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RESUMO

Spondias tuberosa Arr. Cam. popularmente conhecida como umbuzeiro, ¢ uma espécie
endémica da Caatinga, pertencente a familia Anacardiaceae. As espécies alimenticias de
umbuzeiro apresentam estudos que abrangem areas da ciéncia, tais como a Quimica de Produtos
Naturais, Farmacologia, apresentando atividades biologicas relevantes e de interesse da
industria. Nesse contexto, a busca de substancias antioxidantes e anti-aging pela industria de
cosméticos se justifica pela necessidade de protetores de pele mais eficazes, capazes de inibir a
deterioragdo oxidativa dos ingredientes labeis, como &cidos graxos insaturados ou outros
ingredientes ativos da pele, propensos a oxidagdo. Existe um grande gargalo dos estudos
quimicos para esse género que esta relacionado as variagdes metabdlicas de uma mesma espécie
durante os diferentes estadios de evolucdo fenoldgico. A técnica de cromatografia liquida de
ultra performance acoplada a espectrometria de massas de alta resolu¢io UPLC-QToF-MSE no
modo de ionizagdo negativo foi utilizada para tragar o perfil quimico das folhas de S. tuberosa
em diferentes estadios fenoldgicos, e ainda com o auxilio de ferramentas de quimioinformatica
foi concebido um estudo quimico, a fim de obter o0 maximo de informag¢do em relagdo ao
desenvolvimento fenoldgico nas trés fases da folha sendo essas: a fase pds-floragdo (folha
jovem), plena produgdo e senescéncia. Das classes dos metabolitos anotados, destacam-se os
compostos fendlicos, que se apresentaram como a maioria, tais como flavonoéides glicosilados
e aglicona, elagitaninos e acidos anacardicos. O ensaio de atividade antiglicante revelou uma
potencial inibicdo das formag¢des de AGE’s das folhas nos diferentes estadios de
desenvolvimento fenoldgicos, que por meio de uma analise de variancia (ANOVA), foi possivel
afirmar que nio houve diferencga significativa entre as médias de atividade de cada fase. A
atividade antioxidante mostrou-se satisfatoria e concordante com resultados ja reportados
anteriormente. O estudo pdde destacar o potencial uso das folhas de umbuzeiro como fonte
alternativa de antioxidantes naturais, aplicaveis em formulagdes anti-aging, viabilizando a
utilizagdo das folhas dessa espécie, que hoje sdo totalmente descartadas, podendo proporcionar
o aumento do valor agregado ao cultivo de umbuzeiro, estimulando a agricultura familiar e a

recuperag@o da densidade arborea em areas degradadas.

Palavras-chave: Spondias tuberosa; metabolomica; antioxidantes; antiglicantes.



ABSTRACT

Spondias tuberosa Arr. Cam. popularly known as umbuzeiro, is an endemic species of the
Caatinga, belonging to the Anacardiaceae family. Umbuzeiro food species present studies that
cover areas of science, such as Chemistry of Natural Products, Pharmacology, presenting
relevant biological activities of interest to the industry. In this context, the search for antioxidant
and anti-aging substances by the cosmetics industry is justified by the need for more effective
skin protectors, capable of inhibiting the oxidative deterioration of labile ingredients, such as
unsaturated fatty acids or other skin active ingredients, prone to oxidation. There is a major
bottleneck in chemical studies for this genus, which is related to the metabolic variations of the
same species during different stages of phenological evolution. The ultra-performance liquid
chromatography technique coupled to high-resolution mass spectrometry UPLC-QToF-MSE in
negative ionization mode was used to trace the chemical profile of S. tuberosa leaves at different
phenological stages, and also with the aid of chemoinformatics tools a chemical study was
designed in order to obtain maximum information regarding the phenological development in
the three phases of the leaf, namely: the post-flowering phase (young leaf), full production and
senescence. Of the classes of metabolites noted, phenolic compounds stand out, which were the
majority, such as glycosylated flavonoids and aglycone, ellagitannins and anacardic acids. The
antiglycant activity assay revealed a potential inhibition of the formation of AGEs in the leaves
at different stages of phenological development, which, through an analysis of variance
(ANOVA), made it possible to state that there was no significant difference between the means
of AGE activity in each phase. The antioxidant activity was satisfactory and in agreement with
previously reported results. The study was able to highlight the potential use of umbuzeiro
leaves as an alternative source of natural antioxidants, applicable in anti-aging formulations,
making it possible to use the leaves of this species, which are currently completely discarded,
and can provide an increase in added value to umbuzeiro cultivation. , stimulating family

farming and the recovery of tree density in degraded areas.

Keywords: Spondias tuberosa; metabolomics; antioxidants; antiglycants.
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1 INTRODUCAO

A humanidade faz o uso de produtos naturais desde tempos muito antigos. A busca
na natureza pela cura e alivio de algumas doengas acompanha o homem pela sua historia. Varias
civilizagdes antigas ganharam destaque pela utilizacdo de recursos naturais na medicina como
a civilizacdo Egipcia, Greco-Romana e Chinesa. Até os tempos modernos, a medicina
tradicional chinesa desperta a curiosidade por sua grandiosidade e efici€ncia, impulsionando a
busca pelo entendimento por trds das propriedades dos vegetais utilizados em tal medicina
(VIEGAS; BOLZANI; BARREIRO, 2006).

O Brasil apresenta uma posigdo privilegiada para a ciéncia dos produtos naturais,
por sua enorme biodiversidade e por possuir um numeroso grupo de pesquisadores de quimica
de produtos naturais (BERLINCK et. al, 2017). Nesse contexto, ocupando uma area de cerca
de 11% do territdrio brasileiro, a Caatinga ¢ um bioma rico em biodiversidade, apresentando
um clima semiarido e vegetacdo xerofila (DUTRA et. al, 2017). Mesmo sofrendo diretamente
diversas ameagas e influéncia antropica, a Caatinga apresenta apenas 9,16% de sua extensao
resguardada por Unidades de Conservacdo (UCs) de Protecéo Integral (CNUC/MMA , 2023).

A Caatinga cobre totalmente o Ceara e parte dos estados do Rio Grande do Norte,
Paraiba, Pernambuco, Piaui, Alagoas, Sergipe, Bahia e uma faixa seguindo o Rio Sdo Francisco
em Minas Gerais. Apresenta diversas paisagens e tipos de vegetacdo, formada por espécies que
desenvolveram mecanismos para sobreviver em ambientes com pouco indice pluviométrico e
baixa umidade. Toda a diversidade da Caatinga é representada por mais de duas mil espécies,
destacando-se aproximadamente 130 espécies endémicas. Quando comparada aos outros
biomas brasileiros, a Caatinga ¢ provavelmente a menos conhecida e a mais desvalorizada,
devido a reduzida exploracdo sustentavel dos recursos naturais e a elevada propor¢do de terras
desmatadas para pecuaria (PRADO, 2003; QUEIROZ, 2011; BEZERRA et al. 2014).

O umbuzeiro (Spondias tuberosa Arr. Cam.) ¢ uma espécie endémica desse tipo de
vegetacdo, apresentando grande importancia econdmica, principalmente nos periodos de seca.
O umbu, fruto do umbuzeiro, € colhido entre os meses de janeiro e abril, proporcionando uma
renda extra aos pequenos agricultores, pois essa colheita se compreende em um periodo
entressafra de outras culturas tradicionais. Com uma produgéo de 14.200 toneladas em 2022, o
Brasil € considerado o maior produtor de Umbu, sendo a Bahia o estado com maior produgéo,
com 41% de todo umbu produzido, contando ainda com a produgdo de Minas Gerais (36%),
Paraiba (13%), Rio Grande do Norte (4%), Pernambuco (3%), Alagoas (2%) e Piaui (1%)
(IBGE, 2023).



15

O umbu ¢ fonte de vitaminas do complexo B (B1, B2 e B3), vitamina A, vitamina
C e minerais tais como o célcio, fosforo e potassio além disso, a literatura relata diversas
propriedades farmacologicas associadas ao umbu, dentre as quais podemos citar: atividade
antibacteriana, a¢do anti-inflamatoéria, propriedades antimicrobianas e antioxidantes (SILVA et.
al, 2012). A presenca de metabdlitos secundarios como os taninos e antocianinas, do grupo dos
compostos fendlicos, podem justificar a acdo antioxidante (DA COSTA CORDEIRO et. al,
2018). As folhas do umbuzeiro também sdo utilizadas na medicina popular visando o
tratamento de uma série de doengas, tais como o diabetes, inflamagdes, dor uterina, dor no
estomago e constipacdo (NARAIN ef al., 1992; ROCHA et al., 2013).

Naturalmente, os antioxidantes sdo encontrados no nosso corpo, contudo, com
habitos irregulares de vida como exposicdo sem prote¢do ao sol, tabagismo e consumo de
bebidas alcoolicas, a quantidade de radicais livres supera a capacidade do corpo de se livrar das
espécies reativas, gerando o que é chamado de estresse oxidativo. Esse desequilibrio acelera o
envelhecimento cutdneo devido a morte e ao mal funcionamento das células presentes na pele
que sofrem ataques dos radicais livres, gerando rea¢des danosas que em casos mais avangados
pode levar ao aparecimento de cancer. Faz-se entdo, necessaria a busca por antioxidantes
naturais efetivos tanto para a protecdo antioxidante dos componentes das formulas dos
cosméticos como para a prote¢do da pele (GUARATINI; MEDEIROS; COLEPICOLO, 2007).

Os Produtos de Glicagdo Avangada (AGEs, do inglés Advanced Glycation
Endproducts) sdo um grupo heterogéneo e complexo de moléculas formadas pela reag¢do entre
um grupo amino livre de uma proteina e o grupo carbonil de um agticar redutor, levando a
formagdo de ligacdes cruzada com proteinas, escurecimento e fluorescéncia. A glicagdo das
proteinas é um processo espontaneo, ainda podendo envolver intermediarios carbonilicos como
a 3-deoxiglucosona (3-DG) (AHMED, 2005).

Estudos de caracterizacdo das plantas permitem entfo a identificacdo de compostos
bioativos com potenciais atividades bioldgicas a serem estudadas, como por exemplo, os
flavonoides que apresentam uma grande importancia farmacologica, pois agem na prevencdo
de doengas degenerativas (DA COSTA CORDEIRO et. al, 2018). A busca pelo entendimento
das fungdes dos metabolitos provenientes tanto do metabolismo primério quanto do secundério
(especializado) vem sendo alvo de estudo de diferentes areas da Ciéncia, com énfase nas areas
da Bioquimica e Quimica dos Produtos Naturais. Nesse contexto, o estudo dos metabdlitos que
constituem um dado organismo bioldgico pode ser concebido através de uma abordagem
metabolomica. Essa abordagem pode ser utilizada para investigar a totalidade da expressdo

qualitativa e quantitativa do metabolismo primario e/ou secunddrio dos organismos e



16

estabelecer o entendimento dos organismos através de andlise comparativa de perfis
metabolicos entre individuos e/ou populagdes sujeitos a diferentes condigdes genéticas,
ambientais ou patoldgicas (PILON et. al, 2020).

A investigacdo do metabolismo secundario em diferentes organismos bioldgicos
requer técnicas analiticas diversificadas, nas quais, de modo geral, devem apresentar alta
eficiéncia e grande poder de resolucdo. Nesse caso, podemos destacar as técnicas
cromatograficas acopladas as técnicas de espectrometria de massas, as quais sdo essenciais na
aquisi¢do de dados. Sendo assim, tem-se, por exemplo, cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas (CG-MS) e cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a
espectrometria de massas HPLC-MS/MS (BORGES et. al, 2017).

Dessa forma, utilizando técnicas analiticas como cromatogafia liquida de ultra
eficiéncia acoplada a espectrometria de massa (UPLC-QTOF-MSE) este estudo visa realizar
uma analise metaboldmica das folhas do umbuzeiro em diferentes fases fenologicas. Além disso,
o trabalho tem como objetivo avaliar as atividades antioxidantes e antiglicantes dos extratos
hidroetanolicos e correlacionar essas atividades bioldgicas com os perfis quimicos

estabelecidos.
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OBJETIVOS

Objetivo Geral

Caracterizar o perfil metabolico dos extratos hidroetandlicos das folhas do

umbuzeiro (Spondias tuberosa Arruda) em trés fases fenologicas: pds-floragao, plena producio

e senescéncia. Além disso, pretende-se avaliar as atividades antioxidante e antiglicante desses

extratos em cada fase, identificando os marcadores quimicos com potencial antienvelhecimento

(anti-aging).

2.2
>

Objetivos especificos

Identificar os compostos quimicos dos extratos hidroetanélicos das folhas de umbuzeiro
nas trés fases fenologicas;

Testar a atividade antioxidante pelo método de varredura do radical livre DPPH (2,2-
difenil-1-picrilhidrazil);

Testar atividade antiglicante pelo Sistema BSA-MG;

Obter informagdes a respeito das diferengas e semelhancgas entre os perfis quimicos das
trés fases da folha do umbuzeiro, a partir dos dados de analise quimiométrica (PCA);
Listar as variaveis ou compostos discriminantes que influenciam a diferenciag¢do entre
os extratos mediante a separagdo dos grupos através da OPLS-DA e S-Plot;
Correlacionar os perfis quimicos com as atividades bioldgicas durante as trés fases
fenoldgicas através de andlises quimiométricas, visando identificar os compostos ou
grupos de compostos responsaveis por essas atividades.

Determinar qual a melhor fase fenoldgica para a coleta das folhas, de acordo com os

valores de atividades antioxidante e antiglicante.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Produtos Naturais

A quimica dos produtos naturais, com suas origens tracadas até os tempos da
alquimia, constitui a subarea mais antiga da quimica orgéanica e possui uma rica trajetoria de
desenvolvimento. Este campo viu um avango significativo a partir da introdugdo de técnicas
hifenadas e do surgimento de ferramentas de biologia molecular, o que impulsionou seu
desenvolvimento, antes lento até os anos 1960 (BORGES et al., 2017).

Além de buscar curas para doengas, os seres humanos exploraram os recursos
naturais para expressar cultura e assegurar sobrevivéncia. Isso incluiu o uso de corantes,
substancias alucinégenas em praticas religiosas e magicas, além dos curares. Estes tltimos sdo
drogas derivadas de diversas plantas com propriedades de bloqueio neuromuscular, usadas para
impregnar flechas utilizadas na caca e na pesca (VIEGAS; BOLZANI; BARREIRO, 2006).

Apesar das diversas estratégias e metodologias disponiveis no mercado para a
sintese de novos farmacos, a quimica de produtos naturais ainda representa uma alternativa de
grande sucesso. Varias fontes de matéria prima de substancias biologicamente ativas podem ser
citadas como plantas, fungos, insetos, organismos marinhos e bactérias. E devido a sua rica
biodiversidade, o Brasil pode ser considerado uma fonte de substancias biologicamente ativas,
ressaltando ainda mais a importancia da preservagdo dessa enorme riqueza biologica que
apresenta um grande potencial para a produgdo de novos farmacos (BARREIRO; BOLZANI,
2009).

Em 2006, foi aprovado no Brasil pelo Ministério da Saude, portaria n°® 648, a
Politica Nacional de Ateng¢do Basica que inclui a plantas medicinais no SUS e pelo decreto n°
5.813 de 2006, a Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos, estabelecendo
diretrizes para garantir o uso seguro ¢ racional das plantas medicinais e fitoterapicos ressaltando
também a sustentabilidade e desenvolvimento do complexo produtivo da saude (SA-FILHO et.
al, 2021).

Com o passar do tempo foi percebido que o conhecimento sobre as propriedades
terapéuticas dos vegetais é cumulativo e tem sobrevivido ao longo do tempo, sendo repassado
através das geragdes até os dias de hoje (DE BARROS SILVA et. al, 2019). Atualmente, 48%
dos medicamentos utilizados na terapéutica sdo provenientes direta ou indiretamente da
exploragdo de produtos naturais, tendo como destaque as plantas medicinais através do

conhecimento etnofarmacolégico (SA et. al, 2021).
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Desde a década de 1970, a importancia e a necessidade da medicina tradicional
como primeira fonte de tratamento de doencas em cerca de 60-80% das regides do mundo foi
estimulada e ressaltada pela Organizagdo Mundial da Satde (OMS). Virios fatores
contribuiram para essa conquista, desde a disponibilizacdo das espécies vegetais com potencial
terapéutico na natureza até o conhecimento etnofarmacoldgico resultando no sucesso do
isolamento das substdncias biologicamente ativas para a producdo de medicamentos
(OLIVEIRA et. al, 2004; YUAN et al., 2016).

Segundo o Férum Nacional de 1986 em Washington, EUA, a biodiversidade,
também conhecida como diversidade biologica, ¢ definida como a variabilidade entre
organismos vivos de todas as origens. Isso inclui ndo apenas os ecossistemas terrestres e
aquaticos, mas também os complexos ecoldgicos aos quais pertencem, abrangendo a
diversidade dentro e entre espécies e entre os proprios ecossistemas (SIMOES et al., 2017).

O Brasil € reconhecido como um dos paises com a maior biodiversidade do planeta,
ostentando o status de ser o pais com a maior riqueza de plantas do mundo, com um registro de
34,916 espécies identificadas (SIMOES et al., 2017). A diversidade e a complexidade de seus
biomas, juntamente com a extensa cobertura de florestas tropicais, concentradas principalmente
na Floresta Amazonica, sdo os principais fatores para essa distingdo (PIMENTEL et al., 2015).

Este vasto patrimonio bioldgico possui um valor econdmico e estratégico imenso
para diversos setores como o agronegodcio, a industria téxtil e o setor energético. No entanto,
sua maior utilidade parece estar na exploracdo de novos agentes bioativos, apesar de apenas
uma pequena fragdo (15%) ter sido efetivamente estudada cientificamente para avaliar seus
beneficios farmacoterapéuticos (CALIXTO, 2003; SIMOES et al., 2017).

A pesquisa em produtos naturais, especialmente nos séculos XVIII e XIX, teve um
impacto notavel na medicina, levando ao desenvolvimento de varios medicamentos que se

originaram de praticas medicinais tradicionais (MARIA et al., 2010; SIMOES et al., 2017).

Quadro 1 — Cronologia da descoberta de farmacos a partir de plantas.

Ano de . . .
Descoberta Farmaco Origem Natural Uso Principal
1805 Morfina Pap oqla do bpio (Papaver Analgésico
somniferum)
1820 Quinina Ca.s ca da drvore de quina Tratamento da malaria
(Cinchona spp.)
|1833 ||Atropina ||Atropa ||Anticolinér gico |
|1864 ||F isostigmina ||Physostigma ||Anticolinesterésico |
|1875 ||Pilocarpina ||Pilocarpus ||C01inérgico |
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Dg:(())b(ii ia Farmaco Origem Natural Uso Principal
| 1887 ||Efedrina ||Ephedra ||Adrenérgico |
| 1895 ||Cocaina ||Erythroxylon ||Anestésico local |
|1895 ||Tubocurarina ||Chondrodendron ||B10quead0r neuromuscular |
1899 Asp%rina. ('figido Casca do salgueiro (Salix Anti—.in.ﬂ’al.nat(')rio, analgésico
acetilsalicilico) alba) e antipirético
|1941 ||Dicumarol ||Melilotus ||Anticoagulante |
|1949 ||Cortisona ||Raizes da planta Yucca ||Tratament0 de inflamagdes |
|1952 ||Reserpina ||Rauwolﬁa serpentina ||Anti-hipertensiv0 |
1987 Taxol (Paclitaxel) f;;;ﬁsdgrgﬁgéf) Pacifico Quimioterapico contra cancer
|2004 ||Artemisinina ||Artemisia annua ||Tratament0 da malaria |

Fonte: Adaptado de SIMOES et al., 2017.

