoil. O espectro de MS apresenta um ion precursor em m/z
343,0705 (C14H16010). A identificacdo foi baseada também no espectro de MS? indicando os
ions fragmentos caracteristicos 191,0533 [M-H-152] que mostra a saida de uma unidade galoil,
restando o precursor (acido quinico), e os ions em m/z 169,0131 e 125,0265.

O sinal 9, observados no modo de ionizacdo positivo, apresenta o ion precursor
desprotonado em m/z 315,0718 (C13H1409). Esse composto também foi identificado no extrato
da folha com tempos de retencdo parecidos. Segundo (ABU-REIDAH et al., 2015), esse
composto foi identificado como um isdbmero do levoglucosan galato isdmero .

O sinal 13 apresentou em seu espectro de primeira ordem o ion molecular
desprotonado [M-H]" em m/z 353,0843 (C1sH1809). Com base no seu espectro MS?, foi possivel
identifica-lo como acido clorogénico, relatado por (WILLEMS et al., 2016) através do padréao
de fragmentacédo caracteristico com ions fragmentos m/z 191,0531 [M-H-162]", formado pela

clivagem da ligacdo éster entre as porgdes de acido quinico e acido cafeico, e 0 ion m/z
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179,0337, que perde uma unidade de dioxido de carbono para produzir o ion m/z 135,0439.
Além disso, a identificacdo é confirmada com base no espectro MS? do padrdo de &cido
clorogénico juntamente com a rota de fragmentacdo, observado nas Figuras 13 e 14,

respectivamente.

Figura 13-Espectro MS? do &cido clorogénico
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Elaborado pela autora (2017).

Figura 14-Padrédo de fragmentacdo do acido clorogénico.
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Adaptado de (WILLEMS et al., 2016)

Os sinais 19 e 22 apresentaram ion precursor [M-H] em m/z 359,0991 (C15H20010),
453,1030 (C20H22012), respectivamente. Foram identificados como etil-O-B-D-(6’-O-galoil)-
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glucopiranosideo (5) e 2-hidroxi-4-metoxifenol-1-O-(6’-O-galoil)-B-D-glucopiranosideo (7).
Anteriormente, foram relatados por (SANTOS et al., 2017), os quais exibem um padrdo de
fragmentac&o caracteristicos do que foi observado nos espectros de MS2. Além do que, o ion
fragmento m/z 169 é comum aos dois compostos, indicando que s&o derivados do &cido galico.

O sinal 23 apresentou em seu espectro de primeira ordem , o ion desprotonado [M-
H] em m/z 633,0762 (C27H22018) e fragmentos no modo MS? em m/z 463,0516 [M-H-152-
H-O]", relativo as perdas sequenciais de galoil e H.O; m/z 300,9986 [M-H-152-180]
correspondente a perda de uma unidade de galoil com uma hexose, anteriormente identificada
como corilagina, por (SRIVASTAVA, 2016). De acordo com a fragmentacdo dos ions do
padrdo analitico em comparacdo com o obtido, observado na Figura 15, a tentativa de

identificacdo pode ser confirmada.

Figura 15- Espectro MS? da corilagina na amostra (A) e como padréo analitico (B).
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Elaborado pela autora (2017).

O sinal 30, visto apenas no modo positivo, apresenta ion protonado [M+H]* em m/z
467,0870 (Ca0H1s013). Seu espectro MS? exibe um ion fragmento em m/z 153,0191,
caracteristico do composto O-galoil norbergenina, inicialmente identificado por (ABU-
REIDAH et al., 2015a).

O sinal 34, observado apenas no modo positivo, apresenta ion precursor em m/z
771,1119 [M+H]" (C34H26021). O espectro de segunda ordem exibe um ion fragmento

caracteristico em m/z 153,0194 que também é observado no padréo de fragmentacéo relatado
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por (ABU-REIDAH et al., 2015). O composto foi identificado como di-O-galoil-2,3-(S)-
hexahidroxidifenil-silo-quercitol.

Os sinais 42 e 43 apresentaram ions desprotonados de m/z 525,1233 e 525,1205
(C30H2209). Os compostos foram identificados como isémeros da urundeuvina A, de acordo
com a férmula molecular calculada, essas moléculas ja foram identificadas anteriormente no
género por (VIANA; BANDEIRA; MATOS, 2003) e na espécie S. brasiliensis por
(MOREIRA, 2014). Para a confirmacdo da identificacdo, o padrdo analitico, previamente
isolado, foi injetado afim de comparar os tempos de retencéo e espectros de massas com 0
composto observado no extrato e observou-se tempos de retencdo similares € 0s mesmos

fragmentos gerados pelo espectro MS?, como visto na Figura 16.

Figura 16-Espectro MS? da urundeuvina A, padréo analitico (A) e nas amostras (B, C).
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: Elaborado pela autora (2017).

