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RESUMO

Espécies vegetais conhecidas popularmente como pedra-ume-caa sao utilizadas na
medicina popular no Brasil para o tratamento do diabetes, e a matéria-prima vegetal
€ comercializada em todo o pais. Portanto, as folhas de diferentes espécies de pedra-
ume-caa foram coletadas em trés locais: Embrapa Amazoénia Ocidental-AM [Myrcia
multiflora (MMEAQ) e Eugenia punicifolia (EpEAO)]; na Reserva Florestal Adolpho
Ducke-AM [M. sylvatica (MsylRAD) e E. punicifolia (EpRAD)] e na Area de Protec&o
Ambiental-PA [M. multiffiora (MmAPA), M. sylvatica (MsylAPA), M. guianensis
(MguAPA), M. amazonica (MamAPA), E. punicifolia (EpAPA) e E. biflora (EbAPA)]. Os
extratos dessas espécies e de 17 amostras comerciais adquiridas em Manaus, Belém
e Goiania foram preparados por infusdo. Todos os extratos foram analisados por
CLAE-EMAR e RMN, submetidos a analise quimiométrica (PCA e HCA) e por RMNQ
(amostras nativas). O efeito antidiabético dos extratos secos das espécies nativas foi
avaliado de acordo com a sua inibicdo de a-glucosidase, a-amilase e lipase, bem
como seu teor de fendis totais, viabilidade celular in vitro e atividades de eliminacao
de radicais livres e antiglicagdo. Os testes de tolerancia oral a maltose (EbAPA e
EpEAO) e de dose mudltipla cronica (EbAPA e MMAPA) em camundongos diabéticos
induzidos por estreptozotocina (STZ) foram realizados em 28 dias. Posteriormente,
parametros bioquimicos, hemalise, nivel de espécies reativas ao acido tiobarbiturico
no figado e analises histopatolégicos dos rins e figado foram investigados. No total,
22 substéancias fendlicas, 1 acido organico e 3 carboidratos foram caracterizados. Este
estudo demonstrou, por RMNQq, que quercitrina, hiperosideo e corilagina estdo em
altas concentragdes no extrato seco de MmAPA, bem como, a catequina no extrato
de EbAPA. Na analise dos graficos de loadings das 3 componentes principais
(68,01%), foi possivel concluir que acido quinico, acido galico, catequina, miricitrina e
guercitrina sdo principais marcadores quimicos dessas espécies. Além disso, esses
marcadores foram identificados em 15 amostras comerciais. MmAPA, MmMEAO,
EpEAO, EpAPA, EpRAD e EbAPA apresentaram inibicdo da enzima a-glucosidase.
Contudo, nado foi observada inibicdo frente as demais enzimas. A administracao
crénica de MmMAPA (25 mg/kg e 50 mg/kg de pc) e EbAPA (50 mg/kg pc) resultou na
reducéo dos niveis de glicose em animais diabéticos, semelhante a acarbose. Esses

resultados s&o associados a catequina, miricitrina, quercitrina, procianidina tipo-B e



corilagina, as quais sao presentes nesses extratos. No entanto, EbAPA (100 e 200
mg/kg pc) causou morte prematura de camundongos até 22 dias de tratamento. Os
resultados sugerem que o mecanismo de toxicidade desse extrato pode estar
relacionado ao agravo do estresse oxidativo no figado. O estudo histopatolégico
indicou que EbAPA néo reduziu a progressao da toxicidade do diabetes causada por
STZ. Portanto, este estudo possibilitou a autenticacdo de matérias-primas vegetais
comercializadas como pedra-ume-cad, uma vez que os resultados identificaram os
principais marcadores quimicos dessas espécies. Além disso, demonstrou o potencial
hipoglicemiante das folhas de E. biflora e M. multiflora. No entanto, o uso do cha de
EbAPA por periodo prolongado pode ser prejudicial a seus usuarios devido a sua

consideravel toxicidade, a qual necessita ser melhor investigada.

Palavras-chaves: Myrcia, Eugenia, Compostos fendlicos, InibicAo enzimatica,

Hipoglicémico.



ABSTRACT

The plant species that popularly known as pedra-ume-cad are used in popular
medicine in Brazil for the treatment of diabetes, and the plant raw material is sold
throughout the country. Therefore, the leaves of different pedra-ume-caé species were
collected in three locations: Embrapa Amazonia Ocidental - Amazonas state [Myrcia
multiflora (MmEAQ) and Eugenia punicifolia (EpEAO)]; in the Adolpho Ducke Forest
Reserve - Amazonas state [M. sylvatica (MsylRAD) and E. punicifolia (EpRAD)], and
in an environmental protection area - Para state [M. multiflora (MmAPA), M. sylvatica
(MsylAPA), M. guianensis (MguAPA), M. amazonica (MamAPA), E. punicifolia
(EpAPA) and E. biflora (EbAPA)]. The dry extracts of these species and 17 commercial
samples acquired in Manaus, Belém and Goiania were prepared by infusion. All
extracts were analysed using HPLC-HRMS and NMR, then subjected to chemometric
analysis (PCA and HCA) and NMRq (native samples). The antidiabetic effect of dry
extracts was evaluated according to their inhibition of a-glucosidase, a-amylase and
lipase, as well as to their content of total phenols, in vitro cell viability, free radical
scavenging and antiglycation activities. Oral maltose tolerance (EbAPA and EpEAO)
and chronic multiple dose tests (EbAPA and MmAPA) in streptozotocin-induced
diabetic mice (STZ) were performed over 28 days. Subsequently, biochemical
parameters, hemolysis, and levels of the thiobarbituric acid reactive species in the liver
were investigated and histopathological analyses of the kidneys and liver were
performed. In total, 22 phenolic compounds, 1 organic acid and 3 carbohydrates were
characterized. By using qNMR, this study demonstrated that quercitrin, hyperoside and
corilagin have high concentrations in the dry extract of the sample MmAPA, as well as
catechin in the dry extract of the sample EbAPA. In the analysis of the loadings graphs
of the three main components (68.01%), we were able to conclude that quinic acid,
gallic acid, catechin, myricitrin and quercitrin are the main chemical markers of these
species. Furthermore, these markers were identified in 15 commercial samples.
MmAPA, MmEAO, EpEAO, EpAPA, EpRAD and EbAPA showed inhibition activity of
the enzyme o-glucosidase. However, no inhibition was observed against the other
enzymes. Chronic administration of EbAPA (50 mg/kg of body weight) and MmAPA
(25 mg/kg and 50 mg/kg bw) reduced glucose levels in diabetic animals similar to

acarbose. These results are associated with catechin, myricitrin, quercitrin, B-type



procyanidin and corilagin, which are present in these extracts. However, EbAPA (100
and 200 mg/kg bw) caused premature death of mice up to 22 days of treatment. Our
data indicate that one of the mechanisms of toxicity of EbDAPA may be related to the
aggravation of oxidative stress in the liver. This histopathological study indicated that
EbAPA failed to minimize the progression of the toxicity of diabetes caused by STZ.
Therefore, this study enabled the identification of plant raw materials sold as pedra-
ume-caa, since the results showed the main chemical markers of these species. In
addition, we demonstrated the hypoglycemic potential of E. biflora and M. multiflora
leaves. However, the use of the infusion of EbAPA for a prolonged period can be
harmful to its users due to its considerable toxicity, which needs to be better

investigated.

Keywords: Myrcia, Eugenia, Phenolic compound, Enzyme inhibition, Hypoglycemic.
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1 INTRODUCAO

Diabetes mellitus € uma doenca metabdlica caracterizada pela
hiperglicemia. Dentre as classificacdes existentes, destaca-se o Diabetes mellitus tipo
2 (DM2) que é responsavel por cerca de 90% a 95% do total de pacientes diabéticos
no mundo (WHO, 2019). DM2 evoluiu com a urbanizagdo crescente, que alterou o
estilo de vida, levando a adocdo de padrdes de comportamento ndo saudaveis
(reducédo de atividade fisica e dieta hipercalérica). Essa alteracdo de comportamento
social contribuiu com o aumento dos casos de DM2 (WHO, 2016), que tem sido
considerado um problema de salude publica global. O regime terapéutico inclui
medicamentos, dieta e mudanca no estilo de vida (NAVEEN et al., 2021). Contudo, 0
consumo regular de agentes antidiabéticos orais causam efeitos colaterais, e
alternativas a esses medicamentos tem sido exploradas pela populacdo mundial
(NAVEEN et al., 2021; SHORI, 2015).

A medicina tradicional (ndo convencional) utilizada por diversos povos
como alternativa a medicina convencional para a manutencdo da salude, é
empregrada na prevencdo e no tratamento de doencas cronicas (WHO, 2013).
Diversos estudos cientificos comprovam a eficacia terapéutica de drogas vegetais
para o tratamento do diabetes, o que tem ocasionado a popularizacdo de algumas
plantas medicinais (RAVI et al.,, 2004; SALES et al., 2014; TONELLI et al., 2022).
Apesar de diversos relatos da potencialidade de plantas medicinais e seus produtos,
uma das principais preocupacfes tem sido o consumo em quantidades seguras
(CLEMEN-PASCUAL et al.,, 2022). Diante disso, estudos farmacolégicos e
toxicolégicos a partir de extratos de plantas medicinais demonstram uma grande
relevancia para a sociedade (CLEMEN-PASCUAL et al., 2022; GALENO et al., 2014;
MAZUMDER et al.,, 2021). Alguns destes estudos envolvendo ervas medicinais
fornecem dados Uteis sobre a dosagem e seus efeitos adversos, o que tem contribuido
para determinar sua toxicidade ap6s o uso prolongado (DOAN et al., 2022; MOREIRA
et al., 2019).

Estudos com extratos organicos e aquosos de Eugenia spp. e Myrcia spp.
(Myrtaceae) demonstraram inibir as enzimas a-glucosidase e a-amilase, e possuem
atividades antioxidante e antiglicante, in vitro (ARAUJO et al., 2021; FIGUEIREDO-
GONZALEZ et al. 2016; RAMOS et al. 2019; YOSHIKAWA et al., 1998). Além disso,

foram capazes de diminuir o nivel de glicose sanguinea em animais diabéticos
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induzidos por estreptozotozina e aloxana (ARAUJO et al., 2021; YOSHIKAWA et al.,
1998). Os constituintes presentes nesses extratos, tais como flavonoides,
procianidinas e elagitaninos, séo responsaveis por essas atividades farmacolégicas e
podem prevenir a superproducdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e nitrogénio
(RNS) durante a hiperglicemia, evitando complicagbes crbnicas a longo prazo
(HOSSAIN et al., 2020; ULLAH et al., 2016).

Nesse contexto, um grupo de espécies de Myrtaceae denominadas
popularmente de “pedra-ume-caa” sdo utilizadas tradicionalmente para o tratamento
do diabetes. Nesse grupo estdo incluidas as espécies vegetais, Myrcia multiflora
(Lam.) DC., Myrcia guianensis (Aubl.) DC., M. salicifolia DC., M. sylvatica (G. Mey)
DC., M. speciosa (Amsh.) Mc Vaugh, M. amazonica DC., M. citrifolia (Aubl.) Urb., M.
uniflora DC., Eugenia punicifolia (Kunth) DC., E. uniflora L. e E. biflora (L.) DC.
(CASCAES et al., 2015; DA SILVA et al., 2015 e JORGE et al., 2000). Essas espécies
tém sido utilizadas ha algum tempo como planta medicinal, principalmente na
Amazonia brasileira (Acre, Amazonas, Para e Tocantins) (CASCAES et al., 2015;
SOBRAL et al., 2015a, 2015b). No entanto, a matéria-prima vegetal de pedra-ume-
caa tem sido comercializada em feiras e ervanarias brasileiras sem nenhum controle
de procedéncia ou de principios ativos/marcadores. Assim, abordagens cientificas
visando a determinacdo de um método analitico para a descricdo quimica,
determinacao do teor de marcadores quimicos (principios ativos) e discriminacdo de
amostras sao imprescindiveis para garantir a eficacia, a seguranca e autenticacao
desses produtos (DUTRA et al., 2020; RIVERA-PEREZ et al., 2022).

Nesse sentido, o presente estudo visou a caracteriza¢cdo quimica qualitativa
e guantitativa de constituintes dos extratos secos das folhas de espécies de pedra-
ume-caa. Além disso, a andlise qualitativa visando a autenticacdo de amostras
comerciais de pedra-ume-c4 foi realizada, bem como a avaliagcdo da atividade

antidiabética dos extratos das espécies nativas em modelos in vitro e in vivo.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1Diabetes mellitus

O termo diabetes mellitus (DM) se refere a um grupo de doencas
metabolicas caracterizada pela hiperglicemia prolongada e com auséncia de
tratamento. E encontrado na populacio de todos os paises, independente da renda
per capita. HA uma estimativa que se ndo houver intervengdes para 0 aumento
crescente da doenca, havera pelo menos 629 milhdes de pessoas vivendo com o
diabetes até 2045 (WHO, 2019).

Atualmente, existem quatro categorias gerais para os tipos de DM, as quais
sdo importantes para determinacdo da terapia. Entretanto, o DM tipo 2 € o mais
comum e resulta da perda progressiva da secrecao adequada de insulina das células-
B pancreaticas, com ou sem resisténcia a insulina. Esse tipo da doenca € responséavel
por cerca de 90 a 95% de todos os pacientes diabéticos (ADA, 2021; WHO, 2019). O
diagnostico de DM e sua categoria é baseado na identificacdo e quantificacdo de
biomarcadores, como hemoglobina glicada e glicose no sangue e na urina. Como
também, parametros de glicose plasmatica em jejum, tolerancia oral a glicose e
glicose plasmaética pos-prandial, dentre outros (RAMACHANDRA BHAT et al., 2019).

Pessoas portadoras do DM necessitam de cuidados médicos continuos que
tornam o seu tratamento oneroso tanto para os individuos quanto para o Sistema
Unico de Saude (MINISTERIO DA SAUDE, 2013). A doenca tem sido considerada um
problema de saude publica, pois esta associada com a perda da qualidade de vida,
produtividade e sobrevida dos seus portadores (SOCIEDADE BRASILEIRA DE
DIABETES, 2019). O tratamento, além de medicamentoso, inclui estratégias como a
reeducacdo alimentar, atividades fisicas regulares e suspensdo do fumo
(SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES, 2019).

A insulina e os inibidores das enzimas o-amilase e a-glucosidase sao
prescritos para o controle do DM. Pois, a inibicdo das suas atividades cataliticas levam
ao retardo da absorcéo de glicose e diminui¢cdo no nivel de glicose sérica pos-prandial
(GUNAWAN-PUTERI & KAWABATA, 2010; SOCIEDADE BRASILEIRA DE
DIABETES, 2000). Os agentes hipoglicemiantes como a acarbose, miglitol e voglibose
podem causar efeitos colaterais como diarreia, flatuléncias e inchado abdominal. No
entanto, esses medicamentos ndo impedem o desenvolvimento das complicacGes
diabéticas (SHORI, 2015). Durante a hiperglicemia, em 6rgédos onde as células ndo
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requerem insulina para a captacédo de glicose, ocorre alta concentracao de glicose
intracelular, como no sistema nervoso, coracdo, olhos, rins e pequenos vasos
sanguineos (AHMED, 2005; WHO, 2019). Ainda n&o esta totalmente definido o papel
da hiperglicemia nas multiplas complica¢des do diabetes (Figura 1). No entanto, varias
evidéncias tém identificado a formacao dos produtos finais da glicacdo avancada
(AGEs, do inglés advanced glycation end-products) mediante a um estresse oxidativo,
como a principal ligacdo patogénica entre a hiperglicemia e complicacfes
relacionadas ao diabetes (HO, 2006). A modificacdo de proteinas por glicacdo nao
enzimatica, os altos niveis e permanéncia crénica aumentados de AGEs, no DM, tém
sido associados para o desenvolvimento de danos aos o6rgdos (VLASSARA &
STRIKER, 2013).

Figura 1 — ComplicacBes mais frequentes do diabetes mellitus

NEFROPATIA &
Doenca nosrins
. Lk

RETINOPATIA :
Doenca nos olhos

g

/‘. ' )
: REUROPATIA
= = Doenca nos nervos

PE DIABETICO O CARDIOPATIA
Problemas nos pés @ DIAB ET Es [‘ Doengas no coragao
MELLITUS A\

AVC
Acidente Vascular Cerebral

PERIODONTITE
Doenca nas gengivas A

DISFUNGAO SEXUAL
Ejaculacao retrograda ou impoténcia sexual no homem, perda do desejo,
alteracoes de lubrificagdo na mulher.

Adaptado de: https://wiselife.pt/doencas/doencas-endocrinas-e-
metabolicas/diabetesmellitus/complicacoes-da-diabetes-mellitus/. Acesso em: 09
Mar 2022.

2.2 A Quimica de glicacéo

A reacao ndo enzimatica da glicose no sangue com as proteinas do corpo
(glicacéo) leva a modificagbes quimicas cumulativas das proteinas glicadas do tecido
em todo o organismo. Essas mudancas quimicas, chamadas de Reacao de Maillard,
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sao aceleradas durante a hiperglicemia no diabetes gerando os AGEs (REQUENA et
al., 1997).

A reacao de Maillard foi descrita pela primeira vez para a ciéncia alimentar,
onde seus produtos foram descobertos para conferir mudangas na textura,
biodisponibilidade, sabor e preservacdo dos alimentos (STITT, 2005). Hoje, tem
grande relevancia in vivo devido as suas implicacGes para a saude e doenca (STITT,
2005). A glicacao ou reacéo de Maillard é dividida em trés etapas (Esquema 1).

A primeira etapa € iniciada por uma reacdo de adicdo nucleofilica, através
da condensacdo da cadeia lateral de um aminoacido (exemplo, lisina ou arginina)
presente em uma proteina, com um grupo carbonila presente em um carboidrato
(glicose ou outros acucares) ou em produtos de oxidacéo de lipideos, resultando em
uma carbinolamina intermediaria. Esta sofre desidratacdo formando um aduto de
imina instavel (base de Schiff), uma glicosilamina N-substituida (BARBOSA et al.,
2016; VAN NGUYEN, 2006). Na segunda etapa, a base de Schiff sofre rearranjo,
levando a compostos mais estaveis denominados de produtos de Amadori, cuja
caracteristica é a geragado da funcdo a-amino-carbonila nos agucares. Sao exemplos
de produtos de Amadori, a hemoglobina glicada (HbAlc) e as frutosaminas séricas
(albumina glicada) (BARBOSA et al., 2008). Até esta etapa é classificada como
glicacao precoce (RABBANI & THORNALLEY, 2021). Na ultima etapa, os produtos de
Amadori podem sofrer rearranjos irreversiveis. Em condi¢cbes ndo oxidativa, estes
produtos em varias etapas de reacdes de desidratacdo e hidrélise levam a formacéao
de compostos a,B-dicarbonilicos altamente reativos, 1-desoxiglicosona (1DG) e 3-
desoxiglicosona (3DG). Estes compostos reagem com o grupo amino de aminoacidos
para a formacdo dos AGEs (TORRES et al., 2018). Além disso, os produtos de
Amadori podem sofrer fissdo oxidativa (glicoxidagdo) gerando agentes glicantes
importantes, os compostos dicarbonilicos reativos, o-oxoaldeido, particularmente o
glioxal e metilglioxal (RABBANI & THORNALLEY, 2021). Estes, modificam facilmente
residuos das proteinas lisina e arginina formando AGEs (HO, 2006; VAN NGUYEN,
2006).

Outro processo de glicacdo de proteinas e formacdo dos AGES é
acompanhado por um aumento dos radicais livres que contribui para o dano
biomolecular no diabetes (AHMED, 2005). A oxidacgao radicalar catalisada por metais

na forma endlica da glicose, forma um intermediario (Esquema 1 — em azul). Este
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reage com o oxigénio formando compostos dicarbonilicos, glicosona ou a 3-
desoxiglicosona. A forma endlica da 3-desoxiglicosona por reacéo de retroaldolizacao
forma gliceraldeido e um ceto-enol, que estd em equilibrio com o metilglioxal. Na
reacdo, o catalisador metélico € regenerado ao reagir com peroxido de hidrogénio, o
gual é formado na reacédo entre duas moléculas de anion radical superéxido, processo
gue pode resultar em radicais hidroxila (reacao de Fenton) (AHMED, 2005; TORRES
et al., 2018).

Esquema 1 — Formacao de AGEs através da reacao de Maillard
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-1OH -1OH 0 -10OH HO
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/ o OH H D-glicosilamina
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ceto-endlico ! AGES ' metilglioxal glmxal OH ceto OH
[ ' MGO (GO) o endl g
" \
\ RHN RHN
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OH OH — _—
-0=={ L4 - o o I Ho Y/, retroaldol H o
N H H H gliceraldeido
H o o o
intermediario glicosona 3-desoxiglicosona 2,3-enol
radicalar o
""""" \ NH,R o H
AGEs | «——
iiiiiiiii metilglioxal
(MGO)

Fonte: TORRES et al., 2018.

O glioxal (GO) e o metilglioxal (MGO) sdo os compostos principais
dicarbonilicos detectados em humanos (HO, 2006). Pacientes diabéticos apresentam
altos niveis de GO e MGO em comparagdo com ndo diabéticos (TAN et al., 2008).
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Atualmente, poucos AGEs foram estudados e identificados, sendo os mais comuns
derivados do GO, MGO e 3-desoxiglicosona (TORRES et al., 2018). A Figura 2
apresenta alguns exemplos de AGEs ja identificados.

O GO esté envolvido na formacéo de Ne-carboximetilisina (CML), o qual é
0 mais abundante AGE envolvido na fisiopatologia do diabetes e outras doencas
(ROCK et al., 2021). Niveis séricos de CML ja foram detectados em pacientes com
DM tipo 1 no estagio inicial de retinopatia diabética e em pacientes com DM tipo 2 com
microalbumindrica (MIURA et al.,, 2003; WAUTIER et al.,, 2003). J& os AGEs
hidroimidasolona derivado do metilglioxal (MG-H1), CML e glicosepana contribuem
para a doenca renal crénica (RABBANI & THORNALLEY, 2018).

Figura 2 — Estruturas de alguns AGEs

H
N‘“C)rn
o HN
o H ‘\\/
H _N o N
N Lys OH
Lys OH
Ne-carboximetilisina Ne-carboxietilisina Hidroimidasolona
(CML) (MG-H1)
Lys H
M N
- O
HN—<\ OH ﬁ/ N Oorn
/
Orn N )
OH Lys
Glicosepana Pentosidina

Fonte: Barbosa et al., 2016. Lys: lisina. Orn: Ornitina.

O metilglioxal tem emergido como um novo biomarcador de DM, pois além
da glicacdo de proteinas tem sido relacionado a ser o responsavel por causar a
resisténcia insulinica, disfuncdo das células e obesidade (RAMACHANDRA BHAT
et al., 2019). Pl e colaboradores (2007) relatam que as células B pancreaticas
expostas a estressores oxidativos, como o metilglioxal, promove a geracdo de
espécies reativas de oxigénio (ROS) e levou a diminui¢cdo da secrec¢do de insulina.

Em condi¢cbes patoldgicas, ocorre a producdo excessiva de ROS que
ultrapassa a defesa antioxidante. O estresse oxidativo pode modificar

irreversivelmente macromoléculas biologicas, o DNA, além das proteinas,
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carboidratos e lipideos (REIS et al., 2008). O organismo possui mecanismos de
protecdo contra glicacdo e os AGEs, como aminas plasmaticas, macréfagos e
antioxidantes que protegem contra os radicais livres derivados da glicacdo. No
entanto, a eficiéncia dessas defesas naturais ainda ndo s&o totalmente esclarecidas
(BHATTACHERJEE & DATTA, 2015).

A literatura tem reportado metodologias de combate a formacédo dos AGEs
analisando a capacidade de agentes sintéticos e naturais em atuarem como
antioxidante e capturadores dos compostos dicarbonilicos. A aminoguanidina
(também chamado de pimagedina) € um composto hidrazina nucleofilico que impede
a formacgao de AGEs a partir dos precursores a, B-dicarbonilas, como GO, formando
triazinas (Esquema 2) (THORNALLEY, 2003). BROWNLEE e colaboradores (1986) ja
relataram a prevencéo na formacdo de AGEs por aminoguanidina na parede arterial
de ratos. Além da atividade antioxidante, jA& demonstrou inibir o estresse oxidativo
pulmonar, prevenir o desenvolvimento da retinopatia e nefropatia diabética (DI NASO
et al., 2010; IHM et al.,, 1999; THORNALLEY, 2003). No entanto, o composto
apresentou efeitos colaterais quando administrado em pacientes diabéticos, como
disturbios gastrointestinais, anormalidades nos testes de fungéo hepatica e sintomas
semelhantes aos da gripe e vasculite (THORNALLEY, 2003).

Esquema 2 — Formacado de triazinas a partir da reacao da aminoguanidina com
compostos dicarbonilicos

_N NH H,N N N N
N~ m/ 2 2 \(/ ]/-'- N T
K/N N‘\N )\/N

o]
0:?~H JNJ\H O:Q'H
H HoN sl
glioxal N NH2 metilglioxa

H,

Aminoguanidina

OH o
HOH,C H

OH. X o
3-desoxiglicosona

OH

N_ R
OH | ‘)N\ + N|WCH20H
HOH,C Z
; N™ "NH; Hzm)\N”N OH

OH
Fonte: TORRES et al., 2018.
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Os medicamentos fitoterapicos devido a auséncia ou efeitos colaterais
minimizados se tornaram populares (ARAUJO et al., 2021). Inidmeros estudos tém
sido desenvolvidos para a descoberta de extratos vegetais e compostos naturais
derivados de plantas que sejam eficazes, seguros e nao téxicos. Extratos naturais e
compostos purificados com propriedades antioxidantes tém sido considerados

agentes promissores contra a formacao de AGEs, in vitro (PENG et al., 2008).

2.3Produtos naturais bioativos para o tratamento do diabetes

No Brasil, o uso de plantas medicinais e fitoterapicos, muitas vezes, tem
sido a Unica fonte alternativa de tratamento do DM, devido aos menores custos em
relagdo aos medicamentos convencionais, principalmente por populagbes mais
pobres (PEDRETE et al., 2019). As plantas medicinais sdo fontes de metabdlitos
secundarios com bioatividades benéficas para a saude que sdo resultantes de
compostos fitoquimicos (ARAUJO et al., 2021; BASTOS et al., 2019).

A atividade de inibicAo de AGEs e a capacidade antioxidante de 62
flavonoides foram demonstradas (MATSUDA et al., 2003). Dentre esses constituintes,
as flavan-3-ol catequina e epicatequina, os flavondis miricetina, quercetina,
kaempferol, isoquercetina e rutina apresentaram resultados mais promissores (Figura
3). Além disso, esses flavonoides ja apresentaram atividade de inibicdo frente a
enzima aldose redutase (MATSUDA et al., 2002). Também, foi observado que a
catequina, epicatequina e o tanino condensado procianidina B2 sé&o agentes naturais
antiglicantes mediante a captura da espécie reativa MGO em comparacdo com a
aminoguanidina (PENG et al., 2008). O flavonol quercetina ja apresentou eficiéncia na
inibicdo de glicacdo do DNA (SENGUPTA et al., 2006) mediante a captura direta dos
compostos reativos GO e MGO no sistema de albumina sérica bovina (BSA/GO e
BSA/MGO) (LI et al., 2014). Além disso, reduziu a hiperglicemia e o estresse oxidativo
pela atenuacéo da toxicidade induzida por radicais livres em animais com DM tipo 2
(ALAM et al., 2014).
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Figura 3 — Estruturas de constituintes presentes em extratos vegetais com atividade de

inibicdo enzimatica, antiglicante e antioxidante

OR, [o]
[0} OH
HO OR, oH o o
| HO
OR
HO HO OH
0~ "OH OH Acido citrico
Acido quinico: R1=R2 =H i Acido cafeico: R = H
Acido 5-O-cafeoilquinico: R2 = cafeoil Acido cafeico-O-glucosideo: R = glucose OH
Acido 4,5-O-cafeoilquinico: R1 = R2 = cafeoil
Ry
OH
COOH
Ho o . OH
° OH
R,
HO OH R
3
OH OH
Acido galico Catequina: R1=R2 =H; R3 =0H
Epicatequina: R1 =R3=H; R2=0H Procianidina B2
OH
HO o O Rs Quercetina: R1=R2=0H;R3=R=H
O R, Miricetina:R1=R2=R3=0H;R=H
O Kaempferol: R = R1 = R3 = H; R2= OH
OH O HO o R, Quercitrina: R1 = R2 = OH; R3 = H; R = ramnosideo
. . | Isoquercetina: R1 = R2 = OH; R3 = H; R = glucosideo
Narigenina OR Quercetina: R1 = R2 = OH; R3 = H; R = glucosideo
OH OH © Rutina: R1 = R2 = OH; R3 = H; R = rutinosideo
HO ~ OH
U o, 0 _OH OH
[\\' 0 OH U o] OH
v, OO0 HO - “'OH o™ "oH
' OH
HO "OH ‘ OH
- a-L-ramnosideo
OH p-D-glucosideo
Rutinosideo

Estudos cientificos tém demonstrado que espécies vegetais, da familia
Myrtaceae, contém constituintes terapéuticos que podem ser eficazes para o
tratamento do diabetes. Como exemplo, o trabalho desenvolvido com o0s extratos
naturais obtidos de Eugenia dysenterica DC. (cagaita) demonstrou resultados
promissores contra a enzima o-glucosidase, bem como atividades antioxidante e
antiglicante. A analise por HPLC-ESI-MS mostrou a presencga de constituintes como
0s acidos citrico e galico, quercitrina e quercetina-glucosideo, dentre outros polifendis
(JUSTINO et al., 2020). Também, ja foi demonstrado que o extrato hidroalcoolico das
folhas de E. florida DC. (pitanga preta) apresentou capacidade antioxidante, diminuiu
0s niveis séricos de glicose, frutosamina, triglicerideos, colesterol e melhorou lesbes
hepéticas e renais de camundongos diabéticos. Os constituintes quimicos presentes
nesse extrato sdo o0s acidos quinico, galico, cafeico-glucosideo, clorogénico,

digaloilquinico e os flavonoides narigenina, kaempferol, catequina, quercetina-O-
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arabinosideo, quercitrina e miricetina-O-glucosideo (BASTOS et al., 2019). A melhora

no perfil glicémico dos animais diabéticos tratados com esse extrato foi relacionada a

sua composicao quimica enriquecida por polifenéis (BASTOS et al., 2019).

O Quadro 1 apresenta resultados demonstrando a potencialidade

antidiabética de extratos de espécies de Eugenia spp. e Myrcia spp. em estudos in

vitro e in vivo e 0s respectivos constituintes quimicos identificados.

Quadro 1 — Constituintes quimicos e atividades comprovadas em espécies vegetais dos géneros
Eugenia e Myrcia

(grumixama)

cianidina-3-galactosideo,

toxicidade em

(Quadro 1)
Espécies -
pect Amostra Constituintes . L
(nome - P Atividades Referéncias
(parte utilizada) guimicos
popular)
Inibic&o das
E Acido siringico enzimas
- Suco . gico, | a-glucosidase e~ (BALISTEIRO et
dysenterica Derivado de quercetina, |
DC. (fruto) Derivado de kaempferol, ng-:mINasz. al., 2017)
(cagaita) Acido elagico. educdo da
glicemia pos-
prandial.
Alto teor de fenodis
E. Extrato seco totais
dysenterica pcr)i?: fg%iigrg Quercetina e derivados, Capacidade (DAZAetal,
DC. egxtrato iofilzado Procianidinas. antioxidante. 2017)
(cagaita) Inibic&o da enzima
(fruto) )
o-amilase.
Acido oleandlico, Reducéo do teor
Extrato acetato acido maslinico, de glicose no
. de etila acido ursdlico, sangue de (Ll et al., 2017)
E. jambolana (fruto) acido arjundlico, camundongos
Lam 2-O-cis-p-coumaroil acido apos sobrecarga
' maslinico e seu isbmero. de sacarose.
(ameixa Reducéo da
preta) glicose
Extrato aquoso e e aumento dos (SHARMA et al.,
fraoes B niveis de insulina 2006)
(polpa do fruto)
em coelhos
diabéticos.
Catequina/epicatequina, Atividade anti-
brasiliensis acido elagico pentosideo, inflamatéria (LAZARINI et
Extrato ; g o
. . guercetina-hexosideo, e antibiofilme.
Lam. hidroetanélico inanidi binosid = al., 2018)
(fruto) cinanidina-3-arabinosideo, N&o apresentou .

kaempferol-hexosideo.

malvidina-3-glucosideo. macréfagos.
Acidos malico, quinico, .
E. stipitata galico, glucogalico. Capacidade .
McVaugh Extrato seco galocatequina, Altgqgg)r“g:?;er{éis (DE ARAUJO et
o (fruto e semente) apigenina-hexosideo, totais nas al., 2021)
(araca-boi) catequina-hexosideo,
sementes.
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(Quadro 1)

Espécies
(nome
popular)

Amostra
(parte utilizada)

Constituintes
quimicos

Atividades

Referéncias

Bebida alcodlica
(fruto)

Carboidratos, acido malico,
acido succinico tirosol,
acido galico.

Alto teor de fendis
totais,
Capacidade
antioxidante.

(SOUZA et al.,
2020)

E. floccose
Bedd.
(pitanga
preta)

Extrato etandlico
(folhas)

Alcaloide, flavonoides,
taninos, esteroide.

Reducéo de
glicose no sangue,
nos parametros
lipidicos, aumento
de enzimas
antioxidantes e
insulina
plasmatica.

(KALA et al.,
2012)

E. uniflora L.
(pitanga-

vermelha)

E. uniflora L.
(pitanga-

vermelha)

Extrato aquoso
(folhas)

+) Ba, 4, 5a)-1-
metilpiperidina-3,4,5-triol,
uniflorina A e B.

Inibicdo da enzima
o-amilase,
reducéo do

teor de
glicose no ensaio
de tolerancia de
sacarose em
camundongos.

(MATSUMURA
et al., 2000)

Extrato etandlico
(folhas)

Alto teor de fenbis
totais,
atividade
antioxidante e
inibicdo da enzima
a-glucosidase.

(VINHOLES &
VIZZOTTO,
2017)

Extrato aquoso
(folhas)

Acidos galico e elagico,
rutina.

Redugéo do
estresse oxidativo,
potencial
hipoglicemiante
em animais
diabéticos DM1.

(SCHUMACHER

et al., 2015)

Extrato etanodlico
(folhas)

Acidos galico, clorogénico,
cafeico e elagico,
cianidina,
delfinidina-3-O-glicosideo,
rutina, quercitrina,
Isoquercitrina, kaempferol,
luteolina.

N&o apresentou
toxicidade e
genotoxicidade em
leucdcitos
humanos em
concentragdes
altas.
Capacidade
antioxidante contra
a peroxidacdo
lipidica induzida
por Fe2* em
homogenatos de
cérebro e figado
de ratos.

(DA CUNHA et
al., 2016)

Myrcia
palustris DC.

Extrato acetato
de etila
(folhas)

Casuarinina,
miricetina, quercetina,
miricetina-3-0-B-D-(6"-galoil)-
galactopiranosideo,
kaempferol-3-O-B-D-
galactopiranosideo.

Inibidores da
enzima a-
glucosidase

(WUBSHET et
al., 2015)
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(Quadro 1)

guercetina-3-0O-(6"-0O-E-p-
feruloil)-B-D-glucopiranosideo,
guercetina-3-(2-E-sinapoil)-
glucopiranosideo.