3.2 Metabolismo vegetal

A vida dos organismos vivos desde o nascimento até a morte ¢ assegurada e
controlada pelas transformagdes quimicas realizadas pelos metabolismos primario e secundario.
O metabolismo primario € o responsavel por fornecer as substancias que participam das fungdes
basicas essenciais da vida celular como a respiragdo e biossintese de aminoacidos e outras
substancias necessarias para a vida da célula. Os metabdlitos secundarios sdo especificos das
espécies e participam de interagdes intra- e intercelular do proprio organismo ou com células
de outro organismo. Além de isso, atuam em processos relacionados a reprodugdo como a
polinizagdo, e contribuem para a defesa contra pestes e outras doencas além de possibilitarem
ajustes necessarios a convivéncia e sobrevivéncia ambiental (BRAZ FILHO, 2010).

Os metabolitos secundarios se apresentam em grande numero, sendo sintetizados
por meio de quatro vias de biossintese, sendo elas: via do acetato malonato, do acido
mevalonico (MEV), metileritritol fosfato (MEP) e do acido chiquimico, sendo os produtos
dessas vias os trés principais grupos de metabdlitos secundarios: terpenos, compostos fendlicos
e compostos nitrogenados (VIZZOTTO; KROLOW; WEBER, 2010).

Diferentemente dos metabdlitos primdarios, os metabolitos secundérios se
apresentam em baixas concentragdes ¢ em determinados grupos de plantas. Geralmente
possuem uma estrutura complexa, baixo peso molecular e possuem atividades biologicas
marcantes, despertando grande interesse ndo s6 por conta das atividades biologicas, mas

também pela imensa atividade farmacologica que possuem, sendo de grande importancia
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comercial ndo apenas na area farmacéutica, mas também nas areas alimentar, agrondmica,
perfumaria e outras (PEREIRA; CARDOSO, 2012).

Por representarem de fato uma interface quimica entre as plantas e o ambiente, os
metabolitos secundérios tém sua sintese frequentemente afetada por condigdes ambientais.
Alguns fatores que podem coordenar ou alterar a taxa de produgdo dos metabodlitos secundarios
sdo a sazonalidade, o ritmo circadiano, o desenvolvimento da planta, temperatura,
disponibilidade hidrica, radiagdo ultravioleta, nutrientes, altitude, poluicdo atmosférica e ataque
de patdégenos. Além disso, alguns fatores apresentam correlagdo entre si, como o
desenvolvimento e a sazonalidade, indice pluviométrico e sazonalidade, temperatura e altitude,
entre outros. Alguns exemplos de metabdlitos que sdo relatados por sua variacdo sazonal sdo os
flavonoides, os 6leos essenciais, os alcaldides, as saponinas, entre outros (GOBBO-NETO;

LOPES, 2007).

3.2.1 Metabolismo Primario

O metabolismo primario, também conhecido como metabolismo basal, ¢ essencial
para a vida e reproducao dos organismos. Os compostos envolvidos neste tipo de metabolismo
sdo vitais para todos os seres vivos, desempenhando fungdes como divisao celular, crescimento,
respiracao, armazenamento e reprodugdo. Entre esses compostos estdo aminoacidos, agucares,
nucleotideos, vitaminas e acidos graxos (HUSSEIN & EI-ANSSARY, 2019; SIMOES et al.,
2017).

Os metabolitos primarios sdo altamente conservados entre diferentes espécies,
apresentando grande similaridade. Essa semelhanga pode ser observada em varios aspectos,
como o fornecimento e armazenamento de energia, principalmente por meio de moléculas de
ATP; sintese e armazenamento de substancias como gorduras, carboidratos e proteinas atraveés
de vias metabolicas semelhantes; utilizagdo de enzimas para catalisar reacdoes metabolicas; e
um codigo genético idéntico entre os organismos. A tabela 1 abaixo exemplifica essas vias
metabolicas (DEBORDE et al., 2017; FANG, FERNIE & LUO, 2019; SIMOES et al., 2017;
WENG, 2014).
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Tabela 1- Principais Vias Metabolicas do Metabolismo Basal.

Metabolismo Biossintese Degradacio

, . .. , . Clivagem hidrolitica de
Fotossintese, ciclo de Calvin, ciclo dos acidos C-4, g

Carboidratos . N carboidratos, glicolise, ciclo da
gliconeogénese
pentose-fosfato
Sintese de lipideos, complexo acido graxo-sintase,  Clivagem hidrolitica de
Gorduras acilglicerideos, fosfolipideos, glicolipideos, lipideos, f-oxidagao de acidos
carotenoides, esterois graxos
. S, , Clivagem hidrolitica de
. Biossintese de aminoacidos e proteinas (processo de s ~
Proteinas ~ proteinas, degradacdo e
tradugdo) ~ U
conversao dos aminoacidos
Acetil- Carboidratos, acidos graxos, aminoacidos, Ciclo de Krebs, cadeia
coenzima A  cetogénese, terpenos, esteroides respiratoria, ciclo do glioxilato
Acidos Biossintese de nucleotideos do RNA a partir de bases
nucleicos puricas e pirimidicas, replicagdo de DNA, formac¢do Clivagem de DNA e RNA

de flavinas e pteridinas a partir de GTP
Fonte: Adaptado de Simdes et al., 2017.

A partir dessas quatro vias metabolicas principais, com precursores provenientes do
metabolismo primario que envolvem sintese, degradagdo e conversao, ¢ produzido um segundo
grupo de metabolitos que serdo discutidos posteriormente: os metabolitos secundarios ou

especializados (DOS SANTOS, 2015; GALDEANO & KLEINGESINDS, 2013).

3.2.2 Metabolismo Especializado ou Secunddrio

Os metabolitos especializados, também conhecidos como metabdlitos secundarios,
possuem distribui¢do limitada e sdo encontrados apenas em certas espécies. Esses compostos
ndo estdo diretamente ligados aos processos primarios de crescimento ¢ desenvolvimento das
plantas (DEBORDE et al, 2017, FANG, FERNIE & LUO, 2019; GALDEANO &
KLEINGESINDS, 2016; SIMOES et al., 2017).

Por muito tempo, acreditou-se que esses metabdlitos eram apenas subprodutos do
metabolismo primario sem fungdes especificas . Contudo, pesquisas posteriores mostraram que
esses compostos desempenham fungdes essenciais nas plantas, que utilizam rotas biossintéticas
complexas e energeticamente intensivas para sintetiza-los (SIMOES et al., 2017).

Diferente do metabolismo basal, o metabolismo especializado se distingue pelas
diversas vias metabolicas dos organismos, resultando em alta variabilidade e multiplas fungoes,
apesar de seus produtos serem encontrados em baixas concentragdes (DOS SANTOS, 2015;
SIMOES et al., 2017).

Esses compostos atuam principalmente na defesa das plantas, protegendo-as de
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predadores e patogenos, e preservando os frutos até a maturacdo das sementes. Uma estratégia
comum ¢ a produgdo de substancias com sabor amargo que desestimulam os herbivoros. Em
contraste, alguns metabdlitos secundérios atraem animais que promovem beneficios para as
plantas, como a poliniza¢io (SIMOES et al., 2017).

Além disso, esses compostos podem estar envolvidos na reprodugfo das plantas, na
protecdo contra radiagdo ultravioleta e espécies reativas de oxigénio (ERO), e em efeitos
alelopaticos, onde as plantas competem entre si em resposta a estresses bidticos e abioticos.
Muitos metabolitos especializados ainda ndo tém suas fungdes completamente conhecidas,
sendo que mais de 50.000 ja foram descritos em angiospermas (DEBORDE et al., 2017;
VIZZOTTO; KROLOW; WEBER, 2010; SIMOES et al., 2017).

Todos os metabolitos especializados sdo derivados de componentes do metabolismo
basal, utilizados fora dos processos de geracdo de energia da fotossintese, glicdlise e ciclo de
Krebs, fornecendo intermedidrios biossintéticos. Os precursores mais importantes para sua
biossintese incluem acetil-coenzima A, acido chiquimico, dcido mevalonico e 1-desoxi-D-

xilulose-5-fosfato (DOS SANTOS, 2015; KABERA, 2014).

Figura 1 - Conexdes biossintéticas entre o metabolismo primario e o especializado. As rotas biossintéticas
responsaveis pela producdo de metabdlitos especializados ocorrem através das seguintes vias: (1) via dos
aminoacidos, (2) via do chiquimato, (3) via dos policetideos, (4) via do acido mevaldnico e (5) via do metileritritol
fosfato (MEP).
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Fonte: Adaptado de (SIMOES et al., 2017 e GUEDES, 2018).
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Embora sejam conhecidos cerca de 100.000 metabdlitos especializados de plantas,
apenas algumas rotas biossintéticas sdo utilizadas para sua produgdo, envolvendo cinco
principais vias: (1) via dos aminoécidos, (2) via do chiquimato, (3) via dos policetideos, (4) via
do 4cido mevaldnico e (5) via do metileritritol fosfato (MEP) (Figura 1) (SIMOES et al., 2017).

As vias biossintéticas descritas na Figura 1 resultam na formagdo de grupos de
metabolitos especializados, classificados de acordo com suas estruturas quimicas e aspectos

biogenéticos: compostos fendlicos, terpendides e alcaloides (SIMOES et al., 2017).

3.2.3 Compostos fendlicos

Os compostos fendlicos sejam fendis simples ou polifendis, sdo um grupo de
metabolitos secundarios produzidos pelas plantas e participam do mecanismo de defesa destas
contra agressdes externas, podendo funcionar como atrativos ou repelentes de insetos,
exercendo influéncia na cor, na estabilidade oxidativa e no sabor da planta ou alimento
(ARNOSO; DA COSTA; SCHMIDT, 2019).

Quimicamente falando, os compostos fenolicos s@o substancias que possuem pelo
menos um anel aromatico no qual ao menos um hidrogénio € substituido por uma hidroxila.
Séo sintetizados a partir de duas rotas metabdlicas principais: a via do acido chiquimico e a via
do acido mevalonico (VIZZOTTO; KROLOW; WEBER, 2010). Esse grupo se destaca das
outras classes de metabolitos secundarios porque sdo amplamente distribuidos e por possuirem
varias fungdes ecologicas e inimeras atividades farmacologicas cientificamente comprovadas,

sendo muito bem representadas por taninos, flavonoides e cumarinas (LIMANETO et. al, 2015).

3.2.3.1 Flavonoides

Da classe dos polifenois, os flavonoides sio um grande grupo de metabolitos
secundarios de baixo peso molecular encontrados em diversas espécies vegetais (MARCUCCI
et. al, 2021). Possuem como estrutura basica dois an€is benz€énicos, A e B, conectados através
de uma pirona, anel C (Figura 2) (ARNOSO; DA COSTA; SCHMIDT, 2019). As atividades
bioquimicas dos flavonoides estdo diretamente relacionadas a sua estrutura quimica, que pode
variar a partir de substitui¢cdes incluindo hidrogenag¢ao, hidroxilagdes, metilagdes, sulfatagdes e
glicosilagoes (MACHADO et. al, 2008).

Os flavonoides sdo classificados em classes pelo nivel de oxidagdo e no padrdo de

substituicdo do anel C, enquanto os compostos individuais, dentro de um mesmo grupo sdo
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diferenciados pelo padrio de substituicdo dos anéis A e B (LIMA; BEZERRA, 2012). Dentro
desse grupo, diferentes classes podem ser encontradas como as chalconas, flavonas, flavanonas,
flavonois, di-hidroflavondis, isoflavonas, antocianinas, antocianidinas, auronas, entre outras.
Por absorverem radiacdo eletromagnética na faixa do ultravioleta (UV) e do visivel, apresentam
papéis de defesa das plantas frente a radiagdo solar, além isso, podendo representar uma barreira
quimica de defesa contra microrganismos, insetos e outros animais herbivoros (MARCUCCI
et. al, 2021). Além das funcgdes relatadas nas plantas, muitos desses compostos possuem
também importantes propriedades farmacolégicas relatadas na literatura (SANTOS;

RODRIGUES, 2017).

Figura 2 - Estrutura basica dos flavonoides.
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Fonte: Elaborada pelo autor, 2024.

Os flavonoides podem se apresentar em diferentes concentragdes dependendo do
filo, ordem, familia e espécie, onde em uma mesma espécie, a concentragdo pode sofrer
alterag¢@o, dependendo parte da planta que se encontra (MACHADO et. al, 2008).

Os compostos fendlicos, um dos maiores grupos de metabolitos secundarios das
plantas, sdo sintetizados pela via do acido chiquimico (2). A maioria dessas substancias deriva
da L-fenilalanina ou, raramente, da L-tirosina. Esses compostos passam por desaminagio
oxidativa, catalisada pela fenilalaninaliase na biossintese do acido cindmico, resultando na
formagdo de acidos fenolicos e fenodis simples por meio da degradacéo oxidativa de sua cadeia
lateral (COHEN; KENNEDY, 2010; KABERA, 2014; SIMOES et al., 2017).

Devido a processos coevolutivos que resultaram em uma maquinaria biossintética
sofisticada, os metabolitos secundarios apresentam uma grande diversidade estrutural e muitas

vezes atividades biologicas e farmacologicas relevantes (SIMOES et al., 2017).

3.2.4 Terpenos

Os terpenos sdo produzidos pelas vias do dcido mevaldonico (4) e do MEP (5). A

organizacdo desses metabolitos segue a regra do isopreno (unidades de cinco carbonos, C-5),
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baseada em observagdes de quimica orgénica. O bloco de construg¢do de todos os terpenos € o
difosfato de isopentila (IPP), que é um isopreno ativo em equilibrio com seu isomero, o
difosfato de dimetilalila (DMAPP) mostrados na Figura 3 (DOS SANTOS, 2015; SIMOES et
al., 2017).

Figura 3 — Unidades basicas de constru¢do dos terpenos.
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Fonte: Elaborada pelo autor, 2024.

Na via do acido mevalonico, a biossintese dos terpendides se inicia com a
condensacdo de trés moléculas de acetil-CoA, seguida pela participacdo do fosfato e
descarboxilagdo subsequente. A via alternativa do MEP leva a formagao de dois intermediarios-
chave a partir da glicose: 1-desoxi-D-xilulose (DOX) e 2-metileritritol fosfato, que
eventualmente formam IPP e DMAPP. Esta via resulta em hemiterpenos (C-5), monoterpenos

(C-10), diterpenos (C-20) e tetraterpenos (C-40) (DOS SANTOS, 2015; SIMOES et al., 2017).

3.2.5 Alcaloides

Os alcaloides, geralmente caracterizados pela presenca de um atomo de nitrogénio
em um anel heterociclico, sdo sintetizados pela via dos aminoacidos (1). A regra dos
aminoacidos aplica-se a maioria desses compostos, afirmando que todos os alcaloides
verdadeiros derivam desses precursores (OLIVOTO et al., 2017; SIMOES et al., 2017).

O grupo aminico dos aminoacidos origina o atomo de nitrogénio heterociclico dos
alcaloides. A descarboxilag¢do inicial de um aminoacido forma uma amina biogénica, que
promove a biossintese dos alcaloides. No entanto, nem todos os alcaloides seguem essa regra,
como os alcaloides acridonicos, esteroidais, imidazolicos e puricos (OLIVOTO et al., 2017;
SIMOES et al., 2017).

Esses compostos naturais representam uma valiosa biblioteca de compostos
bioativos selecionados naturalmente. Podem ser usados in natura, em preparagdes galénicas
simples, em formula¢des farmacéuticas mais elaboradas, ou como substdncias puras, os
ingredientes ativos dos medicamentos (SIMOES et al., 2017; WINK, 2015).

Esses compostos também podem servir como base para a sintese parcial de
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moléculas farmacologicamente ativas, visando melhorar propriedades biofarmacéuticas ou
como modelos para o planejamento e sintese total de novos medicamentos (SIMOES et al,
2017; WINK, 2015).

Muitos desses metabolitos sdo extraidos de plantas ja utilizadas na medicina popular,
como a cajazeira, tipica do Nordeste do Brasil, usada no tratamento de diversas infecgdes

(CORADIN; CAMILLO; PAREYN, 2018; WINK, 2015).

3.3 A Caatinga e sua diversidade

Ocupando uma area de 912.000 km? e representando cerca de 13% do territorio
nacional, a Caatinga ¢ um bioma exclusivo do territorio brasileiro (FERNANDES; QUEIROZ,
2018). A palavra Caatinga originou-se do tupi-guarani que significa mata branca, sendo também
conhecida como sertdo, agreste, cariri, seridd e carrasco, sendo denominagdes populares para
as diferentes formagdes vegetais do bioma (MAIA et. al, 2017). A vegeta¢do da Caatinga ¢
composta predominantemente por plantas lenhosas, espinhosas e caducifolias (AB’SABER,
1974). O ecossistema pode ser classificado em 12 tipos diferentes, baseando-se em fatores
abioticos como altitude, continentalidade e caracteristicas do solo (ALVES; ARAUJO:;
NASCIMENTO, 2009). Este bioma tem enfrentado constantes ameagas devido ao
desmatamento vinculado a extra¢do de madeira e a agricultura (RIBEIRO et al., 2015), o que
resulta em impactos negativos na biodiversidade, como fragmenta¢do de habitats
(ANTONGIOVANNI et al., 2020) e processos de desertificagdo (HAUFF, 2010).

Rica em diversidade e endemismo, apresenta a ocorréncia de 3.150 espécies,
distribuidas em 950 géneros e 152 familias de angiospermas, incluindo 29 géneros
endémicos do bioma (FERNANDES; QUEIROZ, 2018).

Com baixo indice pluviométrico na maior parte de sua extensdo, concentrada em
poucos meses do ano, de trés a seis, e com baixa evapotranspiracdo e altas temperaturas, a
Caatinga ¢ um dominio fitogeografico brasileiro adaptado a condi¢des de semiaridez. E devido
a influéncia do clima, apresenta uma vegetacdo decidua, variando no porte desde caatinga
arbustiva até caatinga arborea de porte mais elevado (LIMA et. al, 2022).

Devido ao desmatamento, a Caatinga vem sofrendo um rapido processo de
deterioragdo ambiental. A principal estratégia para a manuten¢do da biodiversidade e dos
servicos ecossistémicos, diante da crescente destruicdo e degradag@o dos ambientes naturais, é
a criacdo de areas protegidas (APs), podendo ser de dois tipos: de Protecdo Integral (PI) que

permite apenas o uso restrito dos recursos naturais e de Uso Sustentavel (US) que autoriza o



28

uso e extracdo dos recursos naturais. Além de ser o bioma menos estudado e menos protegido
do Brasil, a Caatinga ainda € tratada com baixa prioridade de investimento em conservagao.
Até 2008, 45% da Caatinga havia sido desmatado, por ser sensivel, essa area sofre além da agdo
antropica, alteragdes resultantes das mudangas climatica globais (OLIVEIRA; SILVA;
MOURA, 2019).

A sugestdo de delimitacdo da Caatinga, apresentada pelo IBGE e pelo Ministério
do Meio Ambiente em 2004, baseou-se na metodologia descrita no estudo de Fernando Luis
Garagorry e Roberto de Camargo Penteado Filho. Essa abordagem resultou na criagdo de uma
proposta para a definicdo politico-administrativa do bioma Caatinga, conforme ilustrado na

Figura 4.

Figura 4 - Abrangéncia do bioma segundo a proposta de delimitagdo politico-administrativa nacional da Caatinga.
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Fonte: EMBRAPA TERRITORIAL. Sistema de Inteligéncia Territorial Estratégica do Bioma
Caatinga. Campinas, 2023. Disponivel em: https://caatingaamecasbiologicas.com.br/caatinga-
3/.Acesso em: 11/07/2024.