5.2.3 Perfil Quimico do extrato da casca de S. brasiliensis

Os sinais 1 e 2 apresentaram em seus espectros de primeira ordem o ion precursor
em m/z 191 [M-H], contudo cada um obteve espectro de segunda ordem diferentes. Esses dois
compostos foram previamente identificados por (NG; LAFONTAINE; VANIER, 2004). O
sinal 1, observado, anteriormente, na folha e no galho com 0 mesmo tempo de retengéo (0,90

minutos), exibiu ions fragmentos em m/z 85, 93 e 127, caracteristicos, apenas, do acido quinico,
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ja identificado. O sinal 2, baseado em seu espectro MS?, foi possivel identifica-lo como acido
citrico, através de um ion fragmento em m/z 111, decorrente a perda de carboxilato juntamente
de duas moléculas de agua.

Ossinais 4,5, 7, 8,12, 14, 17, 18 e 20 foram identificados como derivados do acido
quinico. Os compostos 4, 5 e 8 apresentaram ion desprotonado [M-H]" em m/z 343,0655
(C14H16010), exibindo fragmentos em modo MS? em m/z 191,0497 [M-H-152]" e 169,0125 [M-
H-174], correspondentes ao 4acido quinico e acido galico, ambos desprotonados,
repectivamente. Os compostos 12, 17 e 18 exibiram em seu espectro de primeira ordem o ion
precursor [M-H] em m/z 495,07 (C21H20014), apresentando os mesmos ions fragmentos em m/z
191 e 169, com adicdo do ion m/z 343 [M-H-152], indicando perda de unidade galoil. Com
base na literatura foram identificados como acido quinico galoil (4, 5, 6, 8) e acido quinico
digaloil (12, 14, 17, 18). Os outros sinais 7, 14 e 20 sdo observados, apenas no modo de
ionizagdo positivo, apresentando razdo m/z de 345,0818; 497,0975 e 497,0926,
respectivamente, que confirmam a tentativa de identificagdo. O espectro de massas e as rotas

de fragmentacéo desses compostao estdo apresentados na Figura 17 e 18, respectivamente.

Figura 17-Espectro MS? do acido quinico galoil (A) e do acido quinico digaloil (B).
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Fonte : Elaborado pela autora (2017).



Figura 18-Padrdo de fragmentacdo do &cido quinico galoil e digaloil.
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Ossinais 13, 22, 33, 42 e 43 equivale aos mesmo compostos identificados no extrato

do galho. O sinal 13 refere-se ao acido clorogénico m/z 353,0835 [M-H], o sinal 22 ao 2-

hidroxi-4-metoxifenol 1-O-B-D-(6’-O-galoil) glucopiranosideo m/z 453,1016 [M-H]", o pico 33

de m/z 939,1160 [M-H]" correspondente ao pentagaloil hexosideo. E os sinais 42 e 43 de ions

moleculares [M-H] em m/z 525,1210 e 525,1215, identificados como isdmeros da urundeuvina

A

Os sinais 24, 26 e 39 de ions precursores [M-H] em m/z 635,0938; 923,1718 e

619,1095, respectivamente, tratam-se de compostos ndo identificados. Esses compostos exibem

um padrdo de fragmentacdo parecido, com ions fragmentos de m/z 169 e 125 que corresponde

ao ion molecular desprotonado e um fragmento caracteristico, respectivamente, do acido galico.

Ou seja, provavelmente essas moléculas sejam derivadas do acido galico.

5.3 Analise da atividade citotoxica dos extratos de folha, galho e casca de S. brasiliensis

5.3.1 Extragdo para analise anticancer

A metodologia de extragdo para a analise anticancer foi realizada, como apresentada na
secdo 4.5. A Tabela 5 apresenta todos os valores de massa obtidos nessa metodologia, onde mss é a

massa de cada amostra, T € a tara dos frascos de vidro, ms € a massa do frasco com o extrato apds a
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liofilizagcdo e mL é a massa do extrato liofilizado. Como as replicatas foram colhidas no mesmo frasco,

o célculo de rendimento (R%) levou em consideracdo a massa total de cada secéo da planta.

Tabela 5-Valores de massa das amostras de folhas, cascas e galhos de S. brasiliensis para
analise anticancer bem como da tara dos frascos de vidro, massa final dos frascos e massa do
extrato obtida.

Amostra mss (Q) T (9) ms (g) mL=ms¢— T(Q) [R%]
SB-F-1 0,0505 20,8410 20,8611 0,0201 13,27%
SB-F-2 0,0505
SB-F-3 0,0505
SB-C-1 0,0503 21,0405 21,0651 0,0246 16,32%
SB-C-2 0,0502
SB-C-3 0,0502
SB-G-1 0,0503 21,0170 20,0391 0,0154 10,23%

SB-G-2 0,0501
SB-G-3 0,0501

Fonte: Elaborada pela autora.