Especies Amostra Constituintes o A
(nome . L Atividades Referéncias
popular) (parte utilizada) quimicos
Potencial
Myrcia bella Extrato Acidos fendlicos, hipolipemiante e (VAREDA et al.,
Cambess. hidroetandlico flavonoides-O-glicosideos hipoglicemiante 2014)
(mercurinho) (folhas) e acilados. em animais
diabéticos.
Acido 4,5-dicafeoilquinico,
Isoquercetina,
quercetina-3-O-B-D-
Myrcia glucoronideo, .
rubella Extrato kaempferol-3-O-(6 -,gaI0|I)-B-D- Inibidores da |
Cambess metandlico glqcoplranos‘l,deo, . enzima o- (LIMA et al,
(pitanga- (folhas) quercetlna-3-O-(6,-mann|I)- glucosidase 2018)
midda) glucopiranosideo,

Myrtaceae inclui espécies dos géneros Myrcia e Eugenia que séo

conhecidas popularmente como pedra-ume-caa que possuem acao hipoglicemiante,
antioxidante e antiglicante ja comprovadas (MALHEIROS et al., 2010; RAMOS et al.,
2019; YOSHIKAWA et al., 1998).

2.4 Grupo de espécies de pedra-ume-caa

Um grupo de espécies vegetais de Eugenia e Myrcia sdo conhecidas

popularmente como “pedra-ume-caa”, crescem em toda regido Amazbnica e em

outras partes do Brasil (SOBRAL et al., 2015a, 2015b). Este grupo é constituido pelas

espécies vegetais, Myrcia speciosa (Amsh.) McVaugh, M. amazonica DC., M. citrifolia
(Aubl.) Urb., M. guianensis (Aubl.) DC., M. multiflora (Lam.) DC. (sinonimia: M.
sphaerocarpa DC.), M. salicifolia DC., M. sylvatica (G. Mey) DC., além de Eugenia
punicifolia (Kunth) DC. e E. biflora (L.) DC. (CASCAES et al., 2015; DA SILVA et al.,

2015). A Figura 4 apresenta as espécies utilizadas neste trabalho.
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Figura 4 — Espécies vegetais de pedra-ume-caa
LA 4% SN T

o
N
e

Myrcia multiflora (Lam.)

S

] g

M. gianensis (Aubl.) DC. Eugenia punicifolia (Kunth) DC. Egeia biflora (L.) DC.
Fonte: Colaborador da pesquisa, Prof. Dr. Alessandro Silva do Roséario (UFRA).

- A

Tradicionalmente, as folhas ou infusGes inteiras dessas plantas sao
utilizadas para o controle do diabetes, diarreia, hemorragia, febre, reumatismo,
colesterol alto, leucemia, herpes e ulcera bucal (CASCAES et al., 2015; CRUZ &
KAPLAN, 2006).

2.4.1 Composicao quimica e propriedades biologicas de espécies de pedra-ume-caa
do género Myrcia.

Myrcia € um género com importancia econémica, 0 qual possui espécies
produtoras de Oleos essenciais e algumas sdo usadas na medicina popular
(CASCAES et al., 2015; PEREIRA et al., 2010). Em todo o Brasil, € comercializada a
planta medicinal “pedra-ume-caa” constando, em alguns rétulos de embalagens, o
nome cientifico Myrcia sphaerocarpa DC, o qual é sinonimia de M. multiflora DC.

O primeiro estudo com as folhas de M. multiflora foi a identificagdo dos
constituintes quimicos do 6leo essencial, 0 qual possui sesquiterpenos como
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compostos majoritarios, B-cariofileno, germacreno D, biciclogermacreno, 3-cadineno
e cubenol (HENRIQUES et al., 1997). Esta espécie vegetal ganhou destaque a partir
do trabalho desenvolvido por Yoshikawa e colaboradores (1998). Os pesquisadores
obtiveram o material vegetal (folhas) da empresa Albano Ferreira Martins LTDA (S&o
Paulo, SP). Através do fracionamento bioguiado do extrato acetato de etila foram
isolados os compostos, B-amirina, os acidos ginkgélico e galico, e os flavonoides
catequina, miricitrina, mearnsitrina, quercitrina, guaijaverina e desmantina-1. Além de
duas novas flavonas glicosiladas mirciacitrina | e mirciacitrina Il e acetofenonas
glicosiladas mirciafenona A e B. As fracGes acetato de etila e aquosa, bem como os
compostos fendlicos isolados demonstraram atividade de inibicdo frente as enzimas
aldose redutase e a-glucosidase. Essas fracbes também inibiram o aumento de
glicose apos o tratamento em dose Unica (1000 mg/kg de pc) em ratos Wistar
diabéticos (YOSHIKAWA et al., 1998). O mesmo grupo de pesquisa, em 2002, isolou
trés novas flavonas glicosiladas mirciacitrina 1ll, IV e V , as quais apresentaram
atividade de inibicdo contra a enzima aldose redutase (MATSUDA et al., 2002).
Outro estudo foi desenvolvido com as folhas de M. multiflora adquiridas da
mesma empresa citada no paragrafo anterior. Através do fracionamento do extrato foi
obtida a acetofenona 4,6-dihidroxi-2-O-(3-D-glicopiranosil), que apés sofrer hidrélise
obteve-se o composto 2’,4’,6’-trihidroxiacetofenona. Esse constituinte apresentou
efeito antiobesidade e hipolipemiante in vivo, podendo futuramente ser utilizado como
um coadjuvante no tratamento da obesidade (FERREIRA et al., 2011). As estruturas

dos constituintes detectados em M. multiflora constam na Figura 5.
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Figura 5 — Estruturas dos constituintes identificados em Myrcia multiflora
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De Oliveira e Pereira (2015) adquiriram de drogarias e lojas especializadas
em fitoterapia, cinco amostras comerciais com a descricdo “insulina vegetal” (M.
sphaerocarpa DC). Extratos das folhas foram obtidos pelos métodos de infusao,
decoccédo, maceracédo e tisana. O estudo demonstrou que o extrato obtido pelo
método de decoccdao foi 0 mais ativo em inibir a enzima a-amilase, e todos os extratos
tiveram suas atividades de inibicdo diminuida apds a exposi¢cdo ao suco gastrico.

Extratos secos das folhas das espécies vegetais M. multiflora, M. speciosa
e M. salicifolia adquiridas de Morais e Costa & CA. Lda (Porto, Portugual), foram
testados frente as enzimas a-amilase e a-glucosidase. Os compostos fendlicos, acido
galico, catequina, miricitrina, quercitrina, miricetina, epicatequina, epicatequina-3-O-

galato, epigalocatequina-3-O-galato, quercetina, quercetina-3-O-glucosideo,
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hiperosideo, isoramnetina-3-O-glucosideo e isoramnetina-3-O-rutinosideo foram
identificados e quantificados por HPLC-DAD. Os flavonoides miricitrina, quercitrina e
0 acido galico sdo os constituintes majoritarios. Além disso, todos o0s extratos
apresentaram atividade de inibicdo significativa contra as enzimas digestivas
(FIGUEIREDO-GONZALEZ et al., 2016).

Outro estudo realizado com o extrato seco hidroetandlico das folhas da
espécie M. speciosa demonstrou que a dose administrada (500 mg/kg de pc) reduziu
o nivel de glicose no sangue no teste de tolerancia oral a glicose em camundongos
com DM tipo 2 (MIURA et al., 2006).

Os efeitos da infusdo das folhas da espécie M. guianensis foram
investigados em ratos diabéticos induzidos por estreptozotozina. O cha (1,3% m/v) foi
administrado durante 15 dias. Os resultados demonstraram que a espécie apresenta
potencial hipoglicemiante, hipotrigliceridemiante, além de causar baixa toxicidade
hepética (MALHEIROS et al., 2010). Ademais, o extrato acetato de etila das folhas da
espécie apresentou alta atividade inibitéria da enzima a-glucosidase (LIMA et al.,
2018). Os compostos acidos galico e protocatecuico ja foram isolados das folhas de
M. guianensis (SOUZA FILHO et al., 2006). Além disso, ja foi demonstrado que a
fracdo aquosa das folhas da espécie, rica em taninos, tem potencial anti-hemorragico
em lesdo provocada por veneno de Bothrops jararaca (jararaca-da-mata) (DE SOUZA
et al., 2013).

O Oleo essencial das folhas da espécie M. amazonica apresentou 0S
constituintes majoritarios Germacreno D, Germacreno B e 1-Epi-Cubenol. A atividade
antioxidante foi determinada pelos métodos ORAC (Capacidade de Absorcdo do
Radical Oxigénio) e pelo método cation radical ABTS** [2,2-azino-bis (3-
etilbenzotiazolin) 6-acido sulfénico]. O método ORAC foi o mais adequado para
determinar a capacidade antioxidante do 6leo essencial (1310,0 £ 11,0 umol Trolox/g
de substancia), que apresentou maior atividade do que as substancias utilizadas como
referéncia, BHT e a-tocoferol (330,0 = 28,0 e 530,0 + 17,0 umol Trolox/g substancia)
(CALAO, 2014).

O trabalho desenvolvido por da Silva e colaboradores (2015) incluiram M.
sylvatica dentro do grupo de espécies de Myrcia conhecidas como pedra-ume-caa. A
espécie é conhecida popularmente como vassourinha ou murta e a infusao das folhas

é utilizada no controle de disenteria e doencas estomacais (DA SILVA et al., 2015). O
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estudo com o Oleo essencial da espécie apresentou a predominancia de
sesquiterpenos como constituintes majoritarios, o 1-epi-cubenol, B-selineno, cadaleno
e B-calacoreno. O uso popular de M. sylvatica foi comprovado mediante a atividade
antimicrobiana do 6leo essencial das folhas contra as bactérias Gram-positivas, como
Enterococcus faecalis, Bacillus cereus, Staphylococcus aureus e S. epidermidis (DA
SILVA et al., 2016).

2.4.2 Composicao quimica e atividades biologicas de espécies de pedra-ume-caa do
género Eugenia

O género Eugenia € um dos maiores géneros de Myrtaceae contendo cerca
de 2000 espécies, sendo 388 identificadas no Brasil, das quais 302 sdo endémicas
(DE SOUZA, 2015). As espécies do género possuem um potencial econdmico
evidenciado pela exploracdo comercial de frutos comestiveis, madeira, O6leos
essenciais e 0 uso como plantas ornamentais (SARDI et al., 2017).

A espécie E. punicifolia (Kunth) DC., conhecida popularmente como pedra-
ume-caa, € um arbusto a arvoreta de até 8 metros de altura, com frutos que se
assemelham a uma pequena cereja suculenta, com polpa adocicada e com diferentes
cores de acordo com o estagio fenolégico (DA COSTA et al., 2010; RAMOS et al.,
2019). Tradicionalmente a infusdo das folhas é utilizada para tratar o diabetes e no
combate a febre (BRUNETTI et al., 2006; CHAVES & BARROS, 2012).

O primeiro relato para avaliar o potencial antidiabético de E. punicifolia foi
realizado por Brunetti e colaboradores (2006). Animais diabéticos foram tratados por
até 29 dias com os extratos aquoso, butanol e metanol das folhas da espécie vegetal
nativa. Os autores concluiram que o extrato metanol teve um efeito benéfico reduzindo
os sintomas do diabetes sem apresentar toxicidade (BRUNETTI et al., 2006). A
conclusdo deste trabalho incentivou um estudo piloto n&o-controlado com 15
pacientes diabéticos, em que foi observada a diminuicdo da insulina basal,
hemoglobina glicada, dentre outros parametros (SALES et al., 2014). Os compostos
fendlicos identificados no estudo foram o acido galico, miricitrina, hiperosideo,
guercitrina, quercetina-3-O-xilosideo e kaempferol-3-O-ramnosideo (SALES et al.,
2014). Outro estudo demonstrou que o extrato aquoso obtido da infusdo das folhas de

E. punicifolia € um antioxidante natural e inibidor das enzimas oa-glucosidase, o-
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amilase e xantina oxidase, e possui 0 acido galico como principal constituinte
identificado (GALENO et al., 2014). Além disso, o extrato metandlico dos frutos da
espécie apresentaram propriedades antiglicante e antioxidante e a polpa verde
apresenta alto teor de fendis totais. Os frutos possuem constituintes como, os &cidos
elagico, galico, linoleico, chiquimico e B-glicogalico, como também os flavonoides
glicosilados miricitrina, quercitrina e kaempferol-3-O-ramnosideo (RAMOS et al.,
2019). Também, ja foi relatado a cicatrizacéo de Ulcera gastrica, o efeito gastroprotetor
e anti-inflamatério em animais tratados com o extrato hidroetandlico das folhas da
espécie. O perfil quimico apresentou principalmente flavonoides glicosilados,
galotaninos e procianidinas (BASTING et al.,, 2014; DOS SANTOS et al.,, 2020;
PERICO et al., 2019).

A espécie vegetal E. biflora é popularmente conhecida como vassourinha,
e comercializada na cidade de Belém (Pard, Brasil). As folhas da espécie é utilizada
popularmente em forma de cha para tratar o diabetes, diarreia, aftas, hemorragias, no
pos-parto, inflamacéao intestinal e uterina (DA SILVA et al., 2015; YAZBEK et al., 2016).
Um levantamento etnofarmacologico em comunidades caboclas do baixo Amazonas
(regido situada as margens da Baia de Marajo, PA, Brasil) cita o uso do ché& das folhas
dessa espécie para banho de asseio para tratar doenca venérea (AMOROZO & GELY,
1988). Esta espécie foi incluida como pedra-ume-caa e € predominante em ambiente
de campina, formando pomares naturais (DA SILVA et al., 2015). Apesar do uso dessa
espécie na medicina popular, seus estudos quimicos e farmacoldgicos ainda séo
escassos. Até o presente momento, a composi¢cao quimica das folhas de E. biflora se
limita a flavona eucaliptina, ao triterpeno B-amirina (FIGUEIREDO et al., 2019;
GOTTLIEB et al., 1972), e 78 constituintes quimicos dos Oleos essenciais de 4
espécimes nativas da llha de Caratateua (Pard, Brasil), as quais apresentaram
composicdes distintas. Em todos os O6leos foram identificados sesquiterpenos
hidrocarbonetos e oxigenados, com predominéncia dos constituintes B-cariofileno,
oxido de cariofileno, a-cadinol, globulol, epi-a-muurolol (FIGUEIREDO et al., 2019).
As estruturas de alguns flavonoides identificados em E. punicifolia estdo apresentados
Figura 5, p. 37. Assim como na Figura 6 que apresenta as estruturas de alguns

constituintes identificados nas espécies E. punicifolia e E. biflora.
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Figura 6 — Estruturas de alguns constituintes identificados em E. punicifolia e E. biflora
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2.5 Fingerprinting e analise exploratéria de dados

Com o uso da medicina alternativa em expanséao tem sido cada vez mais
importante o desenvolvimento de metodologias analiticas visando o controle de
gualidade da matéria-prima vegetal a fim de garantir a sua identidade, seguranca e
eficacia (ANVISA, 2004a, 2014b). As andlises qualitativa e quantitativa de principios
ativos e/ou marcadores, prospeccao fitoquimica ou a analise de fingerprint sédo
indicadas para o controle de qualidade de drogas vegetais ou produtos derivados de
plantas (ANVISA, 2004a, 2014b). A andlise de fingerprint tem ganhado mais atencéo
devido a sua capacidade de identificar determinada espécie vegetal e, distingui-la de
espécies relacionadas (SOARES & SCARMINIO, 2008). Trés diferentes abordagens
podem ser realizadas visando essa andlise (STILO et al., 2021):

1. O fingerprinting pode ser obtido diretamente da amostra, exceto, se
aplicavel dissolucao;

2. O fingerprinting é registrado apés a uma etapa de fracionamento,
tornando-o especifico de determinada classe de compostos;

3. O fingerprinting é obtido apdés uma etapa de reacdo quimica (por
exemplo, derivatizacao), para que ocorra uma alteracdo da composi¢ao quimica inicial

da amostra e novos compostos sejam produzidos.
41



Dentre essas metodologias, o conceito de perfil quimico pode ser
englobado na primeira abordagem. Em um sentido mais amplo, o perfil quimico pode
ser definido como a identificacdo e/ou quantificacdo de inUmeros compostos em uma
matriz complexa (HUBERT et al., 2017). Quando necessario, a purificacdo ou o
fracionamento pode reduzir a complexidade amostral (LOUIE et al.,, 2020).
Consequentemente, a desreplicacdo que se refere a identificacdo rapida de
metabolitos secundarios, pode acontecer mais rapidamente e a identificacdo do(s)
constituinte(s) pode ser relatada pela primeira vez em nivel de género ou espécie
(HUBERT et al., 2017).

Atualmente, as analises de fingerprinting e perfil quimico de produtos
naturais séo realizadas por técnicas avancadas como a Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia acoplada a Espectrometria de Massas (CLAE-EM) e a RMN. Essas técnicas
tém sido primordiais para a descoberta de novas drogas terapéuticas através da
identificacdo precisa de constituintes ativos (LOUIE et al., 2020).

A Espectrometria de Massas é uma técnica sensivel, rapida, e a
identificacdo dos compostos é estabelecida com base nos padrdes de fragmentacéo,
massa exata, composicao elementar e por comparacao dos espectros de massas dos
bancos de dados (HUBERT et al., 2017). A Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
acoplada ao Espectrometro de Massas de Alta Resolucdo (CLAE-EMAR) tem sido
usada para a identificacdo de inameros compostos (SALDANHA et al., 2013). Uma
das vantagens da hifenacao das técnicas, € a adicdo de um parametro importante ao
espectro de massas que € o tempo de retencdo de cada analito. Desta maneira,
possibilita a identificacdo de isbmeros, os quais terdo tempos de retencdes especificos
para cada um (VAZ et al.,, 2018). Aléem disso, na espectrometria de massas em
sequéncia (MS") que gera ions fragmentos do ion “principal”’, pode fornecer muitas
informacdes estruturais de uma substancia (SILVERSTEIN et al., 2007). No entanto,
nem sempre essas informacdes sdo o suficiente para a identificacdo estrutural
completa, tornando a RMN uma ferramenta analitica essencial na elucidacdo de
compostos (PAULI et al., 2005). Além de baixo consumo de solvente na analise, essa
técnica permite a obtencdo de informacBes de constituintes quimicos em matrizes
complexas em um curto periodo de tempo, sem a necessidade prévia de
procedimento de purificacdo de substancia (PINTO et al., 2019; SANTOS &
COLNAGO, 2013).
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Tanto a analise de perfil quimico quanto fingerprinting por RMN associada
a quimiometria tem demonstrado grande aplicabilidade como método em potencial
gue esta em ascendéncia. Alves Filho e colaboradores (2018a) descreveram um
método ndo — alvo e confiavel para o controle de qualidade de xaropes pediéatricos,
acoplando a andlise quantitativa por RMN de 'H a quimiometria (ALVES FILHO et al.,
2018a). Também, ja foi demonstrada a aplicabilidade para a determinacdo da
autenticidade e qualidade de amostras comerciais de plantas medicinais (DUTRA et
al., 2020; SANTOS et al.,, 2012), produtos lacteos (BALTHAZAR et al., 2021),
determinacdo de constituintes quimicos responsaveis pela cor indesejada no
processamento térmico da agua de coco (CUNHA et al., 2020), e pelas mudancas
fisiologicas em resposta ao estresse hidrico em espécies de Phyllanthus (ALVES
FILHO et al., 2018b).

Na andlise exploratéria de dados (método ndo supervisionado) e
classificacdo de amostras (método supervisionado) € possivel a interpretacdo dos
resultados de uma grande matriz de dados (FERREIRA, 2015). Os métodos néo-
supervisionados extraem o maximo de informacédo dos dados, visando verificar a
presencga de agrupamentos naturais de amostras, reduzir as dimensdes dos dados e
descobrir objetos anémalos (outliers) (BARROS NETO et al., 2006, TIBOLA et al.,
2018).

O pré-processamento € a etapa inicial para a analise quimiomeétrica, pois
visa extrair informacdes com foco na variancia que realmente interessa aos objetivos
da andlise (TIBOLA et al., 2018). Para espectros de RMN de *H podem ser utilizados
0S pré-processamentos: algoritmo para alinhamento de espectros pelo método de
Correlation Optimized Warping (COW), correcéo de linha de base usando algoritmo
de ajuste linear, normalizacao, centralizacdo em torno da média, autoescalonamento
e escala de Pareto (ALVES FILHO et al., 2018b; DUTRA et al., 2020). A correcao da
linha de base e o processamento de normalizacdo séo aplicados sobre os espectros
para reduzir erros analiticos e ruido de espectro (ALVES FILHO et al., 2018b). Ja o
processamento de centralizacdo em torno da média € aplicado sobre as variaveis
(sinal de um composto) para fornecer melhores diferencas entre as amostras (ALVES
FILHO et al., 2018b). Nesse processamento é calculado o valor médio de cada coluna
da matriz de dados e esse valor é subtraido de cada um dos valores da respectiva

coluna (FERREIRA, 2015). A distribuicdo de cada variavel passa a ter média zero,
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com isso é ajustado as diferencas no deslocamento entre metabdlitos de alta e baixa
abundancia (espectro médio) (TIBOLA et al., 2018; VAN DEN BERG et al., 2006). Por
sua vez, o autoescalonamento inclui a “centragem na média”, e em seguida, cada
elemento é dividido pelo desvio-padrdo da respectiva coluna. Consequentemente,
todas as variaveis terao média zero e variancia um, o que dara a elas pesos iguais,
independentes de suas escalas naturais (DUTRA et al., 2020). Por outro lado, a escala
de Pareto é semelhante ao autoescalonamento, mas em vez do desvio padréo, é
utilizada a raiz quadrada do desvio padrao como o fator de escala (VAN DEN BERG
et al., 2006). Assim, os sinais de maior intensidade sdo diminuidos mais do que os
sinais de menor intensidade em relacdo aos dados centrados na média (DUTRA et
al., 2020; VAN DEN BERG et al., 2006).

Os mais importantes métodos exploratérios sdo a Analise de Componentes
Principais (PCA) e Analise de Agrupamentos Hierarquicos (HCA) (BARROS NETO et
al., 2006). A PCA reduz a dimensionalidade de um conjunto de dados, preservando o
maximo de variabilidade possivel (FERREIRA, 2015). Isso significa em encontrar
novas variaveis que sao fungdes lineares daquelas no conjunto de dados original, as
guais maximizam sucessivamente variancia e que nao séo correlacionadas entre Si
(ortogonais) (JOLLIFFE & CADIMA, 2016).

No método de PCA, a matriz de dados Xnm) (espectros) formada por n
linhas (amostras) e m colunas (deslocamento quimico) € decomposta por algoritmos
matematicos em um produto de duas matrizes: matriz de escores T(,a) € matriz de
loadings (pesos) Pm.a) (JOLLIFFE & CADIMA, 2016). O célculo dessas matrizes pode
ser realizado por 3 métodos diferentes: 1) Decomposicdo por Valores Singulares
(SVD); 2) Diagonalizacdo da matriz de correlacdo (ou variancia-covariancia) e 3)
Algoritmo NIPALS (Non-linear Iterative Partial Least-Squares). Considera-se que o
método SVD seja a técnica mais precisa e estavel para o célculo das componentes
principais (FERREIRA, 2015). A decomposi¢cdo em valor singular das matrizes de
escores e pesos ocorrem simultaneamente de acordo com a equacao 1:

X=tipli+topTa+..tap'a+E=TPT+E (1)

Sendo t1 e p1 0s vetores de escores e pesos da primeira PC,
respectivamente. A é o niumero de PCs e E a matriz de residuos contendo a variancia
nao explicada incluidos no modelo PCA (TIBOLA et al., 2018).
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Portanto, a primeira componente principal (PC1) é a combinagéo linear de
maxima variancia (isto é, de maxima informacao). A segunda componente (PC2) é de
maxima variancia ortogonal a PC1. A terceira componente é de maxima variancia e
ortogonal as duas primeiras PCs, e assim por diante. As PCs sdo sempre modeladas
em ordem decrescente de variancia explicada e, por vezes, a informagao fica
concentrada nas 2 ou 3 primeiras PCs (BARROS NETO et al., 2006, TIBOLA et al.,
2018).

Por outro lado, a HCA nao envolve uma etapa de reducdo da
dimensionalidade dos dados. Esse método é usado para analisar agrupamento de
amostras (clusters) de maneira hierarquica de acordo com a similaridade entre
amostras em forma de dendograma (TIBOLA et al., 2018). Por isso, ndo informa as

variaveis relacionadas a discriminagdo das amostras (BALTHAZAR et al., 2021).

2.6 Determinacao qualitativa e quantitativa de compostos organicos por RMN de
H

A espectroscopia de RMN é amplamente utilizada para a elucidacéo
estrutural de substancias organicas e sintéticas (WATANABE et al., 2016). A RMN de
'H detecta os diferentes tipos de hidrogénios em uma molécula através do
deslocamento quimico (8) e acoplamento spin - spin (J), como também determina a
guantidade de H contido na mesma. Essa informacdo € obtida pela area sob cada
sinal, o qual é proporcional ao numero de nudcleos que absorvem energia de
radiofrequéncia referente a este sinal (PAVIA et al., 2010). Uma vez que a intensidade
integrada é proporcional ao namero de hidrogénios, o Comité Consultivo de
Quantidade de Matéria (CCQM), o qual é responsavel pela metrologia quimica em
todo o mundo, avaliou a RMN quantitativa de Hidrogénio (RMNg de *H) como um
método de medicao primaria. Esse método fornece resultados diretamente rastreaveis
ao Sistema Internacional de Unidades (Sl) sem precisar de padr6es ou materiais de
referéncia intermediarios, nem de fatores de correcdo empiricos (GARRIDO &
CARVALHO, 2015; WOLLINGER & GARRIDO, 2019). Para que esta propriedade seja
mantida, ha requisitos necessarios a serem seguidos como 0 manuseio correto dos

equipamentos, calibracdo adequada e uso de padrdes com rastreabilidade ao Sl
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capazes de serem usados para produzir resultados comparaveis com aqueles obtidos
em qualquer ponto do Globo (WOLLINGER & GARRIDO, 2019).

Nesse contexto, para a realizacao da analise quantitativa é desnecessaria
a construcao de uma curva de calibracdo, como também o emprego de padrées de
referéncia idénticos aos analitos (SANTOS & COLNAGO, 2013), desde que essa
substancia contenha o nucleo utilizado na andlise, como por exemplo, o H
(WOLLINGER & GARRIDO, 2019). Outra vantagem, é que ndo ha a necessidade de
utilizar um padréo interno, eliminando a possibilidade de interagcdo entre padrao e
amostra (GARRIDO & CARVALHO, 2015). Por isso, a utilizacdo de um padréao externo
tem sido mais adequado para a quantificacdo de substancias em matrizes complexas
(RAMOS et al., 2019; SOUZA et al., 2020). Além disso, a RMN é uma técnica nao
destrutiva e possibilita a medigcdo em mistura de varios analitos simultaneamente, sem
a necessidade prévia de isolamento (HOHMANN et al., 2014; SANTOS & COLNAGO,
2013). Estudos tém demonstrado que a RMNq de 'H fornece concentracdes
consistentes e confiaveis quando comparado com o CLAE-DAD em extratos de
espécies vegetais (LUND et al., 2020).

Para uma quantificacdo precisa e reprodutivel, primeiramente é importante
a identificagdo da substancia utilizando a RMN qualitativa e/ou outras técnicas, por
exemplo a Espectrometria de Massas. Posteriormente, confirmar a massa molar (M)
e 0 numero de hidrogénio (s) envolvido (s) ao sinal que sera integrado. Em seguida,
adquirir um espectro com o solvente deuterado que solubilize toda a amostra, a fim
de verificar que o referido sinal que sera integrado esteja livre de interferentes
(HOLZGRABE, 2010; WOLLINGER & GARRIDO, 2019).

A ferramenta ERETIC 2 (Electronic Referencing to Access In Vivo
Concentrations) é um nome comercial da marca Bruker® para a quantificacdo por
RMNg de 'H e é baseada no método PULCON (PUIse Length-based CONcentration
determination methodology) (TYBURN & COUTANT, 2016). Esse método
correlaciona as intensidades absolutas em dois espectros de RMN unidimensionais
(1D) pelo principio da reciprocidade, o qual afirma que a intensidade do sinal de RMN
€ inversamente proporcional ao comprimento do pulso de 90° (GARRIDO &
CARVALHO, 2015; WATANABE et al., 2016). Ap0s a sintonizagdo da sonda e
homogeneiza¢cdo do campo magnético com a amostra a ser determinada, o pulso de

radiofrequéncia de 360° € medido. Para resultados quantitativos apds o pulso de 90°,
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€ necessaria a relaxacado completa de todos os spins e um tempo de espera (D1) de
no minimo cinco vezes a constante de tempo de relaxacdo longitudinal (T1)
(CLARIDGE, 2009; COLNAGO & ANDRADE, 2017). Esse tempo de espera
corresponde a recuperacao da magnetizacao em 99,33% para que 0s spins estejam
na condi¢do de equilibrio térmico antes do préximo pulso e a informagéo quantitativa
no espectro seja mantida (CLARIDGE, 2009). A medida de T: depende de fatores
como concentracdo da amostra, solvente, temperatura e ambiente quimico dos spins
nucleares (WOLLINGER & GARRIDO, 2019). A sequéncia de pulso inversao-
recuperacao é a mais usada para medir T1 (Figura 7). Essa sequéncia consiste em um
pulso de 180°, que inverte a magnetizacdo, seguida por um pulso de 90° para medir
a intensidade do FID (180° - t - 90°) (COLNAGO & ANDRADE, 2017). Normalmente,
€ necessaria a supressao de agua através de sequéncias de pulso como
WATERGATE, zgpr, dentre outras. Tendo medido a amostra de referéncia de
concentracdo conhecida, centenas de substancias podem ser quantificadas
(HOLZGRABE, 2010).

Figura 7 — Sequéncia de pulso de inversdo-recuperacao

180° 90°

D1 D7
40 35

Mc

F1

Fonte: a autora.

O quadro 2 apresenta os parametros de aquisicdo que precisam ser
otimizados para a analise quantitativa, segundo (HOLZGRABE, 2010; PAULI et al.,
2005; WOLLINGER & GARRIDO, 2019).

Quadro 2 — Otimizacg&o dos paradmetros de aquisi¢édo recomendados para a RMNg de *H

(Quadro 2)
Pardmetros Valor/recomendacgao Referéncia

WOLLINGER &
GARRIDO, 2019.

Janela espectral (SW [ppm]) > 20 ppm
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(Quadro 2)

Parametros

Pontos no Dominio do Tempo (TD)

Valor/recomendagéao Referéncia
32k HOLZGRABE, 2010.
64 k

PAULI et al., 2005.

Rotacédo do tudo

Shimming

(homogeneidade do campo magnético)

Sem rotacdo
largura < 1Hz

(na metade da altura do sinal)

WOLLINGER &
GARRIDO, 2019.

Experimento de supresséo de solvente

Sequencias de pulsos zgpr ou

zgcppr ou noesyprld ou

SOUZA et al., 2020;
TAVARES & FERREIRA,

(PULPROG) WATERGATE ou 2006; TYBURN &
NOESYGPPR1D COUTANT, 2016.
HOLZGRABE, 2010;
Tempo de aquisicao (AQ) 225-4(s) PAULI et al., 2005;
WOLLINGER &
GARRIDO, 2019.
150 - 45° PAULI et al., 2005.
Largura do pulso [us] 30° HOLZGRABE, 2010.
WOLLINGER &
90°

GARRIDO, 2019.

Centralizagdo do pulso (offset)

Na frequéncia média dos sinais

integrados

HOLZGRABE, 2010;
WOLLINGER &
GARRIDO, 2019.

Intervalo de relaxagéo (D1 [s])

(intervalo entre os pulsos)

5 x T1 (recuperacgéo de 99,33%
da magnetizagao).

CLARIDGE, 2009.

10 x T1 (recupera mais de
99,995% da magnetizagdo).
(Considerar T1 mais longo do
espectro)

T1 (constante de relaxagéo
longitudinal).
Para valores de T1 utilizar a
sequéncia de pulso de inversao-

WOLLINGER &
GARRIDO, 2019.

Numero de transientes (NS)

recuperacao.
Relagdo S/R mais apropriado HOLZGRABE, 2010.
128 - 1024 PAULI et al., 2005.

Rela¢do S/R > 1000

WOLLINGER &
GARRIDO, 2019.

Funcéo de apodizacéo (LB [Hz])

0,1-0,3

HOLZGRABE, 2010;
PAULI et al., 2005.

Faseamento

Manual

PAULI et al., 2005.
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(Quadro 2)

Parametros

Valor/recomendagao

Referéncia

Correcéo de linha de base

Funcéo polinominal
(Otimizado manualmente)

PAULI et al., 2005.

Aquisicdo do mesmo tubo

>3
(Medidas independentes)

GARRIDO &
CARVALHO, 2015.
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3 OBJETIVOS

Objetivo Geral

Identificar e quantificar os principais constituintes dos extratos secos das
folhas de espécies vegetais conhecidas como pedra-ume-caa e avaliar a atividade

antidiabética em modelos experimentais in vitro e in vivo.

Objetivos Especificos

e Caracterizar os principais compostos presentes nos extratos secos das
folhas das espécies vegetais Myrcia multiflora (Lam.) DC., M. amazonica DC., M.
guianensis (Aubl.) DC., M. sylvatica (G. Mey) DC., Eugenia punicifolia (Kunth) DC. e
E. biflora (L.) DC.;

e Quantificar as substancias identificadas nesses extratos por RMNq de
1H;

e Construir um modelo quimiométrico exploratorio a partir dos dados de
RMN de H;

e Verificar com base nos marcadores quimicos previamente selecionados
se as amostras comerciais adquiridas se assemelham quimicamente as espécies de
pedra-ume-caa,;

e Determinar a atividade antiglicante e inibitéria desses extratos frente as
enzimas a-glucosidase, a-amilase e lipase;

e Avaliar a propriedade antioxidante e determinar o teor de fendis totais;

e Auvaliar a citotoxicidade desses extratos;

e Determinar o efeito inibitério da enzima o-glucosidase dos extratos
secos das folhas das espécies E. punicifolia e E. biflora em modelo experimental in
Vivo;

e Estudar o efeito hipoglicemiante dos extratos secos das espécies M.

multiflora e E. biflora em modelo experimental in vivo.
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 Reagentes, padrdes, solventes e equipamentos

4.1.1 Analises quimicas

As analises cromatograficas foram realizadas no cromatografo analitico
modelo Surveyor Plus®, com detector DAD (Thermo Scientific®, Waltham, MA, EUA)
acoplado ao Espectrometro de massas, modelo LCQ Fleet, com fonte APCI e ESI
(Thermo Scientific®). O fracionamento cromatografico foi realizado no cromatégrafo
liquido semipreparativo, com detector UV/VIS (LC-6AD, Shimadzu®). O solvente
metanol de alta pureza foi adquirido de Tedia (Fairfield, OH, USA).

Os experimentos de RMN 1D e 2D foram realizados no espectrometro
equipado com sonda multinuclear de observacéo direta de 5 mm (Bruker® Avance Il
HD 11,74 T, BBFO Plus SmartProbe™) (New York, NY, USA) a 25,0 °C. Os solventes
deuterados metanol, dimetilsulfoxido, tetrametilsilano (TMS) e trimetilsilil-2,2,3,3-d4
propionato de sédio (TMSP-d4, D, 98,0%) foram adquiridos de Cambridge Isotope
Laboratories Inc. (CIL, Andover, Massachusetts, USA). As analises por RMN, CLAE-
EM e CLAE semipreparativo foram realizadas na Central Analitica da Universidade
Federal do Amazonas.