Menos de 10% da area da Caatinga estd incluida em Unidades de Conservagdo
(CNUC/MMA , 2023). Cerca de 30% da biodiversidade da Caatinga ocorre fora de areas
protegidas, destacando lacunas significativas na proteg¢do, pesquisa e gestdo das espécies

vegetais dessa regido (FONSECA et al., 2018).
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A Caatinga fornece diversos recursos que contribuem para qualidade de vida das
populagdes locais, como, por exemplo, as plantas que sdo utilizadas para fins terapéuticos.
Devido a falta de assisténcia médica e a necessidade, as populagdes locais recorrem ao uso dos
recursos vegetais na preparacdo de seus farmacos, ocasionando na evolugdo e acumulo dos
saberes populares com relagéo as praticas do uso dos vegetais (OLIVEIRA et al., 2010).

O uso de diversas espécies endémicas da Caatinga na medicina popular tem sido
amplamente documentado na literatura. Consequentemente, o estudo desse uso tem recebido
crescente atengdo devido a vasta quantidade de informagdes e esclarecimentos proporcionados

pela ciéncia (ARNOUS et. al, 2005).

3.4 A Familia Anacardiaceae

A familia Anacardiaceae Lindley € constituida por aproximadamente 600 espécies
agrupadas em 80 géneros, sendo dividida em cinco tribos: Anacardieae, Rhoeae, Spondiadeae,
Semecarpeae e Dobineeae, uma classificagdo baseada em caracteristicas morfologicas. O
termo "Anacardium" origina-se da combinag¢fo de palavras gregas que passaram por um
processo de latinizacdo. Ele deriva de dvd (and), que significa 'voltado para cima' ou 'superior’,
e kopdia (kardia), que significa 'cora¢do'. A escolha desse nome foi inspirada pela forma
caracteristica dos frutos dessa familia, que lembram um coragdo, como visto em espécies
populares como a castanha de caju e a manga (CORREIA; DAVID; DAVID, 2006; WANNAN,
2006).

A Tabela 2 apresenta o nimero de géneros e espécies alocadas a essas tribos
(SCHULZE-KAYSERS; FEUEREISEN; SCHIEBER, 2015), distribuidas predominantemente

em regides subtropicais.

Tabela 2 — Distribuicdo de Géneros e Espécies nas Tribos da Familia Anacardiaceae.

Tribo Numero de Géneros Numero de Espécies
Dobineeae 2 3
Semecarpeae 5 80
Anacardieae 8 120
Spondiadeae 17 140
Rhoeae 40 300

Fonte: (SCHULZE-KAYSERS; FEUEREISEN; SCHIEBER, 2015).
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Os membros da familia Anacardiaceae sdo reconhecidos por seus frutos e sementes
comestiveis, como manga, caju e caja, além de sua madeira valiosa e producdo de verniz natural.
Uma caracteristica marcante das espécies de Anacardiaceae é a presenga de condutos resinosos
no cortex e no lenho, resultando na formacgdo de resina nessas areas, embora a exsudagéo
também ocorra em folhas, flores e frutos de maneira semelhante (FONSECA ef al.,, 2018). As
espécies deste grupo tém sido alvo de extensas pesquisas devido aos seus metabdlitos
secundarios, com destaque para estudos focados na atividade medicinal de fendlicos, ésteres e

taninos (LACCHIA et al., 2016; PELL et al., 2010).

3.5  Spondias ssp

Spondias ¢ um género tropical pertencente a familia Anacardiaceae e possui cerca
de 14 a 20 espécies mundialmente distribuidas e dentre essas, 4 a 7 espécies sdo descritas nas
Américas. Dentro deste género, as espécies que merecem destaque sdo: caja (Spondias mombin
L.), siriguela (Spondias purpirea L.), umbu (Spondias tuberosa Arr Camara), cajarana
(Spondias dulcis), caja-umbu (S. mombin x S. tuberosa) e umbuguela (S. tuberosa x S. purpurea),
sendo a Spondias tuberosa nativa de regides semiaridas e suas ocorréncias sdo restritas no
Nordeste do Brasil (NASCIMENTO et. al, 2022).

Os membros do género Spondias sdo amplamente investigados na etnofarmacologia
devido a sua utilizagdo no tratamento de diversas doengas, como dor de estomago, diarreia,
diabetes, deméncia, anemia e disenteria, entre outras (SAMEH et al., 2018).

Os frutos de Spondias dulcis sd@o consumidos por comunidades rurais em
Bangladesh para melhorar a visdo e prevenir infec¢des oculares, enquanto os de Spondias
tuberosa sdo apreciados no Brasil por seu alto valor nutricional. Na Nigéria, os frutos de
Spondias mombin sio usados como diuréticos, e na India, o po do fruto maduro de Spondias
pinnata é empregado como antidoto para venenos de flechas (SAMEH et al., 2018).

As folhas de Spondias purpurea, quando frescas e preparadas em infusdo, so
utilizadas no México para aliviar dores de estdmago e flatuléncia, e a casca dessa mesma
espécie ¢ aplicada no tratamento de anemia, diarreia, disenteria e infec¢des de pele. Em Belize,
a decocgdo das folhas de Spondias mombin € usada para tratar diarreia e disenteria, assim como
na Nigéria, Benin e Togo, onde é consumida para manter a memoria em bom estado (SAMEH
etal,2018).

Na India, a goma de Spondias pinnata é utilizada para tratar disenteria, tlceras,

diarreia e doengas de pele, atuando também como demulcente em casos de bronquite. Além
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disso, a casca é empregada para aliviar dores articulares, prevenir vomitos e tratar diarreia e

disenteria (SAMEH et al., 2018).

No Brasil, especialmente nas regides Norte e Nordeste, destacam-se como frutiferas

de relevancia socioecondmica o umbuzeiro (Spondias tuberosa Arruda), a cajazeira (Spondias

mombin L.), a serigueleira (Spondias purpurea L.), a cajaraneira (Spondias dulcis Parkinson) e

seus hibridos naturais, todas exploradas de forma extrativista ou em pomares domésticos

(FONSECA et al., 2018).

As espécies de Spondias sdo ricas em diversos metabdlitos primarios e secundarios,

incluindo compostos fendlicos, esterdis, triterpenos, saponinas, 6leos essenciais, aminoacidos

e polissacarideos (Tabela 3).

Tabela 3 — Metabolitos primarios e especializados encontrados em Spondias spp.

- - . . Parte Tipo de
Classes de metabdlitos Metabolitos Espécie Encontrada Exl:ra to
Taninos e Pseudotaninos Geranina S. mombin L. f;llllll:: © 80% EtOH
Galoil-geranina S. mombin L. Folhas e 80% EtOH
caules
Galoil-glicose S. purpurea L. Frutos Acetona
Flavonoides Ramnetina S. purpurea L. Frutos Acetona
Isoramnetina S. purpurea L. Frutos Acetona
Canferol S. purpurea L. Frutos Acetona
Canferide S. purpurea L. Frutos Acetona
Astragalina S. purpurea L. Frutos Acetona
Isoquercetina S. purpurea L. Frutos Acetona
Quercetina dihidratada  S. purpurea L. Frutos Acetona
Rutina S. venulosa (Engl.) Engl. Folhas 80% MeOH
i&}ﬁg:&r;—S-O-ﬁ-D- S. venulosa (Engl.) Engl. Folhas 80% MeOH
Quercetina-3-O-[a-
ramnopiranosil-(1—2)]-
a-ramnopiranosil- S. venulosa (Engl.) Folhas 80% MeOH
(1—6)-p-
glicopiranosideo
Fendlicos e Derivados Acido galico S. purpurea L. Frutos Acetona
3-cafeoil acido quinico S. purpurea L. Frutos Acetona
Galato de metila S. pinnata (L. ) Kurz ~ Casca 70% MeOH
Esterois e Terpenoides  p-amirina S. pinnata (L. ) Kurz ~ Fruto MeOH
Acido oleandlico S. pinnata (L. ) Kurz ~ Fruto MeOH
rzria_tilenocicloar wnona S Pinnata (L. £)Kurz - Partes aéreas  EtOH
Estigmast-4-en-3-ona  S. pinnata (L. ) Kurz  Partes aéreas EtOH
[-sitosterol S. pinnata (L. ) Kurz ~ Partes aéreas EtOH
Acido lignocérico S. pinnata (L. ) Kurz  Partes aéreas EtOH
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- - . . Parte Tipo de
Classes de metabolitos Metabdlitos Espécie Encontrada Extrato

gifég(;si:je;gl_ﬁ_D_ S. pinnata (L. f.) Kurz ~ Partes aéreas EtOH

gls(t)llgm ast-9-en-3.6.7- ¢ wombin L. Casca MeOH

3_}}1(#0.)(1_22_ S. mombin L. Casca MeOH

epoxistigmastano

Ergosteril triterpeno 1~ S. pinnata (L. ) Kurz ~ Casca CHCI13/MeOH

Ergosteril triterpeno 2~ S. pinnata (L. f) Kurz  Casca CHCI13/MeOH

Lupeol iﬁrn;iﬁzlild. esS. Folhas Hidrodestilagiao

Acido equinocistico-3-

(OI-E:?)-_gOa_l E_C]t)o_ piranosil- o pinnata (L. f)Kurz  Raizes EtOH

xilofuranosideo

a-pineno S. mombin L.¢ S. Folhas Hidrodestilagao
purpurea L.

B-pineno S. mombinL.e S. Folhas Hidrodestilagao
purpurea L.

Cariofileno S. mombin L.¢ S. Folhas Hidrodestilagio
purpurea L.

Humuleno S. mombin L.¢ S. Folhas Hidrodestilagao
purpurea L.

Indeno S. mombin L.¢ S. Folhas Hidrodestilagio
purpurea L.

Cadineno 8. mombin L.¢ S. Folhas Hidrodestilagio
purpurea L.

‘ég‘;‘&zc::z)sse Glicina S. pinnata (L. f) Kurz ~ Frutos Aquoso

Cisteina S. pinnata (L. f) Kurz ~ Frutos Aquoso

Serina S. pinnata (L. f) Kurz ~ Frutos Aquoso

Alanina S. pinnata (L. f) Kurz ~ Frutos Aquoso

D-galactose S. pinnata (L. f) Kurz ~ Frutos Aquoso

D-xilose S. pinnata (L. f) Kurz ~ Frutos Aquoso

L-arabinose S. pinnata (L. f) Kurz ~ Frutos Aquoso

rzﬁzfl’gél-itceotgz-o- S. pinnata (L. £) Kurz ~ Frutos Aquoso

2,3,6-tri-O-metilglicose S. pinnata (L. f.) Kurz ~ Frutos Aquoso

2,3-di-O-metilglicose ~ S. pinnata (L. f.) Kurz ~ Frutos Aquoso

3-O-metilglicose S. pinnata (L. ) Kurz ~ Frutos Aquoso

Propan-1,2-didico S. pinnata (L. f.) Kurz ~ Frutos Aquoso

Acido 3-carboxil-B-D-

glicopiranosil-(6’—1)- S. pinnata (L. f.) Kurz ~ Frutos EtOH

B-D-glicofuranosideo

Fonte: Adaptado de SAMEH et al., 2018.
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3.6  Spondias tuberosa ARRUDA

Spondias tuberosa Arruda, que é popularmente conhecida como umbuzeiro, sendo
um representante arboreo e tropical, ¢ uma importante arvore frutifera da regido semiérida do
Nordeste, possuindo grande importancia socioecondomica para essa regido (CAVALCANTI;
RESENDE; BRITO, 2005). Nas ultimas décadas, o interesse econdmico tem crescido
consideravelmente, pois o umbu passou de simples pasto para os animais € consumo sazonal
das familias, para a venda externa (DRUMOND et. al, 2016). Os frutos do umbuzeiro sdo muito
apreciados na regido Nordeste, sendo comercializados em feiras livres, mercados, nas ruas das
cidades e nas estradas (DUTRA et. al, 2017).

O umbuzeiro (S. tuberosa Arr) ¢ uma xerofita que perdura por mais de 30 anos, com
altura média em torno de 6 metros, podendo atingir até 15 metros de diametro, servindo de
abrigo e protecdo dos animais e do solo, durante as horas com maior incidéncia solar (Figura
5). Possui um sistema radicular que pode atingir até 1 metro de profundidade e longas raizes
laterais, com caules subterraneos, denominados de xilopodios, que sdo responsaveis por realizar
o controle de respiracdo da arvore, podendo armazenar agua e nutrientes como proteinas, fibra
bruta e entre outros, sendo fundamentais para a nutrigdo vegetal e sua sobrevivéncia durante o
periodo de estiagem, garantindo a sobrevivéncia da planta. Tais caracteristicas permitem o
umbuzeiro crescer em regides com varia¢des de temperatura, de umidade, exposigdo solar e
volume de chuva. Essa espécie costuma nascer a partir da polinizacdo de insetos, o que
caracteriza sua forma nativa, tornando-se de extrema importancia para o bioma, visto que ¢
utilizada por polinizadores e dispersores durante a estacdo seca, periodo em que ocorre a

frutificag¢do dessa espécie (MOREIRA et. al, 2021).

Figura 5 — Spondias tuberosa Arruda
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Fonte: LIMA FILHO, 2011

O umbu possui coloragdo amarela esverdeada quando maduro, gosto acido e
refrescante e textura aveludada, ¢ rico em vitamina C e compostos bioativos. E geralmente
consumido e comercializado in natura, como polpa congelada, suco, sorvete, doce, geleia ou
como a tradicional “umbuzada” que consiste no cozimento da polpa da fruta com leite e agticar
(XAVIER et. al, 2022).

Apesar dos frutos do umbuzeiro serem o principal produto, as folhas e as cascas sdo
utilizadas na medicina popular para o tratamento de diversas doencas como o diabetes,
disturbios lipidicos, diarreia, doencas venéreas, inflamagdo, conjuntivite, colica menstrual,
infeccdo renal, infecgdes na garganta, utilizados para tratar ansia de vomito e para expulsdo da
placenta apds o parto (BARBOSA et. al, 2016). A presenga de diversos compostos bioativos
como os compostos fendlicos, dentre eles, rutina, quercetina, kaempferol e acidos anacardicos
presentes nas folhas (GUEDES et al., 2020), conferem as atividades farmacoldgicas reportadas
pela populagdo.

Apesar de ser amplamente utilizada na medicina tradicional, o que indica que essa
espécie ¢ fonte de novas moléculas para a produgdo de novos farmacos, as analises e estudos
farmacologicos nesses topicos sdo escassas (BARBOSA et. al, 2018). Embora o umbuzeiro
apresente fungdes ecoldgicas, importancia econdmica e farmacoldgica, diferentes causas tém
contribuido para a diminuigdo de areas preservadas com umbuzeiro na Caatinga. Devido a sua
reduzida capacidade de regeneragdo apontadas em alguns estudos, o umbuzeiro pode sofrer
diminui¢do em sua populag@o natural levando ao perigo de extingdo da espécie, tornando-se
cada vez mais crescente a demanda por formas sustentaveis de manejo para a continuidade do

aproveitamento da espécie (AIDAR et. al, 2021).

3.7 Metabolomica

As ciéncias dmicas buscam a compreensdo desde a identificagdo até a quantificacéo
de substancia proveniente do funcionamento celular e suas alteragdes biologicas. Fazem parte
desse conjunto de ciéncias, a gendmica (estudo da alteragdo dos genes), a transcriptomica
(estudo das alteragdes dos transcritos), a protedmica (estudo das alteragdes das proteinas), e a
metabolomica (estudo das alteragdes dos metabolitos) (CANUTO et. al, 2018).

Devido a sua importancia, aplicabilidade e respostas obtidas pelos experimentos, a
metabolomica possui enorme potencial de expansdo mundial, utilizando de instrumentagdo

sofisticada como espectrometria de massas (MS), espectroscopia de ressoniancia magnética
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nuclear (NMR) e fluorescéncia induzida por laser (LIF). Devido ao desenvolvimento de
técnicas analiticas de alta sensibilidade, seletividade e precisdo, uma maior diversidade de
técnicas € encontrada para a realizacdo dos estudos metabolomicos, utilizando por exemplo,
cromatografia de ultra-alta pressdo em andlises diretas e imagem quimica por espectrometria
de massas (Imaging MS), podendo também utilizar técnicas acopladas, como MS acoplada a
técnicas de separagdo como cromatografia e eletroforese capilar (LEI; HUHMAN; SUMNER,
2011).

A metabolomica é considerada um estudo bastante versatil podendo ser utilizada na
investigacdo de alteragdes metabdlicas de um organismo em resposta a estimulos fisicos (luz
UV, calor, desidratacdo etc.), quimicos (como farmacos, agroquimicos) ou bioldgicos
(patogenos ou outros). Esse estudos sdo realizados basicamente a partir de analises
comparativas dos perfis metabdlicos obtidos para cada amostra, podendo esses perfis serem
definidos como um conjunto de sinais cromatograficos e/ou espectroscopicos adquiridos para
uma amostra, podendo ser de extratos vegetais, animais, micro-organismos e fluidos biologicos,
utilizando métodos analiticos que relevem as caracteristicas correspondentes a determinados
padroes funcionais e estruturais das classes de produtos naturais analisadas (FUNARI et. al,
2013).

Inicialmente os estudos metaboldmicos eram divididos em dois tipos: estudos alvo
(do inglés, targeted), onde € realizada a analise de um grupo especifico de metabolitos, sendo
esse grupo relacionado a uma via metabolica especifica ou a uma classe de compostos, € os
estudos ndo-alvo (do inglés, untargeted) onde se avalia qualitativamente todo o conjunto de
substancias sem alguma especificagdo e ¢ geralmente utilizada como ferramenta de triagem
para discriminar amostras de diferentes estados bioldgicos ou origem. A principal vantagem dos
estudos ndo-alvo em relagdo aos estudos alvo € que a primeira permite que novas areas do
metabolismo sejam identificadas. Atualmente, visando os diferentes objetivos e especificidades
dos estudos metabolomicos, foram criadas subcategorias desses estudos (Tabela 4)
(BELINATO et. al, 2019; PILON et. al, 2020).

A defini¢@o do problema a ser estudado € a primeira etapa no desenvolvimento do
estudo metabolomico, pois € determinado o tipo de abordagem a ser empregada (alvo ou ndo-
alvo), e apds essa escolha, as etapas do planejamento experimental e andlise quimica sdo
definidas e o experimento metabolomico ¢ conduzido. No desenvolvimento dos estudos
metabolomicos, sejam eles alvo ou ndo-alvo, recomenda-se seguir uma série de etapas. De
forma geral, inicia-se com a etapa do preparo de amostra, onde ¢ realizado a extragéo,

derivatizagdo, limpeza da amostra e estocagem. Dando sequéncia, na proxima etapa ¢ realizada



36

a aquisi¢do de dados, com o auxilio das técnicas de andlises, e logo apds, os dados gerados a
partir das analises que s@o em grande numero e complexidade, sdo processados por ferramentas
adequadas para tratamento de dados, onde nessa etapa envolve o pré-processamento e analise
dos dados por meio de sofiwares de analise estatistica, bancos de dados de metabolitos,
softwares de bioinformatica e estratégias para transformar dados brutos em resultados uteis

(BELINATO et. al, 2019).

Tabela 4 — Subcategorias de estudos metabolomicos alvo e ndo alvo.