*Rendlmento = (mL/ mtotal da amostra) X 100%

5.3.2 Concentracgo Unica e ICsp

Nesse trabalho, baseado nos experimentos realizados, exposto na se¢do 4.6, pdde-
se analisar a eficiéncia dos extratos de folhas, cascas e galhos de baratina frente as diversas
linhagens de células tumorais. A Tabela 6, mostra os resultados do ensaio de citotoxicidade dos

extratos através das médias das inibigdes de crescimento celular frente as linhagens tumorais.

Tabela 6- Percentual de inibicdo da proliferacdo celular (%) de extratos etandlico de casca,

galho e folha de S. brasiliensis em concentra¢do de 100 pg/mL.

Inibicdo da proliferacéo celular (%)

Extrato HL60 DP% HCT-116 DP% PC3 DP% SF-295 DP% RAJI DP%

Galho 72,17 8,44 0 - 16,37 2,36 34,04 7,63 497 187
Folha 88,68 1,35 77,55 2,46 39,22 349 7425 4,46 53,64 14,47

Casca 83,16 0,24 57,80 5,21 33,49 1,33 7394 317 1734 747

Fonte: Elaborada pela autora.
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*Resultados séo expressos com média do percentual de inibicdo do crescimento celular (IC%) e desvio padréo
para dois experimentos independentes em triplicata.

Na andlise de concentracdo Unica, o0 extrato etandlico da folha apresentou alta
atividade citotoxica frente a linhagem leucémica (HL60) e colorretal (HCT-116), e atividade
moderada para linhagem de glioblastoma (SF-295). Ao avaliar o extrato etanolico da casca, esta
apresentou atividade alta para leucemia e atividade moderada para glioblastoma, enquanto que
0 extrato do galho, por sua vez, apresentou atividade moderada, apenas, para linhagem
leucémica.

Nos extratos etanolico de folha e casca que apresentaram atividade citotdxica maior
que 70%, em mais de uma linhagem, foram realizados testes de concentracdo inibitéria média
(Clso) nas linhagens tumorais HCT-116 e SW-620 (Colorretal), SF-295 (Glioblastoma), HL-60
e RAJI (Leucemia), PC3 (Prostata) e linhagem ndo tumoral L929 (Fibroblasto murino).

Os resultados das Clso apresentados dos extratos etanolico da baratna que variaram
de 25,68 a 93,64 ug/mL frente as linhagens tumorais testadas (Tabela 7). O extrato etandlico
da casca mostrou melhor atividade citotoxica com Clsg 25,68 pg/mL na linhagem colorretal
SW620 enquanto que o extrato etanolico da folha apresentou melhor atividade frente a

linhagem leucémica com Clsg 52,58 pug/mL.

Tabela 7- Atividade citotoxica in vitro de extratos etandlico de casca e folha de S.brasiliensis
em células tumorais e ndo tumoral.

Clso pg/mL (Intervalo)*

SF-295 PC3 HL60 RAJI HCT-116 SW-620 L.929
Amostra (Glioblastoma)  (Prostata) (Leucemia) (Colorretal) (Colorretal) (Colorretal)  (Fibroblasto
murino)
Casca >100 >100 58,75 >100 93,64 25,68 82,0
(52,98 - (85,06 - (16,25 - (51,43 -
65,13) 103,1) 40,57) 131)
Folha 78,57 71,54 52,58 55,90 61,73 65,46 49,53
(52,92 - (3395-  (47,19- (34,93 - (53,60 - (55,11 - (33,62 -
116,6) 150,7) 58,59) 89,45) 71,10) 77,75) 72,97)
Doxorrubicina® 0,25 0,44 0,01 0,46 0,11 0,03 0,99
(0,22-0,28) (0,34- (0005 045047 (0,08-0,14) (0,02-005) (0,92-1,08)
0,54) 0,01)

Fonte: Elaborada pela autora

* Valores de Clsp com um intervalo de confiangca de 95% obtido por regressdo ndo-linear a partir de trés
experimentos independentes, realizados em duplicata em seis linhagens tumorais e uma linhagem nao tumoral.

2Doxorrubicina foi usada como controle positivo
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A literatura descreve a alta atividade antimicrobiana e antioxidante dos extratos de
folha e casca de S. brasiliensis, como foi relatado na introducdo. Além disso, Santos e
colaboradores avaliaram a atividade citotoxica de 16 compostos fenolicos de extrato da casca
frente as linhagens de pulmao (A549) e cancer cervical (HeLa), dos quais nenhum mostrou
atividade citotdxica entre as concentracfes de 12,5 e 100mM (SANTOS et al., 2017). J& no
presente trabalho, foi avaliada a atividade citotoxica dos extrato de casca e folha da espécie
frente a outras seis linhagens tumorais, com resultados satisfatorios e promissores frente as
linhagens de Colorretal (SW-620) e Leucemia (HL60). Muitos pesquisadores associam a alta
atividade antioxidante da espécie ao acido gélico, considerado um biomarcador presente na
planta, devido as suas diversas propriedades como acdo anti-inflamatoria, antimutagénica,
antitumoral e antioxidante (LIMA-SARAIVA et al., 2017).