As andlises por CLAE-EMAR foram realizadas no CLAE (Shimadzu®,
Tokyo, JP) acoplado ao espectrometro de massas micrOTOF-Q Il (Bruker Daltonics®,
Fremont, CA, USA) do Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular da
Universidade Federal do Parana, em colaboracdo com a profa. Dra. Francinete R.

Campos e Dra. Flavia L. D. Pontes.

4.1.2 Ensaios experimentais in vitro

Os ensaios experimentais in vitro foram realizados na Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas da UFAM sob a coordenacéo do prof. Dr. Emerson S. Lima.
Esses experimentos foram realizados juntamente com o doutorando Leonard D. R.
Acho e o ensaio de citotoxicidade e antioxidante celular em célula MRC-5 foi realizado
pela MSc. Barbara Janaina P. da Silva.

Os reagentes, padrdes e solventes utilizados foram: quercetina, 4-nitrofenil
a-D-glucopiranosideo, acarbose, orlistate, glioxal, solugdo salina tamponada com
fosfato (PBS), albumina de soro bovina (BSA), aminoguanidina, frutose, pos de

acetona intestinal de rato, lipase pancreética, a-amilase isolada de Aspergillus oryzae,
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resazurin, penicilina-estreptomicina, 2’,7’-diclorofluoresceina diacetate, Triton-X,
acido tiobarbitario e 1,1,3,3-tetraetoxipropano foram adquiridos da Sigma-Aldrich (St
Louis, MO, EUA). A linhagem celular MRC-5 (cultura de fibroblasto de pulméao
humano) foi obtida do Banco de Célula do Rio de Janeiro (RJ, Brasil). Os Kkits
diagnésticos de ureia, acido urico, colesterol, triglicerideos, creatinina, aspartato
aminotransferase (AST) e alanina aminotransferase (ALT) foram adquiridos de Wiener
Lab. (Rosario, Argentina). Os equipamentos utilizados foram: leitor de microplacas
(DTX 800, Beckman Coulter), analisador automatizado de Quimica Clinica ChemWell®
2902 (Awareness Technology, Inc., FL, USA) e espectrometro T70 UV/VIS (PG
Instruments Ltd, Lutterworth, GB).

Os ensaios dos extratos para as atividades de sequestro dos radicais
DPPH*®* e ABTS** e 0 ensaio de teor de fendis totais foram realizadas na Central
Analitica da UFAM sob a superviséo da profa. Dra. Jaqueline de A. Bezerra (IFAM).
Os reagentes utilizados foram: Folin Ciocalteu, acido 6-hidroxi-2,5,7,8-
tetrametilcroman-2-carboxilico, 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH?®), acido 2,2’-azino-
bis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico), sal de diamonio (ABTS**) e carbonato de sddio
foram adquiridos da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA). Esses ensaios foram
realizados utilizando um leitor de microplaca EIx800 (Biotek Instruments, Winooski,
VT, USA).

4.1.3 Ensaios experimentais in vivo

Os ensaios experimentais in vivo foram realizados no laboratério
experimental do Biotério Central da UFAM juntamente com o doutorando Leonard D.
R. Acho e supervisdo do prof. Dr. Emerson S. Lima. Os reagentes utilizados nos
experimentos foram: estreptozotocina, nicotinamida, acarbose e maltose adquiridos
da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA).
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4.2 Delineamento experimental

O Esquema 3 representa a metodologia empregada no trabalho de pesquisa.

Esquema 3 — Delineamento experimental das atividades desenvolvidas no estudo com as espécies de pedra-ume-cad e amostras comerciais

Embrapa Amazénica Ocidental - AM

Enzimaticos:
a-glucosidase

a-amilase (SUBRAMANIAN et al., 2008). <]
Lipase (SLANC et al., 2009).

Modelo GO + BSA

(KIHO et al., 2004).
Antiglicante «

Modelo frutose + BSA
(KIHO et al., 2004).

Radical livre DPPH*
(MOLINEUX, 2014)

Cation radical ABTS**

(RE etal, 1999) Antioxidante <

Fenois totais
(VELIOGLU et al., 1998)

Viabilidade celular (MRC-3)

Cultura de

(NAKAYAMA et al., 1997). !
células

Antioxidante celular (MRC-5)
(WOLFE & LIU, 2007)

l

Ensaios

l

in vivo

in vitro «—

Selecdo das espécies

Coleta

Folhas
10 espécies vegetais

Secagem
Pulverizagao

Infusdo das folhas
(triplicata)

Area de Prote¢do Ambiental de Algodoal-
Maiandeua- PA

Reserva Florestal Adolpho Ducke - AM

Myrcia multiflora
APA-PA

Extrato seco

Eugenia punicifolia

Fracionamento

Extrato seco

|

Analise exploratoria
dos espectros de
RMN de 'H

|

Teste de tolerancia oral
a maltose

|

Teste de atividade
hipoglicemiante crénico

L:Estimativa de peroxidagao lipidica
Analises bioquimicas
Analises histolégicas

I— Extrato seco

Embrapa - AM
l Subste"mciaslv
Analises por RMN e Quantificacao
CLAE-EMAR RMN de 'H
(PULCON)

|

Infusdo das folhas secas
(triplicata)

]

Amostras comerciais
adquiridas de pedra-ume-caa
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4.3Coleta e identificacdo do material botanico

A coleta foi registrada junto ao Ministério de Meio Ambiente (MMA),
plataforma SisGen (Sistema Nacional de Gestdo do Patriménio Genético e do
Conhecimento Tradicional Associado) sob o N°. A65FDED de 17 de outubro de 2018.
Além disso, esse projeto foi registrado junto ao Ministério de Ciéncia, Tecnologia,
Inovacbes e Comunicagdes (MCTI), plataforma SisBio (Sistema de Autorizacdo e
Informacédo em Biodiversidade) sob o N°. 63.975-1 de 29 de junho de 2018.

As espécies vegetais foram selecionadas a partir do levantamento
bibliografico sobre as espécies de pedra-ume-caa (Figura 4, p. 35), segundo
(CASCAS et al., 2015; DA SILVA et al., 2015; JORGE et al., 2000).

A coleta das folhas de Myrcia multiflora e Eugenia punicifolia (junho/2018)
foram realizadas pelo Dr. Francisco Célio Maia Chaves na Empresa Brasileira de
Pesquisa Agropecuaria — Embrapa Amazonia Ocidental, localizada na Rodovia AM-
010, Km 29 (2° 53' 23"S 59° 58' 26"0). As exsicatas foram depositadas no Herbario
HUAM da UFAM pela curadora Maria Rosalba da Costa Bilby (Tabela 1).

Em julho de 2018 foi realizada a coleta das folhas de Myrcia sylvatica, M.
amazonica, Eugenia punicifolia, M. multiflora, E. biflora e M. guianensis. Todas as
plantas foram identificadas e coletadas pelo prof. Dr. Alessandro Silva do Rosério na
llha Algodoal/Maiandeua (Area de Protecdo Ambiental), localizada no municipio de
Maracand, Para (0°45’ 55”S 47° 27° 00”0), e depositadas no Herbario Profa. Dra.
Marlene Freitas da Silva (MFS), da Universidade Estadual do Para (UEPA) (Tabela
1).

A coleta das folhas de Eugenia punicifolia e Myrcia sylvatica foi realizada
na Reserva Florestal Adolpho Ducke (RFAD), localizada na rodovia
Manaus/Itacoatiara — AM-010 (janeiro/2019). Os materiais vegetais foram obtidos do
mesmo individuo e coletados pelo parataxomomista José Edmilson da Costa Souza.
Essas espécies vegetais foram identificadas no Projeto Flora da Reserva Ducke e
possuem exsicatas depositadas no Herbario do Instituto Nacional de Pesquisas da
Amazonia (INPA) (Tabela 1).
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A Tabela 1 apresenta as informagfes sobre as espécies vegetais coletadas

com seus respectivos cédigos utilizados neste estudo.

Tabela 1 — Espécies vegetais, local de coleta, nimeros das exsicatas e cédigos utilizados para o estudo

Espécies Més/ano de coleta Local de coleta N° da exsicata Cadigo
M. multiflora Embrapa Amazénia Ocidental 11454 MmEAQ
Junho/2018
E. punicifolia Manaus-AM 11455 EpEAO
M. sylvatica MFS008199 MsylAPA
M. amazdnica MFS008200 MamAPA
E. punicifolia Area de Protecdo Ambiental MFS008201 EpAPA
Julho/2018 .
M. multiflora Maracana-PA MFS008202 MmMAPA
E. biflora MFS008203 EbAPA
M. guianensis MFS008204 MguAPA
E. punicifolia Reserva Florestal Adolpho 177693 EpRAD
Janeiro/2019 Ducke
M. sylvatica 191789 MsylRAD
Manaus-AM

4.4Preparacao dos extratos secos das espécies vegetais coletadas

As folhas das espécies foram secas em estufa de ar circulante por 120 h a
40,0 °C (DelLeo Equipamentos Laboratoriais, Porto Alegre, RS, BR). As folhas foram
trituradas no liquidificador industrial Oster®. A obtencdo do cha foi realizada por
infusdo com um litro de agua destilada (90,0 °C + 2 °C) sobre 20 g de folhas trituradas
(2,0%, m/v), mantido repouso por 30 min a temperatura ambiente (25,0 °C)
(COMMITTEE ON HERBAL MEDICINAL PRODUCTS, 2010). Esse processo foi
realizado em triplicata. Ap6s a filtracdo, os chas foram secos por atomizacao
empregando spray dryer (LabMag, LM-MSD 1.0), com 0s seguintes parametros:
vazdo do ar comprimido para atomizagéo de 30,0 L min~i, vazdo do ar de secagem:
3,80 L min~%, fluxo de alimentacdo: 0,41 L h™!, temperatura de entrada do ar 90,0 °C e
temperatura de saida do ar da camara de secagem 70,0 °C, empregando um diametro
do atomizador de 0,70 mm. A preparacao dos chas e a secagem foram realizados no
mesmo dia. Os extratos secos foram armazenados em frascos de vidro lacrados a
—-20,0 °C.
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4 5Amostras comerciais

As amostras comerciais foram adquiridas em dois mercados em Manaus
(Mercado Adolpho Lisboa e Feira Modelo da Compensa), no mercado Ver-o-Peso
(Belém-PA), em duas lojas de produtos naturais em Belém-Parda e no Mercado
Municipal em Goiania-GO. A Tabela 2 apresenta as codifica¢des, informacgdes no
rétulo da embalagem e origem da aquisicdo das 17 amostras comerciais adquiridas.

Tabela 2 — Amostras comerciais de pedra-ume-ca4, informacédo no rétulo e origem da aquisi¢éo

Cadigo Informacgdes no rétulo Origem da aquisicéo
C1l-AM )
Pedra-ume-caa (Myrcia sphaerocarpa) Feira Modelo da Compensa
C2-AM (Manaus-AM)
C3-PA Pedra-ume-caa (Informagéo dada pelo lojista) Estabelecimento comercial de
C4-PA Folhas secas de pedra-uma-caa & venda por quilo fitoterapicos (Beléem-PA)
C5-PA
C6-PA
C7-PA
C8-PA
Pedra-ume-caa Mercado Ver-o-Peso
C9-PA (Identificacao a caneta esferografica em papel comum) (Belém-PA)
C10-PA
C11-PA
C12-PA
Cha da Vida
C13-GO Ervas Naturais
(insulina, pata de vaca, pau ferro, pau tenente, graviola, cana
do brejo e berinjela) Mercado Municipal de Goiania
Produto Natural (Goiania-GO)
7 sangria, jurubeba, pedra-ume-cad, carqueja, cajueiro, pau
C14-GO ( 9. J p que) _ J p
de ferro, jambol&o, ypé roxo, alcachofra, salsaparrilha, erva de
burgrem chapéu de couro).
Mercado Municipal Adolpho
C15-AM Pedra-ume-caéa (Myrcia sphaerocarpa) Lisboa
(Manaus-AM)
C16-AM Pedra-ume-cad (Insulina vegetal) Mercado Municipal Adolpho
C17-AM Informag&o dada pelo vendedor Lisboa

(folhas secas com galhos finos) (Manaus-AM)

56



As amostras adquiridas em Goiania sao misturas de plantas capsuladas e
as demais sdo folhas secas embaladas. As amostras adquiridas nas bancas do
Mercado Ver-0-Peso foram embaladas adequadamente e as amostras com rétulo
foram mantidas em suas embalagens originais (Figura 8). Essas amostras ficaram
mantidas na temperatura de 18,0 °C — 20,0 °C e sob controle de umidade de 50%. Os
chéas foram preparados de acordo com protocolo das matrizes vegetais nativas (2,0
%, m/v) descrito em 4.4. Esse processo foi realizado em triplicata. Apés a filtracdo os
chas foram secos por liofilizagdo (Alpha 1-2 LD Plus, Martin Christ
Gefriertrocknungsanlagen GmbH, Osterode am Harz, Alemanha).

Figura 8 — Amostras comerciais de pedra-ume-cad adquiridas em
Manaus-AM e Belém-PA

Zo |-
! ¢
g o

Fonte: A autora.

4.6 Andlises por CLAE-EMAR

As andlises por CLAE-EMAR dos extratos secos das dez espécies de
pedra-ume-cad e dos dezessete extratos secos das amostras comerciais foram
realizadas em um Cromatografo Liquido de Alta Eficiéncia (CLAE), com um
amostrador automatico mantido a 10 °C, acoplado ao Espectrémetro de Massa de Alta
Resolucdo qTOF/MS-MS. A separacéo dos compostos foi realizada em coluna de 150
x 4,6 mm (Phenomenex®, Synergi Fusion-RP 80, tamanho de particula 4 um) mantida

a 40 °C. Para o modo positivo, o gradiente de eluicdo consistiu na fase binaria agua
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(A) e metanol (B), ambos contendo acido férmico 0,1%: 0 — 28 min (20% — 100% B),
28 min — 38 min (100% B), 38 min — 48 min (100% — 20% B), 48 min — 55 min (20 %
B). Para o modo negativo, o gradiente de eluicao consistiu na fase binaria agua (A) e
metanol (B), ambos contendo &cido formico 0,1% e formiato de amdnio 3 mM. O modo
de eluigéo foi o seguinte: 0 — 28 min (20% — 90% B), 28 min — 38 min (90% B), 38 min
— 48 min (90% — 20% B), 48 min — 55 min (20% B). Para ambas as condi¢des, o fluxo
foi de 200 uL min~te o volume de injecdo da amostra foi de 2,0 yL. As andlises de
EMAR foram realizadas em uma fonte de ions ESI usando as seguintes configuracdes
do instrumento: nitrogénio como gas nebulizador a 2,0 bar; nitrogénio como o gas de
secagem (fluxo de 6,0 L min't) a 180 °C; o potencial capilar foi de 3,5 kV para o modo
negativo; e 4,5 kV para o modo positivo. A faixa de aquisi¢cao foi de m/z 100 — 1000.
O instrumento foi calibrado com formiato de sddio. A aquisicdo de dados foi realizada

usando o software Compass Data Analysis 4.1 (Bruker®).

4.7 Andlise semipreparativa por CLAE

Os extratos secos de M. multiflora (MmAPA) e E. punicifolia (EpEAQO) foram
selecionados para o fracionamento, visando ter como referéncia para a identificagdo
dos metabdlitos nos extratos secos das demais espécies de pedra-ume-caa.

O extrato seco de M. multiflora (MmAPA) (30,0 mg) foi solubilizado em 200
puL de MeOH:H20O (1:1). Posteriormente, foi submetido a cromatografia liquida
semipreparativa de fase reversa (LC-6AD, Shimadzu®) com uma coluna C18 Luna (5
um; 250 x 15 mm, Phenomenex®) e um detector UV-VIS (SPD-20AV, Shimadzu®). O
volume de injecéo foi de 150 pL e a taxa de fluxo foi fixada em 3,5 mL min=2. O sistema
de solvente usado foi iniciado com 20% de MeOH:H20 (acido formico a 0,1%, v/v) e
aumentou para 100,0% de MeOH ao longo de um periodo de 46 min, e foi entdo
mantido a 100,0% de MeOH durante 10 min. RP-HPLC-UV semipreparativa (260 nm
e 350 nm) foi realizada trés vezes seguidas. Doze compostos foram identificados por
RMN em nove fracdes coletadas apos a separacdo cromatogréfica [7 (tr 9,16 — 9,98
min, 5,2 mg), 9 e 10 (tr 11,0 — 13,4 min, 4,5 mg), 13 (tr 16,3 — 17,7 min, 7,9 mg), 16
(tr 20,9 — 21,8 min, 3,6 mg), 17 (tr 21,8 — 22,8 min, 1,0 mg), 19 (tr 22,8 — 23,7 min,
2,6 mg), 20 e 21 (tr 23,7 — 24,6 min, 3,6 mg), 22 e 23 (tr 25,8 — 27,0 min, 4,3 mg) e
26 (tr 27,5 — 29,7 min, 4,3 mqg)] (Tabela 5).
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O extrato seco de Eugenia punicifolia (EpEAO) (30,0 mg), também foi
solubilizado em 200 uL de MeOH:H20 (1:1) e submetido ao fracionamento
cromatografico. O volume de injecao foi de 150 uL e a taxa de fluxo foi fixada em 3,5
mL min-t. O sistema de solvente usado iniciou com 50% de MeOH:H20 (acido férmico
a 0,1%, v/v) e aumentou para 100% de MeOH ao longo de um periodo de 33 min, e
foi entdo mantido a 100% de MeOH durante 10 min. RP-HPLC-UV semipreparativa
(260 nm e 350 nm) foi realizada dez vezes seguidas. Seis compostos foram
identificados por RMN em cinco fragbes 17 (tr 7,5 — 8,5 min, 2,9 mg), 19 (tr 8,5 —
9,5min, 4,5 mg), 21 (tr 12,5 — 14,0 min, 1,7 mg), 22 e 23 (tr 14,0 — 17,0 min, 1,5 mg)
e 26 (tr 18,6 — 22,0 min, 1,8 mg)]. A fracdo 1 (143,0 mg) coletada no tr 2,5 — 5,0 min
foi submetida ao fracionamento, com a mesma taxa de fluxo, e 0 mesmo sistema de
solvente, sendo que de 0 — 13 min (10% — 50% B), 13 min — 27 min (100% B), mantido
por mais 10 min. Os compostos 5 (tr 10,0 — 11,0 min, 1,8 mg) e 11 (tr 13,0 — 13,5 min,
3,0 mg) foram identificados por RMN de 1D e 2D (Tabela 5).

4.8Analises por RMN
4.8.1 Analise qualitativa por RMN

Os extratos secos das espécies vegetais de pedra-ume-caa e os dezessete
extratos secos das amostras comerciais (10,0 mg) foram analisados por RMN 1D (*H)
e 2D (COSY, HSQC e HMBC) utilizando um espectrémetro Bruker® Avance Il HD 500
MHz para 'H e 125 MHz para 3C em DMSO-ds (530,0 uL), a 25,0 °C. Adicionalmente,
foram realizados experimentos bidimensionais dos extratos secos de pedra-ume-caa
em CD3OD (530,0 pL). As fracdes obtidas do fracionamento cromatografico de
MmAPA e EpEAO foram analisadas em 530 uL CD3OD (Figuras S34-S63, p. 206-235;
Figuras S67-S84, p. 239-256). Para todos os espectros de *H foi realizada supresséo
de sinal residual de agua (sequéncia de pulso zgpr) e os experimentos bidimensionais
foram realizados utilizando a sequéncia de pulso padrao do espectrometro. O TMS foi
utilizado como referéncia interna (6 0,00). Os espectros foram processados no

software TopSpin™ 4.0.6.
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4.8.2 Andlise quantitativa por RMN de H

Para a andlise quantitativa por RMN de 'H foi utilizada a ferramenta
ERETIC 2 (Electronic Referencing to Access In Vivo Concentrations) do software
TopSpin™ 4.0.6., que esta baseada no método PULCON (TYBURN & COUTANT,
2016).

O padréo externo tereftalato de dimetila (TDM) foi emitido pela Divisao de
Metrologia Quimica e Térmica (Inmetro, RJ, Brasil) sob o nimero DIMCI1507/2019
(pureza certificada, 99,988 + 0,060%). Este padrao foi preparado em CD3OD com
TMSP-ds (1,23 mM, D, 98,0%), e também em DMSO-ds (TMS, = 99,0% de pureza)
(n=3). Os espectros de 'H foram adquiridos utilizando a sequéncia de pulso zgpr
(supresséo de sinal residual de agua), sem rotacdo de amostra. A calibracéo do pulso
de 90° foi realizada para todas as amostras utilizando a sequéncia de pulso de 90°
(zg). A constante de tempo de relaxacdo longitudinal (T1) foi determinada pelo
experimento Inversao-Recuperacéo (tlirld). Os parametros de aquisicdo de RMN de
'H foram padronizados como tempo de aquisicdo (AQ) de 3,27 s, digitalizacéo de
ponto de dados no dominio do tempo (TD) de 64 k e uma janela espectral de 19,99
ppm.

As amostras dos extratos secos de M. multiflora (MmAPA/MmMEAOQO), E.
punicifolia (EpEAO) e E. biflora (EbAPA) foram preparadas em quadruplicata. A
solucéo foi submetida ao ultrassom por 5 min (25,0 °C) e, em seguida, transferida para
o tubo de RMN de 5 mm de diametro. Os espectros de RMN das amostras de *H foram
adquiridos utilizando a sequéncia de pulso zgpr em temperaturas nas quais foi
observado melhor shimming de campo. A calibracéo do pulso de 90° (experimento zg)
e a medida de T1 dos hidrogénios de cada composto foi determinada pelo experimento
Inversdo-Recuperacédo (tlirld). Os parametros de aquisicdo de RMN de 'H foram
padronizados com AQ de 3,27 s, TD de 64 k, NS de 128 e uma janela espectral de
19,99 ppm. Os demais parametros de aquisicdo das analises quantitativas estéo

descritos na Tabela 3.
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Tabela 3 — Preparo amostral e parametros de aquisi¢io das andlises quantitativas por RMNq de *H

Concentracéo
Padréo/ )
Sinal (ppm) D1 (s) RG (mM)/ Solvente T (°C)
Extrato
Massa (mg)
CDs0D
8H 3,94; 61 8,10 40,0 144 24,95 mM
(600 pL)
TDM 5,0
DMSO-ds
on 3,89 25,0 128 28,66 mM
(530 uL)
EpEAO & 5,25 17,0 DMSO-ds
128 10,0 mg 25,0
EbAPA/MMEAO dn 4,47 15,0 (530 uL)
oH 5,29; 61 5,32;
dH 6,66; 61 7,69; 34,0 15,0
on 7,83. CDs0D
MmAPA 80,6 20,0 mg
on 5,30; 6n 5,33; (600 uL)
dn 6,64; 6H 6,67; 30,0 27,5

oH 7,69; on 7,82

TDM: padrao tereftalato de dimetila; EAO (coleta realizada na Embrapa-AM), APA (coleta realizada na
APA-Pard), Eb (E. biflora), Ep (E. punicifolia) e Mm (M. multiflora).

Em todas as aquisicOes experimentais, a calibracdo do pulso de 90° foi
realizada até que um sinal nulo (pulso de 360° fosse obtido (GARRIDO &
CARVALHO, 2015) (Figuras S1-S14, p. 183-193 e Tabela S1, p. 185). Todos os
experimentos foram realizados sem rotagcdo de amostra, e o ganho do receptor,
tunning, maching e shimming de campo foram automaticamente otimizados antes de
cada aquisicdo (GARRIDO & CARVALHO, 2015). Para todos 0s espectros os ajustes
de fase e correcao de linha de base foram realizados de forma manual, como também,
4.0.6 foi usado para o

as integracbes dos sinais. O software TopSpin™

processamento dos espectros de RMN.

4.9Anadlise exploratoria dos dados
4.9.1 Aquisicéo dos espectros de RMN de 'H

Os extratos secos das espécies de pedra-ume-cad e das amostras
comerciais foram obtidos em triplicata de extracdo e analisados por RMN (10,0 mg)
em 530 uL de DMSO-ds tendo 0 TMS como uma referéncia interna (0,0 ppm). As

solucdes (81) foram submetidas ao ultrassom por 5 min (25,0 °C) e, em seguida, foram
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transferidas para o seu respectivo tubo de RMN (5 mm). A calibracéo do pulso de 90°
foi realizada para todas as amostras utilizando a sequéncia de pulso de 90° (zg). Os
espectros de RMN de 'H das amostras foram adquiridos usando a sequéncia de pulso
zgpr para a supressao do sinal de 4gua residual. Os pardmetros de aquisi¢cdo foram
padronizados: AQ 3,27 s, D1 18,2 s, TD 64 k, NS 128, RG 128. Para todos os
espectros, os ajustes de fase e correcdo de linha de base foram manualmente. O

software TopSpin™ 4.0.6 foi usado para o processamento dos espectros de RMN.

4.9.2 Obtencdo da Matriz de Dados

Os espectros de RMN de 'H dos extratos secos foram convertidos em
arguivos .csv no Software Excel® 2013 através do comando convbin2csv no software
TopSpin™ 4.0.6. Esses dados foram importados para o programa Origin® 2018 para
a contrucéo de matrizes numéricas. Duas matrizes de dados foram obtidas, a primeira
foi construida considerando os 10 extratos secos das espécies nativas (Tabela 1, p.
55) (matriz N) (6 0,65 a 6 7,78). A segunda matriz foi construida com os 10 extratos
secos das espécies nativas e 15 amostras comerciais (C1-AM, C2-AM, C3-PA a C12-
PA, C15-AM a C17-AM) (matriz NC) (6 0,65 a & 8,02). Para as duas matrizes, os sinais
na regido de 6 2,40 a o 4,23 correspondentes ao sinal do solvente em 2,52 ppm
(DMSO-de) e parte da regido dos agucares com grande sobreposicéo de sinais foram

excluidos. Aléem disso, um alinhamento prévio dos sinais foi realizado.

4.9.3 Andlises estatisticas multivariadas

As matrizes construidas (N e NC) foram importadas para o Software Excel®
2013 em arquivo xlIsx. Para reduzir a dimensionalidade dos dados originais, essas
matrizes foram importadas para analise quimiométrica ndo supervisionada por Analise
de Componentes Principais (PCA) e Analise de Agrupamentos por Métodos
Hierarquicos (HCA) usando o Software PLS_Toolbox 8.9.2 (Eigenvector Research
Incorporated, Manson, WA, EUA) com MATLAB® R2018a (MathWorks, Natick, EUA).
O Esquema 4 apresenta a sequéncia metodolégica empregada para a analise

exploratéria dos dados de RMN de H.
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Esquema 4 — Sequéncia metodoldgica empregada para a analise multivariada dos dados de RMN de
IH dos extratos secos das matrizes nativas e comerciais de pedra-ume-caa
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A PCA foi aplicada para a matriz N com pré-processamento normalizagédo

(2-Norm), centralizagdo dos dados em torno da média e utilizag&o do filtro matematico
GLSW (a = 0,02) usando o algoritmo SVD (Single Value Decomposition). O método
venetian blinds foi aplicado para validacéo cruzada com 6 splits e blind thickness igual
a 1. Os agrupamentos e discriminacdo das amostras foram avaliados pelos gréaficos
de scores e os loadings para verificar quais constituintes quimicos foram responsaveis
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por esses agrupamentos e variancia dos dados. A qualidade dos dados
guimiométricos foi avaliada observando os limites de confianca de 95% do gréfico de
residuos (Q) versus Hotelling (T?) usando as trés primeiras PCs. Os valores de erro
padréo de calibracdo (RMSEC) e erro padréo de validacdo (RMSECV) foram 0,0022
e 0,0028, respectivamente. Posteriormente, a HCA foi desenvolvida utilizando o
Método de Ward para 3 PCs. Para a matriz NC foi aplicada HCA com pré-tratamento
normalizacdo (1-Norm) e centralizacdo dos dados em torno da média. O conjunto de
dados foi avaliado na forma de dendograma de acordo com a dissimilaridade
representada pela distancia do Método de Ward.

Além disso, a matriz N foi importada para o programa GENE-E
(https://software.broadinstitute.org/morpheus/), onde foi construida a matriz de

similaridade por correlagéo de Pearson.

4.10 Avaliacédo das atividades enzimaticas in vitro

4.10.1 Atividade inibitéria a-glucosidase

A atividade inibitéria da a-glucosidase foi determinada de acordo com Koh
et al. 2018, com modificagdes, por medicao da liberacao de 4-nitrofenol do 4-nitrofenil
a-D-glucopiranosideo (4-NPGP). Inicialmente, 170 uL da enzima o-glucosidase
extraida de pés de acetona intestinal de rato (3,0 mg mL~! em tampé&o fosfato 10 mM,
pH 6,9) foi adicionada a 30,0 uL dos extratos secos das espécies de pedra-ume-caa
(1,0 mg mL~t DMSO). Apés 2 min de incubacéo a 37 °C, as absorbancias iniciais das
amostras foram lidas (Al), e a reacdao foi iniciada pela adicdo de 100 uL do reagente
de cor 4-NPGP (5,0 mg mL-! em tampao fosfato 10 mM, pH 6,9) e foram mantidas por
mais de 2 h a 37 °C, e as absorbancias finais (A2) foram lidas. O controle positivo
(acarbose) foi utilizado como referéncia e DMSO foi usado como controle negativo
(branco). As leituras foram feitas no leitor de microplaca a 450 nm em um
espectrofotdometro (DTX 800, Beckman Coulter). A porcentagem de inibicdo foi
calculada usando a equacéo:

[% de inibicdo = 100 — (A2amostra — Alamostra(oranco)/ A2controle — Alcontrole(branco)) X 100] (2)

Onde Al é a absorbancia da leitura inicial e A2 € a absorbancia da leitura
final. O Clso foi determinado por meio de diluicbes seriadas dos extratos secos (6,2 a

100,0 pg mL™%) em DMSO. O ensaio foi realizado em triplicata.
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4.10.2 Atividade inibitéria o-amilase

A atividade inibitdria da a-amilase seguiu o protocolo previamente descrito
por (SUBRAMANIAN et al., 2008). Neste teste colorimétrico, 100,0 uL da enzima a-
amilase e 30 uL dos extratos secos das espécies de pedra-ume-cad e padrdo
acarbose (1,0 mg mL~* em DMSO) foram incubados por 5 min a 37 °C. Entéo, foram
adicionados 170,0 uL de a-amilase, e a reacao foi medida a 405 nm (A1) no leitor de
microplaca (DTX 800, Beckman Coulter). Entdo, foi realizada a leitura inicial (Al) e a
microplaca foi incubada a 37 °C por 40 min. Posteriormente, foram realizadas as
leituras finais das amostras (A2). A acarbose foi utilizada como controle positivo e
DMSO como controle negativo. O ensaio foi realizado em triplicata. A porcentagem de

inibicéo foi calculada usando a equacéo (2) descrita em 4.10.1.

4.10.3 Atividade inibitéria lipase pancreatica

Um método para medir a atividade inibitoria da lipase pancreatica descrito
por (SLANC et al., 2009) foi empregado, com algumas modificagdes. A lipase do
pancreas suino tipo Il foi diluida em tampédo TRIS-HCI 75 mM pH 8,5. O reagente de
cor 4-nitrofenil palmitato (PNP) foi preparado em etanol, e uma aliquota de 30 pL dos
extratos secos das espécies de pedra-ume-caa foi incubada (1,0 mg mL~* em DMSO)
com 250,0 pL da solucédo de enzima (0,80 mg mL1), por 5 min a 37 °C no escuro, e
as absorbancias das amostras foram lidas (Al). Posteriormente, foram adicionados
20,0 uL PNP (4,0 mg mL™) e ap6s 10 min de incubacéo, realizou-se a leitura final
(A2). As medicbes foram feitas no leitor de microplaca a 450 nm com um
espectrofotdmetro (DTX 800, Beckman Coulter). O padrado utilizado foi o orlistat e o
ensaio foi realizado em triplicata. A porcentagem de inibicédo foi calculada usando a

equacao (2) descrita em 4.10.1.

4.11 Avaliacdo da atividade antiglicante
4.11.1 Modelo glioxal e albumina sérica bovina (BSA/GO)

Um método para medir a atividade antiglicante por meio da via oxidativa foi
empregado com algumas modificagdes (KIHO et al., 2004). Os extratos secos das
espécies de pedra-ume-caa foram preparados em DMSO (1,0 mg mL™). A solucéo de

glioxal (30 mM) e BSA (albumina de soro bovino) (10 mg mL™) foi preparada em
65



tampédo de fosfato (0,2 M, pH 7,4) contendo azida de sédio 3,0 mM como agente
antimicrobiano. As reagdes foram realizadas com 300,0 uL da mistura de reacgao total
[BSA (135,0 uL), glioxal (135,0 uL) e DMSO ou amostra (30,0 uL)] e incubadas a 37
°C. ApOs 120h de incubacgédo, as amostras foram analisadas quanto a intensidade de
fluorescéncia usando um leitor de microplaca (excitacdo em 330 nm e emissao em
420 nm) (DTX 800, Beckman Coulter). DMSO foi usado como controle negativo e a
guercetina (100,0 ng mL™) foi usada como padrdo. O experimento foi realizado em
triplicata. A porcentagem de inibi¢do foi calculada usando a equacgéo:
[% de inibicdo = 100 — (amostra F2 — amostra F1/controle F2 — controle F1) x 100] (3)
Onde F1 é a fluorescéncia da leitura inicial e F2 é a fluorescéncia da leitura

final.

4.11.2 Modelo frutose e albumina sérica bovina (BSA/frutose)

A atividade antiglicante foi avaliada pelo método BSA/frutose (via nao
oxidativa) e determinada de acordo com o método descrito por (KIHO et al., 2004),
com algumas modificagdes. Utilizando a mesma metodologia descrita em 4.11.1, o
tempo de incubacao foi fixado em 120h e utilizada frutose (0,20 mM) em vez de glioxal.
Aminoguanidina foi usada como padrdo. A porcentagem de inibicdo foi calculada
usando a equacéo (3). O Clso foi determinado usando diluicbes em série dos extratos
secos das espécies de pedra-ume-caa (1,6 —100,0 pg mL™t) em DMSO. O ensaio foi

realizado em triplicata.

4.12 Fendis totais

A determinacdo do teor de fendis totais (TPC) dos extratos secos das
espécies de pedra-ume-caa seguiu 0 método de Folin Ciocalteu (VELIOGLU et al.,
1998), com adaptacdes. Uma aliquota de 20,0 uL da solucdo de cada extrato (1000
ug mL™1) reagiu com 150 pL de reagente Folin Ciocalteu (1:10) por 5 min, e 150 pL de
bicarbonato de sédio (60 g L) foi subsequentemente adicionado. Apés 90 min de
incubacao sob protecao da luz, as medi¢oes foram realizadas em leitor de microplacas
a 750 nm. A curva padrao do acido galico foi obtida em diferentes concentracdes (31,2;
62,5; 125; 250; 500 e 1000 pg mL™1). A curva de calibracdo (y = 0,0029x + 0,2395) foi

usada para avaliacédo dos resultados. O coeficiente de linearidade foi de R? = 0,998.
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Este ensaio foi realizado em triplicata. Os resultados foram expressos em miligramas
de &cido galico equivalente por grama do extrato seco (mg GAEq g). Todas as

andlises foram realizadas usando o leitor de microplaca (EIx800, Biotek Instruments).