Tipo Abordagem Descricao

Analise da composi¢do metabolomica de um organismo. A
quantificacdo ¢ usualmente relativa entre amostras controle e

Metabolic ~ tratada visando a comparacdo e andlise discriminatoria.
, . Nao-alvo . . ~ . i1
Fingerprint Classifica e/ou agrupa informagdes relativas aos metabolitos
(que podem ou ndo ser anotados) como resposta as diferentes
condic¢des experimentais aplicadas ao conjunto amostral.
Plant Contempla a tentativa ndo enviesada de identificar e quantificar
, Nao-alvo 0 maior niamero possivel de metabolitos presentes em tecidos,
Metabolomics o .
orgdos vegetais ou na planta como um todo.
Em oposicdo ao metabolic fingerprint, o metabolic profiling
, visa identificar e quantificar metabolitos/classes responsaveis
Metabolic N
Profilin Alvo pela discriminacdo entre grupos tratados e controle. Estas
8 substancias (anotadas) podem formar entdo as bases para as
hipdteses entre as diferencas genéticas e fenotipicas.
Visa a detecgdo ou descri¢do de substancias/ grupos especificos
que compartilham propriedades quimicas similares (e.g.,
Target Analysis Alvo aminoacidos) ou uma rota metabdlica em comum (e.g.,

alcaloides). Os métodos usualmente consideram dados
quantitativos e qualitativos.

Fonte: Adaptado de PILON et. al, 2020.

3.7.1 Pré-processamento de dados e Quimiometria

O pré-processamento de dados é um passo critico para a otimizagao dos resultados

analiticos, que permite a detecg¢do e quantificagdo precisas dos picos através da transformagéo
dos dados em uma matriz consolidada. Este processo crucial ajuda a eliminar variagdes
indesejadas causadas por diferencas na amostra ou no equipamento, como variagdes na
concentragdo de sais, temperatura e pH (PILON er al, 2020). As operagdes de pré-
processamento, aplicaveis em diferentes contextos analiticos, como os sinais cromatograficos
de LC-MS, incluem técnicas como filtragem de ruidos, correcdo de linha de base, alinhamento
de sinais, deconvolucdo, selecdo de picos e normalizagdo, todas essenciais para garantir a

integridade e utilidade dos dados coletados (CUBERO-LEON;PENALVER; MAQUET, 2014;
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PILON et al., 2020).

Filtragem de Ruido: Este passo inicial remove os ruidos dos dados brutos,
utilizando algoritmos especificos para distinguir sinais uteis dos ruidos de fundo em técnicas
como a espectrometria de massas (LC-MS) ou ressondncia magnética nuclear (RMN).

Corregdo da Linha de Base: Apos a remogao de ruidos, a correcdo da linha de base
ajusta as variacdes do espectro que nio correspondem a componentes quimicos, normalizando
assim a linha de base e facilitando comparagdes precisas entre amostras.

Alinhamento de Sinais: Esta fase ajusta discrepancias de tempo de retengdo em
cromatografia ou desvios de campo em RMN, assegurando que os picos sejam comparados
corretamente entre diferentes amostras.

Deconvolugdo: Essencial para separar sinais sobrepostos, esta técnica resulta em
espectros mais claros e definidos, facilitando a identificagdo e quantificagdo dos metabolitos.

Peak Picking: Apos a deconvolugdo, os picos significativos sdo anotados e
catalogados, baseando-se em critérios como intensidade, area e forma, para futuras analises.

Normalizagdo: A etapa final de normaliza¢do ajusta a intensidade dos picos para
corrigir variagdes de concentragdo entre amostras, utilizando padrdes internos ou controles de
qualidade.

A coesdo entre essas etapas de pré-tratamento e a quimiometria é fundamental para
garantir uma correta interpretagéo biologica dos estudos. O uso de quimiometria nos estudos
metabolomicos € uma das estratégias utilizadas para o melhor entendimento dos dados obtidos
nas andlises, com o auxilio de ferramentas matematicas, computacionais e estatisticas. Vista
como uma grande aliada, a estatistica multivariada ¢ capaz de reduzir dados de alta
dimensionalidade em dados mais facilmente interpretaveis, mostrando ndo apenas as diferengas
entre grupos de amostras, mas também a similaridade entre as amostras. A analise de
componentes principais (PCA) ¢ muitas vezes utilizada como primeiro passo da andlise
exploratoria de dados, gerando graficos de facil interpretacdo, ja o minimos quadrados parciais
(PLS), andlise discriminante de quadrados minimos parciais (PLS-DA) e andlise discriminante
de quadrados minimos parciais ortogonais (OPLS-DA) sdo métodos supervisionados, cujo
objetivo € distinguir os perfis metabdlicos que estdo fortemente associados a determinados
conjuntos de amostras (MANICKAM et al., 2023; PIASECKA.; KACHLICKI; STOBIECKI,
2019).

A quimiometria, por meio de ferramentas estatisticas e suas variantes, transforma
dados complexos em informagdes compreensiveis, destacando tanto as diferencas quanto as

similaridades entre grupos de amostras, facilitando assim o entendimento dos perfis
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metabolicos associados a condi¢des especificas. Esta integracdo entre pré-processamento e
analise quimiométrica é vital para a precisdo e confiabilidade dos resultados em pesquisas
metabolomicas, permitindo insights profundos sobre as vias metabdlicas estudadas (PILON et

al., 2020).

3.8 Radicais livres e Atividade Antioxidante

A produgdo de energia necessaria para as atividades essenciais das células é
realizada através de processos metabolicos de oxidagdo, levando a producdo de radicais livres
(ROESLER et. al, 2007). Diversos fatores como habitos de vida inapropriados como consumo
de alcool, tabagismo, dietas inadequadas, exposi¢do a radiacdo ndo ionizante ultravioleta, além
de condi¢ées ambientais improprias como temperatura elevada e poluicdo ambiental e
domiciliar, podem causar o desequilibrio entre a produgdo de espécies reativas de oxigénio,
nitrogé€nio e enxofre, ¢ a remog¢do destas pelos sistemas quimicos e enzimaticos de defesa
antioxidante, levando ao stress oxidativo (OLIVEIRA et. al, 2009).

Radicais livres sdo pequenas moléculas que possuem um ou mais elétrons
desemparelhados, ou seja, possui o orbital externo incompleto, o que explica sua instabilidade
e reatividade elevada (SALVEMINI; CUZZOCREA, 2002). O orbital incompleto permite a
transferéncia de elétrons com o meio, assim, podendo agir como agentes aceptores ou
concessores de elétrons causando modificagdes no ambiente molecular a sua volta. Porém,
radical livre ndo é um termo que pode ser utilizado para todas as espécies que participam das
reacdes nos processos metabolicos, pois algumas dessas espécies ndo possuem elétrons
desemparelhados na sua ultima camada, sendo nomeados de Espécies Reativas de Oxigénio
(ERO) e Espécies Reativas de Nitrogénio (ERN) (CAVALCANTE; BRUIN, 2009).

As espécies reativas formadas pelos processos metabdlicos atuam como mediadores
de elétrons e em varios processos bioquimicos. Porém, quando produzidas em concentragdes
superiores as necessarias, essas espécies podem causar efeitos potencialmente importantes
como danos celulares, ao atacar membranas, proteinas, polissacarideos e &cidos nucleicos
causando alteracdo funcional e prejuizo das fungdes vitais em diversos tecidos como adiposo,
vascular e cerebral, além de orgdos como musculo e figado, além de ativar caminhos de
sinalizacdo especificos, podendo levar ao desenvolvimento de doengas cronicas e degenerativas
como o cancer, doengas cardiacas e Alzheimer, estando também envolvidos no processo de
envelhecimento (OLIVEIRA et. al, 2009; ROESLER et. al, 2007).

Os compostos antioxidantes tém como caracteristica principal a capacidade de doar

atomos de hidrogénio e/ou receber elétrons, ou seja, sdo agente redutores, e sdo capazes de
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estabilizar ou desativar os radicais livres (Equacdo 1) antes de causarem danos nas células, onde
os radicais formados a partir dos antioxidantes ndo so reativos para propagar reagdo em cadeia,
podendo ser neutralizados por reagdo com outro radical, formando produtos estaveis ou ser
reciclados por outro antioxidante. Podendo ser de origem sintética ou natural, os antioxidantes
podem ser originados endogenamente, como por exemplo a enzima superdxido dismutase, ou
ser provenientes da ingestdo de alimentos ou outras fontes. Dentre os antioxidantes de origem
exogena, destacam-se tocoferois (vitamina E), acido ascérbico (vitamina C), polifendis, selénio

e carotenoides (SOUSA et. al, 2007).

Re+AH — RH + A Equacgio 1

A pele € considerada um 6rgdo complexo, sendo formada por diferentes estruturas
e diversos tipos celulares, atuando como barreira protetora dos 6rgéos internos ao ambiente, €
por ser o 6rgdo mais externo do corpo humano, torna-se a interface entre corpo e meio ambiente,
estando constantemente exposta a radiagdo UV, considerada a maior mediadora exdgena de
danos (GUARATINI et. al, 2007). Mais que qualquer outro tecido, a pele é exposta a inimeros
agentes quimicos, fisicos e microbiologicos, que induzem a formagdo de espécies reativas de
oxigénio (ERO) e de nitrogénio (ERN), que sdo fundamentais para a manutenc¢io dos processos
fisiopatoldgicos e bioquimicos, mantendo a sobrevivéncia e homeostase celular. Porém quando
ha um desequilibrio entre a formagdo e remocdo dessas espécies reativas, ocorre o siress
oxidativo (SELIM et al., 2017).

Quando utilizados topicamente, os antioxidantes reduzem os danos induzidos pela
radiagdo UV, que pode ser separada em UVA (320-400 nm), UVB (290-320 nm) e UVC (180-
290 nm). A radiacdo UVC praticamente nio atinge a superficie terrestre, sendo retida pela
camada de ozonio, porém as radia¢des UVA e UVB, quando juntas sdo mais danosas pelo nivel
de penetracdo na pele (Figura 6) (SCOTTI et. al, 2007).

Os antioxidantes sdo agentes de grande importancia na tecnologia farmacéutica.
Além da inovagdo, esfor¢os sdo feitos para atingir formulagdes que garantam a eficacia e
seguranca final do produto (BRASIL, 2022). A estabilidade de tais formula¢des pode ser
expressa pela sua integridade, a qual sera determinante para a liberagdo de seus ativos e
efetividade. Estudos de estabilidade devem ser realizados para testar alteracdes nas formulagdes
diante de fatores para evitar a degradacdo das formula¢des que podem resultar em
caracteristicas organolépticas desagraddveis, niveis de contamina¢do microbiana elevados,

reducdo no teor de ativos e/ou formagdo de impurezas toxicas. Os antioxidantes sdo empregados
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nas formulag¢des atuando na remocdo de elementos propagadores da oxidacdo, interrompem a
cadeias de reagdo, exercem mecanismo preventivos evitando a formagfo de radicais livres

(LANGE; HEBERLE; MILAO, 2009).

Figura 6. Representacio de diferentes comprimentos de onda (nm) e respectiva penetragdo na pele

humana.
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Fonte: Elaborada pelo autor, 2024.

Embora sejam os mais utilizados, os antioxidantes fenolicos sintéticos como o BHA
(Butilhidroxianisol), BHT (Butilhidroxitolueno) e TBHQ (Terc-butilhidroquinona), vém sendo
apontados em estudos recentes quanto as suas toxicidades (LANIGAN; YAMARIK, 2002;
FREITAS; FATIBELLO-FILHO, 2010). Dentre os efeitos observados, o BHA pode exercer
efeitos desreguladores endodcrinos, incluindo baixa atividade estrogénica, perturba¢do na
esteroidogénese e interferéncia nas fun¢des reprodutivas (JEONGS et al., 2005). Além disso, o
BHT e o TBHQ apresentam uma potencial indugdo na produgao de peroxidos e danos ao DNA,
exibindo assim efeitos carcinogénicos (ESKANDANI; HAMISHEHKAR; DOLATABADI,
2014; YANG et al., 2018).

A oxidagdo lipidica pode ser usada para exemplificagdo de reagdes que podem
ocorrer nas formulagdes dos cosméticos, pois se trata de um fendmeno espontaneo e inevitavel
que causa a deteriora¢io dos lipidios e substancias graxas. E uma reagdo que ndo pode ser
evitada ou paralisada completamente, podendo ser entdo reduzida de tal forma que se obtenha
um aumento significativo da estabilidade e vida util do produto (SILVA; BORGES; FERREIRA,
1999).
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Para a determinacdo da atividade antioxidante em formulacdes cosméticas sdo
utilizados métodos como a inibi¢do da peroxidacéo lipidica, inibi¢do da quimiluminescéncia e
o sequestro do radical DPPH, entre outros métodos, sendo o método do DPPH considerado o
mais pratico, rapido e estdvel. Ha entdo um grande interesse por parte das inddstrias em medir
e comprovar a atividade antioxidante de seus produtos, para que seja possivel uma agregacao
de valor comercial e terapéutico aos produtos (SINGH et al., 2019; BRUDZYNSKA ef al.,
2022).

3.9 Formacao dos AGEs e Atividade Antiglicante

O fendmeno da glicacdo foi descrito pela primeira vez em 1912 por Louis Camille
Maillard (1878-1936) em seus estudos sobre reagdes entre aminoacidos e carboidratos. Esse
fendmeno era entdo responsavel pelo escurecimento e odor caracteristico no cozimento de
alimentos, ficando conhecido também por reacdo de Maillard (HENLE; MIYATA, 2018).

Os Produtos de Glicagdo Avangada (AGEs, do inglés Advanced Glycation
Endproducts) sdo um grupo heterogéneo de moléculas formadas a partir de rea¢des ndo
enzimaticas entre grupamentos amino e carbonilo, sendo a carboximetilisina e a pentosidina
exemplos de produtos de glicagdo avangada identificados em alimentos e in vivo. Os AGEs séo
formados principalmente no organismo, através de precursores dicarbonilicos como o glioxal
(G), metilglioxal (MG) e 3-deoxiglicosona (3-DG), derivados da glicose produzidos
intracelularmente  (Figura 7) (GAENS; STEHOUWER; SCHALKWIJK, 2013;
THORNALLEY; LANGBORG; MINHAS, 1999).

Figura 7 — Precursores dicarbonilicos glioxal (G), metilglioxal (MG) e 3-deoxiglicosona (3-DG)

produzidos intracelularmente.
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Fonte: Elaborada pelo autor, 2024.

A formacgdo dos AGEs pode ocorrer por meio de diversas vias. A primeira delas
conhecida como via classica da reagdo de Maillard, gerada a partir da condensa¢do de um
grupamento carbonila de um agucar redutor, como a glicose, com um grupamento amina

proveniente por exemplo do aminoécido Lisina que é bem susceptivel a reagdo, apos alguns
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rearranjos, ocorre a formagdo de produtos de Amadori ou produtos iniciais da glicagdo que ¢
mais estavel. A via alternativa que leva a formacdo de glioxal e metilglioxal, compostos
carbonilicos 20 mil vezes mais reativos que a glicose, a partir a auto oxidacdo da glicose e de
lipidios ¢ chamada de via do estresse carbonilico. A formacdo dos AGEs ainda conta com mais
uma via envolvendo neutréfilos, monécitos e macrofagos, que através de processos
inflamatorios produzem mieloperoxidase e a enzima NADPH oxidase, que induzem a formagédo
de AGEs pela oxidagdo de aminoacidos (HUEBSCHMANN et al., 2006).

Varios estudos recentemente demonstraram que a formagdo dos AGEs é prejudicial
ao organismo de maneira geral, possuindo a capacidade de modificar as propriedades quimicas
e funcionais de diversas estruturas biologicas devido a geragdo de radicais livres, formagdo de
ligagdes cruzadas com proteinas ou de interagdes com receptores celulares (NEDIC et al., 2013).

A formagdo dos AGEs é acelerada sob condi¢cdes de hiperglicemia ou estresse
oxidativo, dessa forma, nos diabéticos as concentrac¢des séricas de AGEs sdo expressivamente
mais elevadas do que em ndo diabéticos (TAN et al., 2003). Sob condi¢des fisioldgicas, essa
formagdo ocorre lentamente e exerce importante papel no processo de envelhecimento, pois
compromete moléculas com meia-vida longa como o colageno. Apesar de ser serem
majoritariamente formados endogenamente, os AGEs podem ser inseridos no organismo
através de fontes exdgenas, como por exemplo pelo fumo que volatiliza as espécies reativas de
AGEs ou ingestao de alimentos com métodos de preparo em altas temperaturas como frituras e
grelhados, potencializando a formagdo de AGEs (CERAMI et al., 1997, HUEBSCHMANN et
al., 2006).

Além do escurecimento da cor, a fluorescéncia € uma propriedade exibida por
alguns AGE's, sendo geralmente utilizada em varias aplicagdes analiticas, incluindo a detecgéo
e quantificagdo dessas estruturas. Porém, os AGE’s que apresentam essa propriedade
representam apenas uma parte das estruturas formadas, sendo a maioria formada por espécies
ndo fluorescentes (ULRICH; CERAMI, 2001).

A capacidade de inibir a formagdo dos AGEs pode ser definida como atividade
antiglicante. Na literatura ha muitas metodologias descritas para avaliacdo da atividade
antiglicante de uma substancia, e isso se deve a complexidade do mecanismo de formagdo e a
existéncia de varias rotas possiveis para a formagdo dos AGEs ou compostos dicarbonilicos. O
primeiro agente antiglicante explorado em testes clinicos que consta na literatura foi a
aminoguanidina para a prevencdo de retinopatia diabética, porém ndo apresentou sucesso
devido aos efeitos colaterais como a deficiéncia de vitamina B6 e neurotoxicidade (JAKUS;

RIETBROCK, 2004). Atualmente a busca por agentes antiglicantes que atuem nos varios
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processos da formacdo de AGEs este sendo bastante explorada pelo mundo, desde substancias
sintéticas como a metformina, bastante utilizada no tratamento de diabetes tipo 2 (RAHBAR et
al., 2000), até substancias de origem natural provenientes de extratos de plantas, frutas e
vegetais, como os flavonoides, polifenois, alcaloides, pigmentos e carotenoides, dentre eles a
rutina, quercetina, kaempferol entre outros (VIJAYKRISHNARAJ; WANG, 2021).

A remocdo dos produtos de glicagdo avangada também pode ocorrer por meio de
mecanismos de defesa do proprio corpo, através da agdo realizada por macréfagos derivados de
mondcitos que possuem receptores de superficie celular de alta afinidade, havendo a interagéo
direta com os AGE’s. A presenga do receptor AGE permite um sistema de reconhecimento,
removendo especificamente, apenas as proteinas com produtos de glicagdo avancada
(VLASSARA; BROWNLEE; CERAMI, 1988; VLASSARA; BROWNLEE; CERAMI, 1985)

Como mencionado na se¢do anterior, o envelhecimento da pele é causado por
diversos fatores, dentre eles a exposi¢do a radiagdo ultravioleta, que pode gerar alteracdes
quimicas em moléculas através dos radicais livres. Reconhecidos como excelentes agentes
antioxidantes, os compostos fendlicos tém ganhado grande importancia nos ultimos anos, uma
vez que inibem a peroxidagdo lipidica e a lipooxigenase in vitro. Os compostos fenodlicos
possuem uma estrutura ideal para o sequestro de radicais livres, tanto pela doag¢do de elétrons
como pela estabiliza¢do do radical flavonoil formado, além de capacidade de quelar metais de
transi¢do, reatividade maior frente a outros antioxidantes, solubilidade e intera¢do com
membranas (SHAHIDI; JANITHA; WANASUNDARA, 1992).