5.3.3 Indice de Seletividade

Foi analisado o indice de seletividade (IS), para as se¢des da planta que tiveram os
valores determinados de ICso para as linhagens tumorais e ndo tumoral (L929), correspondendo
aos extratos da casca e folha de S. brasiliensis. O 1S mede o0 quanto um composto é ativo contra
as células tumorais sem causar danos as ndo tumorais, sendo esta resposta obtida por meio da
razdo entre o 1Cso das células ndo tumorais pelo ICsg das células tumoral, nas linhagens. Os
pesquisadores Suffness and Pezzuto (1991) estabeleceram uma correlacdo entre o potencial
citotoxico de linhagens ndo tumorais e tumorais, e nomearam essa analise de “Indice de
Seletividade”, considerando uma relacéo positiva quando o IS é maior que 2,0 (SUFFNESS M;
JM, 1990). Desde a instituicdo do IS, muitos pesquisadores vém utilizando-o para avaliar a
seletividade para estudos citotoxicos (BADISAL1 et al.,, 2009). Segundo Bézivin e
colaboradores, o IS é bem mais interessante nos casos em que os valores sao superiores a 3,
indica o quanto o resultado é promissor comparado as demais linhagens celulares de IS inferior
a2 (BEZIVIN et al., 2003).

A Tabela 8 apresenta os valores de IS para o extrato da folha e da casca. Observa-
se que o extrato da casca € o mais seletivo frente as diversas linhagens como SW-620, em que
obteve-se valor de 3,2. Para as linhagens SF-295, RAJI e PC3, os valores de IS foram néo
definidos, significa dizer que o valor de IS é ainda maior nesses casos, ou seja, a casca é ainda

mais seletiva para essas células tumorais.
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Tabela 8-Valores indice de seletividade 1Cso (células ndo tumorais)/ICso(célula tumoral) nas
linhagens tumorais.

Indice de seletividade 1Cso (células ndo tumorais)/ICso(célula tumoral)

SF-295 PC3 HL60 RAJI HCT-116  SW-620
(Glioblastoma) ~ (Préstata)  (Leucemia) (Colorretal) (Colorretal) ~ (Colorretal)
Casca ND ND 14 ND 0,9 3,2
Folha 0,6 0,7 0,9 0,9 0,8 0,8

Fonte: Elaborada pela autora.

ND: ndo definida

Observando os resultados de ICso e indice de seletividade, pode-se destacar a
promissora atividade citotoxica da casca frente a linhagem SW-620 (célon humano). Isso
sugere que podem existir compostos especificos ou concentracao elevada de alguns compostos
que estejam relacionados com a melhor atividade anticancer desempenhada por essa se¢do da
planta, comparada com a folha e o galho dessa espécie. Foram identificados diversos derivados
de &cido gélico, flavonoides glicosidicos, principalmente derivados da quercetina, acido
quinico, ja validados na literatura como possiveis potenciais anticancer, o que corrobora com
os resultados apresentados de atividade citotoxica (BARATTO et al., 2003; HIRPARA et al.,
2009; KAHRAMAN et al.,, 2003; LESJAK et al, 2018; LOCATELLI; FILIPPIN-
MONTEIRO; CRECZYNSKI-PASA, 2013; LU et al., 2006; MAMANI-MATSUDA et al.,
2006).

5.4 Tratamento quimiométrico

5.4.1 Analise dos Componentes Principais (PCA) dos extratos de folhas, galhos e casca de

baraina

A analise de componentes principais (PCA) é um método estatistico exploratorio
que consiste em reduzir a complexidade de uma grande quantidade de dados, com a menor
perda possivel de informacdes (MARCHETTI et al., 2015). Essa técnica permite observar,
interpretar e correlacionar as diferencas existentes entre as amostras, além de promover a
formagéo de grupos com semelhangas entre si (WORLEY; HALOUSKA; POWERS, 2013).
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Com o proposito de verificar as diferencas entre os perfis metabolémicos das trés
secOes da planta S.brasiliensis, as amostras de casca, galho e folha foram analisadas através da
técnica de UPLC-QTOF-MSE conjuntamente a analise quimiométrica. Os dados obtidos foram
submetidos, inicialmente a uma abordagem com PCA utilizando a escala pareto, como
representado nas Figuras 19 e 20, um grafico de scores e um de loadings, respectivamente. O
gréafico de scores e loadings PCA-X representou 77.73% da variancia total (R2X[1]= 0.5256 e
R2X[2]=0.2517). As doze amostras foram claramente separadas e agrupadas em trés grupos
correspondentes a folha, galho e casca. Comparativamente, os agrupamentos formados,
indicam gue os metabdlitos secundarios das folhas, galho e casca divergem significativamente.
A primeira componente principal (PC1) representa a maior variagdo no conjunto de dados, as
amostras agrupadas da folha estdo no lado positivo de PC1, enquanto as amostras do galho e da
casca estdo no lado negativo. E o segundo componente principal (PC2) corresponde a
quantidade méxima de variancia ndo explicada pelo PC1, nesse caso o galho esta em positivo

de PC2 e as folhas e a casca em negativo.