4.13 Avaliagéo da atividade antioxidante
4.13.1 Radical livre DPPH*

Os extratos secos das espécies de pedra-ume-caa foram avaliados quanto
a sua capacidade antioxidante pelo método de sequestro do radical livre DPPH?®, com
algumas modificagbes (MOLYNEUX, 2004). As medi¢cOes, em triplicata, foram
realizadas em leitor de microplaca a 515 nm (EIx800, Biotek Instruments). Uma
aliquota de 10,0 uL de cada extrato das espécies de pedra-ume-caa (200,0 ng mL™
em DMSO) foram adicionadas a uma placa de 96 pocos. Em seguida, foram
adicionados 190 uL de DPPH* (60 uM) e a mistura foi incubada por 30 min a
temperatura ambiente sob protecéo da luz. Os resultados foram avaliados a partir da
curva de calibracéo (y = — 0,003x + 0,7025) preparada com seis concentragbes
diferentes de solucdo padréo trolox (125, 250, 500, 1000, 1500 e 2000 pg mL™1). O
valor de R? foi 0,9901. Os resultados foram expressos em micromoles de equivalente

de trolox por grama do extrato seco (umol TEq g3).

4.13.2 Cétion radical ABTS**

O método ABTS** (RE et al., 1999), com modifica¢des, foi utilizado pela
adicao de 200 pL de solucdo de ABTS** (absorbancia de 0,70 a 750 nm) e 2,0 uL de
cada extrato das espécies de pedra-ume-caa (500,0 pg mL™t, em DMSO) em uma
microplaca de 96 pocos. As medi¢des foram realizadas em triplicata apds o periodo
de reacdo de 6 min, sob protecdo da luz (EIx800, Biotek Instruments). A curva de
calibracédo do padréo Trolox foi obtida nas mesmas concentracdes descritas em 4.13.1
(y =-0,0003x + 0,6796). O valor R? foi de 0,9998. Os resultados foram expressos em

micromoles de equivalente de Trolox por grama do extrato seco (umol TEq g).
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4.14 Ensaios em cultura de células

4.14.1 Ensaio de viabilidade celular

A viabilidade celular dos extratos secos das espécies de pedra-ume-caa na
cultura da linha celular de fibroblastos de pulmdo humano MRC-5 foi determinada
usando o método Alamar Blue (NAKAYAMA et al., 1997). As células MRC-5 foram
incubadas (37 °C, 5 % de CO2) e suplementadas com soro fetal bovino (10 %),
penicilina (50 U mL™) e estreptomicina (50,0 pg mL™). Em seguida, as células
aderentes (0,5 x 10 células/pocgo) foram cultivadas em placas de cultura de tecidos
de 96 pocos por 24 h. Posteriormente, as células foram expostas a cada extrato em
diferentes concentragées (3,1-100,0 ug mL™%, em triplicata) por 24 h. Apdés a
incubacao, as células foram lavadas com PBS e incubadas em solucédo Alamar Blue
(10,0 uL de 0,4%) por 3 h a 37 °C. A fluorescéncia foi medida em leitor de microplacas
(DTX 800, Beckman Coulter) com excitagcdo a 545 nm e emissao a 595 nm. A
viabilidade foi calculada usando a equacao:

% viabilidade = (AbSamostra/ ADScontrole) * 100 (4)

O Clso foi determinado por meio de diluicbes seriadas de cada extrato de

pedra-ume-caa.

4.14.2 Atividade antioxidante celular (CAA)

A avaliacdo da atividade antioxidante celular foi realizada pela medicéao de
ROS usando o composto 2’,7’-diclorofluoresceina diacetato (DCFH-DA) adaptada de
(WOLFE & LIU, 2007). Neste ensaio, utilizou-se cultura de células de fibroblastos de
pulmdo humano MRC-5, as quais foram plaqueadas na concentracdo de 6x10%
(células/pocgo), em 100 uL de DMEM alta glicose, e incubadas por 24 horas. Apds esse
periodo, os pocos foram lavados com tampao fosfato-salino (PBS). Adicionou-se, na
microplaca, uma aliquota de 100 uL da solucdo DCFH-DA (25 uM), dissolvida em
tampé&o Hank’s, contendo os extratos na concentracdo de 100 pg mL~%. A microplaca
foi incubada durante 60 min a 37°C e 5% CO2. ApOs esse periodo, 0os pogos foram
novamente lavados com PBS. Em seguida, tratou-se com 600 uM de 2,2’-azobis(2-
amidinopropano) dihidrocloreto (AAPH). A fluorescéncia foi mensurada utilizando
leitor de microplaca nos comprimentos de onda de 485 nm (excitacdo) e 520 nm

(emissao) em intervalos de 5 min durante 60 min (DTX 800, Beckman Coulter, CA,
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USA). A quercetina (100 pg mL™?) foi usada como controle positivo e preparada em
DCFH-DA e tampéao Hank’s. Ja o controle negativo (DMSO) foi preparado em PBS.
Os resultados foram calculados segundo a equacéao:

[% CAA =100 — (ABS amostra/ABS média controle) * 100] (5)

O ensaio foi realizado em triplicata e sob protecao da luz.

4.15 Estudo in vivo
4.15.1 Animais

Os protocolos experimentais in vivo foram aprovados pela Comissao de
Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal do Amazonas (UFAM) (n°
036/2018). Trinta camundongos machos Swiss (Unib:SW) com quatro (4) semanas de
idade (pesando 21 — 27 g) foram adquiridos no Biotério Central da UFAM para a
realizacdo do teste de tolerancia oral. Também, quarenta e oito camundongos machos
da mesma espécie com 4 semanas de idade (pesando 24 — 32 g) foram adquiridos do
Centro Multidisciplinar para Investigac&o Biologica na Area da Ciéncia em Animais de
Laboratdrio (CEMIB) da Universidade Estadual de Campinas (S&o Paulo, Brasil) para
a realizacdo de ensaio crénico de dose mudltipla. Todos os camundongos foram
alojados em sala climatizada sob controle de temperatura (22 + 2 °C), umidade (55 +
10%) e um ciclo de claro/escuro de 12 h. Esses animais foram aclimatados por sete
dias antes do inicio de cada experimento, e alimentados com ragdo padrdo para

roedores e 4gua ad libitum durante todo o periodo experimental.

4.15.2 Curva de tolerancia oral a maltose

O teste de tolerancia oral a maltose foi realizado conforme descrito por
(ANDRADE-CETTO et al., 2008) com adaptacdes. Nas vésperas do experimento, 0s
animais permaneceram em jejum noturno de 12 h para evitar quaisquer interferéncias
experimentais. Os camundongos foram divididos aleatoriamente em seis grupos de
cinco animais. Um grupo foi usado como controle negativo e recebeu solucao salina
0,9% (Controle, grupo 1). Outro grupo recebeu tratamento com acarbose na dose de
100 mg/kg de peso corporal (pc) (acarbosel00, grupo 2). Dois grupos foram tratados
com E. biflora (EbAPA) nas doses de 100 mg/kg (EbAPA100, grupo 3) e 200 mg/kg
de pc (EbAPA200, grupo 4). Além disso, dois grupos foram tratados com E. puniciolia
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(EpEAO) nas doses de 100 mg/kg (EpEAO100, grupo 5) e 200 mg/kg de pc
(EpPEAO200, grupo 6). Inicialmente, os niveis de glicose foram avaliados em tempo
zero, e posteriormente foram administrados o respectivo tratamento de acordo com
cada grupo. Ap6s 20 min, todos os animais receberam sobrecarga de maltose (3g/kg
de pc), e os niveis de glicose no sangue foram avaliados em amostras de sangue
coletadas na veia da cauda do animal em 15 min, 30 min, 60 min e 90 min, utilizando
um glicosimetro portatil (On Call® Plus - ACON Laboratories, San Diego, CA, EUA).
Todos os tratamentos foram solubilizados em 4gua destilada nas doses estabelecidas
e administradas por gavagem.

4.15.3 Experimento crénico de dose multipla

O DM2 foi induzido em camundongos em jejum noturno, conforme ARYA
etal., 2015, com altera¢des. Um grupo de 6 animais saudaveis foram separados como
grupo de controle normal (CN, grupo 1). Outros 7 grupos de 6 animais foram
submetidos a inducdo da hiperglicemia por uma Unica injecdo intraperitoneal de
estreptozotocina (STZ) na dose de 150 mg/kg de pc (0,1 M tampéao citrato, pH 4,5).
Apos 20 min, 50 mg/kg de nicotinamida foram injetados por via intraperitoneal. O DM2
foi confirmado apds 96 h pela medi¢do do nivel de glicose no sangue acima de 200
mg/dL. Os camundongos diabéticos foram randomizados em 7 grupos de 6 animais:
grupo de controle diabético (CD, grupo 2), grupo padrao tratado com acarbose na
dose de 200 mg/kg de pc (Acarbose 200, grupo 3), trés grupos de tratamento com o
extrato de E. biflora (EbAPA) nas doses de 200 mg/kg (EbAPA200, grupo 4), 100
mg/kg (EbAPA100, grupo 5) e 50 mg/kg de pc (EbAPASO0, grupo 6). Dois grupos foram
tratados com o extrato de M. multifiora (MmAPA) nas doses de 50 mg/kg (MmAPASO,
grupo 7) e 25 mg/kg de pc (MmMAPA25, grupo 8). Os extratos secos e o padrao foram
solubilizados em agua destilada. O tratamento foi administrado por gavagem uma vez
ao dia durante 28 dias, conforme a descri¢cdo anterior. O nivel de glicose no sangue
em jejum foi determinado utilizando um glicosimetro portatil (On Call® Plus - ACON
Laboratories, San Diego, CA, EUA). A medicdo da glicemia de todos os grupos
ocorreu nos dias D7, D15, D21 e D28.
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4.16 Coleta de amostras de sangue e 6rgaos

Apos o fim do experimento, os animais foram submetidos a eutanasia com
uma mistura de cetamina/xilazina (100/10 mg/kg pc) por via intraperitoneal. Amostras
de sangue foram coletadas por puncéo cardiaca. Figados e rins foram retirados e
previamente preservados em solucdo formalina a 10% para analises histolégicas.
Paralelamente, aliquotas de 1 g de cada figado foram congelados a —80 °C e,

posteriormente, submetidas ao ensaio de peroxidacgao lipidica.

4.17 MedicBes dos parametros bioquimicos

O plasma foi isolado da amostra de sangue por centrifugacdo a 3000 rpm
por 10 min em temperatura ambiente. Em seguida, 0s niveis aspartato
aminotransferase (AST), alanina aminotransferase (ALT), colesterol total,
triglicerideos, creatinina, ureia e acido urico foram analisados nessas amostras de
acordo com os protocolos do fabricante (kits Wiener Lab.) utilizando um analisador
automatizado de Quimica Clinica ChemWell® 2902 (Awareness Technology, Inc., FL,
USA).

4.18 Avaliacéo do potencial hemolitico

O teste do potencial hemolitico dos extratos secos das espécies M.
multiflora (MmMAPA), E. biflora (EbAPA) e E. punicifolia (EpEAO) foi realizado seguindo
0 método descrito por JIMENEZ et al., 2003; adaptado por ARANHA, 2014. O sangue
de um camundongo da espécie Mus musculus Swiss foi coletado e diluido em solucéo
salina contendo NaCl 0,85 % e CaCl: 10 mM. Posteriormente, o sangue foi
centrifugado a 1500 rpm/10min e um pellet de eritrécitos formado foi ressuspendido
em solugdo salina e, uma solucéo eritrocitaria (SE) a 2% foi preparada. Em uma
microplaca de 96 pocos foram adicionados 100 uL de cada extrato na concentragao
de 2 mg mLt e 100 puL de SE, que foram incubados por 1h sob agitacdo constante a
26,0 °C. ApoOs esse periodo, as amostras foram centrifugadas (1500 rpm/10 min) e 0
sobrenadante foi transferido para outra microplaca para a leitura da absorbancia no
espectrofotdmetro a 540 nm. Como controle positivo foi utilizado Triton-X (0,2%) para
obter 100% de hemolise e controle negativo DMSO (0,2%). O ensaio foi realizado em

triplicata.
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4.19 Estimativa de peroxidacéo lipidica

O nivel de peroxidacao lipidica foi mensurado com base na reacdo de
substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS) em amostras de tecido de figado
(1 g) (OHKAWA et al., 1979). Essas amostras foram homogeneizadas em 10 mL de
NaCl 150 mM. Em seguida, foram adicionados 100 uL desse homogenato em 1,5 mL
do complexo reacional (acido tiobarbitario 0,1%, acido cloridrico 0,25 M e acido
tricloroacético 10%). Esse meio foi agitado por 30 s em vortex e incubado em banho-
maria a 100 °C por 45 min. Posteriormente, as amostras foram centrifugadas a 3500
rpm por 5 min e a leitura da absorbancia do sobrenadante a 535 nm foi mensurada no
espectrometro T70 UV/VIS (PG Instruments Ltd, Lutterworth, GB). A quantificagdo de
TBARS foi realizada a partir da curva de calibracdo construida com concentracdes de
0,25; 0,5; 1,0; 2,0; 4,0 e 8,0 umol de 1,1,3,3-tetraetoxipropano. Os resultados foram
expressos em umol/g de TBARS.

4.20 Analises histolégicas

Amostras de tecido do figado e rim de cada animal foram desidratadas
sequencialmente com 70 — 100% de alcool etilico e diafanizadas com xilol (100%). As
amostras foram montadas em blocos de parafina a 60 °C, e mantidas sob refrigeracao.
Posteriormente, se¢fes de 3 — 5 um foram preparadas usando um micrétomo Leica
RM 2125RT (Leica Microystems-Wetlar, Germany). Essas se¢des foram coradas com
hematoxilina e eosina (H & E) e montadas com balsamo do Canadéa e laminula para
posterior analise. Com um microscopio éptico Leica DM500 e camera integrada Leica
ICC50W (Leica Microystems-Wetlar, Germany) foram realizadas as analises e

documentacéo fotografica.

4.21 Andlises estatisticas univariadas

Os resultados foram expressos como média + desvio padréo. Os valores
obtidos da andlise quantitativa por RMNq de 'H foram avaliados usando o Microsoft
Excel® 2013. Os dados dos ensaios de atividade antioxidante celular, fendis totais e
de sequestro dos radicais livres DPPH*/ABTS** foram analisados no Microsoft Excel®
2013. Os resultados de citotoxicidade, peroxidacao lipidica, parametros bioquimicos

e 0s experimentos in vivo foram analisados no programa GraphPad Prism 6.0 (San
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Diego, CA, USA). A significancia estatistica foi analisada usando ANOVA (one-way)
seguido por comparacao multipla com teste de Tukey (95% de confianca). Para o
estudo in vivo, as diferencas estatisticas entre os grupos de animais foram
determinadas por ANOVA de dois fatores seguido do teste de comparacao multipla
por Dunnett. A curva Kaplan-Meier foi construida pelo teste log-rank (Mantel-Cox) para
analise de sobrevivéncia. Valores de p < 0,05 foram considerados para o limite de

significancia.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Analise do perfil espectral por RMN de *H

As infusbes das folhas secas das espécies de pedra-ume-cad foram
realizadas em triplicata amostral. A Tabela 4 apresenta o rendimento dos extratos
secos, dentre os quais o extrato de E. punicifolia (EpEAO) apresentou um rendimento
médio de 2,07 £ 0,10 g, bem superior ao extrato de M. amazonica (0,85 + 0,18 g) e E.
biflora (0,58 + 0,02 g) (p < 0,05).

Tabela 4 — Massa dos extratos secos das folhas das espécies de pedra-ume-caa

AMOSTRAS Massa dos extratos (20 g de folhas)
MmEAO 1,37 £ 0,24 abc
MmAPA 1,40 + 0,33 abe
MamAPA 0,85 + 0,18 be
MguAPA 1,44 0,50 abe
MsylAPA 1,62 +£0,17 ab
MsylRAD 1,20 £ 0,22 be

EbAPA 0,58 £ 0,02 ¢
EpEAO 2,07+0,102
EpAPA 1,23 £ 0,17 abe
EpRAD 1,31 + 0,23 abe

EAO (coleta realizada na Embrapa-AM), APA (coleta realizada na APA-Pard), RAD (coleta realizada
na Reserva Florestal Adolpho Ducke-AM). Ep (E. punicifolia); Eb (E. biflora); Mam (M. amazonica); Mgu
(M. guianensis); Mm (M. multifiora); Msyl (M. sylvatica).

Inicialmente, a andlise preliminar dos espectros de RMN de 'H (DMSO-ds)
de cada extrato foi realizada e sdo apresentados na Figura 9. E possivel observar que
existe maior complexidade de sinais nos extratos de espécimes de E. punicifolia
(EPEAO, EpAPA e EpRAD) e no extrato de M. multifiora (MmAPA). De um modo geral,
foram observados sinais nas trés diferentes regifes: sinais tipicamente alifaticos (on
0,9 a 3,0, regido A), seguido por sinais majoritariamente carbindlicos (6n 3,0 a 5,5,
regido B) e sinais tipicos de hidrogénios aromaticos ou vinilicos (6n 5,7 a 8,0, regido
C).

Em todos os espectros de RMN de 'H desses extratos, ha sinais
caracteristicos de hexoses com grupo metila terminal na regido A, e, também, foi

observado multipletos entre 1,52 ppm — 1,77 ppm de maior intensidade nos extratos
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de Myrcia sylvatica (MsylRAD), M. multifiora (MmAPA e MmEAQO), M. amazonica
(MamAPA) e Eugenia punicifolia (EpAPA). Na regido carbindlica, ha maior
variabilidade de sinais, como dupletos ou simpletos largos caracteristicos de
hidrogénio anomérico. Na regido C, ha a presenca de sinais compativeis com o padrdo
de substituicdo aromético tetrassubstituidos com acoplamento de spins do tipo meta
(anel A), bem como sinais compativeis com o padréo de acoplamento orto, orto-meta
e meta em anéis dissubsituidos ou trissubsitutidos (anel B) tipicos de estruturas

flavonoidicas.

Figura 9 — Espectros de RMN de 'H dos extratos secos das espécies de pedra-ume-cai (DMSO-d6,
500 MHz). A: regido alifatica (6x 0,9 a 3,0), B: regido carbindlica (d+ 3,0 a 5,5) e C: regido aroméatica e
vinilica (n 5,7 a 8,0)
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EAO (coleta realizada na Embrapa-AM), APA (coleta realizada na APA-Pard), RAD (coleta realizada
na Reserva Florestal Adolpho Ducke-AM). Ep (E. punicifolia); Eb (E. biflora); Mam (M. amazonica); Mgu
(M. guianensis); Mm (M. multiflora); Msyl (M. sylvatica).

Diante da importancia de verificar a confiabilidade da extracédo para estudos

guimicos e bioldgicos, foi avaliada a reprodutibilidade do processo extrativo. Para isso,
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foi construida uma matriz de similaridade a partir da matriz N de dados espectrais de

RMN de 'H (Figura 10).

Figura 10 — Matriz de similaridade quimica das espécies de pedra-ume-caa nativas
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EAO (coleta realizada na Embrapa-AM), APA (coleta realizada na APA-Para), RAD (coleta realizada
na Reserva Florestal Adolpho Ducke — AM). Ep (E. punicifolia); Eb (E. biflora); Mam (M. amazonica);
Mgu (M. guianensis); Mm (M. multiflora); Msyl (M. sylvatica). A auséncia de dados azuis corresponde
elevada similaridade quimica intra e interespecifica entre as espécies vegetais

Essa analise permitiu observar a existéncia de semelhanca espectral na

triplicata amostral, os quais apresentaram forte correlagao entre si (Pearson = 0,88),

indicando boa repetibilidade do processo extrativo e da andlise experimental. Além

disso, foi observada elevada similaridade entre espécies de Myrcia amazonica
(MamAPA), M. multiflora (MmAPA) e M. guianensis (MguAPA). Como também, uma

semelhanca quimica intraespecifica para M. sylvatica (MsylAPA e MsylRAD), e entre

Eugenia punicifolia (EpEAO, EpAPA e EPRAD) coletadas em diferentes localidades.
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No entanto, a variagdo da cor vermelha com tendéncia para o branco confirma que ha
diferencas nos perfis espectrais entre os extratos das espécies de pedra-ume-caa, os
guais sao possiveis de serem observados e que podem auxiliar na discriminacao entre
espécies e géneros. Como pode ser observado, h4 moderada similaridade entre os
extratos secos de Myrcia (MamAPA, MMAPA, MguAPA, MsylAPA) e Eugenia (EpAPA
e EpEAO).

5.2 Identificagdo dos constituintes quimicos

As andlises por CLAE-EMAR e RMN 1D e 2D dos extratos secos das
espécies de pedra-ume-cad e das fracdes obtidas dos extratos de M. multiflora
(MmAPA) e E. punicifolia (EpEAQ) permitiram identificar 26 substancias (Figura 41, p.
116). A andlise dos constituintes entre os tempos de retencdo de 2,2 min a 15,0 min
foi realizada de forma comparativa entre os extratos e dados espectrais descritos na
literatura (Figura 11). Portanto, os constituintes sdo apresentados de acordo com a
ordem de eluicdo associada ao respectivo tempo de retencdo, padrdo de

fragmentacao e espécie vegetal em que foram identificados (Tabela 5).

Figura 11 — Cromatogramas de ions totais dos extratos secos das folhas de E. biflora (EbAPA), E.
punicifolia (EpEAO) e M. multiflora (MmAPA) por CLAE-ESI-EMAR
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(2): a-D-glicopiranose, (3): B-D-glicopiranose, (4): acido quinico, (5): acido galico, (6): procianidina
dimérica tipo-B, (7): acido clorogénico, (8): catequina, (9): acido 4-O-cafeoilquinico, (10): corilagina,
(11): casuarictina, (12): catequina-3-O-galato, (13): acido quebulagico, (14): pedunculagina, (15):
epicatequina-3-0O-(3"-O-metilgalato), (16): miricetina-3-O-glucosideo, (17): quercetina-3-O-3-2"-
galoilglucosideo, (18): miricetina-3-O-(2"-galoil)-a-ramnosideo, (19): miricitrina, (20): hiperosideo, (21):
guaijaverina, (23): quercitrina, (24): isoramnetina-3-O-glucosideo, (25): acido metil elagico, (26):
kaempferol-3-O-ramnosideo.
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5.2.1 Identificagdo dos carboidratos

Na regido carbindlica dos espectros de RMN de *H dos extratos secos das
espécies de pedra-ume-caa foram observados dupletos em elevada intensidade em
dH 5,18 - 5,20 ppm (H-1) caracteristicos da sacarose (Figura 12) (Tabela 5).

Em todos os extratos foi observado dupletos entre o1 4,90 - 4,92 e 61 4,26
- 4,29 (H-1) que foram atribuidos aos isémeros o- e B-glicopiranose (2 e 3),
respectivamente (Figura 12). Na analise por CLAE-EM, foi observado o pico em 2,2
min de m/z 179,0567 [M-H] (erro, 3,28), correspondente a férmula molecular
CsH1106". Esses carboidratos ja foram relatados nos frutos de E. punicifolia (RAMOS
et al., 2019).

Figura 12 — Estruturas dos carboidratos 1, 2 e 3
OH
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5.2.2 Identificacdo do acido quinico (4)

Na regido alifatica do espectro de RMN de 'H do extrato seco de E.
punicifolia (EpRAD) foram observados os sinais de hidrogénios metilénicos em on 1,77
(dd, J=13,7; 3,8, H-6ax), 61 1,56 (dd, J=13,7; 5,3, H-6eq) € 0 multipleto em &n 1,63 -
1,66 (H-2eq). Os sinais em 61 1,77 e 61 1,56 possuem correlacdes diretas (HSQC) com
o carbono em 6c 37,1; bem como os sinais em 61 1,63-1,66 com o carbono em &c
38,8. Também, foram observadas as correlacbes a longa distancia (HMBC) dos
hidrogénios em 61 1,56 e 1,77 (H-6) com os carbonos em éc 67,8 (C-5), 6c 73,8 (C-4)
e dc 177,6 (C-7), como também o H-2 com os carbonos em 6c 67,3 (C-5), éc 73,8 (C-
4) e 6c 177,6 (C-7). Na analise em CLAE-EM foi observado o ion de m/z 191,0578
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[M-H]~ (tr 2,4 min) correspondente a férmula molecular CsH1106 (Tabela 5). A andlise
conjunta desses dados em comparacao com a literatura permitiu identificar o acido
quinico (4) (Figura 13) (KELLEY et al., 1976).

Os sinais referentes ao 4cido quinico foram observados nos espectros de
RMN de 'H dos extratos secos das espécies de Myrcia multiflora (MmAPA e MMEAOQ),
M. sylvatica (MsylRAD), Eugenia biflora (EbAPA) e E. punicifolia (EpEAO e EpAPA).
Também, ja foi previamente relatado nas espécies de E. stipitata McVaugh, E.
chorophylla O. Berg., E. pyriformis Cambess., M. obtecta (O. Berg) Kiaersk., M.
laruotteana Cambess. e M. bella Cambess. (DE ARAUJO et al., 2021; SALDANHA et
al., 2013; SALVADOR et al., 2011).

Figura 13 — Estrutura do acido quinico

Acido quinico

(4)

5.2.3 Identificacdo dos compostos fendlicos
5.2.3.1 Acido galico (5)

O espectro de RMN de *H da fragédo 1_6 obtida do fracionamento do extrato
de E. punicifolia (EpEAO) apresentou um simpleto em én 7,07 (s, H-2, H-6), que
mostrou correlagéo direta ao carbono dc 108,8 (C-2 e C-6). As correlagdes a longa
distancia de &4 7,07 foram observadas com C-1 (6¢c 120,1), C-3 e C-5 (6c 145,1), C-4
(6c 138,5) e C-7 (6c 167,0). Este ultimo confirma a presenca de uma carboxila. No
espectro de CLAE-EMAR, este constituinte apresentou tr 2,9 min de m/z 169,0151
[M-H]". A analise dos dados permitiu identificar o acido 3,4,5-tri-hidroxibenzéico,
conhecido como acido galico (5) (Figura 14) (SANTANA et al., 2012).

A Tabela 5 apresenta os dados de RMN de 1D e 2D do constituinte (5),

também identificado nos extratos secos de M. multiffiora (MmMAPA), M. guianensis
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(MguAPA), M. sylvatica (MsylAPA e MsylRDA), M. amazonica (MamAPA) e nos
extratos de E. punicifolia (EpEAO, EpAPA e EpRAD). A substancia 5 ja foi
anteriormente reportado nos extratos das folhas de M. multiflora, como também de E.
punicifolia e E. uniflora (GALENO et al., 2014; SCHUMACHER et al.,, 2015;
YOSHIKAWA et al., 1998).

Figura 14 — Estrutura do acido galico

Acido galico

)

5.2.3.2 Procianidina Tipo-B (6)

As analises por CLAE-EMAR evidenciaram para as amostras de M.
multiflora (MmEAOQO) e E. biflora (EbAPA) que o pico em 3,6 min apresentou os ions
de m/z 577,1376 e m/z 577,1386 [M—H]", respectivamente (Figs. S98 e S129, pgs.
265 e 290). Os dados obtidos dos espectros MS e MS? em comparagdo com a
literatura sdo correspondentes a procianidina do tipo B (6) (CsoH2s012). Este
constituinte é formado pela condensacao de unidades de flavan-3-ol ligadas por C-4
do anel pirano com o C-8 do anel aromatico (ligagdo C4 — C8) (HEMINGWAY & FOO,
1983). A Figura 15 apresenta uma proposta de fragmentacédo baseada na literatura
(HEMINGWAY & FOO, 1983; RUSH et al., 2018). O ion de pico base de m/z 289,07
[M—H]~ observado no espectro de MS? pode ser formado pela clivagem de MQ
(Metideto de Quinona) da ligacéo interflavonoide inferior (RUSH et al., 2018). Além
disso, a fragmentacédo por retro Diels-Alder produz o ion de m/z 425,08 [M—H]~, com
perda subsequente de agua gerando o ion de m/z 407,08 [M—H]". Ja o ion de m/z
245,08 [M-H] pode ser gerado pela perda de 332 Da por segmentacéo a no anel C.
Este composto ja foi previamente relatado em espécies dos géneros Eugenia,
Psidium, Plinia e Myrciaria (ARAUJO et al., 2020; SANTOS, et al., 2020).
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Figura 15 — Proposta de fragmentagédo do ion de m/z 577,13 [M-H]"
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Figura 16 — Espectro de ESI-MS modo negativo e MS?do ion de m/z 577,1386
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5.2.3.3 Acido 5-cafeoilquinico (7) e acido 4-cafeoilquinico (9)

Na analise por CLAE-EMAR o extrato seco das folhas de M. multiflora
(MmAPA) revelou dois picos de m/z 355,1018 [M + H]* (tr 3,7 min) e m/z 355,1013 [M
+ HJ* (tr 5,3 min). Os isébmeros apresentaram ions fragmentos de pico base de m/z
163,04 [M + H]*, correspondente perda de 192 Da (Figs. S16 e S18, pgs. 194 - 195).
Este extrato foi fracionado e as amostras obtidas no tr 9,16 - 9,98 min (fracéo 5) e tr
11,0 - 13,4 min (fracdo 7) foram analisadas por RMN 1D e 2D.

O espectro de RMN de 'H da fracédo 5 apresentou sinais caracteristicos de
hidrogénios vinilicos em & 7,58 (d, J = 15,9 Hz; H-7’) e 6 6,31 (d, J = 15,9 Hz; H-8’).
Também, foram observados sinais de hidrogénios em & 7,04 (d, J = 2,0 Hz; H-2’), §
6,77 (d, J = 8,0 Hz; H-5') e 6 6,94 (dd, J = 8,0; 2,0 Hz; H-6’) caracteristicos de anel
aromatico trissubstituido dioxigenado. Também, foram observados sinais
caracteristicos do acido quinico em 6 2,05 e 6 2,09 (H-2), 6 4,00 (H-3), 6 3,78 (H-4),
61,91 e 62,05 (H-6) e em 65,40 (H-5), sugerindo uma substituicdo da hidroxila
correspondente. O acido quinico (4) substituido foi confirmado pela correlacéo a longa

distancia dos hidrogénios em 6 1,91 e 6 2,05 (H-6) com os carbonos em 6c 74,4 (C-1),
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dc 36,0 (C-2), &c 68,6 (C-3), 6c 72,2 (C-4), dc 71,1 (C-5) e 6¢ 37,8 (C-6) e ¢ 180,2 (C-
7). Também, os hidrogénios aromaticos em & 7,04, 6 6,77 e & 6,94 apresentaram
correlacdo a longa distancia com os carbonos em 6c 148,1 (C-3 e C-4) e 6¢c 167,9 (C-
9’). Também, foi possivel observar por HMBC as correlacées dos hidrogénios vinilicos
em 6 7,58 e 5 6,31 com o sinal em 6c 167,9 (C-9’) (Figs. S34-36, pgs. 206-208). As
andlises conjuntas dos dados foram comparadas com a literatura e confirma a
estrutura do acido 5-cafeoilquinico (acido clorogénico, 7) (LIU et al., 2020). J4 o seu
isbmero acido 4-O-cafeoilquinico (9) foi identificado pelo sinal em & 77,9 (C-4) em
comparacao com a literatura (Figura 17) (Figs. S37-38, pgs. 209-211) (ESTORK et al.,
2014). Essas substancias estdo sendo relatadas pela primeira vez nessa espécie. O
acido clorogénico ja foi descrito em M. obtecta, M. laruotteana e Eugenia flavescens
DC. (CANTANHEDE FILHO et al., 2017; SALVADOR et al., 2011).

Figura 17 — Estruturas dos Acidos hidroxicinAmicos 7 e 9
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5.2.3.4 Catequina (8)

As analises de RMN de 1D e 2D dos extratos secos de MmAPA, MmEAO
e EbAPA apresentaram sinais caracteristicos da catequina (8). O extrato de MmEAO
revelou a presenca de um dupleto em 6n 4,55 (d, J = 7,4 Hz) atribuido ao H-2 do anel
C. Também, foram observados dois duplos dupletos referentes ao H-4 em 6+ 2,50 (dd,
J=16,1; 8,2 Hz) e 61 2,84 (dd, J = 16,1; 5,5 Hz). Além disso, dois dupletos em 61 5,92
(d, J = 2,3 Hz, H-6) e &1 5,84 (d, J = 2,3 Hz, H-8) sdo condizentes com acoplamento
meta do sistema A de um flavanol. Em adicdo, verificou-se a presenca de dois

dupletos em 61 6,83 (d, J = 1,9 Hz, H-2°), 64 6,75 (d, J = 8,3 Hz, H-5") e um multipleto
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em dx 6,71 (H-6’) caracteristicos de sistema trissubstituido dioxigenado. Esses sinais
apresentaram acoplamento a uma ligacdo com os sinais em d¢c 113,8 (C-2’), 6c 114,9
(C-5’) e 6c 118,7 (C-6’), respectivamente. As demais correlagbes encontram-se na
Tabela 5. A identificacdo estrutural de (8) foi consistente com Ayres e colaboradores
(2010), os quais indicaram que se trata da (2R, 3S)-2,3-trans-(+)-catequina (Figura
18). Este é o terceiro relato dessa substancia nas folhas de M. multiflora
(FIGUEIREDO-GONZALEZ et al., 2016; YOSHIKAWA et al., 1998).

Figura 18 — Estrutura do flavonoide 8

Catequina

(8)

Concernente ao espectro de massas ESI-MS do extrato seco de M.
multiflora (MmAPA) foi observado o ion de m/z 291,0880 [M+H]* (tr 4,5 min) (Fig. S17,
pg. 195). O espectro MS/MS desse ion apresenta o fragmento de pico base de m/z
139,0452 [M+H]* pela perda de 152 Da resultante da fissdo no anel C por retro Diels-
Alder. Também, foram observados os fragmentos de m/z 273,0508 [M-18+H]* obtido
a partir da perda de agua, seguido do ion de m/z 147,0481 pela perda de 126 Da
(Figura 19). Nos espectros ESI-MS no modo negativo dos extratos secos de E. biflora
(EbAPA) e M. multiffora (MMEAQ) apresentaram o ion m/z 289,0732 [M-H]- e m/z
289,0733 [M-H]-, respectivamente. No espectro de segunda ordem nao foram
observadas as fragmentacdes. Esse constituinte ja foi relatado em M. speciosa, M.
salicifolia, E. flavecens e nos frutos de E. brasiliensis (CANTANHEDE FILHO et al.,
2017; FIGUEIREDO-GONZALEZ et al., 2016; LAZARINI et al., 2018).

84



Figura 19 — Proposta de fragmentacao do ion de m/z 291,0880 [M+H]*
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FHA: Fissdo Heterolitica do Anel C; RDA: retro Diels-Alder.
Proposta de fragmentacéo adaptada de FLAMINI, 2013.

5.2.3.5 Corilagina (10)

No espectro de RMN de 'H da fracdo 7 do extrato seco de M. multiflora
(MmAPA) foi possivel verificar em mistura sinais caracteristicos da substancia
corilagina (10) (Figura 20). A presenca dos simpletos em &n 6,65 (H-3) e on 6,68 (H-
3’) com correlagéo direta com os sinais em dc 106,8 (C-3) e 6c 108,7 (C-3’), confirma
o grupo HHDP (hexahidroxidifenoila). O grupo galoil foi confirmado pelo simpleto em
o1 7,05 (H-2, H-6) diretamente ligado ao sinal em &c 109,4 (C-2, C-6). Também, foi
observado um dupleto em &+ 6,36 (d, J = 2,2 Hz, H-1) ligado a um sinal caracteristico
de carbono carbindlico em dc 93,7 (C-1). A andlise do experimento HMBC permitiu
observar as correlagdes dos hidrogénios em &n 7,05 com os sinais em 6c 119,1 (C-1),
dc 145,0 (C-3, C-5), d¢c 139,1 (C-4) e com sinal tipico de carbonila em éc 165,5 (C-7)
(Figs. S37-38, pgs. 209-211). As demais correlacbes encontram-se na Tabela 5.