Visto que o estresse oxidativo induz a formagdo de AGEs, do mesmo modo que
proteinas glicadas também podem causar o estresse oxidativo (BAYNES; THORPE, 1999),
sendo assim, elementos que possuem atividade antioxidante também podem apresentar
atividade antiglicante. Logo, a incorporagdo de ativos antioxidantes nos produtos cosméticos é
uma das estratégias escolhidas para prevenir a formagdo de AGEs e radicais livres, podendo

entdo, prevenir o envelhecimento cutdneo.
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4 METODOLOGIA

Os experimentos necessarios para o desenvolvimento do presente trabalho foram
realizados no Laboratério Multiusuario de Quimica de Produtos Naturais (LMQPN) localizado
na Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA), no Laboratorio de Polimeros e
Inovagdo de Materiais (LabPIM) localizado no Departamento de Quimica Organica e
Inorganica da Universidade Federal do Ceara (UFC) e no Laboratério de Fitoquimica e

Biomoléculas (LabFitoBio) localizado na Universidade Estadual de Londrina (UEL).

4.1 Instrumentacio

» Balanga analitica;

» Banho ultrassom de poténcia fixa de 135 W;

» Centrifuga;

» Coluna cromatografica Waters Acquity UPLC BEH (150 x 2,1 mm, 1,7 pm);

» Concentrador plus;

» Espectrofotdmetro;

» Incubadora refrigerada com agitagéo

» Leitor de microplacas de luminescéncia VICTOR Nivo™;

» Sistema cromatografico Acquity UPLC (Waters), acoplado a um sistema de
Quadrupolo/Tempo de voo (QTOF, Waters);

» Ultrafreezer;

» Vortex para agitagdo de tubos de ensaio;

4.2  Reagentes, solventes e materiais utilizados

> Acetonitrila;

Y

Acido férmico;

Y

Agua ultrapura, purificada em sistema Milli-Q® Integral Purification System da Merck
Millipore (resistividade de 18,2 MQ cm);

Albumina Sérica Bovina

Cloridrato de Aminoguanidina

Espatulas;

Estante para tubos de ensaio;

Etanol 96%;

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

YV V V V V V V

Frascos de penicilina
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Hexano 95%

Micropipetadores automaticos de capacidade varidvel;

Microtubo tipo EPPENDORF;

Pipetas de Pasteur de vidro;

Solugdo de Metilglioxal

Tampao Fosfato

Tubos de ensaio de 15 mL com tampa;

Vials para UPLC-MS;

Vidrarias auxiliares: proveta, becker, erlenmeyer e baldo volumétrico.

2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH)

Y V. V V V V V VYV VYV VY

4.3 Coleta de amostras

As folhas de Spondias tuberosa foram coletadas no Banco Ativo de Germoplasma
de Umbu em Petrolina, PE, Brasil, com as seguintes coordenadas geograficas 09°03°42,6S e
40°18°49,3”W. Foram escolhidos 30 acessos da espécie e coletadas as folhas. As coletas foram
realizadas em diferentes datas referentes aos estadios fenoldgicos da planta. A coleta referente
as folhas jovens foram realizadas nos dias 20, 21 e 26 de novembro de 2018 ¢ 04 de dezembro.
A coleta referente as folhas em plena produgdo foram realizadas nos dias 19, 21 e 25 de margo
de 2019 e 09 de abril de 2019. A coleta referente as folhas em senescéncia foram realizadas no
dia 06 de junho de 2019. Foi realizado quenching metabolico das folhas em N: liquido, para
interromper a atividade enzimatica e manter as propriedades do momento da coleta. Em seguida,
as folhas foram liofilizadas, moidas em moinho de facas e peneiradas em peneira de 80 Mesh

para a padronizagdo da granulometria.

4.4 Preparo de extrato para analise em UPLC

Apds serem coletadas, secas e moidas, as folhas passaram por um processo de
extracdo. Foram pesadas 50 mg de cada amostra em tubos de centrifuga devidamente
identificados. Apos a pesagem, foram adicionados 4 mL de hexano 95% com o objetivo de
desengordurar a amostra, por meio da extracdo dos componentes apolares presentes no tecido
vegetal que pudessem comprometer a qualidade da andlise quimica. Em seguida, realizou-se a
homogeneizag¢do por 1 min em um agitador do tipo vortex e apds esse tempo, as amostras foram
colocadas em um banho ultrassonico por 20 min. Posteriormente, foram adicionados 4 mL de
uma solugéo etanol/agua (7:3), submetendo as amostras novamente a agitagdo via vortex por 1

min seguida de 20 min em banho ultrassonico.
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Apos o procedimento de extracdo, as amostras foram centrifugadas por 10 min a
uma rotacdo de 3000 rpm para a separagdo efetiva das fases do extrato. A fase polar do extrato
foi transferida para um frasco de penicilina, onde 900 pL do extrato hidroetandlico foram
transferidos para uma seringa de vidro acoplada a um filtro PTFE 0,22 pm, sendo o filtrado
recolhido em vials de 1,5 mL, previamente identificados. Apos a filtracao, foram adicionados
100 pL de padrao interno 4cido antraceno-9-carboxilico (pureza 99%, 100 ppm), resultando ao
final do processo uma concentragcdo de 10 ppm. Por fim, os frascos foram armazenados em
ultrafreezer (-80°C) para conservagao até a analise. O esquema simplificado dos processos de
extracao ¢ mostrado na Figura 8. De maneira sequencial ao preparo das amostras, as amostras
controle de qualidade (QC, do inglés quality control), que sdo a mistura de volumes iguais (10
uL) de todas as amostras envolvidas na analise, foram preparadas. Os QCs tém como objetivo
avaliar o desempenho e a estabilidade instrumental durante toda a aquisi¢ao de dados, tendo em
vista que uma amostra QC ¢ avaliada em intervalos pré-estabelecidos, sendo sua leitura
intercalada a das amostras, durante toda a sequéncia analitica (THEODORIDIS et al., 2012).

No total foram obtidos 90 extratos referentes aos 30 acessos em 3 estadios fenologicos.

Figura 8 — Esquema simplificado do procedimento operacional de microextragdes sélido-liquido para UPLC-ESI-
QTOF-MSE.
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Fonte: Elaborada pelo autor, 2023.

4.5  Preparo de extrato para atividades biologicas

O preparo de extrato para a utilizagdo em analises biologicas ¢ semelhante ao
preparo para analises em UPLC. Foi pesado 1 g de cada amostra em tubos de centrifuga
devidamente identificados. Apos a pesagem, foram adicionados 8§ mL de uma solugéo

etanol/agua (7:3) para a extracdo dos compostos moderadamente polares. A mistura foi levada



47

ao agitador do tipo vortex por 1 min para homogeneizagdo, e apos esse tempo, as amostras
foram submetidas a extracdo em banho ultrassonico por 20 min. A préxima etapa consistiu em
adicionar 4 mL de hexano com o objetivo de desengordurar a amostra, por meio da extracdo
dos componentes apolares presentes no tecido vegetal da amostra. Apos isso, a mistura foi
levada mais uma vez ao agitador vortex por 1 min e em seguida, submetida a extragdo em banho
ultrassonico por 20 min.

Apds o processo de extracdo, a fracdo etanol/agua (7:3) foi recolhida e filtrada em
filtro PTFE 0,22 um, com o auxilio de uma seringa de vidro, sendo o filtrado transferido para
frascos de penicilina devidamente identificados e tarados. Posteriormente, os extratos foram
submetidos a secagem & vacuo com aquecimento a 45°C em um concentrador Eppendorf
Concentrador Plus no modo dessecador. Apos secas, as amostras foram armazenadas em

ultrafreezer a -80°C.

4.6  Condicdes de analise aplicadas ao sistema UPLC-ESI-QTOF-MSF

A analise foi realizada em um sistema Acquity UPLC (Waters), acoplado a um
espectrometro de massas do tipo Quadrupolo/ToF (Waters) pertencente a Empresa Brasileira de
Pesquisa Agropecuaria — Embrapa. As corridas cromatograficas foram realizadas em uma
coluna Waters Acquity UPLC BEH (150 mm x 2,1 mm, 1,7 um) com temperatura fixa de 40°C.
O sistema de eluicdo de gradiente binario consistiu em agua com 0,1% de acido formico (A) e
acetonitrila com 0,1% de acido formico (B), com gradiente variando 0-22 min (2-95%) de B;
22,50-26,00 min (98%) de B; 26,50-29,50 min (2%) de B, vazio de 0,3 mL min ~! ¢ volume de
inje¢do da amostra de 5 pL.

O modo negativo (ESI) foi adquirido na faixa de m/z 110-1100, temperatura da
fonte fixa de 120°C, temperatura de dessolvatagdo 350 °C. O fluxo de gas dessolvatagdo foi de
500 L h™'. A voltagem do capilar foide 2,6 kV. Leucina encefalina foi utilizada como lock mass.
O modo positivo (ESI) foi adquirido na faixa de m/z 120-1180, temperatura da fonte fixa de
120°C, temperatura de dessolvatacdo 350 °C. O fluxo de gas dessolvatacdo foi de 500 Lh™. A
voltagem do capilar foi de 3,2 kV. Leucina encefalina foi utilizada como lock mass. O
espectrometro foi operado com modo de aquisicio MSF centroide utilizando uma rampa de
tens@o de 20 a 40 V. O instrumento foi controlado pelo software MassLynx 4.1 (Waters

Corporation).
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4.7 Processamento de dados e analise estatistica

Para analisar os perfis quimicos de uma espécie em diferentes estadios fenologicos
usando UPLC-QTOF-MSE, os dados obtidos foram processados com o software estatistico
MarkerLynx. O pré-processamento, uma etapa crucial que ocorre entre a aquisi¢do dos dados
por dispositivos analiticos e sua andlise estatistica subsequente, visa principalmente aprimorar
a qualidade dos sinais e reduzir as interferéncias de ruidos. Estas medidas sdo essenciais para
garantir que os dados sejam comparaveis e confiaveis, conforme discutido por Pilon ef al.
(2020).

Essa etapa € essencial para otimizar os resultados analiticos, facilitando a deteccéo
e quantificagdo precisas dos picos. O processo envolve transformar os dados em uma matriz
consolidada que permite eliminar variagdes potenciais causadas por diferencas na amostra ou
no equipamento, como variagdes de concentragcdo de sais, temperatura ¢ pH (PILON et al.,
2020). Certas operagdes de pré-processamento de técnicas analiticas particulares, como em
sinais cromatograficos de LC-MS séo aplicaveis a qualquer tipo de dados e incluem a filtragem
de ruidos, corre¢do de linha de base, alinhamento de sinais, deconvolugfo, selecdo de picos e
normalizagdo. Estas técnicas sdo implementadas para melhorar a integridade e a utilidade dos
dados coletados (CUBERO-LEON; PENALVER; MAQUET, 2014; PILON et al., 2020).

Posteriormente, a analise multivariada foi realizada, onde a PCA (Analise de
componentes principais) e a OPLS-DA (Analise discriminante por minimos quadrados parciais
ortogonais) foram utilizados. A analise multivariada foi realizada nas seguintes condigdes:
janela de tempo de reten¢do de 0,90 a 26,00 minutos, faixa de massa de 110 a 1200 Da e
tolerdncia de massa de 0,02 Da.

Para a analise dos dados, uma lista de intensidade detectada de picos usando o par
tempo de retengdo (tr) ¢ massa (m/z) foi utilizada como identificador de cada pico. Uma
identificag¢do foi atribuida a cada um dos pares t-m/z com base em suas ordens de elui¢do. As
intensidades dos ions de cada pico detectado foram normalizadas em relagdo a soma das
intensidades de pico dentro dessa amostra utilizando o MarkerLynx. Os compostos eram
considerados os mesmos quando os valores de t; e m/z coincidiam (SOUSA et al., 2017).

O conjunto de dados foi centrado na média e o método da escala de Pareto foi usado
para gerar o PCA. Os dados que compde o nimero do pico (par t-m/z), nome da amostra e
intensidade do ion foram analisadas por Anélise de Componentes Principais (PCA) e Andlise

Discriminante de Minimos Quadrados Parciais Ortogonais utilizando o software MarkerLynx
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(NI et al., 2008; VAN DEN BERG et al., 2006).

4.8 Anotaciao dos metabdlitos

Os dados gerados pela analise em UPLC-QToF-MSF foram processados utilizando
o software MassLynx, versdo 4.1. A andlise dos picos no cromatograma e respectivos espectros
de massas baseou-se em uma tolerancia de +0,05 min para o tempo de retencéo e +0,05 Da para
a massa. Utilizando a ferramenta Elemental Composition, deduziram-se as possiveis formulas
moleculares, levando em conta os elementos carbono, hidrogénio e oxigénio, com uma
tolerancia de erro de 10 ppm.

O perfil metabolico da espécie em estudo foi definido por meio dos espectros de
MS e MS/MS, identificando-se compostos através da desreplicagdo, baseada em dados de
quimiotaxonomia literarios. Os dados metaboldmicos dos extratos foram processados no
software MS-DIAL 4.24 (TSUGAWA et al., 2019, 2015) para desconvolugéo e alinhamento dos
espectros MSE, e a identificag@o preliminar foi feita com o MS-FINDER 3.44 (TSUGAWA et
al., 2016). Considerando regras heuristicas (SUMNER et al., 2007), a tolerancia de massa
ajustou-se para 0,02 Da. Este processo gerou um conjunto de dados contendo 421 espectros
MS/MS.

Os metabdlitos foram anotados conforme a iniciativa de padrdes metabolicos (MSI)
nivel 2.1 (SCHRIMPE-RUTLEDGE et al., 2016; SUMNER et al., 2007; TSUGAWA et al.,
2019), com base em varias bases de dados reconhecidas, incluindo o Banco de Dados do
Metabolome Humano (HMDB), PubChem, LipidMaps, MassBank, ChemSpider, a
Enciclopédia de Genes e Genomas de Kyoto (KEGG), as Entidades Quimicas de Interesse
Biologico (ChEBI), FooDB, KnapSAcK e PlantCyc.

Os cromatogramas foram obtidos nos modos de ionizagdo negativo e positivo, mas
a identificacdo e anota¢do dos compostos foram realizadas apenas com dados do modo de
ionizacdo negativo. Esta decisdo foi tomada porque os dados do modo de ionizagdo positiva
mostraram apenas algumas bandas, e algumas daquelas que foram identificadas também
apareceram nos dados do modo de ionizagdo negativa. Além disso, com base na pesquisa
realizada para o enquadramento quimiotaxondmico, além dos bancos de dados e na literatura
para o género e espécie, as classes de metabolitos que esperdvamos encontrar eram mais

facilmente ionizadas no modo de ionizagdo negativa.
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4.9  Ensaios biologicos in vitro realizados com os extratos etandlicos de Spondias

tuberosa

4.9.1 Atividade Antiglicante

A atividade antiglicante foi determinada a partir do ensaio Albumina Sérica Bovina
(BSA) / (MGO) Metilglioxal de acordo com o método descrito por (LUNCEFORD;
GUGLIUCCI, 2005), com algumas modifica¢cdes. Uma solu¢do de BSA (1 mg.mL™") foi
preparada em tampdo fosfato de sédio (10 mmol.L™"), pH 7.4, contendo cloreto de so6dio (150
mmol.LL.™!). Uma solu¢do de MGO (Smmol.L™") e os extratos (300 pug mL™") foram adicionados
a solugdo de BSA e apds isso, a mistura foi encubada a 37 °C por trés dias. As amostras foram
encubadas com a presenga e auséncia (controle negativo) de aminoguanidina (10 mmol.L™).

Apds encubacio, a fluorescéncia das amostras foi medida no maximo de excita¢do
de 370 nm e maximo de emissdo de 440 nm, e a porcentagem de inibi¢do da formagdo de AGEs
foi calculada por [(FLCN FLbCN) (FLs FLbS)] / (FLCN FLbCN) x 100, onde FLCN e FLbCN
sdo as intensidades de fluorescéncia da mistura do controle negativo e seu branco,
respectivamente, ¢ FLs e FLbS sdo as intensidades de fluorescéncia do extrato e seu branco,
respectivamente (FRAIGE et. al, 2017).

Para a analise estatistica, realizou-se primeiramente a analise da normalidade dos
conjuntos de dados, pelo teste de Kolmogorov-Smirnov. Apds essa etapa, performou-se a
Analise de Variancia (ANOVA one-way). O intervalo de confianga adotado foi de 95%, ou seja,
resultados com *p < 0,05 foram considerados estatisticamente significativos. As andlises
estatisticas dos dados foram realizadas utilizando o software GraphPad Prism versdo 10.0.3

(GraphPad Software Inc., La Jolla, CA, EUA).

4.9.2 Atividade Antioxidante

A atividade antioxidante foi avaliada pelo ensaio DPPH (2,2-Diphenyl-1-
picrylhydrazyl) descrito por (BRAND-WILLIAMS et al, 1995) com algumas modificacdes
(CAMARANETO et al., 2022). As amostras foram solubilizadas inicialmente em etanol (70%),
sendo preparadas posteriormente, diversas dilui¢des para o ensaio (5.000 — 5 pg mL™*). O indice

de varredura (IV%) foi calculado a partir da seguinte equagéo:

[Apppr — (Aamostras — ACONCENTRA(;()ES)]

V% = x 100

ADPPH

Onde, Apppu € a absorbancia detectada para a solugdo etanolica de DPPH,

AaMosTrAs S80 as absorbancias obtidas para as misturas reacionais, € ACONCENTRACOES SA0 as
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absorbancias obtidas para cada dilui¢do (apenas com etanol absoluto) no comprimento de onda
de 515 nm. As concentracdes eficientes (CEso) foram determinadas por regressdo linear das
novas concentragdes pelos seus respectivos [V%, no comprimento de onda de 515 nm. Todos
os ensaios foram feitos em sextuplicata para avaliagdo estatistica e o acido ascérbico foi
utilizado como substancia de referéncia para o experimento.

Para o conjunto de dados obtidos realizou-se inicialmente uma averiguagdo da
presencga de valores outliers, procedendo-se posteriormente com analise da normalidade dos
mesmos, pelo teste de Shapiro-Wilk. Para realizacdo das andlises estatisticas, apds essa etapa,
foram utilizados os seguintes testes: Analise de variancia (ANOVA one-way), seguida de pos-
teste de comparagdes multiplas de Tukey para valores médios normais e teste de Kruskal-Wallis
seguido do teste de Dunn’s para dados ndo paramétricos. O intervalo de confianga adotado foi
de 95%, ou seja, resultados com *p <0,05 foram considerados estatisticamente significativos,
sendo também considerado os demais niveis de significancia (**p <0,01; ***p <0,001 e ****p
<0,0001). As analises estatisticas dos dados foram realizadas utilizando o sofitware GradPad
Prism, versdo 9.0 (GraphPad Software Inc., La Jolla, CA, EUA). Todos os resultados foram

expressos como média + desvio padrio.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1  Analise do perfil quimico das folhas de Spondias tuberosa

O perfil quimico das folhas de Spondias tuberosa foi estabelecido a partir da andlise
dos cromatogramas no modo de ioniza¢do negativo (ESI") (Figura 9), em conjunto com os
espectros de massas. Para facilitar a interpretacio dos dados, os picos mostrados no
cromatograma foram enumerados de acordo com a ordem de eluigdo (Tabela 5). Na Tabela 5 é
possivel observar 40 compostos detectados, com 15 metabdlitos anotados (Figura 10). Junto
aos metabdlitos estdo seus ions desprotonados [M-H]~ e seus fragmentos de ions, assim como
o0 erro em partes por milhdo (ppm) e sua possivel férmula molecular.