Figura 19- Gréfico de escores de PCA para as amostras de folhas, galho e casca de S.
brasiliensis, analisados por UPLC-QTOF-MSE,
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Fonte: Elaborado pela autora (2018).
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Figura 20- Gréafico de loadings de PCA para as amostras de folhas, galho e casca de S.
brasiliensis, analisados por UPLC-QTOF-MSE
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5.4.2 Analise OPLS-DA dos extratos de folhas, galho e casca de baratna

Seguida a analise de componentes principais para todas as amostras, foi realizado
0 OPLS-DA, com o objetivo de identificar os metabdlitos que mais contribuiram para que
houvesse diferencas significativas entre as amostras e consequente separacao de grupos. Nesse
caso, foi comparado a diferenga sempre entre dois grupos (folha-galho; folha-casca; casca-
galho), obtendo trés graficos de OPLS-DA (Figura 21), mostrando que cada grupo foi
claramente separado, sendo evidente a diferenca entre cada um deles. Além disso, os gréaficos
de OPLS-DA demostram as diferencas intra-grupos, em relacdo a variacgao entre a disperséo da
concentracdo de seus metabdlitos. Quando comparadas as folhas aos galhos percebe-se que as
folhas possuem um perfil metabolémico mais homogéneo, com menor dispersao das amostras.
No caso de casca e folhas, nota-se uma maior homogeneidade das folhas e na comparacéo entre
cascas e galhos a uma maior semelhanca na dispersdo dos dados das cascas, apesar de nao ser,
neste caso, a diferenca tdo acentuada quanto as demais.

A qualidade dos modelos de OPLS-DA foi avaliada utilizando dois parametros o
R2Y (variancia explicada), que é o grau de explicacdo que o modelo possui sob os dados
apresentados e o Q? (variancia predita), quanto o modelo prediz das variaveis (TRIBA et al.,
2015). Para as analises realizadas, o R?Y =0,99 e 0 Q? varia de 0,98 a 0,99, o que indica a boa

qualidade do modelo.



Figura 21-Analise de OPLS-DA dos grupos: folha-galho; folha-casca; casca-galho de S.
brasiliensis.
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5.4.3 Potenciais hiomarcadores

Com o propdsito de identificar os possiveis biomarcadores foram utilizadas outras
ferramentas estatisticas, o VIP e S-Plot que foram obtidos a partir das analises de OPLS-DA
para todas as amostras. A varidvel de importancia na projecéo (VIP), € uma forma de classificar
a melhor faixa em que estdo inseridos os metabolitos discriminantes, e € considerada
estatisticamente significante quando o valor € superior a 1,0 (MAO et al., 2014). Nesse estudo
foi utilizado um VIP > 1 e p < 0,05. O S-Plot permite identificar os compostos que se destacam
em cada secdo da planta, no grafico observa-se dois eixos, um para cada grupo analisado, e 0s
ions mais afastados da origem contribuem significativamente para a separagdo entre 0s grupos
e, portanto, podem ser considerados marcadores. Assim, combinando o gréfico de VIP, o
grafico de S-Plot, a técnica analitica de UPLC-QTOF-MSE que fornece tempo de retencio,
massa molecular precisa e ions fragmentos, é possivel detectar os potenciais biomarcadores.

A partir dos dados de OPLS-DA (Fig.21) foram gerados os graficos de S-Plot
apresentados abaixo na Figura 22. No total observa-se 23 potenciais marcadores quimicos.

Todos os compostos identificados no trabalho foram previamente descritos na Tabela 4.