O espectro de massas de alta resolucdo de MmAPA apresentou 0 pico em
5,3 min correspondente ao ion de m/z 633,0726 [M—H] (Fig. S19, pg. 196). A estrutura
de 10 é confirmada pelo fragmento de m/z 463,06 [M-170-H]-, resultante da perda de
acido gdlico (C7HeOs, 170 Da). O fragmento observado de m/z 301,00

[M-463-162—-H], é caracteristico de formacdo de &cido elagico por lactonizagcao
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espontanea da unidade HHDP, o qual confirma que a substancia é um elagitanino
(YISIMAYILI et al., 2019).

Figura 20 — Estrutura do elagitanino 10
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5.2.3.6 Casuarictina (11)

No espectro de massas de alta resolucéo do extrato seco de E. punicifolia
(EpEAO) foi observado o pico de m/z 935,0822 [M-H]~ em 5,3 min (Fig. S86, pg. 257),
referente a formula molecular C41H2702s.

O fracionamento do extrato seco de EpEAO permitiu a obtencdo da
fracdol 11 no tr 13,0 — 13,5 min. Na analise por RMN de 'H foram observados na
regido aromatica quatro simpletos em sequéncia em &x 6,39 (s, H-3"), 61 6,42 (s, H-
3""), 8n 6,52 (s, H-3"), 61 6,62 (s, H-3"""), caracteristicos de grupo HHDP. Além disso,
foi observado um simpleto em &n 7,11 (s, H-2’, 6’), como também um dupleto em &n
6,13 (d, J = 8,8 Hz, H-1). No HSQC foram observadas as correla¢cdes de H-1 (6n 6,13)
com o carbono carbindlico em 6c 91,4, de H-3" (61 6,39) e H-3”" (81 6,42) com 0S
sinais em 6c 106,3 (C-3” e C-3"”), de H-3” (dn 6,52) com C-3” (6¢c 106,5), de H-3""”
com o carbono em &c 107,2 (C-3”"”) e dos hidrogénios em 61 7,11 (H-2’, H-6’) com o
carbono em dc 109,1 (H-2', 6°). O simpleto em dn 7,11 apresentou correlacdo a longa
distancia (3J) com o carbono em &c 164,5 que foi atribuido ao C-7. Verificou-se que o
dupleto em 81 6,13, também possui a mesma correlacdo em 3J, confirmando que o
grupo galoil esta conectado ao carbono anomérico da glucose. A analise conjunta dos
dados obtidos por RMN de 1D e 2D (Figs. S70-72, pgs. 242-244) que estédo
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apresentados na Tabela 5, e com base na literatura foi possivel identificar a substancia
casuarictina (11) (SERNA & MARTINEZ, 2015). Este é o primeiro relato da
identificacdo de 11 em E. punicifolia (Figura 21). Cabe destacar a presenca de outros
elagitaninos nessa espécie (DOS SANTOS et al., 2020), como também em espécies
da familia Myrtaceae (BASTOS et al., 2019; SANTOS et al., 2020).

Figura 21 — Estrutura do elagitanino 11
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5.2.3.7 Catequina-3-O-galato (12) e Epicatequina 3-O-(3"-O-metilgalato) (15)

O constituinte 12 foi identificado nos extratos secos das espécimes de E.
punicifolia (EPEAO, EpAPA e EpRAD). O espectro de RMN de 'H do extrato de
EpEAO apresenta um duplo dupleto em o1 2,93 (dd, J = 16,7; 5,5 Hz, H-4), e um
multipleto em &4 5,03 que foi atribuido ao H-2. Além disso, foram observados os sinais
correspondentes ao acoplamento meta do anel A dioxigenado em 64 5,93 (d, J = 2,2
Hz, H-6) e 6+ 5,85 (d, J = 2,2 Hz, H-8). Como também, os sinais em 6+ 6,66 (d, J = 8,8
Hz, H-5’) e o1 6,76 (dd, J = 8,8; 2,0 Hz, H-6’) do sistema B flavonoidico. Os espectros
de alta resolucdo dos extratos apresentaram ions de m/z 441,0860 (EpAPA),
441,0872 (EpRAD) e 441,0875 (EpEAO) [M-H]- (Figs. S87, S142, 153, pgs. 258, 298
e 305, respectivamente). O espectro de MS? evidenciaram o ion de pico base de m/z

169,0 [M-272—H]" correspondente ao &cido galico desprotonado (Figura 22).
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Figura 22 — Estruturas dos flavonoides 12 e 15
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O flavonoide epicatequina 3-O-(3"-O-metilgalato) (15) foi identificado nos
extratos secos de EpEAO, EpAPA e EpRAD. No espectro de RMN de 'H de EpEAO
foram observados os sinais em &n 5,07 (m, H-2), e dupletos de acoplamento meta em
dH 5,88 (d, J =1,8 Hz, H-6), 61 5,89 (d, J = 1,8 Hz, H-8). Como também, os sinais em
d H6,76 (m, H-5) e o duplo dupleto em 6 16,82 (dd, J = 8,2; 1,9 Hz, H-6')
correspondente ao sistema B flavonoidico. Além disso, foi observado um simpleto
largo em 6,96 (sl, H-2”, 6”) indicando a presenga de dois grupos galoil. Os espectros
ESI-MS apresentaram os ions de m/z 455,1016 (EpAPA), 455,1029 (EpRAD) e
455,1025 (EpEAO) [M-H]- (Figs. S88, S142, S154, pgs. 258, 298, 306,
respectivamente). No espectro de segunda ordem de EpEAO foi observado o ion de
pico base de m/z 289,0722 [M-H]~ correspondente a perda de 165 Da. A substancia
15 ja foi identificada nos frutos de E. calycina (ARAUJO et al., 2020) e nos extratos
secos de M. multiflora, M. speciosa e M. salicifolia (FIGUEIREDO-GONZALEZ et al.,
2016).

A Tabela 5 apresenta as correlagcdes diretas obtidas pelo experimento de
HSQC e as correlagcbes a longa distancia (HMBC) dos sinais de hidrogénios
identificados anteriormente. Além disso, foi proposta a fragmentacéo dos ions de m/z

441 e m/z 455 que estdo apresentados na Figura 23.
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Figura 23 — Proposta de fragmentacgdo dos flavonoides 12 e 15
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Proposta de fragmentacdo adaptada de SANTANA, 2017.

5.2.3.8 Acido quebulagico (13)

No espectro de RMN de *H da fracédo 10 obtida no fracionamento do extrato
seco de M. multiflora (MmAPA) foi possivel observar sinal de hidrogénio anomérico
em dH 6,50 (m, H-1). Como também, dois simpletos em 6+ 6,62 (H-3"") e 6n 6,84 (H-
3”) que confirmam a presenc¢a do grupo HHDP (hexahidroxidifenoila). O grupo galoil

foi confirmado pelo sinal em on 7,07 (s, H-2, H-6) e o simpleto em 61 7,47 foi atribuido
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ao (H-3’) do grupo quebuloil. A andlise do experimento de HSQC permitiu verificar a
correlacdo direta do hidrogénio H-1 (31 6,50) com o carbono anomeérico em &¢c 91,2
(C-1); H-3"” (6n 6,62) com o carbono em &¢c 106,8 (C-3"); de H-3” (dn 6,84) com o
carbono em 6c 109,1 (C-3”); dos hidrogénios do grupo galoil H-2, H-6 (31 7,07) com o
carbono em &c 109,8; como também o H-3’ (6n 7,47) com o carbono em &c 116,1 (C-
3’). O simpleto em 61 7,07 apresenta correlagdo a longa distancia com o carbono em
dc 164,9 (C-7), bem como, o sinal em d&n 6,50, confirmando que o grupo galoil esta
ligado ao carbono anomérico da glucose. Além disso, no grupo quebuloil o simpleto
em on 7,47 apresentou correlacdo por HMBC com o carbono em &c 165,2 que foi
atribuido ao C-7’ caracteristico de grupo carbonila, bem como o dupleto em &4 5,02
apresentou correlacdo a 3J com o carbono em 6¢ 173,0 (C-7). Em adicéo, os simpletos
do grupo HHDP em o1 6,62 e o1 6,84 apresentam correlagdo por HMBC com as
carbonilas em dc 168,7 e dc 166,1, respectivamente (Figs. S40-42, pgs. 212 - 214).
O ion de m/z 953,0940 [M-H] (Ca1H29027) (Fig. S20, pg. 196) foi
observado somente em MmMAPA no tr 8,5 min. A Figura 24 apresenta uma proposta
de fragmentacao dos dados obtidos pelo espectro de massas de alta resolucdo. O
pico de m/z 783,08 [M—H]~ é resultante da perda do &cido gélico (170 Da). J& o pico
de m/z 633,07 [M—H] foi atribuido a perda da unidade quebuloil (320 Da). Também,
foi possivel verificar a perda do grupo galoil (152 Da) no pico de m/z 481,07
[M-633-152-H]". A eliminagdo da unidade de hexose (180 Da) seguido da
lactonizacao espontanea € possivel a formacao do acido elagico, observado no pico
base de m/z 301,00 [M-H]~. A analise conjunta dos dados de RMN e CLAE-EMAR
em comparagdo com a literatura possibilitou confirmar a substancia 13 como sendo
acido quebulagico (Figura 25) (GUNAWAN-PUTERI & KAWABATA, 2010). Este € 0

primeiro relato desse constituinte na espécie e no género.
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Figura 24 — Proposta de fragmentacéo da substancia acido quebulagico (13)
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Fragmentacdo adaptada de CHANG et al., 2019; TAN et al., 2011; YISIMAYILI et al.,

2019.
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Figura 25 — Estrutura do elagitanino 13
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5.2.3.9 Pedunculagina (14)

A substéncia presente no tr 9,2 min no extrato seco de M. multiflora
(MmAPA) apresentou o ion protonado de m/z 785,0820 [M+H]* (Fig. S21, pg. 197),
correspondente a formula molecular C34H25022 (erro, —1,53). O espectro de segunda
ordem possibilitou observar a perda do grupo HHDP [M—464+H]* fornecendo o ion de
m/z 321,0242. Além disso, sugere-se que ocorre lactonizacdo espontdnea com a
formacdo de acido elagico originando o ion de m/z 303,0184 [M-+H]*, conforme
demonstrado na Figura 26. Ja o pico base de m/z 277,0376 [M+H]* foi originado por
descarboxilacdo com perda de 44 Da [M-321-44+H]*. A analise do espectro de RMN
de 'H de MmAPA em CDsOD foram observados os sinais em &+ 6,50 (sl, H-3) e &u
6,63 (sl, H-3’) que possuem correlacao direta com os carbonos em 6c 105,7 (C-3) e
dc 106,9 (C-3’). Os dados de ESI-MS/MS e RMN séo caracteristicos do elagitanino
pedunculagina (14) (GAO et al., 2010).
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Figura 26 — Proposta de fragmentacao e espectro ESI-MS/MS modo positivo ion de m/z 785,0820
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Fragmentacdo adaptada de TAN et al., 2011.

5.2.3.10 Miricetina-3-O-glucosideo (16)

A andlise da fracdo 12 de MmAPA por RMN de 1 D e 2D apresenta sinais
de hidrogénios aromaticos em 6+ 6,21 (d, J = 2,0 Hz, H-6), 61 6,40 (d, J = 2,0 Hz, H-
8) e 61 7,38 (s, H-2’, 6'), além de um dupleto em &4 5,20 (d, J = 7,8 Hz, H-1"). Também,
foram observadas as correlagcdes diretas dos sinais 6 1 5,20 (H-1") com ao carbono
anomérico em 6¢ 104,3 (C-1"), 6+ 6,21 (H-6) com o carbono em &c 98,6 (C-6), 6+ 6,40
(H-8) com o carbono em &¢c 93,4 (C-8). J& os sinais de H-2' e H-6’ estado ligados
diretamente ao carbono em oc 108,5 (C-2°, 6’'). Os dados do experimento HMBC

constam na Tabela 5.
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O espectro de massas de alta resolucéo do extrato de MMAPA, apresentou
ion de m/z 479,0876 [M-H] (Fig. S22, pg. 197). No espectro de segunda ordem, o
fragmento [M-163-H]-, referente ao pico base de m/z 316,0287 [M—H]- comprova a
perda de uma glicose por clivagem homolitica (Figura 27). Essas informacdes e
comparacao com dados da literatura (REN et al., 2012) permitiu identificar a miricetina-
3-0O-glucosideo (16) (Figura 28). Esse constituinte também foi identificado nos extratos
secos de M. multiffora (MmEAO), E. biflora (EbAPA) e E. punicifolia (EpAPA e
EpEAO).

Figura 27 — Espectro ESI-MS/MS modo negativo do ion de m/z 479,0876
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Figura 28 — Estrutura do flavonoide 16
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5.2.3.11 Miricitrina-3-O-(2”-O-galoil)-a-L-ramnosideo (18) e Miricitrina (19)

A substancia 18 (tr 11,2 min) presente no extrato de E. biflora (EbAPA),
apresentou ion de m/z 615,1000 [M—H]~ (Fig. S132, pg. 291) correspondente a formula
molecular C2sH24016 (erro, 1,37). No espectro de segunda ordem foi observado a
perda de uma unidade do grupo galoil [M—152—H]" resultando no ion de m/z 463,0975
[M—H]". O fragmento referente ao pico base de m/z 316,0232 [M-463-147] sugere a
perda de uma ramnose (147 Da) por clivagem heterolitica. Ja a perda de 146 Da é
resultante da clivagem homolitica gerando o ion de m/z 317,0334 [M-H]~ (Figura 29).
A substancia miricitrina-3-O-(2”-O-galoil)-a-L-ramnosideo (18) ja foi anteriormente

reportada nas folhas de E. pyriformis Cambess e E. uniflora L. (SANTOS et al., 2020).

Figura 29 — Proposta de fragmentacéo das substancias 18 e 19
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Fonte: MARTINS, 2017.

O mesmo padrdo de fragmentacdo (Figura 29) foi observado para a
substancia 19 que apresentou ion de m/z 463,0932 [M-H]~ (Fig. S91, pg. 260). Este
constituinte foi isolado no fracionamento dos extratos de EpEAO (Fragao 8) e MmAPA
(fracdo 14). No espectro de RMN de 'H da fracdo 14 foram observados os dupletos
em oH 6,20 (d, J = 2,0 Hz, H-6) e on 6,36 (d, J = 2,0 Hz, H-8) referente ao acoplamento
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meta do sistema A. Também, foi observado o simpleto em &n 6,94 correspondentes
aos H-2’ e H-6’ do anel B tetrassubstituido. Além disso, foram observados os dupletos
em on 0,96 (d, J = 6,1 Hz, H-6”) caracteristico de hidrogénios metilicos de ramnose e
dH 5,20 (d, J = 1,3 Hz, H-1") correspondente ao hidrogénio do carbono anomérico em
102,2 ppm. Os dados obtidos do espectro de massas e RMN de 1D e 2D (Figs. S76-
S78, pgs. 248-250) em comparacdo com os dados da literatura confirmam a
substancia miricitrina (19) (Figura 30) (ADEROGBA et al., 2013). A substancia 19 foi
identificada em todos os extratos secos das espécies de pedra-ume-caa. Também, ja
foi anteriormente identificado nas folhas de M. multiflora (FIGUEIREDO-GONZALEZ
et al., 2016; YOSHIKAWA et al., 1998), M. speciosa e M. salicifolia (FIGUEIREDO-
GONZALEZ et al., 2016). Como também, ja foi previamente relatado em E. punicifolia
(DOS SANTOS et al., 2020; RAMOS et al., 2019), e nas folhas de E. brasiliensis Lam.,
E. involucrata DC., E. luschnathiana (O.Berg) Klotzsch ex B.D.Jacks., E. pyriformis
Cambess., E. stipata McVaugh, E. uniflora L. e E. victoriana Cuatrec. (SANTOS et al.,
2020).

Figura 30 — Estrutura do flavonoide 19

Miricitrina
(19)

5.2.3.12 Quercetina-3-0O-p-2"-galoilglucosideo  (17), quercetina-3-O-galactosideo
(20), quercetina-3-O-arabinosideo (21) e quercetina-3-O-ramnosideo (23).

O espectro de RMN de 'H da fracdo 13 (MmAPA) apresentou dois dupletos
referentes aos hidrogénios do sistema A com acoplamento meta em 6 6,18 (d, J =2,0

Hz, H-6) e 6 6,37 (d, J = 2,0 Hz, H-8). Também, foi possivel observar sinais do sistema
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aromatico trissubstituido dioxigenado (anel B) em & 7,77 (d, J = 2,1 Hz, H-2’), 5 6,81
(d, J=8,5Hz, H-5") e 6 7,56 (dd, J = 8,5; 2,1 Hz, H-6’). Além disso, foi observado um
simpleto em 6 6,88 (s, H-2, H-6) atribuido aos hidrogénios do grupo galoil. Na regiédo
dos acucares foi observado um dupleto de hidrogénio anomérico com valor de
constante de acoplamento caracteristico de B-glucosideo em & 5,10 (d, J = 7,8 Hz, H-
1”). O espectro de massas de alta resolucdo de MmAPA apresentou o ion precursor
de m/z 615,1037 (Fig. S23, pg. 198). Os padrdes de fragmentacdes observados nos
espectros de segunda ordem, sugerem a perda de uma unidade do grupo galoil
fornecendo o ion de m/z 463,09 [M-H-152]". O ion de pico base de m/z 300,0
[M-463-163—H]~ foi atribuido a perda de uma hexose por clivagem homolitica (Figura
33). Esses dados corroboram o que ja observado nos espectros de RMN de 1D e 2D.
Todas as atribuicdes dos sinais de H e C estdo apresentadas na Tabela 5. Em
comparacdo aos dados da literatura a estrutura da quercetina-3-O-p-2"-
galoilglucosideo (17) foi confirmada (Figura 31) (ISOBE et al., 1979). Em adicdo, o
constituinte 17 foi identificado na fracdo 4 de EpEAO. Esse constituinte ja foi
anteriormente identificado nas folhas de E. punicifolia (DOS SANTOS et al., 2020) e

esta sendo relatado pela primeira vez em M. multiflora.

Figura 31 — Estrutura do flavonoide 17

HO HO st!sa

Quercetina-3-0-B-2"-galoilglucosideo
(17)

97



Na analise de RMN *H da fracéo 15 (tr 23,7 — 24,6 min) de MmAPA foram
observados sinais de hidrogénios com acoplamento meta em 6+ 6,20 (d, J = 2,0 Hz,
H-6) e 61 6,40 (d, J = 2,0 Hz, H-8) no anel tetrassubstituido no sistema A de flavonoide.
Também, foram observados sinais relativos a um sistema trissubstituido dioxigenado
(anel B) em &n 7,84 (d, J = 2,2 Hz, H-2"), 81 6,86 (d, J = 8,5 Hz, H-5') e &x 7,58 (dd, J
= 8,5; 2,2 Hz, H-6’). O dupleto em on 5,16 (d, J = 7,7 Hz, H-1") foi atribuido ao
hidrogénio anomérico. O mapa de HSQC permitiu correlacionar diretamente H-6 (6n
6,20) com o carbono em &¢ 98,7 (C-6), o H-8 (on 6,40) com o carbono em ¢ 93,6 (C-
8), como também os H-2’ com C-2’ (6c 116,6), H-5 com C-5’ (6c 114,8) e H-6' com C-
6’ (0c 121,7). As demais correlacdes observadas no mapa de correlagdo HMBC
constam na Tabela 5. O espectro de massas relativo ao pico em 11,5 min revela o ion
precursor de m/z 463,0889 [M-H]- (Fig. S25, pg. 199) correspondente a formula
molecular C21H19012. No espectro de segunda ordem foi observado o ion de pico base
de m/z 300,0328 [M-H] resultante da perda de 163 Da por clivagem homolitica
(Figura 35). Essas informacdes em comparagdo com a literatura corroboram a
substancia quercetina-3-O-galactosideo (hiperosideo, 20) (Figura 32) (WANG et al.,
2010). O flavonoide hiperosideo ja foi reportado nas folhas em M. multiflora, M.
speciosa e M. salicifolia (FIGUEIREDO-GONZALEZ et al., 2016).

Figura 32 — Estrutura do flavonoide hiperosideo

Quercetina-3-0O-galactosideo
(20)
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Nos espectros de RMN de 'H das fracbes 15 e 16 (MmMAPA) foram
observados sinais compativeis de acoplamento meta em & 6,20 (d, J = 2,0 Hz, H-6) e
6 6,37 (d, J = 2,0 Hz, H-8). Como também, os sinais em & 7,84 (d, J = 2,1 Hz, H-2"),
6,86 (d, J =8,5Hz, H-5) e 8 7,58 (dd, J = 8,5; 2,1 Hz, H-6’). O sinal caracteristico de
hidrogénio anomeérico foi observado em 61 5,16 (d, J = 6,5 Hz, H-1"). Os espectros de
massas de alta resolu¢cdo no modo negativo dos extratos secos apresentaram o ion
de m/z 433,0799 [M-H] (Fig. S26, pg. 199) (MmAPA). O fragmento observado no
espectro de MS? de pico base de m/z 300,0345 [M-133-H]" é resultante da perda de
133 Da, o qual corrobora a uma unidade arabinose (Figura 35). Os sinais de
correlacdes das analises de HSQC e HMBC sédo consistentes com os dados da
literatura referentes a substancia guaijaverina (21) (Figura 33) (WANG et al., 2010)
(Tabela 5). Esse constituinte também foi identificado na fracdo 7 de EpEAO (tr 12,5 —
14,0 min), como também nos extratos de MMEAQO, EpAPA e EbAPA.

Figura 33 — Estrutura do flavonoide guaijaverina

Quercetina-3-0O-arabinosideo
(21)

O espectro de RMN de *H da fracdo 17 de MmAPA foram observados os

sinais da aglicona do sistema A de flavonoides com acoplamento meta em & 6,20 (d,
J=2,0Hz, H-6) e 6 6,37 (d, J = 2,0 Hz, H-8). Outros trés sinais foram observados, 0s
quais sdo caracteristicos do sistema trissubstituido dioxigenado (anel B) em & 7,33 (d,
J=2,0Hz H-2), 56,91 (d, J = 8,2 Hz, H-5") e 5 7,30 (dd, J = 8,0; 2,0 Hz, H-6"). Além
disso, foi observado o dupleto com deslocamento quimico em 6 0,94 (d, J = 6,1 Hz,
H-6") que evidencia a presenca de um grupo metila e a presenca de hidrogénio
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anomeérico atribuido a unidade de uma ramnose em 6 5,34 (d, J = 1,4 Hz, H-1"). O
experimento HSQC possibilitou atribuir a correlacéo direta de H-1” com o sinal em em
dc 102,3 (C-1”) e H-6” com o sinal em &¢c 16,3 (C-6”). A correlagéo a longa distancia
de H-1” com o sinal em &c 134,8 (C-3) do anel C, comprova a ligagdo da unidade
ramnose ao oxigénio da aglicona do flavonoide. As demais correlacées de HSQC e
HMBC constam na Tabela 5. Concernente a andlise do espectro de alta resolucéo de
MmAPA revelou a presenca do ion de m/z 447,0925 [M-H]~ (tr 13,1 min) (Fig. S27,
pg. 200). O espectro de MS/MS apresentou o ion de pico base de m/z 300,0320
[M-147-H] resultante da perda de 147 Da (ramnose) por clivagem homolitica (Figura
35). Portanto, o constituinte quercetina-3-O-ramnosideo ou quercitrina (23) foi
confirmado em comparagédo com a literatura (ADEROGBA et al., 2013). Além disso, a
guercitrina (Figura 34) foi identificada na fracdo 8 de EpEAO e nos extratos de
MmEAO, MamAPA, EbAPA, EpAPA e EpRAD. Esse constituinte ja foi descrito
anteriormente nas folhas de M. multilflora (FIGUEIREDO-GONZALEZ et al., 2016;
YOSHIKAWA et al., 1998), nas folhas e frutos de E. punicifolia (RAMOS et al., 2019;
SALES et al., 2014) e nas folhas de E. uniflora (SCHUMACHER et al., 2015).

Figura 34 — Estrutura do flavonoide 23

Quercetina-3-O-ramnosideo
(23)
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Figura 35 — Proposta de fragmentacéo dos flavonoides 17, 20, 21 e 23

(20)

HO HO | HG m/z 447,09

HO | (23)
L on HoHO T
H | m/z 463,09
m/z 615,10
(17)

Proposta de fragmentacdo adaptada de FABRE et al., 2001.

5.2.3.13 Acido elagico (22)

A andlise de RMN de *H da fracdo 17 de MmMAPA foi observado o simpleto
em on 7,51 (H-5, 5°), o qual apresentou correlagéo direta com o carbono em 6x 110,2
(C-5, 5’). No experimento HMBC o hidrogénio em & 7,51 apresentou correlacdes com
os sinais em 6c 113,1 (C-1, 1'), 6c 136,5 (C-2, 2'), 6¢c 140,6 (C-3, 3'), 6c 148,2 (C-4, 4’),
dc 107,5 (C-6, 6’) e 6c 160,3 (C-7, 7’). Esses dados corroboram aos da literatura

referente a substancia acido elagico (22) (Figura 36) (LI et al., 1999) e estéao
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apresentados na Tabela 5. Esse constituinte foi identificado em mistura na fracédo 8
(tr 14,0 — 17,0 min) de E. punicifolia (EpEAO) (Figs S79-S81, pgs. 251-253). O acido
elagico ja foi identificado em frutos de E. punicifolia e nas folhas de E. uniflora (DA
CUNHA et al., 2016; RAMOS et al., 2019; SCHUMACHER et al., 2015) e esta sendo

relatado pela primeira vez em M. multiflora.

Figura 36 — Estrutura da substancia 22

Acido elagico
(22)

5.2.3.14 Isoramnetina-3-O-glucosideo (24)

No extrato seco de EbAPA no tr 13,5 min foi observado o pico do ion de
m/z 477,1059 [M-H]~ (Fig. S136, pg. 293) que corresponde a féormula molecular
C22H21012. A fragmentacdo de segunda ordem levou ao ion de pico base de m/z
316,0246 [M-161-H]  resultante da perda de hexose (161 Da) por clivagem
heterolitica, seguido da perda de um préton fornecendo o ion de m/z 315,0173
[M-316—H]". Também, foi observado o ion de m/z 271,0244 [M-315-44—H]~ que foi
atribuida a perda de CO: (44 Da) (Figura 37) levando a propor a substancia
isoramnetina-3-O-glucosideo (24) em comparagdo com a literatura (ZHENG et al.,
2019). Esse constituinte ja foi previamente reportado nas folhas de M. multiflora, M.
speciosa e M. salicifolia (FIGUEIREDO-GONZALEZ et al., 2016).
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Figura 37 — Proposta de fragmentacgéo do flavonoide 24

OCH,

o o Ol;i 3?5 0173
m/z 316,0246 mzse.
¢— co,
m/z 477,1059
(24) HsCO o

o S
@

OH
OH
m/z 271,0244

Proposta de fragmentacdo adaptada de FABRE et al., 2001.

5.2.3.15 Acido metil elagico ramnosideo (25)

Os extratos secos de E. biflora (EbAPA) e M. sylvatica (MsylRAD)
apresentaram (tr 14,9 min) os ions precursores de m/z 461,0753 [M-H]- e m/z
461,0774 [M-H]~ (C21H18012), respectivamente (Figs. S124 e S137, pgs 286 e 294). O
espectro de MS? apresentou a fragmentagdo de m/z 315,0 [M-H]-, sugerindo a perda
de hexose (146 Da) por clivagem heterolitica (— CeH1004) (m/z 461,0753 — 315,0166).
O ion de pico base de m/z 299,99 [M-315,0-15-H]", € resultante da perda do grupo
metila (15 Da) por clivagem homolitica (Figura 38). O padrdo de fragmentacao
observado é consistente com a substancia acido metil elagico ramnosideo (25),
previamente identificado por Singh et al. (2016). O constituinte 25 ja foi relatado nos
frutos e cascas do caule de Eucalyptus globulus Labill (GUO & YANG, 2005; KIM et
al., 2001) e em Syzygium guineense (Myrtaceae) (DJOUKENG et al., 2007).
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Figura 38 — Proposta de fragmentagéo dos ions produtos observados no espectro de ESI-MS/MS do
ion m/z 461,0753 no modo negativo (EbAPA)

Intens. -MS2(a61.0759), 15.7min#935

(%14 JE—

_ _H| -~ “Hl -
I - oon, oy =
) 04,0 OH O~ miz 15 [}
o. o OH 04,0 OH
g )
o O 0Ny = ] — +  oCH,
m/z 146 X HO
&4 “-_ 0 HO 070 0" ~o
HEW“ . OH OH
° HO45

OH m/z 315,01 m/z 299,99

Ci4Hs0s

100 200 300 400 500 600 700 800 900 mz

Proposta de fragmentacdo adaptada de SINGH et al., 2016.

5.2.3.16 Kaempferol-3-O-ramnosideo (26)

O flavonol glicosilado 26 foi isolado do extrato seco de MMAPA (fracéo 18).
Sua estrutura (Figura 39) foi determinada por RMN de H, HSQC e HMBC (Figuras
S61-S63, p. 233-235). Na regido aromatica foram observados quatro sinais, o par de
dupletos de acoplamento meta em 6 6,21 (d, J = 2,0 Hz, H-6) e 6 6,38 (d, J = 2,0 Hz,
H-8). Como também o par de dupletos quimicamente equivalentes presentes no anel
B, em 6 7,77 (d, J = 8,7 Hz) correspondentes ao H-2'/H-6" e 6 6,94 (d, J = 8,7 Hz)
atribuido aos hidrogénios H-3’ e H-5'. A unidade ramnosideo foi identificada pelos
dupletos em 6 5,34 (d, J =1,6 Hz, H-1") e 6 0,92 (d, J = 5,6 Hz, H-6”) que evidencia o
acoplamento do grupo metila terminal. Os dados do espectro de MS? do ion de m/z
431,1014 [M-H]~ (Fig. S28, pg. 200) e proposta de fragmentacdo corroboram com
essas informacdes (Figura 40). As demais atribuicbes estao descritas na Tabela 5. O
kaempferol-3-O-ramnosideo (26) também foi identificado nos extratos de M. multiflora
(MmMEAO) e E. punicifolia (EpEAO, EpAPA e EpRAD). Este é o primeiro relato nas
folhas de M. multiflora e ja havia sido reportado anteriormente em E. punicifolia
(SALES et al., 2014).
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Figura 39 — Estrutura do flavonoide 26

56,94

Kaempferol-3-O-ramnosideo
(26)

Figura 40 — Espectro ESI-MS/MS modo negativo do ion de m/z 431,1014 (MmAPA) e proposta de

fragmentacgdo da substéancia 26
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Proposta de fragmentacdo adaptada de LI et al., 2016.
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Tabela 5 — Identificac@o dos constituintes quimicos nos extratos secos das folhas de espécies vegetais pedra-ume-caa por CLAE-EMAR e RMN

Tabela 5
m/z
observado/teérico
TR c Extrato/frag&o
Ne ompostos [M=H]~/[M+H]* MS/MS 8 H em ppm (J, Hz) 8 13C em ppm Referéncias
(min) propostos (Férmula (Observagdes)
empirica, erro,
ppm)
5,18 - 5,20 91,5-92,7 (C-1) Presente nos 10 RAMOS et al.,
1 - Sacarose - -
(d; J=3,75 Hz, H-1) 104,4 — 105,8 (C-5). extratos *. 2019.
2 a-D-glicopiranose 179,0567/ - 4,92 (d; J=3,53 Hz, H-1). 92,7 (C-1); 73,5 (C-2). EpAPA !
179,056112 | RAMOS et al.,
2,2 (Também presentes
(C6H110s) . . 20109.
3 B-D-glicopiranose (3.29) - 4,28 (d; J=7,70 Hz, H-1). 98,7 (C-1). nos demais extratos) *.
EpRAD !
191,0578/
191 056112 1,63-1,66 (m, H-2a, H-2b) 38,8 (C-2), 67,3 (C-3), (Presente em MmAPA, KELLEY et al.,
4 2,4 Acido quinico (CHLOY) - 1,54 (dd, J=13,8; 5,3; H-6a); 73,8 (C-4), 67,8 (C-5), EpAPA, EbAPA, 1976
(78 ;14 )6 1,78 (dd, J=13,8; 3,8; H-6b). 37.1(C-6), 1776 (C-7). MMEAO, EpEAC,
’ MsyIRAD) %,
EpEAO 2
fragdol_6
169,0159/ (fragaol_6)
120,1 (C-1), 108,8 (C-2, 6), (Presente em EpAPA,
o 169,014247 SANTANA et
5 2,9 Acido gélico - 7,07 (s, H-2,6) 145,1 (C-3,5), EpRAD, MMAPA 2,
(C7H505) al., 2012.
©.78) 138,5 (C-4),167,0 (C-7). MsylAPA, MsylRAD,
’ MamAPA, MguAPA,
MmEAO)™.
577,1376/
o 289,0734 (100%),
Procianidina tipo B 577,135150 EbAPA SANTOS et al.,
6 3,6 o 407,0854 (91,5%), - -
dimérica (C30H25012) (Presente MMEAO). 2020.
4.25) 245,0886 (33,9%).
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Tabela 5

6,83 (d, J=1,9 Hz, H-2);
6,76 (d, J=8,1 Hz, H-5');
6,71 (m, H-6).