Os picos 1 (tr-m/z = 1.24 189,0023), 2 (tr-m/z = 4.39_369,0468 ), 6 (tr-m/z =
5.52 799,162), 10 (tr-m/z = 6.59_451,1655), 13 (tr-m/z = 6.98_293,0882), 14 (tr-m/z =
7.14_745,2008), 15 (tr-m/z = 8.31_427,1867), 18 (tr-m/z = 10.61_329,2333), 19 (tr-m/z =
10.74 287,2243), 20 (tr-m/z= 10.82_287,2221), 21 (tr-m/z= 11.00_207,1385), 22 (tr-m/z =
11.66_217,1233), 24 (tr-m/z= 13.95_421,2630), 25 (tr-m/z= 14.96_675,3482), 26 (tr-m/z =
15.56_593,2737), 27 (tr-m/z = 16.41_277,2161), 28 (tr-m/z = 18.4 _311,1688), 29 (tr-m/z =
18.74 571,2872), 30 (tr-m/z= 19.63_387.,2526), 31 (tr-m/z= 19.78_387,2501), 32 (tr-m/z=
19.96 385,2372), 33 (tr-m/z=20.26_385,2371), 34 (tr-m/z=20.63_555,2850) e 36 (tr-m/z=
22.73 343,2622) sao as moléculas ndo anotadas, indicando a presencga de possiveis compostos
inéditos. Na Tabela 5, sdo apresentadas féormulas moleculares dos metabolitos anotados,
associadas as massas monoisotopicas observadas no espectro de massas de MS e MS/MS.

O pico 3 (tr = 4,67 min) apresentou em seu espectro de MS o ion desprotonado
633,0708 [M-H]~, e a presenca dos ions fragmentos no espectro de MS/MS m/z 275,0167,
300,9948, 463,0451 e 481,0250, caracterizando a molécula como corilagina. Os fragmentos m/z
481,0250 [M-H-C7H404] € 463,0451 [M-H-C7H404-H>0] sdo resultados da perda consecutiva
de um grupo galoil e agua, o ion fragmento m/z 300,9948 corresponde ao acido elagico
(KUMAR et al., 2015).

O pico 4 (tr = 5,22 min) apresentou em seu espectro de MS o ion desprotonado
625,1427 [M-H]", e a presenga dos ions fragmentos no espectro de MS/MS m/z 316,0241 e
317,0344. O fragmento m/z 317,0344 [M-H-146-162] corresponde a perda simultdnea dos
grupos ramnosideo e glicosideo, gerando a miricetina aglicona, ja o fragmento m/z 316,0241 se
apresenta como resultado da clivagem homolitica da ligacdo glicosidica, possibilitando a
anotacdo do metabolito como miricetina-O-rutinosideo (ABU-REIDAH er al, 2015;
REGAZZONI et al., 2013).
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No pico 5 (tr = 5,40 min) foi observado o ion desprotonado 953,0878 [M-H]~, com
ions fragmentos m/z 169,0150, 463,0796, 633,0554 e 935,1250. A presen¢a do ion m/z
935,1250 indica a perda de uma molécula de dgua [M-H-H>O]". As sucessivas perdas dos
grupos HHDP (hexahidroxidifenil-D-glicose) e acido gélico, geraram os respectivamente os
ions produtos m/z 633,0554 [M-H-HHDP]~ e m/z 463,0796 [M-H-HHDP-170]", sugerindo
entdo a presenga do composto galoil-bis-HHDP glicose (SILVA et al., 2016b).

No espectro de MS referente ao pico 7 (tr = 5,78 min) foi observado o ion
desprotonado 609,1484 [M-H], e a presen¢a dos ions fragmentos no espectro de MS/MS, m/z
151,0026, 271,0276, 300,0245 ¢ 301,0305. A formagdo do fragmento m/z 301,0305 [M-H-146-
162]~ apos a perda sucessiva dos grupos ramnosideo e glicosideo, corresponde a quercetina,
confirmada pela presenca dos fragmentos m/z 273,0372, 229,0131, 178,9999, 151,0022 e
121,0280. Com isso, o composto foi anotado como rutina (ENGELS et al., 2012).

Figura 9 — Cromatograma do QC 1 das folhas de Spondias tuberosa obtido no sistema UPLC-QToF-MSF no modo

negativo ESI™.
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Fonte: Elaborada pelo autor, 2023.

O pico 8 (tr = 6,05 min) apresentou em seu espectro MS o ion desprotonado
463,0853 [M-H]~, e no espectro de MS/MS os ions fragmentos m/z 151,0024, 179,0019,
255,0322,271,0221, 300,0256 e 301,0320. O fragmento m/z 301,0320 [M-H-162] corresponde
a perda do grupo hexosideo. O fragmento m/z 300,0256 [M-H-162-H] indica a presenca do
anion radical apds a quebra homolitica da ligag¢do glicosidica, apontando a presenga do

hexosideo substituido na posicdo OH-3. Os fragmentos m/z 271,0221 [M-H-162-CO-He] e
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255,0322 [M-H-162-CO-He-O] corresponde as perdas sucessivas de CO e O. A presenga dos
fragmentos m/z 179,0019 e 151,0024 correspondem respectivamente as retrociclizagdes '2A~ e
L2ZA-- CO, assim, sugerindo a anotagiio da molécula como quercetina 3-O-glicosideo (ERSAN
et al., 2016; REGAZZONI et al., 2013).

O pico 9 (tr = 6,33 min) apresentou em seu espectro de MS o ion desprotonado
593,1502 [M-H]~, e no espectro de MS/MS os ions fragmentos m/z 255,0310, 284,0303 e
285,0363. O ion fragmento m/z 284,0303 corresponde a clivagem homolitica da molécula
glicosilada, e o ion m/z 285,0363 corresponde a clivagem heterolitica. Com isso, 0 composto
foi anotado como kaempferol 3-O-rutinosideo (ENGELS et al,, 2012).

No pico 11 (tr = 6,69 min) foi observado o ion desprotonado 615,1019 [M-H]", com
ions produtos m/z 301,0359 e 463,0867. O fragmento m/z 463,0867 [M-H-152] corresponde a
perda do grupo galoil e o ion 301,035 [M-H-152-162] corresponde a perda sucessiva do grupo
galoil e do grupo hexosideo, indicando a anotagdo do composto como quercetina galoil
hexosideo (ERSAN ef al., 2016).

No pico 12 (tr = 6,84 min) foi verificada a presenca do ion desprotonado 285,0422
[M-H]~, com os respectivos ions produtos m/z 133,0407, 151,0080, 175,0382, 199,0362 e
217,0973. O fragmento m/z 217,0973 [M-H-Cs0:]~ corresponde a perda do grupo B-dihidroxil
presente no anel A. O fragmento m/z 199,0362 [M-H-C:H20-CO:] diz respeito a clivagem do
grupo C2H:0 seguida da perda neutra de CO:. O fragmento m/z 175,0382 [M-H- C50:-C-H-0]
¢ formado a partir da perda do grupo CsO: seguido da perda dos carbonos 3 e 4. O fragmento
m/z 151,0080 corresponde a retrociclizagdo 'JA~ e o fragmento m/z 133,0407 corresponde a
retrociclizagdo B~. Sendo assim, sugerindo a anotacio do metabdlito como luteolina (ABU-
REIDAH et al., 2015).

O pico 16 (tr = 8,44 min) apresentou o ion desprotonado 301,0327 [M-H], e os
ions produtos m/z 121,0284, 151,0001, 178,9965, 229, 0404 e 273,0378. O fragmento m/z
273,0378 [M-H-CO]" corresponde a perda neutra do grupo CO, seguida da perda do grupo CO-
gerando o fragmento 229,0404 [M-H-CO-CO:]. Os fragmentos m/z 178,9965 e 151,0001 sdo
correspondentes respectivamente a retrociclizagdo 2A- e '?A~ CO. O fragmento m/z 121,0284
corresponde a retrociclizagdo B~ A partir da correlacdo das massas, o composto foi anotado

como quercetina (ABU-REIDAH et al., 2015; FABRE et al., 2001; GENG et al., 2014).



Figura 10 — Representagdo estrutural dos metabolitos anotados das folhas de Spondias tuberosa.
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O pico 17 (tr = 9,60 min) apresentou em seu espectro MS o ion desprotonado
285,0425 [M-H], e no espectro de MS/MS os ions produtos m/z 151,0078, 229,0562, 255,0337
e 257,0514. O fragmento m/z 257,0514 [M-H-CO]" corresponde a perda neutra de CO, seguida
da perda sucessiva de outra molécula de CO gerando o fragmento m/z 229,0562 [M-H-CO-COl].
O fragmento m/z 151,0078 corresponde a retrociclizacdo '*A-, sugerindo a anotacdo do
composto kaempferol (ABU-REIDAH ef al., 2015).

Os picos 35 (tr= 22,55 min), 39 (tr= 23,77 min) e 40 (tr = 24,85) apresentaram em
seu espectro de MS os respectivos ions desprotonados 369,2404 [M-H]~, 371,2586 [M-H] e
373,2691 [M-H] . Essas massas também foram observadas por Ersan et al., 2016 e anotadas
como cadeias alquil C17 de acidos anacardicos, diferenciados pelo grau de insaturagdo da
cadeia carbonica. Com isso, os picos 35, 39 e¢ 40 foram anotados respectivamente como acido
anacardico (17:3), acido anacardico (17:2) e acido anacardico (17:1). Além disso, outros dois
acidos anacardicos foram anotados nos picos 37 (tr = 23,23 min) e 38 (tr = 23,35 min). Sendo
observados, respectivamente os ions desprotonados 319,2280 [M-H]~ e 345,2426 [M-H] . Essas
massas correspondem aos acidos anacardicos, descritos por (ERSAN et al., 2016), os quais

foram respectivamente anotados como acido anacardico (13:0) e acido anacardico (15:1).
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Pico tr [M-H]- [M-H]- : . Erro - I
N° min Observado Calculado Tons produto (MS/MS) Formula Molecular (ppm) Metabolitos anotados Referéncias
1 1,24 189,0023 189,0035 CsHsOr -6,3 NAO IDENTIFICADO
2 4,39 369,0468 369,0458 CisH1401 2,7 NAO IDENTIFICADO
3 4,67 633,0708 633,0728 275,0167; f‘%(i’%i‘,‘j% 463,0451; Ca7HnOg 32 Corilagina Kumar et al., 2015
4 5,22 625,1427 625,1405 316,0241; 317,0344 C27H30017 3,5 Miricetina O-rutinosideo Abu-reidah et al., 2015
5 54 953,0878 953,0896 935,1250; 6136%)’%51?(‘)’ 463,0796; C41H30027 -1,9 Galoil-bis-HHDP glicose SILVA et al., 2016b
6 5,52 799,162 799,1628 609,1447; 189,0005 Ca6Ha9Ons -1,0 NAO IDENTIFICADO
151,0026; 271,0276; 300,0245; Quercetina-3-O-rutinosideo
7 5,78 609,1484 609,1456 301,0305 C27H30016 4,9 (Rutina) Engels et al., 2012
151,0024; 179,0019; 255,0322; . .
8 6,05 463,0853 463,0877 271,0221: 300,0256 C21H20012 -5,2 Quercetina-3-O-hexosideo Ersan et al., 2016
6,33 593,1502 593,1506 255,0310; 284,0303; 285,0363 C27H30015 -0,7 Kaempferol 3-O-rutinosideo Engels et al., 2012
10 6,59 451,1655 451,1663 Cy5H32015 -1,8 NAO IDENTIFICADO
11 6,69 615,1019 615,0986 301,0359; 463,0867 C23H24016 5,4 Quercetina galoil hexosideo Ersan et al., 2016
133,0407; 151,0080; 175,0382; . .
12 6,84 285,0422 285,0399 199.0362: 217.0973 Ci5H1007 8,1 Luteolina Abu-reidah et al., 2015
13 6,98 293,0882 293,0873 C11Hi500 3,1 NAO IDENTIFICADO
14 7,14 745,2008 745,198 C35H33013 38 NAO IDENTIFICADO
15 8,31 427,1867 427,1909 CasH2304 -9,8 NAO IDENTIFICADO
273,0378; 229,0404; 178,9965; . .
16 8,44 301,0327 301,0348 151,0001; 121.0284 Ci5H1007 -7,0 Quercetina Abu-reidah et al., 2015
17 9,6 285,0425 285,0399 151,0078; 229,0562; 257,0514 C15H1006 9,1 Kaempferol Abu-reidah et al., 2015
18 10,61 329,2333 329,2328 C1sH350s 1,5 NAO IDENTIFICADO
19 10,74 287,2243 287,2222 Ci6H3,04 7,3 NAO IDENTIFICADO
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Plfo tlf [M-H]- [M-H]- fons produto (MS/MS) Férmula Molecular Erro Metabolitos anotados Referéncias

N (min) Observado Calculado (ppm)

20 10,82 287,2221 287,2222 Ci6H3204 -0,3 NAO IDENTIFICADO

21 11 207,1385 207,1385 Ci3H200: 0,0 NAO IDENTIFICADO

22 11,66 217,1233 235,1229 Ci4Hi502 6,0 NAO IDENTIFICADO

23 12,13 221,0597 221,0603 177,0686 Ci5H100: -2,7 Acido 9-antracenocarboxilico PUBCHEM
24 13,95 421,263 421,259 C24H3506 9,5 NAO IDENTIFICADO

25 14,96 675,3482 675,3533 Ca9Hs5,09 -7,6 NAO IDENTIFICADO

26 15,56 593,2737 593,2751 C34H4209 -2,4 NAO IDENTIFICADO

27 16,41 277,2161 277,2168 Ci3H3002 -2,5 NAO IDENTIFICADO

28 18,54 311,1688 311,1706 Ci3H2508 -5,8 NAO IDENTIFICADO

29 18,74 571,2872 571,2848 Ci3Ha508 -6,7 NAO IDENTIFICADO

30 19,63 387,2526 387,2535 C24H3604 -2,3 NAO IDENTIFICADO

31 19,78 387,2501 387,2535 C24H3604 -8,8 NAO IDENTIFICADO

32 19,96 385,2372 385,2379 C24H3604 -7,5 NAO IDENTIFICADO

33 20,26 385,2371 385,2379 C24H3404 -1,8 NAO IDENTIFICADO

34 20,63 555,285 555,2805 CasHaaOn1 8,1 NAO IDENTIFICADO

35 22,55 369,2404 369,243 183,0098; 325,2491 C24H3403 -7,0 (17:3)- Acido Anacérdico Ersan et al., 2016
36 22,73 343,2622 343,2637 Ca3H3602 -4,4 NAO IDENTIFICADO

37 23,23 319,228 319,2273 275,2367 C20H3,03 2,2 (13:0)- Acido Anacérdico Ersan et al., 2016
38 23,35 345,2426 345,243 301,2552 C22H3403 -1,2 (15:1)- Acido Anacérdico Ersan et al., 2016
39 23,77 371,2586 371,2586 327,2678 C24H3605 0,0 (17:2)- Acido Anacardico Ersan et al.,, 2016
40 24,85 373,2691 373,2743 329,2859 C24H3303 -13,9 a7: 1)—Acido Anacardico Ersan et al., 2016
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5.2 Anailise multivariada
5.2.1 Anadlise de componentes principais (PCA)

A PCA foi utilizada inicialmente para reduzir a complexidade dos dados sem perder
informa¢des importantes. Os graficos de scores e loadings foram utilizados para investigar a
relagdo dos compostos anotados com as amostras analisadas, com o objetivo de verificar
semelhangas e amostras entre as amostras, tendo como consequéncia a formagdo de possiveis
agrupamentos de amostras (GUEDES et al., 2020).

Apesar de apresentarem uma composi¢do quimica semelhante, com a PCA foi
possivel explicar 48% da varidncia total, porém PC1 e PC2 foram utilizados por possibilitaram
uma melhor visualiza¢do do comportamento das amostras no decorrer dos estadios fenolégicos,
acumulando 39,47% da variancia (R*X[1]= 0,3118 e RZ2X[2]= 0,0829), possibilitando também
corrigir e observar determinados agrupamentos das amostras, sendo a variagdo dos compostos
ao longo dos estadios fenologicos das folhas de S. fuberosa, a responsavel pela tendéncia

mostrada na Figura 11.

Figura 11 — Analise de Componentes Principais (PCA) em 2D dos extratos das folhas de Spondias tuberosa.
Scores Comp([1] vs. Comp[2] colored by Sample Group
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Fonte: Elaborada pelo autor, 2023.

Ao analisar o grafico de scores, foi possivel observar a correlacdo dos grupos
formados com os estadios fenologicos. O comportamento observado nos leva a inferir que a

primeira componente principal (PC1) modela o comportamento das amostras em relagdo ao
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periodo de coleta, devido a oposi¢@o exibida entre os estadio de folhas jovens e senescéncia, e
a segunda componente principal (PC2) corresponde as semelhangas e diferengas da composi¢ao
quimica das amostras dentro de um mesmo periodo de coleta, onde o estadio de folhas jovens
foi o que obteve menor variacdo em PC1 e PC2 indicando alta correlagdo das amostras nesse
estadio, sendo o estadio que mais se diferenciou dos demais, se localizando exclusivamente no
3° quadrante do grafico, ou seja, no eixo negativo de PC1 e PC2.

De acordo com (GOBBO-NETO; LOPES, 2007) é possivel observar que mesmo
que os tecidos mais novos tenham taxas biossintéticas mais altas, nota-se um fendmeno
interessante: durante periodos de crescimento tecidual rapido, ha uma diminui¢do na produgdo
de certos metabolitos especializados, notadamente derivados fendlicos. Isso sugere que quando
a planta estd no processo de crescimento rapido, a energia ou recursos podem ser desviados de
algumas rotas metabolicas para corroborar com o crescimento, logo, a separagdo observada na
Figura 11 pode estar relacionada as necessidades anteriormente mencionadas das folhas jovens.

Entretanto, ao analisar os demais estadios, verificou-se uma menor correlagéo entre
as amostras € uma maior correlagdo entre os estadios, sendo possivel visualizar uma transi¢éo
menos acentuada entre o estadio de plena produgdo e senescéncia. De acordo com os estudos
de (AIDAR et al. 2021) sobre a fenologia do umbuzeiro nas safras de 2012-2013, 2013-2014 ¢
2014-2015, foi possivel observar que o processo de senescéncia foliar iniciou-se antes da
finalizagdo do periodo de amadurecimento de frutos, logo, a correlagdo encontrada entre a plena
produgdo e senescéncia pode estar relacionada a esses processos ocorrendo de forma simultanea
na planta.

Segundo (AIDAR et. al, 2021), com o aumento da intensidade de incidéncia
luminosa e a transi¢cdo do periodo chuvoso para o seco, o umbuzeiro entra em um periodo de
mudanga da fase de crescimento para a fase de repouso vegetativo. O déficit hidrico progressivo
do solo, geralmente leva a planta ao estadio de senescéncia, periodo no qual diversos processos
de foto-oxidagdo dos tecidos acontecem em uma intensidade na qual os sistemas antioxidantes
de fotoprotegdo das folhas ndo sdo suficientes para que os danos causados por esses processos
sejam impedidos, e alguns estudos relatam que a seca é um dos principais fatores que influencia
na qualidade e rendimento das plantas, afetando particularmente, o acumulo de compostos
bioativos nas plantas, levando a mudangas significativas na composi¢do de fenolicos presentes
na composi¢ao quimica das plantas (ZANATTA; VILEGAS; EDRADA-EBEL, 2021).