Figura 22- Anélise de S-Plot e graficos de barras das varidveis: folha-galho; folha-casca; galho-casca

S Plot (Galho = 1, Folha=1)

4137 zsgsssﬁ’
o1 1] 9
et A * 363y
o}
cet
Folha
-
Galho
on| " .
o
el e Ve % W
Tene! s wus e v e w s ues ww e
oA rakazouns  OLEDAI- S
Vz.‘:)rlnhlr‘. Avearagas by Group
! 1
Folba Galho
S Plot (Casca= -1, Folha=1}
1u- k4 -
on B
f..’.r
P Folha
Lo
5 e
& oa- Casca
o -
13 g8 2226,
- . Sa .
o am Y aca 2 PE)
Do 35 A el e TS LA
Variable Averages by Group
a0
i . 5
150 ls
22
100 26 39
r ——h -_
Tolha Casca

S Plot {Galho = 1, Folha = 1)

Variable Averapies by f' oup

Fol

Galho

ha

S-I'lot (Galho - -1, Casca - 1)

Variable Averages hy Graup

n

Galho

18

Casca

S Plot (Casca= 1, Folha =1)

Folha

n1s

413540382936,-33
m W=

Fanan

S-Plot (Galhe = 1, Casea = 1)

Galho
28 5
i "
vz o e 0w wea s
1 Variable Averages by Group

e

o

o

0

ecn

i

0 22
a0

5 19 23 33

“ =

Galho Casca




74

5.4.3.1 Avaliacdo da distribuicdo dos marcadores quimicos nas folhas comparadas ao galho

Na Figura 22A, oito ions (25, 29, 35, 36, 37, 38, 40 e 41) foram identificados como
biomarcadores da folha em relagdo ao galho, sendo tais moléculas encontradas em maiores
concentragOes relativas de area, como demonstrado através dos gréficos de barras. A Figura
22A’ apresenta cinco ions (13, 19, 22, 23 e 42) que diferenciam as amostras de galho em

comparacéo a folha. Por meio das tabelas 9 e 10 pode-se observar os compostos discriminantes.

Tabela 9- Relagéo dos compostos discriminantes da folha em comparagéo ao galho.

Compostos tr m/z VIP pvalue
25. n.i 3,70 631,0961 3,54899 3,07x107
29. tetra-O-galoil-glucose isémero | 4,16 787,1081 477228 1,87x10®
35. quercetina-O-hexosideo 4,67 463,0877 4,44097 6,72x1011
36. quercetina-O-(0O-galoil)-hexosideo 4,83 615,0992 4,13509 1,64x10°8
37. hexagaloil hexosideo 5,05 1091,1239 3,11587 1,07x10°
38. quercetina galoil pentosideo 5,20 585,0894 4,32449 6,4x1013
40.n.i 5,32 523,2187 4,3318 1,3 x107
41. etil 2,4-diidroxi-3-(3,4,5- 5,55 349,0580 3,10656 8,81x107

triidroxibenzoil)oxibenzoato
Fonte: Elaborado pela autora (2018)

Tabela 10- Relacéo dos compostos discriminantes do galho em comparacéo a folha.

Compostos tr m/z VIP pvalue

13. 4cido clorogénico 2,65 353,0843 6,57994 0,000123
19. etil-O-B-D-(6’-O-galoil)- 3,01 359,0991 4,39644 9,2 x10®
glucopiranosideo

22. 2-hidroxi-4-metoxifenol 1-O-p-D- 3,21  453,1016 3,8001 7,14 x107
(6°-O-galoil)-glucopiranosideo

23. corilagina 3,48 633,0762 3,89244 1,62 x10°®
42. urundeuvina A 6,24  525,1210 3,75589 3,44 x10°

Fonte: Elaborado pela autora (2018)

A melhor atividade citotdxica exibida pelo extrato da folha frente as linhagens
HCT-116 e SF-295 em comparagdo ao galho, pode ser atribuida aos compostos derivados da
quercetina. A quercetina e seus derivados s@o bastantes conhecidos através de suas propriedades
antioxidante, anti-histaminico e antiinflamatéria (KAHRAMAN et al., 2003; LESJAK et al.,
2018; MAMANI-MATSUDA et al., 2006). Além disso, a quercetina esta sendo considerada
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um novo agente quimioterapico promissor, diversas pesquisas estdo sendo realizadas com o
intuito de explorar moléculas derivadas da quercetina que sejam mais potentes para a

quimioterapia direcionada ao cancer (HIRPARA et al., 2009).

5.4.3.2 Avaliacéo da distribuicdo dos marcadores quimicos nas folhas comparadas a casca.

Comparando as amostras da folha com a casca, Figura 22B, pode-se constatar nove
ions (1, 25, 29, 33, 35, 36, 38, 40 e 41) foram responsaveis por diferenciar a folha da casca, e
na Figura 22B’ sete ions (2, 5, 13, 18, 22, 26, 39) diferenciando a casca da folha. Através das

Tabelas 11 e 12 pode-se observar 0os compostos discriminantes.

Tabela 11- Relagédo dos compostos discriminantes da folha em comparagéo a casca.