130,9 (C-1°); 113,8 (C-2);
144,8 (C-3'); 144,8 (C-4);
114,6 (C-5’); 118,4 (C-6").

m/z
observado/teérico
TR c Extrato/fragao
Ne 0mpostos [M=H]7/[M+H]* MS/MS 8 ™H em ppm (J, Hz) 8 13C em ppm Referéncias
(min) propostos (Férmula (Observagdes)
empirica, erro,
ppm)
2,05 (m, H-2), 2,09 (M, H-2),
4,00 (m, H-3); 3,78 (m, H-
4),5,40 (m, H-5); 1,91 (dd 744(C-1), 36,0 (C-2),
10, m, R-o); 1, )
355,1018/ ) ( ) ( 68,6 (C-3), 72,2 (C-4),
J=14,0; 6,3 Hz, H-6), LIU; NISAR;
o 355,102359 71,1 (C-5), 37,8 (C-6),
Acido " 163,0454 2,05 (m, H-6), ) MmAPA 2 WAN, 2020;
7 3,7 o [M+H] , 180,2 (C-7), 126,5 (C-17), .
clorogénico (100%). 7,04 (d, J=2,0 Hz, H-2’); (fracéo 5) SINGH et al.,
(C16H1900) 113,8 (C-2'), 148,1 (C-3', 4),
6,77 (d, J=8,0 Hz, H-5'); 2016b.
(-1,57) 115,1 (C-5"), 121,5 (C-6);
6,94 (dd, J=8,0; 2,0 Hz, H-
145,4 (C-7’), 114,5 (C-8),
6): 7,58 (d, J=15,9; H-7");
167,5 (C-9).
6,31 (d, J=15,9; H-8)).
4,56 (d, J=7,5 Hz, H-2);
81,4 (C-2); 67,4 (C-3);
3,97 (m, H-3); 2,50 (dd,
27,1 (C-4); 94,1 (C-6);
289,0732/ J=16.1; 82 Hz, H-4); 155,9 (C-5); 156,6 (C-7)
289 (’)71762 2,84 (dd, J=16,1; 54 Hz, H- 94 8 (C-8); ’155 7 (C-9) EOAPA® ATRES etal.
8 42 Catequina A N o - 4); 5,85 (d, J=2,3 Hz, H-6); e 8,(C 16). ' (Presenteem MMEAO  2010; FLAMINI,
asn 592 (d, 3=2,3 Hz, H-8); ‘ ’ & MMAPA)® 2013,
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Tabela 5

m/z
observado/teérico
TR c Extrato/fragao
Ne 0mpostos [M=H]7/[M+H]* MS/MS 8 ™H em ppm (J, Hz) 8 13C em ppm Referéncias
(min) propostos (Férmula (Observagdes)
empirica, erro,
ppm)
2,04 (m, H-2), 4,28 (M, H- 75,4 (C-1), 36,0 (C-2),
3),4,91 (H-4), 3,98 (m, H-5), 67,3 (C-3), 77,9 (C-4),
355,1013/ ) (H-4) ( ) (C-3) (C-4)
1,96 (m, H-6), 2,10 (m, H-6), 68,2 (C-5); 38,5 (C-6),
A 355,102359 163,0445 MmMAPA 2 ESTORK |
9 53 Acido 4-0- M : 7,02 (d, J=2,0 Hz, H-2); 180,0 (C-7), 126,6 (C-1), m etal.,
' + ~
cafeoilquinico a0 (100%). 6,78 (d, J=8,1 Hz, H-5); 114,2 (C-2)); 148,1 (C-3, 4Y); (fracéo 7) 2014.
(162 ;98)9 6,96 (dd, J=8,1; 2,0 Hz, H- 115,0 (C-5), 121,6 (C-6);
a 6); 7,62 (d, J=15,9; H-7"); 1456 (C-7), 114,2 (C-8Y;
6,35 (d, J=15,9; H-8). 167,7 (C-9).
Glucose: 93,7 (C-1),
68,2 (C-2), 70,4 (C-3),
Glucose: 6,36 (d; J=2,2 Hz,
61,2 (C-4), 74,8 (C-5), 63,6
H-1), 3,98 (m, H-2), )
301,0055 (C-6); Galoil: 119,1 (C-1),
4,80 (m, H3), 4,46 (m, H-4),
633,0726/ (100%), 109,4 (C-2,6), 145,0 (C-3,5), GUNAWAN-
4,51 (m, H-5), 4,95 (d;
o 633,072240 275,0263 139,1 (C-4), 165,5 (C-7); MMAPA 2 PUTERI &
10 53 Corilagina J=10,9 Hz, H-6), 4,16 (dd; .
(C27H21015) (17,8%), HHDP: 115,8 (C-1’), 108,7 (fracéo 7) KAWABATA,
J=10,9, 8,0 Hz, H-6);
(0,57) 463,0618 _ (C-3'), 144.4 (C-4',6"), 136,8 2010.
Galoil: 7,05 (s; H-2, 6);
(15,0%).

HHDP: 6,68 (s; H-3');
6,65 (s; H-3).

(C-5'), 166,9 (C-7"), 115,3 (C-
1), 106,8 (C-3), 144.,6 (C-
4,6), 136,3 (C-5), 168,8 (C-
7.
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Tabela 5

NO

m/z

observado/teérico

TR
[M=H]/[M+H]*

(Férmula
empirica, erro,
ppm)

Compostos

(min) propostos

MS/MS

8 H em ppm (J, Hz)

8 13C em ppm

Extrato/fragao

(Observagdes)

Referéncias

11

935,0822/
935,079605
(Ca1H2702)
(2,78)

53 Casuarictina

Glucose: 6,13 (d, J=8,8 Hz,
H-1), 5,20 (dd, J=10,0; 0,75
Hz, H-2), 5,45 (dd, J=10,0;
9,1 Hz, H-3), 5,17 (dd,
J=10,0; 6,5 Hz, H-4), 4,37
(m, H-5), 3,91 (m)/5,37 (dd,
J=13,3; 6,5 Hz, H,-6/H,-6).
Galoil: 7,11 (s, H-2', 6').
2 — HHDP: 6,52 (s, H-3").
3 — HHDP: 6,39 (s, H-3™).
4 — HHDP: 6,42 (s, H-3"").
6 — HHDP: 6,62 (s, H-3""").

Glucose: 91,4 (C-1), 75,0 (C-
2), 76,6 (C-3), 68,2 (C-4),
72,6 (C-5), 62,3 (C-6).
Galoil: 109,1 (C-2, 6’), 145,3
(C-3,5'), 139,7 (C-4),
164,5 (C-7’).

2 - HHDP: 114,5 (C-1"),

106,5 (C-3”), 144,6 (C-4”,6"),

136,2 (C-57), 167,4 (C-7").

3 - HHDP: 113,5 (C-1"),
106,3 (C-3"), 144,5 (C-
476"),136,2 (C-5"),

169,3 (C-7").

4 — HHDP: 114,3 (C-1"),
106,3 (C-3""), 144,8 (C-
4 6""),136,3 (C-5""),

168,4 (C-7").
6 — HHDP: 115,1 (C-1""),
107,2 (C-3""), 144,5 (C-
4" 6""),136,2 (C-5""),
168,1 (C-7").

EpEAO 2
(fracdol_11)

SERNA &

MARTINEZ,

2015.
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Tabela 5

m/z
observado/teérico
TR c Extrato/fragao
Ne 0mpostos [M=H]7/[M+H]* MS/MS 8 ™H em ppm (J, Hz) 8 13C em ppm Referéncias
(min) propostos (Férmula (Observagdes)
empirica, erro,
ppm)
169,0216 . Aglicona: 76,3 (C-2), 67,9 (C-
441,0860/ (100%) Aglicona: 5,04 (m. H-2); 3), 114,8 (C-5'), 117,3 (C-6)
Catequina 3-O 441,082720 289,0731 >:35 (m. 1-3), 6,66 (d; 18,0 Galoil: 108,5 (C-2”, 6”) EpAPA | orvs el
atequina 3-O- , , aloil: ,5 (C-2", 67), )
12 85 a | o0 0.1%) Hz; H-5'); 6,76 (dd; J=8,0; 110.4 (CA"), 145,6 (C-3 (Presente em EpEAO,  1996; YUZUAK
alato ,7%), 4 (C-1"), 145,6 (C-3",
o] 22M17010, 2,0 Hz, H-6). EpRAD) ™. etal., 2018.
(7,44) 245,0799 _ 57), 138,5 (C-4"), 165,8 (C-
Galoil: 6,97 (s; H-2”, 6”).
(67,9%). 7).
Glucose: 91,2 (C-1), 71,0 (C-
2), 61,2 (C-3), 65,3 (C-4),
Glucose: 6,50 (sl, H-1), 5,38 73,2 (C-5); 63,3 (C-6).
(m, H-2), 5,87 (m, H-3), 5,22  Galoil: 119,1 (C-1’), 109,8 (C-
(d, J=3,2 Hz, H-4), 5,82* (H- 2.,6), 145,5 (C-3,5), 139,7
5); 4,38 (dd; J=10,2; 7,2 Hz, (C-4), 164,9 (C-7").
301,0003
H-6), 3" — HHDP: 116,3 (C-1"),
(100%),
4,87* (H-6); 109,1 (C-3”), 144,0 (C-4",6"),
953,0940/ 275,0209 ) GUNAWAN-
Galoil: 7,07 (s; H2',6"); 137,2 (C-5”), 166,1 (C-7").
. ) 953,090169 (30,0%), MmMAPA 2 PUTERI &
13 8,5 Acido quebulagico HHDP: 6,62 (s, H-3"); 3” — HHDP: 115,0 (C-1"), 5
(C41H29027) 481,0717 . (fra(;ao 10) KAWABATA,
6,84 (s, H-3”); 106,8 (C-3), 144,9 (C-
(4,02) (23,0%), _ 2010.
Quebuloil: 4,77 (d, J=7,2, H- 4™6"), 136,2 (C-5), 168,7
633,0756
2); 5,02 (dd; J=7,2; 1,6 Hz, (C-7""). Quebuloil: 169,7 (C-
(22,4%).

H-3); 3,78 (m, H-4); 2,14 (m,
H-5); 7,47 (s, H-3)).
*sobreposicdo com sinal
residual de H,0.

1), 65,9 (C-2), 40,4 (C-3),
39,5 (C-4), 30,9 (C-5), 175,5
(C-6), 173,0 (C-7), 115,2 (C-
1), 116,1 (C-3"), 146,0 (C-4),

139,3 (C-5), 140,3 (C-6'),

165,2 (C-7").

110



Tabela 5

m/z
observado/teérico
TR Extrato/fragao
Ne Compostos [M=H]7/[M+H]* MS/MS 8 ™H em ppm (J, Hz) 8 13C em ppm Referéncias
(min) propostos (Férmula (Observagdes)
empirica, erro,
ppm)
277,0376
785, 0820/ (100,0%),
u o2 pedunculagina YB?MOES]{QQ 303,0167 HHDP: 6,63 (sl, H-3); HHDP: 106,9 (C-3), MMAPA 2 GAZ(; etal,
(CoaHsO2) (99,8 %), 6,50 (sl, H-3). 105,7 (C-3). 10.
(-1,53) 321,0242
(23,1%).
Aglicona: 76,3 (C-2),
Aglicona: 5,05 (m, H-2); 95,1 (C-6), 95,1 (C-8),
455,1029/ 5,89 (d, J= 2,3, H-8), 129,3 (C-1'), 144,7 (C-3',4"), EpRAD
5 100 Epicatequina 3-O- 455,098370 ~ 5,90 (d, J= 2,3, H-6), 114,6 (C-5), 118,0 (C-6). (Presente em EpEAD DAVIS et al.,
(3”-O-metilgalato) (C23H19010) 6,66 (m, H-57); Galoil: 108,8 (C-2”, 6”), ¢ EpAPA)™. 1996.
(9,95) 6,73 (M, H-6"). 147,8 (C-3", 57),
Galoil: 6,96 (s; H-2", 6”). 138,5 (C-4”), 166,1 (C-7").
Grupo metoxi: 55,6 (C-3”).
Aglicona: 157,4 (C-2), 134,5
(C-3), 161,4 (C-5), 98,6 (C-
Aglicona: 6,21 (d; J=2,0 Hz, 6), 164,9 (C-7), 93,4 (C-8),
316,0287 ] L _ . MMAPA 2
479,0876/ (100%), H-6); 6,40 (d; J=2,0 Hz; H-8); 157,0 (C-9), 104,0 (C-10), i
16 101 Miricetina-3-O- 479,083114 2710023 7,38 (s; H-2', 6). 120,4 (C-1’), 108,5 (C-2', &), (fracéo 12) REN etal,,
glucosideo (C21H14015) (13,9%). Glicose: 5,20 (d, J=78 Hz, 1448 (C-3,5),136,7 (C-4). (Presente em MmEAO, 2012.
(9,36) ’ H-17), Glucose: 104,3 (C-17), 73,9 EpEAO, EpAPA).

3,49 — 3,85 (m, H2” — 6”).

(C-2), 72,0 (C-3"),
71,0 (C-4”), 76,0 (C-5),
60,8 (C-6").
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Tabela 5

m/z
observado/teérico
TR c Extrato/fragao
Ne 0mpostos [M=H]7/[M+H]* MS/MS 8 ™H em ppm (J, Hz) 8 13C em ppm Referéncias
(min) propostos (Férmula (Observagdes)
empirica, erro,
ppm)
. Aglicona: 157,3 (C-2),
Aglicona: 6,18 (d; J=2,0 Hz,
134,1 (C-3), 98,6 (C-6),
H-6); 6,37 (d; J=2,0 Hz; H-8);
164,2 (C-7), 93,6 (C-8),
7,77 (d; 3=2,1 Hz, H-2"),
157,0 (C-9), 104,1 (C-10),
300,0332 6,81 (d; J=8,5 Hz, H-5'), 116.4 (C-2), 144.3 (C-3)
-2’ -3 2
615,1037/ (100%), 7,56 (dd; J=8,5; 2,1 Hz, H- ’ T ’ MmAPA
) ) 148,3 (C-4’), 114,8 (C-5), (fragéo 13)
. 107 Quercetina-3-0-B-2"- 615,099158 463,0968 6'). Glucose: 5,10 (d, J=7,8 1218 (C-6) ISOBE et al.,,
) galoilglucosideo » ” ' I
CasH240 83,7), Hz, H-17), 3,58 (m, H-27), 1979.
(CanftesOse) (®3.7) 358 " Glucose: 1042 (C-1), 73,6 EpEAO?
(7,38) 301,0389 3,79 (m, H-3"), 3,85 (dd; .
(C-27), 73,1 (C-3"), 71,7 (C- (fragdo 4)
(64,4%). J=9,6; 7,7 Hz, H-4"), 3,45
4), 76,5 (C-5”), 61,4 (C-6").
(m, H-5"), .
Galoil: 108,7 (C-2, 6),
3,75/3,88 (m, H-6").
_ 144,8 (C-3, 5), 138,4 (C-4),
Galoil: 6,88 (s, C-2, 6).
166,6 (C-7).
S 615,1000/
Miricetina-3-O- 316,0232 (100%),
. 615,099158 SANTOS et al.,
18 11,2 (27-0-galoil)-o- 463,0975 (67,7%), - - EbAPA
. (C28H24016) 2020.
ramnosideo 317,0334 (24,9%).
1,37)
Aglicona: 6,20 (d; J=2,0 Hz, Aglicona: 158,1 (C-2), MmAPA 2
465,1030/ H-6); 6,36 (d; J=2,0 Hz; H-8); 134,8 (C-3), 161,8 (C-5), (Frag&o 14)
465,102753 6,94 (s; H-2', 6'). 98,6 (C-6), 164,6 (C-7), (Presente em
o 319,0494 ADEROGBA et
19 11,2 Miricitrina [M+H]* Ramnose: 5,30 (d, J=1,3 Hz, 93,6 (C-8), 157,0 (C-9), MmMEAO, MamAPA,
(100,0%). al., 2013.
(C21H21012) H-1"), 4,22 (dd, J=3,2; 1,3 104,3 (C-10), 120,7 (C-17), MgUAPA MsylAPA e
(0,51) Hz, H-2"), 3,78 (dd, J=9,5; 108,4 (C-2', 6), 145,3 (C-3', MsylRAD) .
3,2 Hz, H-3"), 3,34 (m, H-4"), 5'), 136,7 (C-4)). EpEAO 2
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Tabela 5

m/z
observado/teérico
TR c Extrato/fragao
Ne 0mpostos [M=H]7/[M+H]* MS/MS 8 ™H em ppm (J, Hz) 8 13C em ppm Referéncias
(min) propostos (Férmula (Observagdes)
empirica, erro,
ppm)
3,51 (dd, J=9,5; 6,1, H-5"), Ramnose: 102,2 (C-1”), 70,6 (Fragéo 8)
0,96 (d, J=6,1, H-6"). (C-27), 70,9 (C-3”), 71,7 (C- (Presente EpRAD,
4”), 71,0 (C-5"), 16,3 (C-6"). EpAPA e EbAPA) ™.
Aglicona: 6,20 (d; J=2,0 Hz,
H-6); 6,40 (d; J=2,0 Hz; H-8); .
Aglicona: 157,4 (C-2),
7,84 (d; J=2,2 Hz, H-2'),
134,2 (C-3), 161,7 (C-5),
300,0324 6,86 (d; J=8,5 Hz, H-5’),
98,7 (C-6), 164,9 (C-7),
(100%), 7,58 (dd; J=8,5; 2,2 Hz, H-
93,6 (C-8), 157,1 (C-9),
) 463,0889/ 301,0385 6). 104,1 (C-10), 116,6 (C-2)
Quercetina-3-O- 463,088200 (39,3%), Galactose: 5,16 (d, J=7,7 Hz, ‘ o ’ MMAPA 2 WANG et al.,
20 11,5 galactosideo 144,4 (C-3’), 148,5 (C-4)),
(C21H19012) 271,0319 H-1"), 3,81 (dd, J=9,7; 7,9 Hz , , (Fracéo 15) 2010.
(Hiperosideo) . 114,8 (C-5’), 121,7 (C-6").
(1,51) (25,5%), H-2"), 3,54 (d, J=7,9 Hz, H-
Galactose: 104,3 (C-17),
255,0353 3”), 3,85 (br dd, J=3,4; 0,8
72,0 (C-27), 74,0 (C-3),
(12,8%). Hz, H-4"), 3,47 (d, J=0,8, H-
68,8 (C-4"), 76,0 (C-5),
5”), 3,61 (dd, J=12,9; 6,4 Hz,
61,0 (C-6").
H-6"), 3,56 (d, J=6,4 Hz, H-
6").
300,0345 Aglicona: 6,20 (d; J=2,1 Hz, Aglicona: 157,6 (C-2),
MmAPA 2
(100%), H-6); 6,37 (d; J=2,0 Hz; H-8); 134,1 (C-3), 161,6 (C-5), .
433,0799/ (Fracdes 15 e 16)
271,0298 7,70 (d; J=2,1 Hz, H-2"), 98,7 (C-6), 164,7 (C-7),
. ) 433,077635 (Presente em WANG et al.,
21 12,7 Guaijaverina (38,7%), 6,86 (d; J=8,5 Hz, H-5), 93,3 (C-8), 157,1 (C-9),
(C20H17011) MmMEAO)*. 2010.
301,0376 7,59 (dd; J=8,5; 2,1 Hz, H- 104,2 (C-10), 116,3 (C-2Y),
(5,23) . EpEAO 2
(35,6%), 6’). Arabinose: 5,16 (d, J=6,5 144.,6 (C-3’), 148,5 (C-4)), (Fragio 7)
racdo
255,0351 Hz, H-1"), 3,41 (m, H-2"), ¢

114,9 (C-5'), 121,8 (C-6").
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Tabela 5

m/z
observado/teérico
TR c Extrato/fragao
Ne 0mpostos [M=H]7/[M+H]* MS/MS 8 ™H em ppm (J, Hz) 8 13C em ppm Referéncias
(min) propostos (Férmula (Observagées)
empirica, erro,
ppm)
(13,9%). 3,64 (m, H-3”), 3,85 (m, H- Arabinose: 103,4 (C-17), (Presente em EpAPA e
4”), 3,09/3,41 (m, H-5"). 70,6 (C-27), 72,6 (C-3"), EbAPA).
68,7 (C-4"), 65,6 (C-5").
113,1 (C-1, 1’), 136,5 (C-2, MmAPA 2
22 - Acido elagico - - 7,51 (s, H-5, H-5). 2), 1406 (C-3, 3), 148,2 (C- (Fragdo 17) Ll etal., 1999
4, 4’),110,2 (C-5, 5), 107,5 EpEAO 2
(C-6, 6"), 160,3 (C-7, 7'). (Fracao 8)
Aglicona: 6,20 (d, J=2,0 Hz Aglicona: 157,8 (C-2),
H-6); 6,37 (d; J=2,0 Hz; H-8); 134,8 (C-3), 178,3 (C-4),
i MMmAPA 2
300,0320 7,33 (d; J=2,0 Hz; H-2); 162,2 (C-5), 98,5 (C-6),
fracéo 17
(100%), 6,91 (d; J=8,2 Hz; H-5'); 164,6 (C-7), 93,6 (C-8), (frado 17)
Presente em MmEAO
447,0925/ 301,0389 7,30 (dd; J=8,2, 2,0 Hz; H- 157,2 (C-9), 104,4 (C-10), ( e
- 447,092188 (49,5%), 6'). Ramnose: 5,34 (d; J=1,4 121,6 (C-1"), 115,7 (C-2), MamAPA) ! ADEROGBA et
23 13,1 Quercitrina
(C21H19011) 271,0304 Hz; H-17); 4,21 (dd; J=3,3; 145,1 (C-3), 148,9 (C-4), al., 2013.
(0,70) (42,6%), 1,4 Hz; H-2"), 3,74 (dd; 115,1 (C-5’), 121,6 (C-6). EpEAO ?
255,0365 J=9,5; 3,3 Hz; H-3), Ramnose: 102,3 (C-17), (fracéo 8)
(24,5%). 3,35 (d; J=9,5 Hz; H-4"), 70,6 (C-27), 70,7 (C-3”), (Presente em EpAPA,
1 1
3,42 (dd: 3=9,5; 6,1 Hz; H- 72,1 (C-4"), 70,6 (C-5"), EpRAD" e EbAPAY).
5”); 0,94 (d; J=6,1 Hz; H-6"). 16,3 (C-6").
477,1059/ 316,0246 (100%),
24 13,5 Isoramneti,na-3-0- 477,103850 315,0173 (49,6%), 3 B EbAPA ZHENG et al.,
glUCOSldeO (CZZH21012) 317,0250 (19,6%), 2019
(4,30) 271,0244 (17,8%).
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Tabela 5

m/z
observado/teérico
TR c Extrato/fragéo
No ompostos [M=H]7[M+H]* MS/MS 3 H em ppm (J, Hz) 8 13C em ppm Referéncias
(min) propostos (Férmula (Observagdes)
empirica, erro,
ppm)
461,0753/
o _ _ EbAPA
Acido metil elagico 461,072550 299,9922 (100%), SINGH et al.,
25 14,9 . - - (Presente em
ramnosideo (C21H17012) 315,0166 (80,9%). 2016a
MsylRAD)
(5,96)
Aglicona: 158,1 (C-2), 134,9
Aglicona: 6,21 (d, J=2,0 Hz (C-3), 161,7 (C-5), 98,6 (C-
MmAPA 2
H-6); 6,38 (d; J=2,0 Hz; H-8); 6), 164,6 (C-7), 93,6 (C-8),
284,0395 (fracéo 18)
7,77 (d; J=8,7 Hz; H-2', 6'); 157,1 (C-9), 104,5 (C-10),
431,1014/ (100%), 6.94 (d: J=8,7 Hz: H-3"; H-5) 121.2 (C-1), 130,5 (C-2) (Presente em MmMEAO)
) yJ=06,/ HzZ; H-57 H-9); ) -1), ) ~Z),
26 150 Kaempferol-3-O- 431,098370 285,0444 ' CORREIA etal.,
, ) Ramnose: 5,37 (d; J=1,6 Hz; 115,2 (C-3’), 160,3 (C-4’), 2008
ramnosideo (C21H19010) (76,6%), EpEAO 2
H-1"); 4,21 (dd; J=3,2; 1,6 115,2 (C-5), 130,5 (C-6’). .
(7,03) 255,0344 (fracéo 10)
Hz; H-2”), 3,70 (dd; J=9,1; Rhamnose: 102,2 (C-1"),
(50,5%).

3,2 Hz; H-3”), 3,32 (m; H-4",
5”); 0,92 (d; J=5,6 Hz; H-6").

70,6 (C-2"), 70,7 (C-3"), 71,8
(C-4”), 70,7 (C-5"),
16,3 (C-6").

(Presente em EpAPA e
EpRAD) ..

EAO (coleta realizada na Embrapa-AM), APA (coleta realizada na APA-Para), RAD (coleta realizada na Reserva Florestal Adolpho Ducke-AM). Ep (E. punicifolia); Eb (E. biflora); Mam (M. amazonica);
Mgu (M. guianensis); Mm (M. multiflora); Msyl (M. sylvatica).

1: DMSO-ds, 2: CD3OD.
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Figura 41 — Estruturas dos constituintes identificados nos extratos secos das espécies de pedra-ume-

caa
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Cont. Figura 41
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A Figura 42 apresenta a ampliacédo dos espectros de RMN de *H (DMSO-
ds) com os respectivos constituintes enumerados (61 4,18 — 8,20 ppm) nos dez
extratos secos das espécies de pedra-ume-caa.

O constituinte miricitrina (19), presente em todos os extratos, apresentou
diferengca na magnitude do sinal (61 6,88 — 6,90) nos extratos de Myrcia multiflora
(MmAPA e MmMEAOQO), M. guianensis (MguAPA), M. amazonica (MamAPA) e M.
sylvatica (MsylAPA). Além disso, € possivel verificar que o acido galico (6n 6,91 —
6,93) e o flavonoide quercitrina (61 7,30) podem ser um diferencial importante a ser
considerado entre as espécies. Por outro lado, os constituintes 12 (61 5,02 — 5,04) e
15 (6n 5,05 — 5,07) foram identificados somente nos extratos secos das espécies de
E. punicifolia. Além disso, o flavonoide 26 pode ser identificado no espectro de RMN
'H pelo dupleto em torno de 8+ 7,75, nos extratos de MMAPA, EpEAO e EpAPA.

Em geral, a analise conjunta dos dados de massas de alta resolucao e RMN
de 1D e 2D demonstrou que o método analitico utilizado foi eficaz para a identificacao
dos metabdlitos nos extratos secos deste estudo. Como também permitiu verificar que
os espectros de RMN de 'H podem ser utilizados para andlise de fingerprinting de
metabolitos nesses extratos. Conforme demonstrado, os metabdlitos sdo possiveis de
serem reconhecidos em uma andlise qualitativa por RMN de *H. Em especial, a regido
aromatica que pode ser usada para a identificacdo dos marcadores quimicos, a fim
de verificar a autenticidade dessas espécies. Mediante essa analise, foi desenvolvido
um método quantitativo e exploratério dos dados de RMN de 'H, visando a
necessidade do controle de qualidade de matérias-primas vegetais comercializadas

como pedra-ume-caa.
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Figura 42 — Ampliacdo dos espectr

os de RMN de 'H na regifio de 4,18 — 8,20 ppm referente aos sinais

das substancias identificadas nos extratos secos de pedra-ume-cai (DMSO-d6, 500 MHz)
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(1): sacarose, (2): a-D-glicopiranose, (3): B-D-glicopiranose, (5): acido gélico, (7): &cido clorogénico,
(8): catequina, (9): acido 4-O-cafeoilquinico, (10): corilagina, (11): casuarictina, (12): catequina-3-O-
galato, (13): acido quebulagico, (14): pedunculagina, (15): epicatequina-3-O-(3"-O-metilgalato), (16):

miricetina-3-O-glucosideo, (17):
hiperosideo, (21): guaijaverina, (22

guercetina-3-O-B-2"-galoilglucosideo, (19): miricitrina, (20):
): &cido elagico, (23): quercitrina, (26); kaempferol-3-O-ramnosideo.

119



5.3 Quantificacdo por RMNq de 'H

A aplicacdo da RMNg é desafiadora quando aplicada a misturas
complexas, tais como extratos brutos e fracbes provindos de produtos naturais.
Porém, a quantificacdo por RMN é possivel quando, pelo menos, um sinal do
constituinte alvo ndo apresenta coalescéncia de sinais (IMAI et al., 2020). Ha diversos
exemplos de aplicacfes dessa técnica quantitativa. Dentre os quais se pode destacar
o trabalho de Lund e colaboradores (LUND et al., 2020), no qual utilizaram a RMNq
para quantificar quatro flavonoides (naringenina, hiperosideo, rutina, e vitexina-2”-O-
rhamnosideo) e o acido clorogénico em extratos das folhas de Crataegus spp.. Outros
dois trabalhos com RMNq que também merecem destaque foram desenvolvidos pelo
grupo NEQUIMA. O primeiro apresenta a quantificacdo de trés compostos fenolicos
presentes no suco dos frutos de Eugenia punicifolia utilizando o método PULCON
(RAMOS et al., 2019). O outro trabalho resultou na quantificagcédo de dez compostos
presentes em bebidas alcodlicas com propriedades antioxidantes obtidas a partir de
frutos de Eugenia stipitata (araca-boi) (SOUZA et al., 2020).

Diante dessa possibilidade, uma analise espectral minuciosa por RMN de
'H dos extratos secos das espécies de pedra-ume-caa selecionadas neste estudo foi
realizada. No total, 7 constituintes quimicos presentes nos extratos de M. multiflora
(MmAPA e MMEAOQ), E. punicifolia (EpEAOQO) e E. biflora (EbAPA) foram quantificados

pelo método PULCON. Neste estudo, os sinais de referéncia eletrénicos em 61 8,10
(s, 4 H) e dn 3,94 (s, 6 H) do padrao tereftalato de dimetila foram empregados para
calibrar as medicdes de RMN.

Na Figura 43 é apresentada a ampliacdo dos espectros de RMN de *H do
extrato de MmMAPA com a sinalizacdo dos constituintes identificados na regiéo
espectral de on 5,2 a 8,0. Os espectros foram adquiridos em duas temperaturas (15
°C e 27,5 °C) em que ocorreu maior homogeneidade do campo magnético e

possibilitou a quantificacdo das substancias 10, 16, 19, 20, 21 e 23 nesse extrato.
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Figura 43 — Ampliagdo dos espectros de RMN de 'H na regifo C (5,2-8,0 ppm) referente aos sinais dos
constituintes identificados nos extratos secos de MMAPA em duas temperaturas onde ocorreu maior
homogeneidade do campo magnético (CD30D) (500 MHz, CDsOD)
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Os resultados quantitativos estdo apresentados na Tabela 6. Os sinais dos
hidrogénios e ambientes quimicos dos constituintes quantificados neste estudo estédo
apresentados na Figura 44 e 45.

O flavonoide quercitrina (23) foi detectado nos extratos aquoso, acetato de
etila e hidrometanol, assim como no cha das folhas de M. multiflora (FIGUEIREDO-
GONZALEZ et al., 2016; YOSHIKAWA et al., 1998), e em outros chas de pedra-ume-
caa (M. salicifolia e M. speciosa) (FIGUEIREDO-GONZALEZ et al., 2016). O potencial
terapéutico do flavonoide quercitrina foi confirmado através da diminuicdo da glicose
plasmética, do aumento dos niveis de insulina e da prevencao do estresse oxidativo
em ratos diabéticos (BABUJANARTHANAM et al., 2011). Além disso, esse flavonoide
foi capaz de inibir a enzima aldose redutase envolvida nas complicagGes crénicas no
diabetes mellitus tipo 2 (MATSUDA et al.,, 2002). Neste estudo, a quercitrina é o

constituinte majoritario nos extratos secos das folhas de M. multiflora e os dados
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médios quantitativos adquiridos por RMNq de *H foram significativamente diferentes
(p < 0,05) em relacéo aos demais compostos. Em adicdo, nos extratos secos de E.
punicifolia (EpEAO1 e EpEAO?2) a quercitrina esta na concentracdo de 7,2+ 0,5e 7,7
+ 0,5 mg g~ de extrato seco (p > 0,05), respectivamente.

O flavonol hiperosideo (20), também encontrado em M. salicifolia, M.
speciosa e M. bela (FIGUEIREDO-GONZALEZ et al., 2016; SALDANHA et al., 2013),
apresenta potencial antioxidante e anti-inflamatério em inflamacdo induzida por
glicose elevada. Além de apresentar efeito preventivo para adiar o inicio da nefropatia
diabética (AN et al., 2017; KU et al., 2014; PARK et al., 2016). Este flavonoide esta
entre os principais compostos das folhas de M. multiflora. As quantidades aqui
determinadas ndo mostraram diferenca significativa (p > 0,05) em relagdo as
concentragfes médias do elagitanino corilagina (10). Nandini e Naik (2019) relataram
gue esse elagitanino melhora a hiperglicemia, hiperlipidemia e estresse oxidativo em
ratos diabéticos induzidos por estreptozotozina.

Os flavonoides miricitrina (19) e guaijaverina (21), anteriormente
identificados em M. multiflora, j& demonstraram efeito inibitério contra a-glucosidase
(YOSHIKAWA et al.,, 1998). Estatisticamente, as concentragbes meédias dos
compostos 16, 19 e 21 ndo apresentaram diferenca significativa (p > 0,05), o que
também foi observado entre as concentragcdes dos constituintes quantificados nesses
dois extratos secos.

A andlise detalhada do perfil espectral por RMN de 'H dos extratos de
EbAPA e MMEAO permitiu observar que na regido carbinolica, o sinal em 6n 4,47 (d,
J=7,4 Hz) correspondente ao H-2 do anel C do flavonoide catequina (8) estava livre
de interferentes. Os valores da catequina em EbAPA foram de 15,5 + 1,73 mg g
(EbAPA1L) e 18,2 + 1,5 mg g de extrato seco (EbAPA2) (p >0,05), respectivamente.
Esses resultados nos levam a sugerir que esse flavonoide é um dos principais
constituintes presentes no extrato seco das folhas de E. biflora. J& nos extratos secos
das folhas de M. multiflora apresentou valores de 7,7 + 0,5 mg g* (MmEAO1) e 10,0
+ 0,0 mg g de extrato seco (MmMEAO2) (p < 0,05), respectivamente. Essa diferenca
significativa da catequina nos extratos de MmEAO corrobora com a correlagéo de

Pearson de 0,88 entre esses extratos (Figura 10, p. 76).
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Tabela 6 — Dados quantitativos dos constituintes fendlicos dos extratos secos de M. multiflora por RMNg
de 'H em duas temperaturas (15 °C e 27,5 °C) onde ocorreu maior homogeneidade do campo

magneético (CD30D)

Constituintes

MmAPA1

MmAPA2

Média + DP

(mg g~ de extrato seco)

Média + DP

(mg g~ de extrato seco)

8 H em ppm 8 Hem ppm
15,0 °C 27.5°C 15,0 °C 27.5°C
123+05 b¢ 10,0 £0,8 b¢
- 56,64 - 56,64
Corilagina (10) (s, 1H) (s, 1H)
101+1,6P 108+16P 100+05b¢ 10107 b
56,66 56,67 56,66 56,67
(s, 1H) (s, 1H) (s, 1H) (s, 1H)
25+00¢ 23+024 23+02¢ 214024
Miricetina-3-O-glucosideo (16) 57,36 57.36 57,36 57.36
(s, 2H) (s, 2H) (s, 2H) (s, 2H)
d d d d
Miricitina (19) 35+05 40%05 41+02 43+05
§5.29 §5.30 §5.29 §5.30
(d, 1H) d, 1H) (d, 1H) d, 1H)
o 96+06° 96+05¢ 91+02°¢ 95+05°¢
Hiperosideo (20) 57.83 5782 5783 57,82
(d, 1H) (d, 1H) (d, 1H) (d, 1H)
___ 214020 214020 20+05¢ 20+05¢
Guaijaverina (21) 57.69 57,69 57.69 57,69
d, 1H) d, 1H) (d, 1H) d, 1H)
206+022 196+20°
_ 57,32 _ 5732
Quercitrina (23) (d, 1H) (d, 1H)
21,0+02°% 206+022% 200+082 191+16°2
55,29 55,30 55,29 §5.30
(d, 1H) d, 1H) (d, 1H) d, 1H)

Informacdes de agrupamento usando o método de Tukey e intervalo de confianga de 95% (IC). Os
valores seguidos pela mesma letra ndo sao significativamente diferentes (p < 0,05).

Este estudo nos leva sugerir que os constituintes corilagina (10), miricetina-

3-0O-glucosideo (16), miricitrina (19), guaijaverina (21) e quercitrina (23) também
podem ser usados como marcadores quimicos para a autenticacdo de espécies de
Myrcia multiflora, 23 para E. punicifolia e cate8 para E. biflora, uma vez que estéo
presentes em concentracdes consideraveis nesses extratos em relacdo as outras
espécies de pedra-ume-caa previamente quantificado (FIGUEIREDO-GONZALEZ et

al., 2016). Portanto, pode-se afirmar que o método extrativo dessas substancias se
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mostra reprodutivel nos extratos de MmMAPA, EpEAO e EDbAPA, caracteristicas
importantes para o controle de qualidade na producdo de extrato seco dessas
espécies (ALARA et al.,, 2021). Além disso, o método PULCON é considerado

confiavel para quantificar esses compostos.