Aregido na qual as folhas foram coletadas apresenta condig¢des climaticas marcadas
por temperaturas médias a elevada (entre 25° e 30°C) e baixa precipitagdo (entre 400 e 1220

mm anuais) (TABARELLI et al., 2018), apresentando duas estagdes principais: o periodo seco
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que ocorre na maior parte do ano entre junho (outono) e dezembro (primavera) e o periodo
chuvoso que ocorre entre os meses de janeiro (verdo) e maio (outono). As folhas jovens foram
coletas nos meses de novembro e dezembro de 2018 (primavera), que apresentaram um periodo
seco e com altas temperaturas. As folhas de plena producéo verdo e outono foram coletadas em
margo e abril de 2019 (verdo e outono), que apresentaram um periodo chuvoso e com altas
temperaturas. As folhas de senescéncia foram coletadas em junho de 2019 (outono), que
apresentou um periodo seco e com temperaturas médias (COSTA JUNIOR et al., 2019;
GUEDES et al., 2019; SANTOS et al., 2019).

Apesar de ser possivel identificar os agrupamentos das amostras e as correlagdes
com os estadios fenoldgicos, observa-se uma variedade de distribui¢do dentro de um mesmo
estadio, havendo a possibilidade de ser ocasionada pela ampla variedade genética dos
espécimes que constituem o Banco Ativo de Germoplasma de Umbuzeiro (BGU), podendo ser
constatada, por exemplo, pela presenca de espécimes que produzem frutos de 4 g a 85 g,
aproximadamente, ¢ com sabores distintos. O BGU ¢é formado por 80 acessos, representantes
de todas as unidades de paisagem do Semidrido nordestino, coletados nos estados de
Pernambuco, Bahia, Minas Gerais ¢ Rio Grande do Norte (SANTOS et al, 1999; SILVA
JUNIOR et al., 2021).

Os resultados obtidos com PCA mostraram que a concentragdo de diferentes
compostos foi diretamente afetada pelo periodo de coleta, podendo essa diferenga estar
relacionada as condi¢cdes ambientais caracteristicas de cada periodo como a temperatura,
radiagdo solar, umidade relativa e chuva, além de fatores genéticos, levando em conta as
diferentes origens dos acessos de umbuzeiro estudados.

Na figura 12 s@o mostrados os cromatogramas de um espécime (BGU 16) nos
estadios fenolégicos de Folhas Jovens (a), Plena Produgdo (b) e Senescéncia (c). E possivel

observar a varia¢do da composicio quimica desse espécime nos diferentes estadios fenologicos.
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Figura 12 — Cromatogramas do espécime (BGU 16) nos estadios fenoldgicos de Folhas Jovens (a), Plena Produgio

(b) e Senescéncia (c).
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Fonte: Elaborada pelo autor, 2023.

A partir da analise de Hotelling’s T2, que indica o qudo longe cada observagdo esta
do centro de dados, ou seja, o quanto cada observacdo esta distante quando comparado a
observag@o média, foi possivel determinar os possiveis outliers (Figura 13). Nesse trabalho foi
utilizado um intervalo de confianga de 95%, ou seja, qualquer amostra fora desse intervalo, foi

considerada um outlier.

Figura 13 — Pontuagdes de Hotelling's T2 para PCA de Spondias tuberosa.
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5.2.2 OPLS-DA e Andlise de S-Plot

Através da PCA foi possivel separar e distinguir o perfil metabolico de S. tuberosa
em quatro grupos distintos. Entretanto, visando determinar as varidveis responsaveis,
marcadores quimicos, pela separagdo e consequente diferenciacdo dos grupos de amostras, a
OPLS-DA associada aos graficos de dispersdo S-Plot foram utilizados no conjunto de dados.

Nesse estudo, o modelo de OPLS-DA foi aplicado aos dados oriundos do UPLC-
QTOF-MSE para comparar os grupos de amostra. Os valores de tr-m/z serviram como base para
a anotacdo de potenciais marcadores quimicos responsaveis pela separagdo das amostras.

Ao analisar o grafico de scores de OPLS-DA (Figura 14 (a)) entre as amostras no
estadio fenolégico folhas jovens primavera de 2018 e senescéncia outono de 2019 de Spondias
tuberosa, evidenciou uma separac¢do explicita dos dois grupos de amostra. Para avaliar a
precisdo e confiabilidade do modelo de OPLS-DA, dois parametros foram utilizados: a variavel
R?Y, chamada de variagfo explicada e a variavel Q2 chamada de variacdo predita. Em resumo,
R?Y fornece uma medida de ajuste do modelo para os dados originais, enquanto Q? fornece uma
medida interna de consisténcia entre os dados originais e preditivos da validagdo cruzada.
Modelos com os parametros R?Y e Q? com valores proximos de 1 s@o considerados excelentes,
embora valores proximos de 0,5 sdo aceitos quando os componentes das amostras apresentam
alta complexibilidade (WOLD; SJOSTROM; ERIKSSON, 2001).

Deste modo, a OPLS-DA concebida nesse estudo apresentou R?Y = 0,98 e Q* =
0,97. Esse resultado sugere que o modelo explica 98% das variacdes de Y, com capacidade
preditiva de 97%, indicando que o modelo esta bem estabelecido e possui excelente predicao.
Para a identificacdo de possiveis marcadores quimicos, foi utilizada a importancia da variavel
na proje¢do (VIP) e S-Plot, os quais foram obtidos a partir do OPLS-DA entre as amostras no
estadio fenologico folhas jovens primavera de 2018 e senescéncia outono de 2019 de S.
tuberosa. VIP é uma forma de classificar a melhor faixa nas quais os metabdlitos
discriminatérios estdo inseridos e é considerado estatisticamente significativo quando o valor é
maior que 1,0 (NI et al.,, 2008). Neste trabalho, foi utilizado VIP > 7 e p < 0,05.

De acordo com o S-Plot (Figura 14 (b)), os ions no canto inferior esquerdo,
representados por 4, 9, 16, 26 e 35 (Tabela 1), foram os pares (t-m/z) com maior contribui¢do
para a caracterizagdo das amostras no estadio fenolégico folhas jovens primavera de 2018. Por
outro lado, no canto superior direto do grafico de S-Plot (Figura 14 (b)), os pares (t-m/z) que
mais contribuiram para a caracterizagdo das amostras no estadio fenoldgico senescéncia outono
de 2019, foram anotadas como 7, 22, 30 e 32. Portanto, o grupo de pares (t-m/z) representados

por 4, 7, 9, 16, 22, 26, 30, 32 ¢ 35 sdo os potenciais marcadores quimicos responsaveis por
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caracterizar e discriminar os dois grupos de amostras e consequentemente diferenciar as
amostras no estaddio fenolégico folhas jovens primavera de 2018 das amostras no estadio
fenologico senescéncia outono de 2019.

E importante salientar que cada ponto no grafico de S-Plot corresponde a um par
tr-m/z, os quais foram atribuidos aos compostos anotados. Deste modo, os metabolitos
referentes aos pares mencionados foram anotados como: miricetina-O-rutinosideo (4), rutina
(7), kaempferol 3-O-rutinosideo (9), quercetina (16), Nao identificado (11.66_217,1233) (22),
Nao identificado (15.56 593,2737) (26), Nao identificado (19.63 387,2526 ) (30), Nao
identificado (19.96 385,2372) (32) e acido anacardico (17:3) (35).

Ao analisar a OPLS-DA (Figura 14 (c)) entre as amostras no estadio fenolégico
folhas jovens primavera de 2018 e o grupo contendo as amostras no estadio fenolégico plena
produgdo verdo de 2019 e plena producdo outono de 2019, foi possivel verificar uma clara
separacdo dos dois grupos de amostra, R*Y = 0,99 e Q? = 0,96. Esse resultado sugere que o
modelo explica 99 % das variagdes de Y, com capacidade preditiva de 96 %, indicando que o
modelo esta bem estabelecido e possui excelente predigdo.

Para a identificacdo de possiveis marcadores quimicos, foi utilizada a importancia
da variavel na proje¢do (VIP) e S-Plot, os quais foram obtidos a partir do OPLS-DA entre as
amostras no estadio fenologico folhas jovens primavera de 2018 e o grupo contendo as amostras
no estadio fenoldgico plena produgéo verdo de 2019 e plena producdo outono de 2019.

De acordo com o S-Plot (Figura 14 (d)), os pares (t-72/z) no canto inferior esquerdo,
representados 4, 5, 9, 16, 26 ¢ 27 (Tabela 1) apresentaram maior contribuicdo para a
caracterizacdo das amostras no estadio fenologico folhas jovens primavera de 2018. Por outro
lado, no canto superior direto do grafico de S-Plot (Figura 14 (b)), os pares (t-m/z) que mais
contribuiram para a caracteriza¢do do grupo contendo as amostras nos estadios fenoldgicos
plena produgdo verdo de 2019 e plena produgdo outono de 2019, foram anotados como 7, 30 ¢
34. Portanto, o grupo de pares (t-m/z) representados por 4, 5, 7, 9, 16, 26, 27, 30 ¢ 34 sdo os
potenciais marcadores quimicos responsaveis por caracterizar e discriminar os dois grupos de
amostras e consequentemente diferenciar as amostras no estddio fenolégico folhas jovens
primavera de 2018 e o grupo contendo as amostras no estadio fenologico plena producdo verdo
de 2019 e plena produgdo outono de 2019. Sendo assim, os compostos foram anotados como:
miricetina-O-rutinosideo (4), galoil-bis-HHDP glicose (5), rutina (7), kaempferol 3-O-
rutinosideo (9), quercetina (16), Nao identificado (15.56 _593,2737) (26), Néo identificado
(16.41 277,2261) (27), Nao identificado (19.63 387,2526) (30) e Niao identificado
(20.63_555.,2850) (34).
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Ao tentar utilizar amostras dos estadios fenologicos de plena produgéo (verdo de
2019 e outono de 2019) ou senescéncia (outono de 2019) para comparagdes, percebeu-se que a
qualidade do modelo OPLS-DA decaia significativamente. O pardmetro Q2 uma métrica
interna que avalia a consisténcia entre os dados originais e os dados preditivos durante a
validacdo cruzada, apresentou valores substancialmente mais baixos: Q* = 0,56 e Q* = 0,79.
Esses valores sdo inferiores aos obtidos quando utilizamos as amostras no estadio fenoldgico
de folhas jovens coletadas na primavera de 2018.

Portanto, optou-se por ndo utilizar os estadios de plena produgdo e senescéncia nas
analises porque esses ndo forneceram uma precisdo e confiabilidade comparaveis as obtidas
com as amostras de folhas jovens. Isso sugere que o estdgio de folhas jovens pode ser mais
discriminativo ou sensivel as variaveis que estamos tentando modelar ou entender.

Na Tabela 6 sdo mostrados os compostos anotados como discriminantes a partir
da andlise por OPLS-DA e S-Plot de folhas jovens vs senescéncia e folhas jovens vs plena

produgdo, e seus respectivos valores de VIP.

Tabela 6 — Discriminantes dos estadios fenoldgicos das folhas de Spondias tuberosa.

Plena
A e Jovens v.s. o
Jovens v.s. Senescéncia Plena Producio
Senescéncia v.s. Jovens - V.S.
Producio
Jovens

Pljco tr m/z Compostos VIP VIP VIP VIP

4 522 6251427  Miricetina-O- 8,43 10,3

rutinosideo
s 54 0530873 Oaloilbis-HHDP 7,76
glicose
Quercetina-3-0O-
7 5,78 609,1484 rutinosideo (Rutina) 12,22 8,31
9 633 5931502 aempferol 3-O- 14,75 9,34
rutinosideo

16 8,44 301,0327 Quercetina 7 8,31

22 11,66 217,1233 Nao identificado 9,11

26 15,56 593,2737 Nao identificado 8,65 8,26

27 16,41 2772261 Nao identificado 7.3

30 19,63 387,2526 Nao identificado 8,01 10,08

32 19,96 385,2372 Naio identificado 7,20

34 20,63 555,2850 Nao identificado 9,85

35 22,55 369,2404 (17:3)- Acido 7

Anacardico

Fonte: Autor, 2023.
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Ao analisar os marcadores quimicos correspondentes aos diferentes estadios
fenoldgicos, foi possivel observar que os compostos fendlicos foram as principais variaveis
responsaveis pela separagdo dos grupos em estudo. Embora tenham sido classificados como
discriminantes, os compostos fenolicos estiveram presentes em todos os estadios fenoldgicos,
porém em diferentes proporc¢des. (LIU et al, 2023) constatou a variagdo de flavonoides,
antocianinas e procianidinas durante o desenvolvimento das flores de Zingiber mioga,
demonstrando que a produgdo desses constituintes pode estar restrita a algum estagio de
desenvolvimento especifico da planta. Este padrdo sugere uma complexa intera¢do entre o
desenvolvimento fenoldgico e a biossintese de compostos fenolicos, sublinhando a sofisticagdo
adaptativa dessas plantas a condi¢des ambientais variaveis e possivelmente desafios ecolégicos
especificos.

Os flavonoides desempenham fun¢des importantes na planta, agindo como
moduladores do transporte polar de auxinas e outros hormdnios envolvidos no desenvolvimento
e frutificagdo. Além disso, alguns metabdlitos secundarios sdo reciclados em produtos do
metabolismo primario, energia ou CO-, € isso explica em parte a transitoriedade de metabodlitos
na planta (MING et al., 2012) observada pela distribui¢do dos marcadores quimicos nas folhas
de umbuzeiro.

A presenga de kaempferol 3-O-rutinosideo apontada como marcador quimico do
estadio de folhas jovens pode estar relacionado ao potencial de protecdo solar contra raios UV
(SEKANDI et al., 2023), considerando as altas temperaturas ¢ incidéncia luminosa da regido
na época da coleta (COSTA JUNIOR et al., 2019). Associada a defesa contra herbivoros, a
rutina se encontra em maior concentracdo, sendo classificada como marcador quimico do

estadio de folhas em plena produgao.

5.2.3 Avaliacdo da distribuicdo dos marcadores quimicos nas folhas de S. tuberosa

A andlise da variagdo fenotipica em S. tuberosa, conforme ilustrada na Figura 6(e),
revela diferengas significativas na composicdo quimica das folhas em distintos estadios
fenologicos, evidenciando a complexa interagdo entre metabolismo vegetal e condi¢des
ambientais sazonais. Durante a primavera de 2018, observa-se uma concentragdo elevada de
flavonoides, como miricetina-O-rutinosideo, Caempferol 3-O-rutinosideo e quercetina. Esses
compostos sdo conhecidos por suas propriedades antioxidantes, sugerindo uma resposta
adaptativa da planta as condi¢des de crescimento vigoroso na primavera, que exige prote¢ao

contra os radicais livres produzidos durante processos metabolicos intensos.
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Em contraste, no outono de 2019, marcado pela senescéncia, nota-se uma reducao
desses compostos, possivelmente devido a degradacao natural associada ao envelhecimento das
folhas e a preparagdo para o estado de dorméncia no inverno. Este padrdo sugere uma
diminui¢do na atividade metabdlica e na necessidade de defesas antioxidantes a medida que a
planta se prepara para condigdes adversas.

Adicionalmente, nos periodos de plena producio no verdo e outono de 2019, foram
detectadas concentragdes elevadas de rutina e outros compostos nao anotados, indicativos de
um perfil metabolico distinto que pode estar relacionado a maturagdo e a reprodugdo da planta.
Estes compostos podem desempenhar papéis cruciais na protecdo contra estresses térmicos e

na atracao de polinizadores, essenciais para a reproducao no pico da estacao de crescimento.
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Figura 14 — Graficos das analises das folhas de Spondias tuberosa: (a) OPLS-DA folhas jovens vs senescéncia Y; (b) S-Plot folhas jovens v.s. senescéncia; (¢) OPLS-DA

folhas jovens v.s. plena produgdo; (d) S-Plot folhas jovens v.s. plena produgdo; e (¢) Variagdo média dos marcadores quimicos do extrato etanolico das folhas de Spondias
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5.3  Atividade Antiglicante

Os extratos hidroetandlicos das folhas de Spondias tuberosa foram testados quanto
a sua capacidade antiglicante. Inicialmente, foi realizado um screening, onde os extratos foram
testados em uma concentragdo de 300 pg.mL™ e a atividade antiglicante foi determinada
utilizando fluorimetria, como descrito na literatura, devido a fluorescéncia exibida pelos AGEs
(FRAIGE et. al, 2017).

Os extratos apresentaram capacidade antiglicante bastante diversificada, variando
de 3,6-97,2% (Figura 15). Foi possivel observar que essa variagdo ocorreu tanto entre os
estadios fenolégicos quanto dentro de um mesmo estadio. Das amostras testadas, 71,76% foram
classificadas como ativas, apresentando inibi¢do de glicagdo superior a 50%, enquanto 37,64%
das amostras apresentaram inibi¢do de glicagdo superior a da aminoguanidina (74,7%),
utilizada como controle positivo por sua atividade antiglicante comprovada.

No estadio de folhas jovens, 73,33% foram classificadas como ativas, onde 36,67%
das amostras foram superiores ao controle positivo (Figura 15 (a)). No estddio de plena
Producao, 75% foram classificadas como ativas e 46,42% foram superiores ao controle positivo
(Figura 15 (b)) e por fim no estadio de senescéncia, 70,37% foram classificadas como
ativas e 44,44% foram superiores ao controle positivo (Figura 15 (¢)).

Os espécimes A19, A21, A34, A36, A39 e A47 apresentaram elevada atividade
antiglicante em todos os estadios fenologicos, superiores aos 74,7% da aminoguanidina,
utilizada como controle positivo. Os espécimes A15, A16, A18, A22, A24, A28, A29, A38,
A48 e A68 apresentaram desde valores intermediarios de atividade antiglicante, ou seja,
maiores que 50% até valores elevados, superiores a 74,7% em todos os estadios fenologicos.
Os espécimes A17, A20, A23, A25, A27, A30, A35, A33, A37, A44 e A61 apresentaram desde
baixos valores de atividade antiglicante, ou seja, menores de 50% até valores superiores a
74,7%, onde os espécimes A23, A27, A44, A61 apresentaram apenas valores abaixo de 50%
de atividade antiglicante.

Ao calcular a atividade antiglicante média para os diferentes estadios fenolégicos,
encontrou-se o valor de 62,74% para as folhas jovens, 64,85 % para plena produgéo e 64,97%

para o estadio de senescéncia.
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Figura 15 — Porcentagens de Inibi¢do da AGE’s (a) Folhas Jovens; (b) Plena Produgio e (¢) Senescéncia.
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Para analisar se existia uma diferenca significativa entre as médias, foi realizada

Smirnov, os resultados

uma ANOVA. Ao realizar o teste de normalidade de Kolmogorov

ancia

‘A

e com isso, foi possivel realizar a andlise de vari

40 normal,

mostraram ter uma distribuig

(ANOVA). Apos a realizagdo da ANOVA, o software gerou os seguintes valores contidos na

Tabela 7.
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Tabela 7 — Tabela de ANOVA para a comparagéo da atividade antiglicante nos diferentes estagios fenoldgicos.

Fonte da variacao SQ gl MQ F valor-P F critico

Entre grupos 91.49757 2 45.74879 0.074482 0.928287 3.107891
Dentro dos grupos  50366.61 82 614.2269

Total 50458.11 84
Fonte: Elaborada pelo autor, 2023.

A ANOVA é um tipo de analise estatistica utilizada para determinar se ha diferenga
entre as médias de dois ou mais grupos. Para medir isso, é utilizado o valor de probabilidade
(p-value) que é obtido através do resultado da andlise. O valor de p serve para apoiar ou
descartar a hipotese nula (Ho), que afirma que ndo ha diferenca entre os grupos estudados. Para
um nivel de significancia igual a 5%, ou seja, 0,05, valores de p > 0,05, indicam a Ho como
verdadeira (STAHLE E WOLD, 1989; WASSERSTEIN E LAZAR, 2016).