Compostos tr m/z VIP pvalue
1. &cido quinico 0,90  191,0549 9,24661 3,71 x10°
25. n.i 3,70  631,0961 3,30132 1,23 x10”
29. n.i 4,14  787,1068 4,36522 1,87 x10°®
33. penta-O-galoil-p-D 4,41  939,1135 3,80242 6,54 x10°®
35. quercetina-O-hexosideo 4,67  463,0877 4,06218 6,72 x10!
36. quercetina-O-(O-galoil)-hexosideo 4,83 615,0992 3,78238 1,64 x10°8
38. quercetina galoil pentosideo 520  585,0894 3,95563 6,4 x10%®
40. n.i 532  523,2187 3,98375 9,28 x10°®
41. etil 2,4-diidroxi-3-(3,4,5- 555  349,0580 3,34409 0,000699

triidroxibenzoil)oxibenzoato
Fonte: Elaborado pela autora (2018)

Tabela 12- Relag&o dos compostos discriminantes da casca em comparagéo a folha.

Compostos tr m/z VIP pvalue

2. &cido citrico 0,99 191,0189 4,18578 4,67 x10°
5. acido quinico galoil isémero 1,87 343,0634 5,14787 1,73 x108
13. 4cido clorogénico 2,65 353,0843 6,76891 1,26 x10®
18. &cido quinico digaloil isbmero 2,93 495,0759 483278 5,15 x10°®
22. 2-hidroxi-4-metoxifenol 1-O-B-D- 3,21 453,1016 4,11193 8,31 x10°®
(6°-O-galoil)-glucopiranosideo

26.n.i 3,94 923,1716 3,79523 2,94 x10”7
39.n.i 5,22 619,1095 3,90045 1,75 x10°

Fonte: Elaborado pela autora (2018)
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Os extratos de folha e casca da baratna foram os que apresentaram uma melhor
atividade citotoxica frente a trés linhagens tumorais. No entanto, a casca obteve um melhor
resultado de 1Cso (25,68 pg/mL) para a linhagem SW620 (colorretal) quando comparada a folha
com ICso (52,58ug/mL) para a linhagem HCT (Leucemia) isso pode ter contribuigdo de
determinados compostos existentes apenas no extrato da casca, como o &cido clorogénico. Esse
composto presente na casca, ja foi descrito por Yamagata e colaboradores (YAMAGATA et
al., 2017) por regular a expressdo de genes relacionados a apoptose e marcadores de células-
tronco relacionados a auto-renovacdo em ceélulas cancerigenas, bem como diminuicdo da
proliferacdo em células de cancer de pulm&o. Li e colaboradores (LI et al., 2017) também
relatam que o acido clorogénico induz a apoptose e parada do ciclo celular em G2/M. Em estudo
realizado por Nama e colaboradores (NAM et al., 2017) com a linhagem de colon HT29,
demonstraram que o &cido clorogénico resultou em uma taxa de crescimento significativamente
diminuida de células HT29 em 46%.

5.4.3.3 Avaliacdo da distribuicdo dos marcadores quimicos no galho comparado a casca.

Assim como, a figura 22C e 22C’ é notado a separagdo entre as amostras de casca
e galho devido aos ions (4, 5, 13, 18, 26 e 39) presentes na casca, e aos ions (1, 19, 22, 23 e 33)

existentes no galho. Todos os ions exibidos nas Tabelas 13 e 14.

Tabela 13. Relag&o dos compostos discriminantes da casca em comparagéo ao galho.

Compostos tr m/z VIP pvalue
4. &cido quinico galoil isémero | 1,65 343,0641 5,16828 2,61 x10°
5. acido quinico galoil isdmero Il 1,87  343,0634 5,62188 6,42 x10®
13. 4cido clorogénico 2,65 353,0843 2,76945 0,0865
18. acido quinico digaloil isbmero 2,93  495,0759 5,03905 0,000144
26. n.i 3,94  923,1716 4,05302 2,11 x10°®
39. n.i 522  619,1095 3,29957 6,48 x10°
4. 4cido quinico galoil isdmero | 1,65  343,0641 5,16828 2,61 x10°

Fonte: Elaborado pela autora (2018).
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Tabela 14. Relacdo dos compostos discriminantes do galho em comparacédo a casca

Compostos tr m/z VIP pvalue
1.4cido quinico 0,90 191,0549 7,81042 0,102
19. etil-O-B-D-(6’-O-galoil)- 3,01 359,0991 4,25757 1,9x10”
glucopiranosideo
22. 2-hidroxi-4-metoxifenol 1-O-B-D- 3,21  453,1016 5,63175 0,000442
(6°-0-galoil)-glucopiranosideo
23. corilagina 3,48 633,0762 4,30962 5,13 x10”
33. penta-O-galoil-p-D 4,41 939,1135 3,68366 0,00091
1.4cido quinico 0,90 191,0549 7,81042 0,102
19. etil-O-B-D-(6’-O-galoil)- 3,01 359,0991 4,25757 1,9x10”

glucopiranosideo
Fonte: Elaborado pela autora (2018).