Figura 44 — Sinais dos hidrogénios e ambiente quimico dos constituintes quantificados em DMSO-ds
nos extratos de M. multiflora (8, MMEAO), E. biflora (8, EbAPA) e E. punicifolia (23, EpEAO)
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Figura 45 — Sinais dos hidrogénios e ambiente quimico dos constituintes quantificados em M. multiflora (MmAPA, CDs0D)
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5.4 Andlise exploratéria dos dados de RMN de 'H

A andlise exploratoria da composi¢cao quimica ndo direcionada por PCA e
HCA foi realizada. A matriz numérica dos extratos secos das espécies de pedra-ume-
caa representou 259.380 pontos de dados (30 espectros x 8646 variaveis em cada
espectro). Primeiramente foi aplicado o método ndo supervisionado de Analise por
Agrupamentos Hierarquicos (HCA). Os grupos foram formados pelos extratos mais
proximos em composicao (menos dissimilar) em um indice de dissimilaridade préximo
de zero, e extratos distantes (mais dissimilar) com indice de dissimilaridade préximo
de 3. Os resultados estdo apresentados na forma de dendograma onde se verificou
dois agrupamentos principais, que se subdividiram pela medida de dissimilaridade
guimica pelo Método de Ward (Figura 46). Dois importantes agrupamentos podem ser
observados, o aglomerado | € formado por espécies dos dois géneros, incluindo E.
punicifolia (EpEAO, EpAPA e EpRAD), E. biflora (EbAPA), M. multifiora (MmEAO) e
M. sylvatica (MsylRAD e MsylAPA). Por outro lado, o aglomerado II, com o indice de
dissimilaridade de 0,67, é formado somente por espécies de Myrcia coletadas no Para
(MamAPA, MguAPA e MmAPA), sendo que MamAPA e MguAPA sdo mais
semelhantes quimicamente do que MmMAPA. O aglomerado | se subdividiu em dois
subgrupos particulares: no subgrupo la, os extratos EpAPA e EpEAO apresentaram
composi¢cdo quimica menos dissimilares entre si quando comparados a EpRAD.
Também, o mesmo foi observado no subgrupo Ib, MMEAO e MsylAPA (indice de 0,38)
sdo menos dissimilares em relacédo ao extrato de EbAPA (indice de 0,52), enquanto
gue MsylRAD apresenta maior dissimilaridade em relacao aos demais extratos (indice
de 1,40). Um dos fatores que pode ter contribuido para a dissimilaridade quimica entre
as espécimes de E. punicifolia (EpEAO, EpAPA e EpRAD) e M. sylvatica (MsylAPA e
MsylRAD) € o periodo da época da coleta, pois as folhas de EpRAD e MsylRAD foram
coletadas em um periodo de indice pluviométrico elevado em Manaus (INMET, 2018).

A Analise de Componentes Principais (PCA) foi aplicada com a finalidade
de verificar quais os constituintes responsaveis pela discriminacdo e similaridade
guimica entre as espécies e identificar os marcadores quimicos. Os aglomerados na
HCA serviram para auxiliar no entendimento dos agrupamentos amostrais no grafico
de scores. O resultado da PCA apresentou separagdao amostral em trés Componentes
Principais (PC1 x PC2, PC1 x PC3). As trés PCs foram determinadas com base no

gréfico da variancia total explicada (68,01%) devido a obtengdo de maiores
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informag6es dos dados quimicos, e apds a terceira PC ndo houve variancia relevante

de acordo com o objetivo (Figura 47).

Figura 46 — Dendograma representando similaridade de composi¢do quimica entre os extratos de
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A Figura 48 apresenta o gréafico de scores PC1 versus PC2 que acumulam
56,28% do total da variancia explicada. PC1 descreve 37,33% da variancia do
conjunto de dados, enquanto PC2 descreve 18,95%. Trés principais aglomerados
puderam ser observados e corrobora com a analise de HCA (Figura 46, p. 127). Nos
scores positivos de PC1l foi observado o agrupamento Il (MMAPA, MamAPA,
MguAPA). Os loadings positivos de PCL1 revelaram que as variaveis responsaveis por
esse agrupamento sdo os sinais em 6n 1,53 — 1,83 (&cido quinico, 4) e o1 6,89
(miricitrina, 19) (Figura 49). A avaliagdo espectral qualitativa demostra que a
substancia 19 estd em propor¢cdes equivalentes nesses extratos podendo ser a
principal variavel responsavel pela distincdo desse agrupamento. Além disso, 0s
sinais em on 7,30 (quercitrina, 23), on 7,48 (acido clorogénico, 7) podem ser as
varidveis responsaveis pela atribuicdo na variabilidade entre o extrato MmMAPA em
relacdo aos extratos de MamAPA e MguAPA.

Nos scores negativos de PC1 foi observado o subgrupo la (EpEAO, EpAPA
e EpRAD). Os loadings negativos de PC1 revelaram que os sinais em &4 5,18
(sacarose, 1), 61 4,90 (a-glicopiranosideo, 2), on 4,25 (B-glicopiranosideo, 3), o1 6,91-
6,93 (&cido galico, 5), 6n 5,93-5,94 (catequina-3-O-galato, 12), dn 5,89-5,90
(epicatequina-3-O-(3”-O-metilgalato), 15), on 7,46 (4cido elagico, 22) e dn 7,18 (NI)
sao as variaveis responsaveis pelo agrupamento dos extratos de E. punicifolia (Figura
49). As substancias catequina-3-O-galato (12) e epicatequina-3-O-(3"-O-metilgalato)
(15) (61 6,95 — 6,97) estdo presentes somente nos extratos de EpEAO, EpAPA e
EpRAD. Essa informacéo nos leva a sugerir que 12 e 15 possuem grande relevancia
para o agrupamento de espécimes de E. punicifolia e diferenciando-as das demais
pedra-ume-caa.

Nos scores negativos de PC2 foi observado o subgrupo Ib (MmEAO,
MsylAPA, MsylRAD e EbAPA). Os loadings negativos de PC2 apresentam que as
altas intensidades dos constituintes sacarose (61 5,18, 1), a-glicopiranosideo (6n 4,90,
2), catequina (01 5,89, 8) e miricitrina (6n 0,84 e 6,89, 19) foram 0s principais pesos
responsaveis por esse agrupamento (Figura 50). J& os loadings positivos de PC2
corroboram que a catequina-3-O-galato (61 5,02) e um composto desconhecido com
sinal em 6n 7,18 (NI) s@o as variaveis responsaveis pelo agrupamento dos extratos

de E. punicifolia, anteriormente observado em valores negativos de PC1.
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Figura 48 — Gréfico de scores de PC1 x PC2 dos extratos secos das espécies de pedra-ume-caa
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Figura 50 — Gréfico de loadings positivo e negativo de PC2
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A Figura 51 apresenta o grafico de scores PC1 versus PC3 que demonstra
a separacao observada na HCA entre os aglomerados | e Il (Eugenia e Myrcia). O
constituinte acido galico (6n 6,91) é o principal peso responsavel pelo agrupamento
das espécies de Myrcia (MsylRAD, MsylAPA, MguAPA) e E. punicifolia (EpRAD) em
scores positivos de PC3 (Figura 52). Ja os loadings negativos de PC3 demonstram
gue os constituintes quimicos majoritarios como catequina, miricitrina e quercitrina
presentes nas espécies de E. punicifolia (EpEAO e EpAPA), E. biflora (EbAPA) e M
multiflora (MMEAOQ) séo as variaveis responsaveis por esse agrupamento. Além disso,
0s sinais em dn 7,48 (acido clorogénico, 7) e dn 7,02 (corilagina, 10), presentes
somente no extrato de M. multiflora (MmMAPA), justificam a maior dissimilaridade
guimica desse extrato em relagdo as demais espécies corroborando a analise por
HCA.

Portanto, a andlise exploratéria dos dados de RMN de *H foi (til e permitiu
identificar os principais marcadores quimicos das espécies de pedra-ume-caa, 0s
constituintes 4cido quinico (4), acido galico (5), catequina (8), miricitrina (19) e
guercitrina (23).
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Figura 51 — Grafico de PC1 x PC3 dos extratos secos das espécies pedra-ume-caa
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5.5 Andlise quimica dos extratos das amostras comerciais por RMN de 'H

As amostras comerciais adquiridas como pedra-ume-caa foram codificadas
de C1-C17 para fins de comparacdo quimica por RMN de H, visando verificar a
autenticidade da planta medicinal comercializada. Inicialmente, a analise preliminar
dos espectros de RMN de 'H adquiridos em DMSO-des dos extratos secos de C1-C17
foi realizada e estdo apresentados na Figura 53. Uma andlise geral nos permitiu
verificar sinais nas trés diferentes regides: sinais alifaticos (61 0,9 a 3,0, regido A),
seguido por sinais carbindlicos (61 3,0 a 5,5, regido B) e sinais de hidrogénios

aromaticos (én 5,7 a 10,0, regido C).

Figura 53 — Espectros de RMN de 'H dos extratos secos de amostras comerciais de pedra-ume-caa
(DMSO-d6, 500 MHz). A: regido alifatica (81 0,9 a 3,0), B: regido carbindlica (61 3,0 a 5,5) e C: regido
aromética (6H 5,7 a 10,0)
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Os extratos C13-GO e C14-GO foram obtidos de amostras comercializadas

como fitoterapicos para o controle do diabetes. Na descricdo do rotulo das

z 9

embalagens constava o nome popular “insulina” e “pedra-ume-caa”, respectivamente,
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dentre outras espécies vegetais. Uma analise qualitativa preliminar desses extratos
foi realizada por RMN de 1D e 2D tendo como referéncia os principais marcadores
observados na andlise ndo supervisionada dos dados das matrizes nativas. No
espectro de RMN de H do extrato C13-GO néo foi possivel identificar os sinais dos
marcadores quimicos que pudesse dar indicio de que continha uma pedra-ume-caa
na mistura. J& na analise espectral de C14-GO foi observado o sinal em 6+ 6,91 (2H),
gue possui correlagdo direta com o carbono em 6c 109,2 (C-2, C6). No mapa de
HMBC, o sinal em &1 6,91 possui correlacdo a longa distancia com os carbonos em
dc 109,2 (C-6); 138,3 (C-4); 145,7 (C-3,5) e 168,0 (C-7). Em comparacdo com a
Tabela 5, a substancia acido galico (5) esta presente nesse extrato (Figura 54). No

entanto, ndo é possivel afirmar que em C14-GO contém uma pedra-ume-caa.

Figura 54 — Espectros de RMN de 'H das amostras comerciais C13-GO e C14-GO (DMSO-d6, 500
MHz)
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As amostras C13-GO e C14-GO foram excluidas da analise exploratoria de
dados néo direcionada por se tratar de mistura de diferentes espécies vegetais, cuja
composigao quimica ndo se assemelha ao de uma pedra-ume-caa. Portanto, a analise
por HCA dos espectros de RMN de 'H dos extratos secos das espécies de pedra-
ume-caa nativas (10 amostras) e comerciais (15 amostras) foi realizada a fim de
verificar dissimilaridade quimica pelo Método de Ward. A matriz numérica NC
apresentou dimensionalidade de 622.500 pontos de dados (75 espectros x 8300
varidveis em cada espectro). Os resultados na forma de dendograma estdo

apresentados na Figura 55 onde se verificou trés aglomerados principais.
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Figura 55 — Dendograma representando similaridade de composicdo quimica entre os extratos de

pedra-ume-cad nativas e das amostras comerciais
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EAO (coleta realizada na Embrapa-AM), APA (coleta realizada na APA-Pard), RAD (coleta realizada
na Reserva Florestal Adolpho Ducke — AM). Ep (E. punicifolia); Eb (E. biflora); Mam (M. amazonica);
Mgu (M. guianensis); Mm (M. multiflora); Msyl (M. sylvatica).

O aglomerado | se subdividiu em 3 subgrupos: la, Ib e Ic. O subgrupo la é
formado pelos extratos de MMEAO, MsylAPA e EbAPA e pelas amostras C5-PA, C7-
PA, C10-PA e C12-PA adquiridas no mercado Ver-o-Peso (PA), C2-AM adquirida na
Feira Modelo da Compensa (AM). A analise aprofundada do dendrograma e dos
espectros de RMN de 1D e 2D dessas amostras comerciais foi possivel identificar
sinais caracteristicos do acido quinico (4) (6n 1,51 - 5 1,77), &cido galico (5) (61 6,90-
0 6,91), catequina (8) (on 4,47), miricitrina (19) (on 0,84; 6H 5,19; o1 6,89) e quercitrina
(23) (6H 0,81; 61 5,25; dH 7,33) (Figuras S160-S162, p. 311-313; S169-S171, p.320-
322; S175-S177, p. 326-328; S184-S186, p. 335-337; S190-S192, p. 341-343). A
analise espectral qualitativa nos leva a sugerir que as amostras C5-PA, C10-PA e
C12-PA podem ser a mesma matéria-prima vegetal. Além disso, pode se tratar de
misturas das folhas de E. biflora (EbAPA) e M. sylvatica (MsylAPA) devido a menor
dissimilaridade quimica apresentada. Por outor lado, a amostra C2-AM apresenta um
perfil quimico semelhante a M. multiflora (MmEAQ), pois possui 0 acido quinico (4)

em intensidade consideravel, assim como o acido galico (5) (Figura 56).
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Figura 56 — Andlise comparativa dos espectros de RMN de *H das amostras comerciais C2-AM, C5-
PA, C7-PA, C10-PA, C12-PA e extratos secos de EbAPA, MsylAPA e MmMEAO (DMSO-d6, 500 MHz)
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(1): sacarose; (4): acido quinico; (5): acido galico; (8): catequina; (19): miricitrina; (23): quercitrina. EAO
(coleta realizada na Embrapa-AM), APA (coleta realizada na APA-Pard), Eb (E. biflora); Mm (M.
multiflora); Msyl (M. sylvatica).

No subgrupo Ib, os extratos de M. guianensis (MguAPA) e M. multiflora
(MmAPA) possuem menor dissimilaridade quimica com os extratos de C3-PA e C11-
PA. Além disso, os extratos C6-APA e C9-APA sdo mais similares entre si e foram
agrupadas nesse mesmo subgrupo. Concernente ao subgrupo Ic, o extrato comercial
C1-AM possui maior semelhanca quimica com M. sylvatica (MsylRAD) do que os
extratos C4-PA e C8-PA. Tanto o subgrupo Ib e Ic possuem os marcadores quimicos
das espécies de pedra-ume-caa nativas. Contudo, a formacgéo de subgrupos pode ser
devido as quantidades desses constituintes. Por exemplo, no subgrupo Ib, os sinais
dos constituintes acido quinico (4), acido galico (5) e miricitrina (19) estdo em
intensidades equivalentes. Assim como, os sinais dos flavonoides (19) e quercitrina

(23) no subgrupo Ic (Figura 57).
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Figura 57 — Andlise comparativa dos espectros de RMN de 'H dos subgrupos Ib e Ic (DMSO-d6, 500
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(1): sacarose; (2): a-D-glicopiranose; (3): B-D-glicopiranose; (4): &cido quinico; (5): &cido gélico; (8):
catequina; (19): miricitrina; (23): quercitrina. APA (coleta realizada na APA-Par4), RAD (coleta realizada
na Reserva Florestal Adolpho Ducke — AM). Mgu (M. guianensis); Mm (M. multiflora); Msyl (M.

sylvatica).

O aglomerado Il é formado pelos extratos de E. punicifolia (EpEAO, EpAPA

EpRAD) e extrato C17-AM, adquirida no Mercado Municipal Adolpho Lisboa em

Manaus (AM). No dendograma, C17-AM apresentou menor dissimilaridade com
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EpEAO. A analise espectral por RMN de 1D e 2D de C17-AM apresentou 0s
constituintes quimicos identificados nos extratos das espécies nativas, como 0s
flavonoides catequina-3-O-galato (12), epicatequina-3-O-(3”-O-metilgalato) (15), além
de acido quinico (4), &cido gélico (5), miricitrina (19), quercitrina (23) e kaempferol-3-
O-ramnosideo (26) (Figuras S205-S207, p. 356-358). Portanto, a analise por RMN
sugere que a amostra C17-AM foi obtido da pedra-ume-cada oriunda de E. punicifolia
(Figura 58).

Figura 58 — Comparacdo dos espectros de RMN de 'H do agrupamento Il (EpEAO e C17-AM em
DMSO-d6, 500 MHz)
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EpEAO: E. punicifolia coletada na Embrapa-AM. (1): sacarose, (2): a-D-glicopiranose, (3): B-D-
glicopiranose, (4): acido quinico, (5): acido galico, (12): catequina-3-O-galato, (15): epicatequina-3-O-
(3”-O-metilgalato), (19): miricitrina, (22): acido elagico, (23): quercitrina, (26); kaempferol-3-O-
ramnosideo.

O agrupamento Ill formado pelos extratos comerciais C15-AM e C16-AM
apresentou maior indice de dissimilaridade quimica (0,08) em relacdo aos
agrupamentos | e Il. Por outro lado, nas analises espectrais por RMN de 1D e 2D
foram identificados 0s marcadores quimicos de pedra-ume-caa. Essa maior
dissimilaridade pode estéa relacionada ao marcador acido quinico (4), o qual esta em

maior quantidade nesses dois extratos em relacdo aos demais (Figura 59).
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Figura 59 — Comparacdo dos espectros de RMN de 'H do agrupamento lll (C15-AM, C16-AM e
MamAPA em DMSO-d6, 500 MHz)
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APA (coleta realizada na APA-Para), Mam: Myrcia amazonica. (3): B-D-glicopiranose, (4): acido quinico,
(5): acido galico, (19): miricitrina, (23): quercitrina.

Este estudo demonstra que a RMN de *H é uma importante ferramenta para
fornecer o perfil quimico informativo para identificacdo dessas espécies, como
também ira contribuir para futuros estudos para o controle de qualidade das matérias-
primas vegetais de pedra-ume-cad. Portanto, a metodologia proposta se mostrou
eficiente na identificacdo da composi¢cdo quimica e analise de similaridade quimica
das 15 amostras comerciais de pedra-ume-caa. Dentre essas, 4 amostras (C5-PA,
C7-PA, C10-PA e C12-PA) sao misturas de plantas, mas possuem uma pedra-ume-
caa. As amostras C1-AM a C4-PA, C6-PA, C8-PA, C9-PA, C11-PA, C15-PA e C16-
PA assemelham-se quimicamente com os extratos das espécies de Myrcia. Por outro

lado, pode-se sugerir que a amostra C17-AM é uma pedra-ume-caa (E. punicifolia).
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5.6 Analise das respostas farmacoldgicas in vitro

5.6.1 Efeito de inibicdo enzimatica

Uma abordagem terapéutica para o tratamento do diabetes em fase inicial
consiste na reducdo da glicemia pos-prandial (TUNDIS et al., 2010). Essa terapia
antidiabética é realizada retardando a absor¢éo da glicose por meio da inibicdo das
enzimas hidrolizantes de carboidratos (a-glucosidase e a-amilase) (TUNDIS et al.,
2010). Neste contexto, espécies de pedra-ume-caa sao fontes promissoras para o
controle da glicemia, mediante a via de inibicdo dessas enzimas (FIGUEIREDO-
GONZALEZ et al., 2016; GALENO et al., 2014; YOSHIKAWA et al., 1998). Diante
disso, os extratos secos foram submetidos a avaliagdo de inibigdo enzimatica, in vitro,
frente a a-glucosidase e a-amilase. Também, os ensaios foram realizados frente a
enzima lipase pancreatica e os resultados estdo apresentados na Tabela 7. Devido a
elevada correlacdo espectral qualitativa usando RMN de 'H, optou-se por realizar os

bioensaios da primeira réplica de cada extrato seco obtido de cada espécie vegetal.

Tabela 7 — Atividades de inibigdo, concentracéo inibitdria dos extratos secos das espécies vegetais
frente as enzimas lipase, a-amilase e o-glucosidase

Lipase a-amilase a-glucosidase
AMOSTRAS
% inibicéo % inibic&o Clso (ng mL™)
MmEAO 15,2+ 1,5 %€ 16,4 + 0,58 ¢ 72,6 +0,61° 64,70+0,7°
MmAPA 15,8 +0,7 ¢ 14,8 +1,6 9¢ 56,9+2,1¢ 79,90+1,772
MamAPA 17,3+ 1,0%¢ Nd 3,2+29¢9 -
MguAPA 29,3+20° 27,1+£58°¢ 85+14f -
MsylAPA 13,1+0,9¢ Nd 12,1 +2,3F -
MsylRAD 139+ 1,3%¢ 13,2+29°¢ 32,0+23°¢ -
EbAPA 299+20° Nd 73,2+0,3°¢ 22,00+0,1°¢
EpEAO 185+2,44 38,3+3,5° 83,0+0,82P <1
EpAPA 353+2.2° 24,1 +4,3¢d 83,8+0,32 <1
EpRAD 26,3+16° 23,07 +2,7¢4 85,9+0,62 <1
Orlistate 96,6 +0,8° Nd - -
Acarbose - 70,0+2,62 78,4+0,9° 62,20+ 1,2°

EAO — Coleta realizada na Embrapa-AM, APA - Coleta realizada na APA-Para, RAD - Coleta realizada
na Reserva Ducke - AM. Resultados em média + desvio padrdo em triplicata. Nd: ndo detectado. Clso
< 1: concentrac&o inibitéria abaixo de 1,0 ng mL™.
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Os extratos de E. punicifolia (EpEAO, EpAPA e EpRAD), M. multiflora
(MMEAO e MmAPA) e E. biflora (EbAPA) foram capazes de inibir a enzima o-
glucosidase superior a 50%. Os percentuais inibitorios de MMEAO e EbAPA néo
apresentaram diferenca significativa (p < 0,05). No entanto, sao significativamente
diferentes de MmMAPA, EpEAO, EpAPA e EpRAD (p < 0,05). O estudo de GALENO e
colaboradores (2014), também demonstrou que o extrato seco a 7,5% (m/v) de E.
punicifolia (Embrapa — AM) inibiu a enzima a-glucosidase (Saccharomyces cerevisiae)
acima de 50%. Concernente a avaliacdo de inibicdo da enzima a-amilase, 0s extratos
MmAPA, MMEAO, MguAPA, MsylRAD, EpEAO, EpAPA e EpRAD apresentaram
atividade de inibicéo inferior a 50%. Além disso, todos os extratos foram positivos para
atividade antilipase (< 50%), e nao inibiram significativamente a enzima em
comparacédo ao padréo orlistate (100 ng mL™1). Contudo, Malheiros e colaboradores
(2010) demonstraram que animais diabéticos induzidos por STZ tratados com a
infuséo das folhas de M. guianensis (Mgu) apresentaram alteracdo no metabolismo
de lipideos com reducéo dos niveis de triglicerideos nesses animais.

O extrato seco de MMEAO nédo apresentou diferenca significativa na
concentragdo de inibicdo da enzima a-glucosidase (Clso de 64,70 + 0,7 upg mL™) em
relacdo ao padrédo acarbose (Clso de 62,2 + 1,2 ug mL™1). Mas, apresentou diferenca
significativa em relacéo ao extrato seco de MMAPA (Clso de 79,9 + 1,7 ug mL™1). Este
resultado diverge do valor apresentado por (FIGUEIREDO-GONZALEZ et al., 2016),
cujo constituinte quimico majoritario foi miricitrina. Entretanto, esses resultados
contribuem para entender o possivel mecanismo de acdo desses extratos. Os
constituintes presentes em MmAPA e MMEAO, como &cido clorogénico (7), corilagina
(10), acido quebulagico (13), miricitrina (19), hiperosideo (20) guaijaverina (21), ja
mostraram inibicdo da enzima a-glucosidase (OBOH et al., 2015; SLANC et al., 2009;
TRINH et al., 2016; WANG et al., 2010; YOSHIKAWA et al., 1998). Além disso os
compostos, previamente quantificados na matriz MmAPA, 10, 20 e 23 apresentam
relatos do seu potencial hipoglicemiante, ja antes descritos (BABUJANARTHANAM et
al., 2011; KU et al., 2014; NANDINI et al., 2019).

Além disso, EbAPA foi capaz de inibir a enzima a-glucosidase (ICso de 22,0
+ 0,1 ug mL™1), apresentando um efeito promissor em relacdo ao medicamento
acarbose (ICso= 62,2 + 1,2 ug mL™) (p < 0,05). Contudo, esse extrato ndo apresentou

efeito de inibicdo da a-amilase. Estudos prévios in vitro envolvendo os constituintes
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guimicos identificados nesse extrato, tais como procianidina tipo-B (6) e catequina (8)
revelaram elevada capacidade inibitoria frente a enzima a-glucosidase (DAl et al.,
2019; FU et al., 2021).

O mecanismo de inibicdo enzimatico dos flavonoides catequina, quercitrina
e miricitrina ja foram reportados, cujas interagcfes com os sitios ativos dessa enzima
estdo, principalmente, associadas as posicoes 2, 3 e 4 do anel C (FU et al., 2021).
Também, a procianidina tipo-B se liga a um dos sitios dessa enzima por meio de
ligacbes de hidrogénio e interacdes hidrofébicas (DAI et al., 2019). Portanto, essas
informacbes sdo importantes para compreender o mecanismo de acdo desses
consituintes sobre a atividade inibitoria mais alta (Clso) dos extratos EbAPA, MmMAPA

e MmMEAO frente a enzima a-glucosidase.

5.6.2 Efeito de citotoxicidade em células MRC-5

Concernente ao estudo de citotoxicidade, os dez extratos secos de pedra-
ume-caa nativas foram testadas in vitro frente as células de fibroblastos de pulméo
humano saudavel (MRC-5). Esse método experimental tem sido util para prever a
citotoxicidade celular de extratos de espécies vegetais, sendo um fator importante
guando se visa atestar o potencial terapéutico de uma planta medicinal (LOBINE et
al., 2018). As representagdes gréaficas a seguir apresentam a viabilidade celular de
MRC-5 apds serem expostas aos extratos secos em seis diferentes concentracfes
(3,1-100 pg mL™1) por 24h. De acordo com os nossos dados, os extratos quando
testados na concentracéo de 3,1 ug mL=* ndo apresentaram diferenca significativa em
relacdo ao controle (p > 0,05). No entanto, os extratos secos de Eugenia, reduziram a
viabilidade celular entre 75 - 39 % (EbPA); 77 - 33 % (EpAPA); e 75 - 43 % (EpRAD)
nas concentracées de 12,5 a 100 pg mL™%, respectivamente (Figura 60). Esses

extratos apresentaram valores de Clso variando entre 63,2 + 1,07 ug mLta 75,92 +

0,95 ug mL™.
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Figura 60 — Viabilidade de células MRC-5 tratadas com extratos secos das folhas de pedra-ume-caa
por 24 h do género Eugenia.
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Os extratos das espécies de Myrcia reduziram a proliferacéo celular entre
71 - 33 % (MMEAO); 68 - 31 % (MmMAPA); 68 - 29 % (MamAPA); 67 - 23 % (MguAPA);
62 - 21 % (MsylAPA), 67 - 23 % (MguAPA) e 65 - 24 % (MsylRAD) nas concentragdes
de 12,5 a 100 pg mL™%, respectivamente (Figura 61). Esses extratos apresentaram
valores de Clso variando entre 37,9 + 1,02 ug mL*a 61,2 + 0,21 ug mL. A reducéo
em mais de 30% da viabilidade celular é considerada efeito citotoxico de acordo com
a ISO 10993-5 (2009). Portando, os resultados obtidos indicam um grau significativo
de citotoxicidade dos extratos nas concentracdes de 12,5 a 100 pg mL™* (p < 0,05).
Além disso, foi avaliado in vitro a capacidade hemolitica dos extratos de EpEAO,
EbAPA e MmAPA. Esses extratos ndo causaram hemolise em eritrocitos de

camundongos quando testados na concentracdo de 2 mg mL™. Isso pode sugerir a

142



by

exclusdo do mecanismo de citotoxicidade por danos a membrana celular das

heméacias (JIMENEZ et al., 2003).

Figura 61 — Viabilidade de células MRC-5 tratadas com extratos secos das folhas de pedra-ume-caa

por 24 h do género Myrcia
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EAO (coleta realizada na Embrapa-AM), APA (coleta realizada na APA-Pard), RAD (coleta realizada
na Reserva Florestal Adolpho Ducke — AM). Mam (M. amazonica); Mgu (M. guianensis); Mm (M.
multiflora); Msyl (M. sylvatica). "p < 0,03; “p < 0,005; ™p < 0,0005; "™"p < 0,0001, ns = n&o significativo,
comparado ao grupo de controle (células ndo tratadas) (ANOVA — Teste Dunnett com mdltipla
comparacao). Valores séo expressos como media + DP, n = 3.
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5.6.3 Atividades antiglicante e sequestro de radicais livres

Os efeitos inibitérios na glicacdo da albumina sérica bovina (BSA) de
extratos vegetais enriquecidos com compostos fendlicos, tais como procianidina B2 e
flavonoides, demonstraram serem agentes promissores contra a formacao de AGES
(MATSUDA et al., 2003; PENG et al., 2008; RAMOS et al., 2019). Diante disso, o
presente estudo avaliou o efeito antiglicante dos extratos secos de pedra-ume-caa
utilizando dois modelos de albumina sérica bovina (BSA/glioxal and BSA/frutose)
(Tabela 8). Os extratos apresentaram eficacia de inibicdo pela via BSA/frutose. Os
valores de Clso sdo de 4,3 + 0,03 ug mLta 14,6 £ 0,05 ug mL™%, com respostas
superiores ao padrdo aminoguanidina (Clso 37,6 + 0,03 ug mL™). No entanto, esses
extratos apresentaram percentual de inibicdo inferiores a 49,0 + 2,5% no ensaio do
modelo BSA/Glioxal. Esse resultado corrobora com a atividade antiglicante, pela
mesma via, dos extratos de E. punicifolia, E. dysenterica, Myrcia multiflora e Syzygium
cumini (FRANCO et al., 2020; JUSTINO et al., 2020; RAMOS et al., 2019).

A relacdo estrutura-atividade dos flavonoides como catequina (8) e
miricitrina (19) para inibir a formacao de AGEs ja foi demonstrada (MATSUDA et al.,
2003; NAKAGAWA et al., 2002). Os anéis B do tipo catecol e pirogalol desses
constituintes sdo responsaveis por essa interagdo, respectivamente. Ja a hidroxila na
posicao C-3 do anel C da catequina contribui fortemente com essa interacdo, tornando
ainda mais eficaz sua atividade antiglicante (MATSUDA et al., 2003; NAKAGAWA et
al.,, 2002). Portanto, esses dados sugerem que esses extratos podem ser
considerados potentes inibidores de glicagdo em pacientes diabéticos.

Em adig&o, os extratos apresentaram alto teores de fenadis totais (FT) que
variaram de 243,7 £+ 1,2 a 486,7 £ 1,9 (mg GAE(Q por grama de extrato), associado as
elevadas atividades de sequestro de radicais indicados pelos métodos DPPH® e
ABTS** (Tabela 8). Esses resultados corroboram os constituintes identificados nos
extratos, como também as substancias quantificadas nos extratos de MmAPA,
MmEAO, EpEAO e EbAPA. Esses valores atestam com estudos anteriores, pois
espécies da familia Myrtaceae tem apresentado alto teor de compostos fendlicos com
propriedades antioxidante, como o extrato seco de E. punicifolia (GALENO et al.,
2014) e o extrato dos frutos de E. punicifolia (RAMOS et al.,, 2019). Além disso,
bebidas alcodlicas preparadas a partir dos frutos de araca-boi (E. stipitata) (SOUZA et
al., 2020) e em extrato etanolico de frutos maduros de pitanga (E. uniflora) (VINHOLES
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et al., 2017) também ja apresentaram atividade de sequestro de radicais livres. De
acordo com esses estudos, essas espécies também possuem em sua composiGcao
guimica: &cidos organicos, flavonoides e elagitaninos. Alguns estudos tém
demonstrado que flavonoides e outros compostos fendlicos apresentam potencial
inibitério em relagéo a glicacdo, estando a resposta associada positivamente as suas

propriedades antioxidantes, entre outros mecanismos (YEH et al., 2003).
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Tabela 8 — Contelido de fendis totais, atividades de sequestro de radicais e antiglicante dos extratos secos das espécies vegetais de pedra-ume-caa

FT ABTS DPPH BSA/frutose BSA/GO
AMOSTRAS
(mg GAEq g™) (umol TEq g™) (umol TEq g™) Clso (Mg mL™) % inibicéo Clso (Mg mL™) % inibicéo
MmEAO 300,0+0,79 1092,0 £ 28,3 2 1633,3 + 11,7 &f 199+0,12 86,6 + 3,5 cde 8,6 £0,021 24,8 +0,74
MmAPA 486,7+1,92 1032,0 £ 4,7 ab 1856,7 £ 11,7 ¢ 11,2+0,5¢d 85,5 + 2,3 cdef 10,2 £ 0,09 ¢d 49,0+2/57%
MamAPA 331,0+2,1f 803,7 £ 7,0 de 1693,3 + 35,4 de 11,4 £0,4 cd 98,3+1,82ab 10,0 £ 0,05 ¢d 27,8+2,0¢d
MguAPA 396,0+4,3¢ 963,7 + 30,6 bc 1961,7 £28,3" 10,2+0,44d 81,3 +1,84def 14,6 £0,05° 142+1,4fF
MsylAPA 383,2+3,94d 1022,0 £ 14,1 ab 1593,3 +2,3 19 13,6 £2,3P 89,0+ 2,6 ¢cd 9,15 + 0,06 ¢d 27,3+1,5¢d
MsylRAD 425,6+19°b 1123,7£2,32 2055,0+4,72 16,4 +1,8b¢ 100,6 £1,62 10,1 +0,10¢cd 50+0,5¢9
EbAPA 2632+1,9h 982,0 £ 23,6 b 1475,0 £ 4,7" 20,3+x1,12 80,8 + 3,7 ef 15,7+0,07° 304+12c¢
EpEAO 352,7+0,2¢ 882,0 £ 61,3 de 1855,0+0,0¢ 11,1+0,8¢d 92,2 +3,9¢d 4,3+0,03¢° 29,8+£20°¢
EpAPA 303,6 £0,99 830,3 £16,59e 1740,0+ 7,14 11,9+0,1¢d 84,1 + 3,2 cdef 10,1 £ 0,07 ¢d 294+15¢
EpRAD 243,7 1,21 740,3+23¢ 1561,7 £ 0,09 215+162 86,4 £ 2,5 cde 12,5+ 0,09 be 200+1,1¢
Aminoguanidina - - - - 77,4+2,1"° 37,6 0,032 -
Quercetina - - - - - - 84,9+ 0,22
Acido gélico - - - 2,87 £0,06 ¢ - - -

EAO - Coleta realizada na Embrapa-AM, APA - Coleta realizada na APA-Para, RAD - Coleta realizada na Reserva Ducke - AM. Resultados em média + desvio
padrdo em triplicata. GAEq g~ = miligrama de &cido galico por equivalente grama de extrato seco. pmol TEq g™* = micromol de equivalente grama de trolox
por grama de extrato seco. BSA/frutose: atividade antiglicante pela via ndo oxidativa e BSA/GO: atividade antiglicante pela via oxidativa. Os valores estao
apresentados com intervalo de confianca de 95%. Os valores seguidos pela mesma letra ndo sao significativamente diferentes (Teste T, p <0,05).