Ao obter o (p-value) = 0,928287, foi possivel afirmar que ndo ha diferenga
significativa entre as médias dos grupos analisados, ou seja, as folhas de S. tuberosa
apresentaram estatisticamente a mesma atividade antiglicante em todos os estadios fenoldgicos
estudados nesse trabalho.

Apesar da composi¢do quimica do umbuzeiro (S. tuberosa) ser pouco conhecida,
sabe-se que varias das propriedades farmacoldgicas do género Spondias sdo atribuidas aos
compostos fendlicos, como os taninos e flavondides, presentes principalmente nas folhas
(GUEDES et al., 2020). O uso das folhas de Spondias tuberosa na medicina popular para o
tratamento de diversas doengas, como por exemplo, a doenga de diabetes (AGRA ef al., 2007),
mostrou-se concordante com os resultados obtidos, visto que a formagdo dos produtos de
glicagdo avangada (AGEs) é um dos principais mecanismos responsaveis pelos danos celulares
e teciduais observados nessa doenca (JAKUS; RIETBROCK, 2004).

Segundo (GALENO et al., 2014), os compostos como o acido galico, miricetina 3-
raminosideo,  quercetina-3-O-galactosideo,  quercetina-3-O-xilosideo,  quercetina-3-O-
raminosideo e kaempferol-3-O-ramnosideo, apresentam um alto potencial antioxidante e tem
sido associados a efeitos terapéuticos hipoglicémicos, inibicdo enzimatica (a-amilase, a-
glucosidade e xantina oxidase), bem como potencial para reduzir os riscos de doengas cardiacas
e diabetes mellitus tipo 2. E como aponta (WU; YEN ,2005), além de apresentarem potencial
antioxidante, os flavonoides inibem a glioxidagdo e, consequentemente, a formagdo de AGEs.
A presenga de alguns desses compostos ja reportados nas folhas de umbuzeiro por (GUEDES

et al., 2020), pode estar relacionada a atividade antiglicante apresentada pelas folhas de S.
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tuberosa, ainda ndo relatada na literatura.

De acordo com (WU; YEN ,2005) os compostos fenolicos na seguinte ordem
crescente kaempferol < quercetina < rutina < luteolina (Figura 16), uma elevada capacidade de
inibicdo da formagdo de AGEs, onde a luteolina e o kaempferol ganharam destaque pela

capacidade de quebra das ligagdes cruzadas entre AGEs e as proteinas.

Figura 16 — Flavonoides que apresentam atividade antiglicante.

OH O

Quercetina

Rutina

Fonte: Elaborada pelo autor, 2023.

Na Figura 15 é mostrada a varia¢do da % de inibig¢do de glica¢do, evidenciando os
desafios que sdo encontrados em estudos metabolomicos de plantas, como a dindmica
metabolica, diversidade quimica e os efeitos ciclicos, ambientais e ontogenéticos (PILON et.
al, 2020). Os niveis de flavonoides sdo influenciados por fatores genéticos e condi¢des
ambientais, como radiacdo solar, raios UV, periodos de seca e chuva, nutrientes e esta¢gdes do
ano, além disso, fatores artificiais como a polui¢do podem interferir, levando a planta a produzir
uma maior quantidade de metabolitos, dentre eles os flavonoides (LI et al., 2020).

Como mencionado, a atividade antiglicante das folhas de umbuzeiro pode estar
relacionada aos compostos fenolicos encontrados na planta. Dito isso, foi visto na se¢éo anterior
a variagdo média dos marcadores quimicos distribuidos nas folhas de Spondias tuberosa nos
diferentes estadios fenoldgicos, e dentre os marcadores quimicos, nos deparamos com alguns
flavonodides como a miricetina-O-ramnosilglicose, quercetina-3-O-rutinosideo (rutina),

kaempferol 3-O-rutinosideo e quercetina (Figura 17).
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Figura 17 — Discribui¢do dos marcadores quimicos das folhas de umbuzeiro onde (1) miricetina-O-

ramnosilglicose; (2) quercetina-3-O-rutinosideo (rutina); (3) kaempferol 3-O-rutinosideo e (4) quercetina.
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Fonte: Elaborada pelo autor, 2023.

A variagao encontrada da atividade antiglicante pode estar diretamente relacionada
a variacao da concentragao desses flavonoides e suas diferentes formas de reducao de formacao
de AGEs, que pode se dar por duas grandes vias: influindo por meio de mecanismos
antioxidante e/ou intervindo em uma ou mais etapas das vias bioquimicas envolvidas na reagao
de glicacao nos estagios inicial, onde os produtos de Amadori sao formados, intermediario, com
a formacao das espécies reativas de carbonilas e final com a formacao de AGEs e estruturas
cross-linking (WU; YEN, 2005).

Segundo (CHINCHANSURE et al., 2015), no estagio inicial, a rutina ¢ capaz de
inibir a formacao da base de Schiff, ¢ em uma segunda etapa, a quercetina ¢ capaz de inibir a
formacgdo dos produtos de Amadori, enquanto no estagio pds-Amadori, flavondides como a
luteolina e miricetina sdo capazes de capturar as espécies reativas de carbonilas que estdo
envolvidas no cross-linking das proteinas e na formagao de AGE's.

Os extratos hidroetandlicos das folhas de Spondias tuberosa apresentaram atividade
antiglicante, mostrando-se capazes de reduzir a interagdo do metilglioxal (MG) com a albumina
sérica bovina (BSA), tornando-se promissores quanto ao seu uso como fontes naturais de
componentes em formulagdes cosméticos ou farmacéuticas para tratamento de doencas
degenerativas e no combate ao envelhecimento precoce, visto que ha fortes evidéncias de que
o processo de glicagdo das proteinas da pele, como por exemplo, o coldgeno, esta diretamente

envolvido no processo de envelhecimento (KRUTMANN et al., 2017).
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5.4  Atividade Antioxidante

Visto que os radicais livres, assim como outros oxidantes sdo responsaveis pelo
envelhecimento e surgimento de diversas doengas degenerativas associadas ao envelhecimento
(SOUSA et al., 2007), ressalta-se a importancia da avaliacdo de atividade antioxidante no
estudo de plantas medicinais.

Para a determina¢do do potencial antioxidante das folhas de Spondias tuberosa
mostrados na Tabela 8, as amostras foram selecionadas a partir dos resultados obtidos de
atividade antiglicante ¢ PCA. Observou-se a formagdo de trés grupos de espécimes, onde no
primeiro grupo, exibiu-se uma elevada atividade antiglicante, no segundo grupo obteve-se uma
atividade antiglicante intermedidria e no terceiro grupo, a atividade antiglicante exibida foi
considerada baixa. Para realizar a correlagdo da atividade antiglicante com a atividade
antioxidante, foram selecionados espécimes representativos de cada grupo, onde os espécimes
A34 (primeiro grupo), A16 (segundo grupo) e A27 (terceiro grupo) foram escolhidos.

As amostras escolhidas por PCA tiveram o objetivo de medir a contribui¢éo para a
atividade antioxidante das substdncias que se apresentaram nas extremidades do grafico de
loadings . Algumas dessas substancias foram anotadas como marcadores quimicos como a
miricetina-O-ramnosilglicose, a quercetina-3-O-rutinosideo (rutina), o kaempferol 3-O-

rutinosideo e Nao Identificada (11.66 217.1233).

Tabela 8 — Capacidade antioxidante sequestradora de radicais (DPPH) para os extratos das folhas de S. tuberosa.

* folhas jovens; ** plena producéo e *** senescéncia.

Amostra ICso Desvio padrao
Acido Ascérbico 7.8024 0.0885
A16 (20/11/18)* 34.6800 1.1700
A16 (19/03/19)** 54.8413 2.4142
A16 (06/06/19)*** 60.6534 1.4365
A17 (06/06/19)*** 118.9237 0.8518
A22 (20/11/18)* 51.9838 0.8395
A27 (20/11/18)* 37.7482 2.1772
A27 (19/03/19)** 37.0000 1.1230
A27 (06/06/19)*** 40.186 0.6067
A33 (06/06/19)*** 61.7502 1.7162
A34 (20/11/18)* 34.5698 4.3669
A34 (21/03/19)** 47.5476 0.6677
A34 (06/06/19)*** 63.1121 1.0152
AS55 (09/04/19)** 49.2467 1.2001

Fonte: Elaborada pelo autor, 2023.
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No ensaio de atividade antioxidante pelo método de DPPH, o DPPH ¢ utilizado
como radical livre para avaliar a capacidade antioxidante dos extratos, e o grau de descoloragdo
¢ atribuida a capacidade de doagdo de atomos de hidrogénio das substincias contidas nesses
extratos (SILVA et al., 2012).

O ICso foi utilizado para categorizar as atividades antioxidantes dos extratos e
comparar com o padrdo utilizado. Amostras com ICsp < 50 ug mL™" séo antioxidantes muito
fortes, 50 ug mL™ - 100 pg mL™" sdo antioxidantes fortes, 101 pg mL™ - 150 pg mL™" sdo
antioxidantes moderados e >150 pg mL™ sdo considerados antioxidantes fracos (FRIDIANNY
et al., 2014).

Conforme apresentado na Tabela 4, foi possivel observar que extratos etanolicos de
Spondias tuberosa (A16—-20/11/2018; A22 — 20/11/18; A27—-20/11/18; A27—19/13/19; A27
— 06/06/19; A34 —20/11/18; A34 —21/03/19 e AS5 — 09/04/19) exibiram ICso < 50 pg mL™
foram anotadas pela classificacdo acima citada como antioxidantes muito fortes.

Os extratos (A16 —19/03/19; A16 —06/06/2019; A22—-20/11/2018; A33 —06/06/19
e A34 — 06/06/19) apresentaram ICsp com valores de 50 pg mL™" - 100 ug mL™, sendo
classificados como antioxidantes fortes. O extrato (A17 — 06/06/19) foi o tnico que apresentou
valores de ICso > 100 pg mL™, sendo classificado como antioxidante moderado.

Para o método de DPPH (SILVA et al., 2012) encontrou valores de ICso= 0,558 +
0,008 mg mL™" para os extratos metandlicos das folhas de Spondias tuberosa. Foram obtidos
valores de ICso= 234 pg mL™ para os extratos hexanicos de Spondias tuberosa (CORDEIRO
et al., 2018).

Ao comparar os resultados obtidos no ensaio de atividade antiglicante com os
resultados de atividade antioxidante, foi possivel observar que algumas amostras mostraram
comportamentos totalmente diferentes frente as duas atividades testadas (Tabela 9).

O espécime A17 — (06/06/19) mostrou que nao houve contribui¢do do constituinte
nao identificado (11.66 217,1233) para a atividade antioxidante, apresentando o maior ICs
dos espécimes analisados. O espécime A22 — (20/11/18) mostrou contribuicao significativa do
constituinte miricetina-O-rutinosideo para a atividade antioxidante. O espécime A33 —
(06/06/19) mostrou uma boa contribui¢ao do constituinte quercetina-3-O-rutinosideo (rutina)
para a atividade antiglicante, classificando a amostra como antioxidante forte segundo a
classificagdo de FRIDIANNY et al., 2014. O espécime AS5 — (09/04/19) mostrou forte
contribuicdo do constituinte kaempferol 3-O-rutinosideo para a atividade antioxidante,

apresentando 1Cso < 50 pg mL™", classificando a amostra como antioxidante muito forte.
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Tabela 9 — Comparacdo de Atividade Antiglicante com Atividade Antioxidante.

Amostra ICso % Inibicao de AGE's
A16 (20/11/18) 34.6800 + 1.1700 71 +1.67
A16 (19/03/19) 54.8413 +£2.4142 74.8 +£0.2
A16 (06/06/19) 60.6534 + 1.4365 73.2+0.32
A17 (06/06/19) 118.9237 + 0.8518 382+0
A22 (20/11/18) 51.9838 £ 0.8395 542 +11.17
A27 (20/11/18) 37.7482 £ 2.1772 7.8+4.72
A27 (19/03/19) 37.0000 + 1.1230 3.6+1.8
A27 (06/06/19) 40.1860 £+ 0.6067 19.8 £9.67
A33 (06/06/19) 61.7502 £ 1.7162 45.5+9.29
A34 (20/11/18) 34.5698 + 4.3669 929+0
A34 (21/03/19) 47.5476 £ 0.6677 97.2+0
A34 (06/06/19) 63.1121 £ 1.0152 86.9 +0.47
A55 (09/04/19) 49.2467 + 1.2001 72.3+0

Fonte: Elaborada pelo autor, 2023.

O espécime A27 apresentou em todos os estadios fenoldgicos atividade antiglicante
inferior a 50%, porcentagem inibitdria minima para ser considerada ativa. Em contrapartida, o
mesmo espécime obteve elevada performance no ensaio de atividade antioxidante, fugindo do
padrao observado para os outros espécimes. Por meio da variagao média dos constituintes de
cada espécime, a composicao quimica do espécime A27 foi comparada a composi¢ao quimica
do espécime A34, que obteve elevada performance nas duas atividades estudadas nesse
trabalho. (Figura 18).

Ao analisar a variacado média dos constituintes dos espécimes A27 e A34, obtida a
partir de uma OPLS-DA, foipossivel verificar que a composigao apresentou semelhanga, porém
a concentracao média dos componentes quimicos mostrou-se diferentes, podendo essa variagao
estar relacionada a diferenca de atividade observada.

A andlise das atividades antioxidante (AO) e antiglicante (AG) apresentada na
Tabela 5 revela um padrdo notavel: enquanto as amostras A27 e A34 exibem altos niveis de
atividade AO, elas divergem significativamente em relagdo a atividade AG — a amostra A27
mostra baixa atividade AG, ao contrario da amostra A34, que apresenta niveis elevados dessa
atividade.

Para elucidar os compostos responsaveis por essa distingdo na atividade AG,
recorreu-se a técnica estatistica avangada de andlise discriminante de proje¢do ortogonal a

minimos quadrados (OPLS-DA) (Figura 16).



71

Figura 18 — Graficos das analises das folhas de Spondias tuberosa: (a) OPLS-DA A27 vs A34; (b) S-Plot A27 vs
A34; (c) Variagdo média dos marcadores quimicos do A34 em relagdo a A27; rutina (7) e kaempferol 3-O-

rutinosideo (9).
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Fonte: Elaborada pelo autor, 2023.

A aplicagdo dessa ferramenta estatistica multivariada permitiu detectar que a
presenca acentuada de flavonoides, especificamente quercetina-3-O-rutinosideo (rutina) (7)
e kaempferol 3-O-rutinosideo (9), na amostra A34, correlaciona-se com seu desempenho
superior na AG. Este insight ressalta a contribuicdo potencial destes flavonoides para as
propriedades bioativas da amostra estudada.

A capacidade de inibi¢do da formacao de AGE’s de alguns flavondides e a suas
determinadas atividades antioxidantes estdo diretamente relacionadas. Contudo, alguns
conflitos ja foram observados, como por exemplo, os flavonoides apigenina, wogonina e
ramnetina, apresentaram atividade inibitéria da formac¢do de AGE’s, mas exibiram baixa
atividade antioxidante (MATSUDA et al., 2003).

A acdo antioxidante dos flavonoides pode ocorrer por diversos mecanismos, nos
quais os flavonoides podem ter participagdo direta na varredura das ERO’s ou desempenhar o

papel de coadjuvante nos processos de controle oxidativo (SHEN et al.,, 2022). Além dos
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variados mecanismos, a atividade antioxidante in vitro dos flavonoides também pode variar de
acordo com o arranjo dos grupos hidroxila (ZUO et al., 2018). A existéncia de um grupo orto-
dihidroxi no anel B de um flavonoide, permite a participagdo de radicais fenoxil na
deslocalizagdo de elétrons, levando a deslocalizacao de elétrons no anel B, exibindo assim, um
carater antioxidante (BIELA ef al., 2020).

A prevengdo e atenuacdo do envelhecimento cutdneo € uma preocupagdo constante
da Cosmetologia, exibida através da busca e do estudo de substancias antioxidantes eficazes
que sdo oferecidas em produtos cosméticos aos consumidores. A desorganiza¢do do mecanismo
de defesa antioxidante ¢ uma das maiores causas do envelhecimento cutdneo, sendo
consequéncia de danos nas estruturas nela presentes como lipidios, proteinas e DNA (SCOTTI
et. al, 2007).

A capacidade de sequestrar radicais livres exibida pelos extratos das folhas de S.
tuberosa mostrou-se satisfatoria, logo, o seu uso em formulagdes cosméticas para a prevencao
de danos causados pelas espécies reativas de oxigénio (ERO) pode ser uma saida para
contrabalangar o efeito deletério causado pelo estresse oxidativo (GUARATINI; MEDEIROS;
COLEPICOLO, 2007).
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Os métodos empregados para a obtengdo de extratos para andlises biologicas e em
UPLC-ESI-QToF-MSF mostraram-se réapidos, faceis de executar e eficientes. A andlise dos
extratos por meio do UPLC-ESI-QToF-MSF permitiu a identificagio de 16 compostos nas
folhas de umbu. Desse modo, foi possivel estabelecer o perfil quimico para a espécie de
Spondias tuberosa.

A andlise multivariada (PCA, OPLS-DA e S-Plof) mostrou-se imprescindivel para
a identificacdo das diferencas e semelhangas dos perfis metabolicos das folhas de Spondias
tuberosa em diferentes estadios fenologicos, possibilitando a identificagio dos marcadores
quimicos responsaveis por caracterizar ¢ discriminar os estddios fenologicos das folhas de
umbu.

O PCA proporcionou a separacdo das amostras e a visualizacdo dos estados
transitorios entre os estaddios fenologicos. Por meio de OPLS-DA e S-Plot, foi possivel
identificar os compostos responsaveis pela distingdo dos estddios fenoldgicos. Além disso,
também foi possivel determinar os marcadores quimicos (Miricetina O-rutinosideo , Galoil-bis-
HHDP glicose, Rutina, Kaempferol 3-O-rutinosideo, Quercetina, Nao identificado (tr 11.66 ¢
m/z 217.1233) (22), Nao identificado (tr 15.56 e m/z 593.2737) (26), Nio identificado (tr 16.41
e m/z 277.2261) (27), Nao identificado (tr 19.63 e m/z 387.2526) (30), Nao identificado (tr
19.96 e m/z 385.2372) (32), Nao identificado (tr 20.63 e m/z 555.2850) (34) ¢ Acido
Anacardico (17:3) responsaveis por distinguir os estadios fenologicos das folhas de Spondias
tuberosa.

As analises biologicas apresentaram resultados bastante satisfatorios. Os extratos
das folhas de umbu mostraram-se como potenciais agentes antiglicante e antioxidantes,
tornando-se candidatos a serem utilizados como principio ativo para formula¢des cosméticas
com a¢do Anti-Aging.

Portanto, estas observacdes sdo corroboradas pelo uso de técnicas avancadas de
metabolomica, que permitem uma andlise detalhada e quantitativa dos perfis metabolicos. A
utilizacdo de quimiometria nos estudos, incluindo andlises de componentes principais e analises
discriminantes, facilita a interpretac@o desses dados complexos, revelando ndo apenas variagdes
bioquimicas significativas entre os diferentes estadios fenoldgicos, mas também fornecendo
insights sobre as estratégias adaptativas da planta em resposta as mudangas sazonais no

ambiente. Essa abordagem integrada € essencial para uma compreensdo mais profunda das
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relagdes causa-efeito no metabolismo vegetal, oferecendo perspectivas valiosas para a biologia

de plantas e aplicagdes agrondmicas.
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