Observa-se que o extrato do galho de baraina obteve como resultado uma baixa
atividade citotoxica em relagdo as outras se¢Ges da planta, apesar dos seus compostos
discriminantes ja serem descritos na literatura com diversas propriedades bioldgicas, como a
corilagina e a urundeuvina A. No entanto, a concentracgdo relativa desses compostos no extrato
ndo € considerada suficiente para atribuir ao galho uma boa atividade frente as linhagens
estudadas. Diferentemente da casca, que possui como compostos majoritarios derivados de
acido galico e &cido clorogénico de concentracdo consideravel, além de outras substancias
presente, que ndo foram indentificadas no trabalho, podem estar correlacionadas a atividade

mais promissora frente a linhagem SW-620.

5.4.4 Mapa de Calor (Heatmap)

De acordo com os resultados observados de PCA, pode-se notar que os metabolitos
presentes na espécie S. brasiliensis apresentam alta variabilidade de acordo com cada parte da
planta. Devido ao grande volume de informagbes obtidos, foi realizada uma anélise de
agrupamentos por mapa de calor, com o objetivo de melhor entender a variagcdo desses
metabolitos nas diferentes se¢des da baraina. Os resultados sdo mostrados na Figura 23 em

dendograma 3D (amostras x tempos de retencao X sinais de intensidade).
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Figura 23-Mapa de calor representando a variabilidade da composicdo quimica entre folhas,
cascas e galhos de S. brasiliensis.
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1 e
«© [=1B=1E=] o ol | ©|© . .
2228 288 3| 81818 b pico
Elelelel 858 S S8/ 8/8| (min)
- acido auinico digaloil isdmero I 12
ndo identificado 24
acido quinico galoil isémero I 4
18 acido quinico galoil isomero II S
o acido quinico digaloil isémero I 18
3 nao identificado 39
£ —LESE B
N _[[ HiMetGalPir* 22
: IEENENEN | BE ) [ mmmm | | 3.82 ndoidentificado 26
g 3.47 _ corilagina 23
T EEENEE T MW [ 0-99 acido citrico 2
. N 42
3 | ] 6.25 urundeuvina A isdbmero I
e —— B BN B e o9t acido quinico 1
2 "EEE =R 37
g | 4.67 _ hexagaloil-hexosideo 37
o N
[= B D T 11T mm 4.09  TetraGalGlu* isémero 11 29
ED 3.71 nao identificado 25
< 4.82  quercetina-O-(O-galoil)-hexosideo 36
4.77  quercetina-O-hexosideo 35
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Fonte:

Elaborado pela autora (2018).

*HiMetGalPir: 2-hidroxi-4-metoxifenol-1-O-4-D-(6’-O-galoil)-glucopiranosideo; EtGalPi: etil-O-4-D-(6’-0O-
galoil)-glucopiranosideo; PeGalp — penta-O-galoil-4-D; TetraGalGlu isdmero Il — tetra-O-galoil-glucose
isdmero 11; EtHiBenz — etil 2,4-dihidroxi-3-(3,4,5-trihidroxibenzoil)oxibenzoato.

E observado que as amostras das folhas foram agrupadas devido & maior quantidade
relativa de &cido quinico (0,91min) em comparacdo com as outras partes da planta. Por outro
lado, as amostras de cascas foram agrupadas pela maior quantidade de isdmeros de acido

quinico galoil e digaloil, corroborando com os resultados de PCA.

6 CONCLUSAO

O trabalho desenvolvido comparou o perfil quimico conjuntamente a atividade
citotoxica dos extratos de folha, casca e galho de S. brasiliensis. A metodologia por
microextracdo liquido-liquido aliada a técnica analitica UPLC-QTOF-MS, mostrou-se rapida e
eficaz, podendo-se tentativamente identificar cerca de 33 compostos nos extratos das trés se¢des
da planta, e 16 deles foram relatados a primeira vez na espécie. Foram identificados
principalmente metabdlitos secundarios da classe de taninos hidrolisaveis e flavonoides.

A atividade citotoOxica, através do método MTT, mostrou-se que o extrato da casca

pode ser considerado um forte potencial promissor frente a linhagem SW-620 (c6lon-humano)
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por apresentar um bom potencial de inibi¢do, o menor valor de ICsp comparado aos outros
extratos, além disso, exibiu um indice de seletividade relativamente alto. A predominancia de
derivados de acido quinico, acido clorogénico, e a presenca de substancias na casca que nao
foram detectadas no presente estudo, podem auxiliar a explicar 0 motivo da alta atividade
citotoxica observada. As andlises estatisticas realizadas contribuiram para diferenciar cada
secdo da planta de forma confidvel e significativa.

O presente estudo de desreplicacdo demonstrou a relevancia e o valor agregado a
planta S. brasiliensis, que apresentou varios potenciais biomarcadores que podem ser

correlacionados com a promissora atividade citotoxica exibida.
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