146



Além disso, a atividade antioxidante celular dos extratos na concentragédo
de 100 pug mL foi determinada em culturas de células de fibroblastos humanos MRC-
5. Os extratos EpAPA (75 + 1,3%), MamAPA (55 + 1,6%), MmEAO (75 + 1,3%) e
MsyIRAD (70 * 3,5%) foram capazes de prevenir a geracao de ROS (espécies reativas
de oxigénio). Assim também, os extratos EbAPA, MMAPA e EpEAO inibiram ROS
acima de 50% em comparacdo ao padrdao quercetina (Figura 62). Contudo, esses
extratos apresentam citotoxicidade em células MRC-5 consideravel nessa
concentracdo. Esses extratos quando testados nas concentracdes de 3,1 a 6,2 ug
mL-!, faixa ausente de citotoxicidade, ndo apresentaram atividade antioxidante
celular. Nesta faixa de concentrac&o, a quercetina inibiu o estresse oxidativo celular

de 66 + 4,9% a 73 + 2,3% e nao mostrou efeito citotdxico nas células MRC-5.

Figura 62 — Porcentagem de inibicdo de ROS dos extratos EbAPA, MMAPA e EpEO em comparacao
ao padréo quercetina
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APA - Coleta realizada na APA-Para, EAO - Coleta realizada na Embrapa-AM. EbAPA: Eugenia biflora;
EpEAO: E. punicifolia e MmAPA: Myrcia multiflora.

Estudos anteriores demonstraram que a quercetina inibe a producéo de
ROS em hepatdcitos induzida por glioxal (SHANGARI & O'BRIEN, 2004). Além disso,
ndo mostrou efeito citotdxico em células MRC-5, mesmo em altas concentragfes (DA
SILVA et al.,, 2021). Ja os extratos MguAPA, MsylAPA e EpRAD apresentaram
atividade antioxidante abaixo de 50% (100 pug mL™1).
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5.7 Andlise das respostas farmacoldgicas in vivo

5.7.1 Curva de tolerancia oral a maltose

Os extratos de E. biflora (EbAPA) e E. punicifolia (EpEAO) foram
selecionados para o teste de tolerancia oral a maltose diante da elevada capacidade
de inibicdo da enzima a-glucosidase, in vitro (Tabela 7, p. 139).

Inicialmente, camundongos saudaveis foram submetidos a sobrecarga de
maltose, gerando niveis elevados de glicose no sangue. Esse grupo controle
hiperglicémico (grupo 1) permaneceu com niveis de glicose acima de 150 mg/dL
durante os 90 min de experimento (Figura 63). Quando a acarbose foi administrada
na dose de 100 mg/kg pc (grupo 2), o pico pos-prandial foi significativamente reduzido
a partir de 30 min. Esse mesmo comportamento foi observado quando EbAPA foi
administrado na dose de 100 mg/kg pc (grupo 3). Apos 90 min, néo foi observada
diferenca significativa no nivel de glicose desse grupo em relagcdo ao grupo de
controle. Por outro lado, os animais que receberam EbAPA na dose de 200 mg/kg pc
(grupo 4), o pico glicémico atingiu 80,6 + 20,3 mg/dL (30 min) e foi reduzido para 67,0
+ 149 mg/dL em 90 min. Logo, esses resultados evidenciaram atividade
hipoglicemiante superior a observada para o grupo de animais tratados com a
acarbose. Portanto, esses resultados corroboram com o estudo de inibicdo enzimatica
in vitro (previamente descrito), sugerindo o efeito de inibigdo da enzima a-glucosidase
intestinal por EbAPA.

Por outro lado, o extrato de EpEAO nas concentragdes testadas (100 mg/kg
pc e 200 mg/kg pc) néo inibiu a enzima a-glucosidase quando comparada grupo
controle hiperglicémico (grupo 1) (p > 0,05). Também, ndo apresentou toxicidade em
eritrécitos de camundongos quando testado na concentracdo de 2 mg mL~. Portanto,
esse resultado corrobora com a literatura indicando que o mecanismo de acao
antidiabética da espécie E. punicifolia ndo esta relacionado a inibicdo da enzima o-
glucosidade intestinal (BRUNETTI et al., 2006; SALES et al., 2014).
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Figura 63 — Efeitos da administracdo oral dos extratos secos de E. biflora (EbAPA), E. punicifolia

(EpEAO) e farmaco acarbose em camundongos com alta dose de maltose
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Os valores sdo expressos como média £ DP, n = 5. *p = 0,05; **p = 0,002; ****p < 0,0001 comparado
ao controle normal. (ANOVA seguido pelo teste de comparag8es multiplas de Dunnett). Acarbosel100:
acarbose 100 mg/kg pc (controle positivo); EbAPA100 e EbAPA200: extrato seco de folhas de E. biflora
(100 mg/kg e 200 mg/kg pc) e EpEAO100 e EpEAO200: extrato seco de folhas de E. punicifolia (100
mg/kg e 200 mg/kg pc).

5.7.2 Efeito hipoglicemiante de EbAPA e MMAPA

Diante do potencial de inibicdo dos niveis de glicose em animais
hiperglicémicos de extratos de Eugenia biflora e M. multiflora (YOSHIKAWA et al.,
1998), foi simulado um efeito cumulativo no consumo de extratos de EDAPA e MmAPA
por 28 dias em animais diabéticos induzidos por STZ.

Os camudongos foram divididos em grupos e tratados em dose Unica diaria
de 50, 100 e 200 mg/kg pc de EbAPA e acarbose (200 mg/kg pc). Os animais
diabéticos que receberam as dosagens de 100 mg/kg e 200 mg/kg pc de EbAPA
apresentaram diarreia e alteragdo no comportamento, como letargia e diminuicdo na
ingestdo de alimento. Esses dois grupos apresentaram mortalidade prematura de
100% (200 mg/kg pc) e 50% (100 mg/kg pc) em até vinte e dois dias de tratamento
(Figura 64). A toxicidade observada de EbAPA ndo deve estar relacionada a
membrana celular das hemacias, visto que esse extrato ndo causou hemolise em

eritrécitos de camundongo quando testado na concentragdo de 2 mg mL™2.
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Figura 64 — Percentual de sobrevivéncia dos animais do grupo controle normal (CN), grupo controle
diabético (CD) e grupos tratados com extrato de E. biflora (EbAPA50, EbAPA100 e EbAPA200) e
acarbose (Acarbose200) (n=6) até 28 dias
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Cada ponto representa as proporgdes de sobrevivéncia de camundongos em um nimero especifico de dias. Os
animais tratados oralmente com EbAPA100 e EbAPA200 (100 mg/kg e 200 mg/kg pc, respectivamente) foram
comparados ao grupo controle normal (CN) e grupo controle diabético (CD). A comparag¢do das curvas de
sobrevivéncia foi realizada pelo teste log-rank (Mantel-Cox). ***p = 0,005; ns: ndo significativo (p > 0,05).

As medicdes da glicose sanguinea nos camundongos diabéticos tratados
na dosagem de 200 mg/kg pc de EbAPA nao revelaram reducao da glicemia.

Os resultados apresentados na Figura 65 sdo dos grupos de animais
sobreviventes que receberam EbAPA nas doses de 100 mg/kg pc e 50 mg/kg pc por
28 dias. Para o grupo de animais tratados na dosagem de 100 mg/kg pc (EbAPA100)
foi observada uma reducado de 24,8% no nivel de glicose plasmatica no D7, quando
comparado aos seus niveis anteriores ao inicio do tratamento (DO0). Ao realizar uma
andlise comparativa com os animais saudaveis (grupo controle normal) ndo houve
diferenca significativa no nivel de glicose (p > 0,05). No entanto, a partir do D15,
EbAPA100 perdeu seu efeito hipoglicemiante, pois 0s niveis glicémicos dos animais
diabéticos aumentaram em 120,7% (D28) e ndo apresentaram diferenca significativa
em relacdo ao grupo de controle diabético (p > 0,05). Ja& no grupo de animais
administrados na dose de 50 mg/kg pc (EbAPAS0), ocorreu reducdo nos niveis de
glicose semelhante a acarbose sem apresentar mortalidade dos animais. No D15,
EbAPA50 foi eficaz na reducdo da glicose em 60,6% em relacdo ao inicio do

tratamento. Os niveis foram comparaveis ao grupo de controle e ndo apresentou
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diferenca significativa até o D21 (p < 0,05). Ja no D28, houve uma elevacédo de 54,9%
no nivel de glicose, mas nao foi estatisticamente diferente em relacédo a acarbose (p
> 0,05). Em comparacéo ao grupo de controle diabético, os niveis de glicose do grupo
EbAPAS0 foram significativamente inferiores (p < 0,0001). A andlise conjunta desses
resultados evidenciou efeito hipoglicemiante de EbAPA na concentracéo de 50 mg/kg
pc, porém efeito toxico nas concentracfes de 100 mg/kg pc e 200 mg/kg pc.

O efeito do extrato de MMAPA também estédo apresentados na Figura 64.
ANOVA de comparacgdes multiplas revelou um efeito significativo do tratamento nas
duas doses administradas nos camundongos diabéticos (25 mg/kg pc e 50 mg/kg pc).
A dosagem de 50 mg/kg pc foi eficaz na reducédo de 74,7% no nivel de glicose no
grupo de animais tratados (D7), quando comparado aos niveis anteriores ao inicio do
tratamento (D0). Além disso, foi significativamente diferente em comparacdo ao
medicamento acarbose (p = 0,02). J& no D15 ocorreu um aumento de 67,5% nos
niveis em comparacado a D7. No D21, o extrato foi eficaz na reducéo da glicose em
71,1% e 32% em relacdo DO e D15, respectivamente. JA no D28 ocorreu um aumento
(2103,3%) nos niveis de glicose em relacdo D21, mas em relagdo ao inicio do
tratamento MmAPAS50 reduziu os niveis a 11%, mantendo ainda seu efeito
hipoglicemiante. Em comparacdo ao grupo de controle normal ndo foi encontrada
diferenca significativa na reducdo dos niveis de glicose nos animais tratados com
MmAPAS0 ao longo dos 28 dias (p > 0,05). Também, néo foi observada diferenca
significativa nos niveis entre as duas dosagens administradas com o medicamento
acarbose ao longo do tempo (p > 0,05). Em comparacdo ao grupo de controle
diabético, os niveis de glicose dos grupos tratados com MMAPA50 e MMAPA25 foram
significativamente inferiores durante todo o experimento (p < 0,0001).

A andlise de variancia seguida do teste de Dunnett mostrou que ndo ha
diferenca significativa entre os extratos administrados de EbAPA50, MmAPA25 e
MmAPAS0 apés o D15 (p > 0,005). Além disso, o0s extratos de E. biflora e M. multiflora
apresentaram comportamento anti-hiperglicémico semelhante a acarbose. Essa
atividade pode ser atribuida aos flavonoides catequina (8) e miricitrina (19), pois o
mecanismo de inibicdo da enzima oa-glucosidase desses flavonoides é do tipo
competitiva reversivel, 0 mesmo mecanismo da acarbose (FU et al. 2021). Ademais,
o efeito antidiabético da miricitrina ja foi demonstrado em estudo anterior (KIM et al.,
2020).
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Figura 65 — Efeitos da administracdo oral do extrato seco das folhas de E. biflora (EbAPA), M. multiflora
(MmAPA) e farmaco acarbose sobre a concentracdo de glicose no sangue de camundongos diabéticos
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Os valores sdo expressos como média + DP. **p = 0,006, ***p < 0,0006; ****p < 0,0001 comparado ao
grupo de controle normal. ns = ndo significativo (p > 0,05) versus grupo controle normal (ANOVA
seguido pelo teste de comparag¢bes multiplas de Dunnett). CN: grupo controle normal; CD: grupo
controle diabético; Acarbose200 (controle positivo): acarbose 200 mg/kg pc; EbAPA50 e EbAPA100:
extrato seco de folhas de E. biflora (50 mg/kg e 100 mg/kg pc); MmAPA25 e MmAPASQ: extrato seco
de folhas de M. multiflora (25 mg/kg e 50 mg/kg pc), respectivamente.

Outro aspecto a ser considerado nesse experimento, foi observado efeito
colateral gastrointestinal (fezes moles) para os animais tratados com acarbose e
EbAPA. Esse efeito colateral do medicamento acarbose ja era prevista, pois ocorre
em cerca de 20% dos pacientes (BRIETZKE, 2015). Este estudo revelou o potencial
hipoglicemiante do extrato das folhas de E. biflora (EbAPA50) e M. multiflora
(MmAPA25 e MMAPASOQ) para retardar a absor¢cdo de carboidratos. Além disso,
corrobora outros experimentos com animais diabéticos induzidos por STZ que foram
submetidos a extratos de folhas enriquecidos com flavondides, e cujos resultados
demonstraram efeitos anti-hiperglicémicos (MOLLICA et al., 2017a; 2017b; VAREDA
et al., 2014).
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5.7.3 Efeito de EbAPA e MMAPA na peroxidacao lipidica

O aumento de ROS e a diminuigéo das defesas antioxidantes endégenos
gera o estresse oxidativo, que tem sido considerado como um dos fatores patogénicos
comuns das complicacdes diabéticas (ARAKI & NISHIKAWA, 2010). A peroxidacéo
lipidica pode formar adutos de proteinas, a partir de aldeidos toxicos, tais como
malondialdeido, acetaldeido e 4-hidroxi-2-nonenal. Esses compostos podem também
contribuir para os efeitos deletérios do estresse oxidativo no diabetes, levando a danos
celulares e disfuncéo organica (PICAZO et al., 2017). Os niveis de espécies reativas,
tais como do acido tiobarbitdrico (TBARS), tém sido utilizados como marcador do
estresse oxidativo em pacientes diabéticos do tipo 1 e 2 (PICAZO et al., 2017; TURK
et al., 2002).

Neste estudo, o dano induzido por ROS no figado pelo conteddo de TBARS
foi investigado. Elevacdes significativas (3,0 vezes) na quantidade de TBARS no
figado foram observadas no grupo de controle diabético em comparagdo com o grupo

de controle normal (Figura 66).

Figura 66 — Niveis de peroxidacao lipidica em homogenatos de figado de camundongos
8-
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O contelido de TBARs sdo expressos em umol/g de figado. ™ p < 0,0001 versus grupo controle normal.
ns = ndo significativo (p > 0,05) (ANOVA seguido pelo teste de Tukey com multiplas comparacdes).

O tratamento com o medicamento acarbose reduziu o dano oxidativo para
os niveis do grupo de controle normal (p > 0,05). Esses dados estdo de acordo com
um estudo anterior, o qual relatou a diminuicdo no indice de malondialdeido em

glandulas salivares de animais diabéticos induzido por STZ quando submetido a
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acarbose (DECONTE et al., 2011). No grupo de animais tratados com MmAPA25 e
MmAPAS0, os indices de TBARS foram reduzidos aos niveis normais (p > 0,05). Esse
resultado corrobora com a atividade de eliminacéo dos radicais livres DPPH e ABTS,
bem como a atividade antioxidante celular em MRC-5 desse extrato, anteriormente
descritos. Um dos constituintes majoritarios presente nesse extrato, a quercitrina (23)
ja preveniu a peroxidacao lipidica em homogenatos cerebrais induzida por diferentes
agentes indutores (WAGNER et al., 2006). Também, os compostos corilagina (10) e
acido quebulagico (13) inibiram a geracédo de ROS e peroxidacdo lipidica (KINOSHITA
et al.,, 2007). Além disso, a corilagina apresenta efeito protetor contra toxicidade
hepética (KINOSHITA et al., 2007). Ja a miricitrina (19) reduz o estresse oxidativo e
acelera a recuperacdo do figado apds lesdo hepatica induzida por CCls
(DOMITROVIC® et al., 2015). Assim, pode-se sugerir que esses compostos
contribuem para a acgdo antioxidante de MmAPA resultando na prevencgéo da lesao
hepética.

No entanto, os indices de TBARS nos grupos de animais tratados com
EbAPAS50 e EbAPA100 néo foram significativamente diferentes em relacdo ao grupo
de controle diabético (p > 0,05). A andlise desses dados sugere que a toxicidade em
concentracgdes elevadas (100 mg/kg pc) pode estar relacionado ao efeito pro-oxidante
dos constituintes fendlicos presentes nesse extrato, quando administrado por um
tempo prolongado, agravando o estresse oxidativo (VARATHARAJAN et al., 2013).

Embora, a intervencéao terapéutica dos flavonoides na reducéao do estresse
oxidativo j& tenha sido relatada (HUSSAIN et al., 2020), esses constituintes podem
exibir atividade pro-oxidante quando utilizados em determinadas condicdes. Por
exemplo, a administracdo crénica de uma dose elevada do extrato etandlico
enriquecido de catequinas em modelo de animais com nefropatia diabética mostrou o
aumento de marcadores de estresse oxidativo. Consequentemente, isso levou ao
agravamento da disfuncédo renal em comparacdo com doses mais baixas
(VARATHARAJAN et al., 2013). Dentre os compostos fenélicos com atividade pré-
oxidante destaca-se a catequina (8), a qual ja apresentou efeito no dano oxidativo da
hemoglobina (LU et al., 2011). Outro composto flavonoidico com efeito pré-oxidante é
a quercetina (23), que dependendo da concentragao, diminuiu a viabilidade celular e
a capacidade antioxidante total (ROBASZKIEWICZ et al., 2007). A analise desses

dados sugere um possivel mecanismo que pode acarretar a perda do efeito
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hipoglicemiante de EbAPA por um periodo de uso prolongado. Portanto, a
continuidade dos estudos pré-clinicos é necessaria a fim de investigar a hipotese do

extrato das folhas de E. biflora causar efeito deletério sobre as funcdes hepaticas.

5.7.4 Andlise dos parametros bioquimicos

Os parametros bioguimicos foram medidos apés os 28 dias de tratamento
dos camundongos diabéticos com os extratos secos EbAPA e MmMAPA em
comparacao aos grupos de controle (Tabela 9). O efeito de EbAPA e MMAPA no perfil
lipidico foram avaliados sob os niveis de colesterol e triglicerideos em comparacéo ao
grupo de controle diabético. Os resultados mostraram que ndo houve diferencas
significativas em relacdo aos grupos que receberam tratamento com EbAPA e
MmAPA e o grupo de controle normal (p > 0,05), indicando que a indu¢éo do diabetes
por estreptozotocina néo alterou esse perfil.

Tabela 9 — Efeito do extrato seco das folhas de E. biflora e M. multiflora no perfil lipidico e nas enzimas
dos rins e figado

Parametros CN CD Acarbose200 EbAPAS50 EbAPA100 MmAPA25 MmAPAS50
Colesterol
(mg dLY) 87,1+9,1° 85,9+12,12 92,1 +18,9? 82,1 +15,92 97,5+6,3? 73,0+9,00 72,8+19,8%
Triglicerideos
'(?n'g dll_*l) 448+160%°  683+165  389+13,9°° 444+305%° 31,3+124%° 439+214° 561+192°
Ureia b a b a,b a b b
(mg dLY) 43,9 +5,8 79,2 £15,2 54,7+2,3 64,7 £ 21,0* 86,0+12,2 46,8 + 16,6 59,5+8,8
Creatinina b
1 0,3 +£0,08 1,0+0,22 0,9 + 0,052 0,8 +0,4% 1,1+0,32 1,0+£0,4? 1,4+0,3?
(mgdL™)
Acido Gri
(fmlwgodl:_rf)o 29+05°¢ 63+21° 12+0,6° 23+13°  43219*  19+06" 1404

AST (UL 15,3 +7,6° 50,5 + 21,6%° 59,56+ 23,32 25,9 +9,5°¢ 19,2+7,2° 185+6,3° 12,1+6,3°

ALT (UL™) 18,2 +12,4° 52,6 + 14,12 10,8 +5,5° 17,2+7,6° 22,2 +10,8° nd nd

Resultados em média = desvio padrdo em triplicata. nd: ndo detectado. Os valores seguidos pela
mesma letra ndo sé&o significativamente diferente (teste T, p < 0,05). CN: grupo controle normal; DC:
grupo de controle diabético; Acarbose200: acarbose 200 mg/kg pc; EbAPA50 e EbAPA100: extrato
seco das folhas de E. biflora 50 mg/kg e 100 mg/kg pc, respectivamente. MMAPA25 e MmMAPASO0:
extrato seco das folhas de M. multiflora 25 mg/kg e 50 mg/kg pc, respectivamente.

Por outro lado, os niveis de &cido Urico se tornaram elevados no grupo de

controle diabético (2,1 vezes) em relagdo ao grupo de controle normal. Isso pode ser
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consequéncia dos distlrbios metabdlicos do diabetes que aumenta a atividade da
xantina oxidase e peroxidacao lipidica (EIDI et al., 2006). Além disso, a glicacdo das
proteinas pode resultar na perda muscular e aumento da liberacdo de purina, principal
fonte de &cido drico (EIDI et al.,, 2006). Contudo, os niveis de &cido Urico para os
grupos tratados com EbAPA50, MmAPA25, MmMAPAS0 e acarbose foram reduzidos.

Quanto aos niveis de ureia e creatinina, observou-se aumento significativo
de 1,8 e 3,3 vezes, respectivamente, para o grupo de controle diabético em
comparagado com o grupo de controle normal. Por outro lado, o grupo de animais
tratados com a acarbose e MMAPA apresentaram uma reducgéo significativa no nivel
de ureia (p < 0,05). No entanto, os grupos de animais tratatos com EbAPA néo
apresentaram diferenca significativa em relagéo ao grupo controle diabético (p > 0,05).
Todos os grupos de animais diabéticos apresentaram elevacdo nos niveis de
creatinina, independente do tratamento. A elevacao desse parametro bioquimico pode
indicar uma disfuncéo na filtragem glomerular (AMADI et al., 2018).

Em relacdo aos niveis enzimaticos de AST e ALT, observou-se que estes
se mostraram elevados nos animais do grupo de controle diabético (p < 0,05),
podendo indicar dano hepatico ativo (EIDI et al., 2006). Por outro lado, os grupos de
animais tratados com EbAPA, MmMAPA e acarbose apresentaram niveis enzimaticos

normais (p > 0,05).

5.7.5 Exames histopatoldgicos de rins e figado

Os o6rgaos (rins e figado) foram cuidadosamente analisados visando
verificar sinais de toxicidade e eficacia terapéutica nos animais que receberam
tratamento com os extratos de EbAPA e MmMAPA. A analise histolégica dos rins
demonstrou parénquima renal com histoarquitetura preservada e regular no grupo de
controle normal (Figura 67, a). Por outro lado, em animais do grupo de controle
diabético, o parénquima do cortex renal exibiu perda do padrdo da arquitetura dos
tubulos renais (Dt e Pt), bem como alteracdes como hiperplasia e hipertrofia celular
(cabeca de seta). Além disso, o0 aumento de células fagocitarias (macréfagos)
circundando os tubulos foram observados (Figura 67, b). Essas altera¢des corroboram
os indicadores bioquimicos da funcao renal, os quais apresentaram niveis elevados

nesses camundongos indicando o dano celular. Embora, os niveis desses indicadores
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se apresentem reduzidos no grupo de animais tratados com EbAPA100 e EbAPAS0 e
na micrografia do tecido renal exibir glomérulos preservados, nota-se uma
desorganizacao tubular evidente (Figura 67, c-d). Em contrapartida, observou-se
reducdo nos niveis de alteracbes histopatolégicas nos animais diabéticos tratados
com MmAPA50, MmMAPA25 e acarbose em comparacdo ao grupo de controle
diabético (Figura 67, e-g).

Figura 67 — Efeito do extrato seco das folhas de E. biflora e M. multiflora (EbAPA e MMAPA) em
camundongos diabéticos induzidos por estreptozotocina (STZ) na histopatologia dos rins (A) e figado
(B) determinada via H & E (ampliacdo de 40X, barra de escala de 50 um). CD: controle normal; CD:
controle diabético induzido por STZ
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h: hepatécito;
bh: hepatdcito bilateral;

s: capilar sinusoide;

Bws: espago de Bowman;
Dt: tubulo distal;

Pt: tabulo proximal; ds: sinusoide dilatado;

G: glomérulo; gc: conteudo de glicogénio;

m: macréfago; Kp: célula de Kupffer;
md: méacula densa. hap: hepatécito em apoptose;

hst:  hepatéci em

microvesicular;
inf: infiltrado inflamatério;
seta amarela: esteatose

macrovesicular.
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A analise histopatoldgica do figado do grupo de controle normal apresentou
parénquima hepatico preservado mostrando corddes de hepatdcitos (h) com conteudo
de glicogénio (gc), além de alguns hepatdcitos binucleados (bh) com capilares
sinusoides (s) estreitos (Figura 67, h). No grupo de controle diabético, os hepatdcitos
se mostram mais volumosos apresentando aspecto de esteatose microvesicular (hst)
(HAZEM et al., 2022). Também foram observadas goticulas bem definidas e Unicas
(seta amarela) com aspecto morfologico de esteatose macrovesicular (HARB et al.,
2020). Além de hepatdcitos em apoptose, aumento das células de Kupffer, infiltrado
inflamatario (inf) e dilatac&o sinusoidal hepética (ds) (Figura 67, i). Isso se correlaciona
com os niveis elevados das enzimas AST e ALT, confirmando dano hepatélogico
nesses animais. Embora, 0s niveis dessas enzimas se apresentaram normais no
grupo de animais tratados com EbAPA100 e EbAPAS0, observa-se que as alteragdes
na morfologia hepética ndo foram reduzidas (Figura 67, j-k). J& as sec¢Bes do tecido
do grupo de animais tratados com MmAPA5S0, MmMAPA25 e acarbose exibiram
histoarquitetura hepética mais preservada em comparacdo ao grupo de controle

diabético (Figura 67, I-n).
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6 CONCLUSAO

O presente trabalho apresentou a identificacdo de vinte e seis compostos
a partir dos extratos secos das espécies de pedra-ume-caa nativas. Dentre o0s
constituintes, destacam-se carboidratos, acidos organicos e compostos fendlicos do
tipo taninos condensados, elagitaninos e flavonoides glicosilados. RMNq de *H
mostrou que 0s constituintes quercitrina, hiperosideo e corilagina estdo em altas
concentracfes no extrato seco de Myrcia multiflora (APA), bem como a catequina no
extrato de E. biflora.

A aplicacao de métodos quimiométricos nos dados espectrais de RMN de
'H dos extratos secos de pedra-ume-cad possibilitou verificar que os principais
marcadores quimicos dessas espécies sdo acido quinico, acido galico, catequina,
miricitrina e quercitrina. Catequina-3-O-galato e epicatequina-3-O-(3”-O-metilgalato)
foram identificados somente nos extratos de E. punicifolia. Além disso, esses
marcadores foram identificados em 15 amostras comercializadas como pedra-ume-
cad. Dentre essas, através da analise por HCA e identificacdo desses marcadores
guimicos, foi comprovado que a espécie E. punicifolia € comercializada no Mercado
Municipal Adolpho Lisboa (Manaus). Esses resultados demonstram que a metodologia
adotada nesse estudo quimico se mostrou eficaz na descri¢cdo do perfil quimico das
espécies de pedra-ume-caa e de amostras comerciais.

Concernente aos estudos, in vitro, 0s extratos secos das espécies de
pedra-ume-caa nativas apresentaram atividades de sequestro de radicais livres e
antiglicante pela via ndo oxidativa. Os extratos de MmAPA, MmEAO, EpEAO, EpAPA,
EpRAD e EbAPA apresentaram a capacidade de inibir a enzima a-glucosidase,
sugerindo um possivel mecanismo de acdo. Contudo, ndo foi observado a mesma
capacidade frente as enzimas a-amilase e lipase. Além disso, observou-se uma
citotoxidade em células MRC-5 desses extratos.

No estudo, in vivo, foi demonstrado o potencial hipoglicemiante dos extratos
de E. biflora e M. multiflora para retardar a absorcéo de carboidratos. Esses resultados
séo associados aos constituintes catequina, miricitrina, quercitrina, procianidina tipo-
B e corilagina, presentes nesses extratos. Além disso, 0s resultados mostraram que
as dosagens administradas do extrato de E. biflora (100 mg/kg e 200 mg/kg de peso
corporal) causaram efeitos colaterais e mortalidade nos animais diabéticos tratados.
Esses efeitos podem estar relacionados ao agravamento do estresse oxidativo no
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figado durante um periodo de uso prolongado. No entanto, a continuidade dos estudos
pré-clinicos € necesséaria para validar essa hipotese, pois 0 uso prolongado deste cha
pode ser prejudicial aos seus usuarios devido a sua consideravel toxicidade. Logo,
novas investigagdes se fazem necessarias.

Portanto, esta tese podera alicercar futuros estudos quimicos e
farmacologicos dessas espécies de pedra-ume-caa. Além disso, possibilitara a
identificacdo de matérias-primas vegetais comercializadas como pedra-ume-caa, uma
vez que este trabalho revelou os principais marcadores quimicos dessas matrizes

vegetais amazonicas.
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Dados de aquisicdo da andlise quantitativa por RMN de *H do extrato seco de
M. multiflora (MmAPA)

Figura S1

Experimento de calibracdo de pulso 90° (zg) do sinal em & 3,94 (s, 6H) do padrao
tereftalato de dimetila (pulso 360°) em CD3OD.
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Figura S2

Experimento de inversao-recuperacao (tlirld) do sinal em & 3,94 (s, 6H) do padréao
tereftalato de dimetila (d1=40s) em CD3OD.
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Figura S3

Experimento de calibracdo de pulso 90° (zg) do sinal em & 8,10 (s, 4H) do padrao
tereftalato de dimetila (pulso 360°) em CD3OD.
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Figura S4

Experimento de inversao-recuperacao (tlirld) do sinal em & 8,10 (s, 4H) do padréo
tereftalato de dimetila (d1=40s) em CD3OD.
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Tabela S1 — Dados da calibracdo de pulso de 90° até um sinal nulo (pulso de 360°) e tempo delay (s) do experimento Inverséo-
Recuperacéo (tlirld) dos sinais quantitativos das substancias (10), (16), (19), (20), (21) e (23) em CD30D

MmAPA1A MmAPA1B MmAPA2A MmAPA2B
7o (S)
Pulso 90° (us) ]
Replicatas Compostos (Experimento de Inversao-Recuperac¢ao)
81 em ppm
81 em ppm
15.0°C 27.5°C 15.0°C 27.5°C 15.0°C 275°C 15.0°C 27.5°C

1 10.50 10.50 23 25
(6.64, s, 1H) (6.64, s, 1H) (6.64, s, 1H) (6.64, s, 1H)

2 10.48 10.58 25 25
(6.64, s, 1H) (6.64, s, 1H) (6.64, s, 1H) (6.64, s, 1H)

3 10.25 10.58 25 25
Corilagina (6.64, s, 1H) (6.64, s, 1H) (6.64, s, 1H) (6.64, s, 1H)

1 (20) 10.34 10.50 10.23 10.50 1.95 1.95 1.95 1.95
(6.66, s, 1H) (6.67, s, 1H) (6.66,s, 1H)  (6.67, s, 1H) (6.66, s, 1H) (6.67, s, 1H) (6.66, s, 1H) (6.67, s, 1H)

2 10.42 10.48 10.48 10.58 1.95 1.95 1.95 1.95
(6.66, s, 1H) (6.67, s, 1H) 6.66, s, 1H) (6.67, s, 1H) (6.66, s, 1H) (6.67, s, 1H) (6.66, s, 1H) (6.67, s, 1H)

3 10.42 10.25 10.22 10.58 1.95 23 1.95 1.95
(6.66, s, 1H) (6.67, s, 1H) (6.66,s,1H)  (6.67, s, 1H) (6.66, s, 1H) (6.67, s, 1H) (6.66, s, 1H) (6.67, s, 1H)
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MmAPAL MmAPA2 MmAPA1 MmAPA2
T (s
Pulso 90° (us) ] o )~ .
Replicatas Compostos 54 em ppm (Experimento de Invers@o-Recuperagdo)
oy em ppm
15,0°C 27,5°C 15,0°C 27,5°C 15,0°C 27,5°C 15,0°C 27,5°C
1 10,34 10,50 10,23 10,50 1,95 2,5 1,95 1,95
(7,36, d, 2H) (7,36, d, 2H) (7,36,d,2H)  (7,36,d,2H) | (7,36,d, 2H) (7,36, d, 2H) (7,36, d, 2H) (7.36, d, 2H)
Miricetina-3-
2 0-D- 10,42 10,48 10,48 10,58 1,95 1,95 1,95 1,95
glucosideo
(7,36, d, 2H) (7,36, d, 2H) (7,36, d, 2H) (7,36, d, 2H) (7,36, d, 2H) (7,36, d, 2H) (7,36, d, 2H) (7,36, d, 2H)
(16)
3 10,42 10,25 10,22 10,58 1,95 2,5 1,95 1,95
(7,36, d, 2H) (7,36, d, 2H) (7,36,d,2H)  (7,36,d,2H) | (7,36, d, 2H) (7,36, d, 2H) (7,36, d, 2H) (7,36, d, 2H)
1 10,34 10,50 10,23 10,50 1,40 1,40 1,30 1,40
(5,29, d, 1H) (5,30, d, 1H) (5,29, d, 1H) (5,30, d, 1H) (5,29, d, 1H) (5,30, d, 1H) (5,29, d, 1H) (5,30, d, 1H)
Miricitrina
2 (19) 10,42 10,48 10,48 10,58 1,30 1,40 1,30 1,40
(5,29, d, 1H) (630,d,1H) (529 d,1H) (5,30,d,1H) | (5,29,d,1H)  (5.30.d, 1H) (5,29, d, 1H) (530, d, 1H)
10,42 10,25 10,22 10,58 1,30 1,40 1,40 1,40
3 Miricitrina
(5,29, d, 1H) (5,30, d, 1H) (5,29, d, 1H) (5,30, d, 1H) (5,29, d, 1H) (5,30, d, 1H) (5,29, d, 1H) (5,30, d, 1H)
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MmAPA1 MmAPA2 MmAPA1 MmAPA2
T (S
Pulso 90° (us) ] o )~ .
Replicatas Compostos 54 em ppm (Experimento de Invers@o-Recuperagdo)
oy em ppm
15,0°C 27,5°C 15,0°C 27,5°C 15,0°C 27,5°C 15,0°C 27,5°C
1 10,34
10,50 10,23 10,50 1,95 2,5 1,95 25
(7,83, d,
1H) (7,82, d, 1H) (7,83, d, 1H) (7,82, d, 1H) (7,83, d, 1H) (7,82, d, 1H) (7,83, d, 1H) (7,82, d, 1H)
Hiperosideo
2 10,42 10,48 10,48 10,58 1,95 1,95 1,95 25
20
(20) (7,83, d, 1H) (7,82, d, 1H) (7,82, d, 1H) (7,82, d, 1H) (7,83, d, 1H) (7,82, d, 1H) (7,83, d, 1H) (7,82, d, 1H)
3 10,42 10,25 10,22 10,58 1,95 2,5 1,95 25
(7,83, d, 1H) (7,82, d, 1H) (7,83, d, 1H) (7,82, d, 1H) (7,83, d, 1H) (7,82, d, 1H) (7,83, d, 1H) (7,82, d, 1H)
. ) 10,34
Guaijaverina 10,50 10,23 10,50 1,95 2,5 1,95 25
1 (7,69, d,
(21) 1H) (7,69, d, 1H) (7,69,d,1H) (7,69, d, 1H) (7,69, d, 1H) (7,69, d, 1H) (7,69, d, 1H) (7,69, d, 1H)
10,42 10,48 10,48 10,58 1,95 1,95 1,95 25
2
(7,69, d, 1H) (7,69, d, 1H) (7,69, d, 1H) (7,69, d, 1H) (7,69, d, 1H) (7,69, d, 1H) (7,69, d, 1H) (7,69, d, 1H)
Guaijaverina
10,42 10,25 10,22 10,58 1,95 25 1,95 25
3
(7,69, d, 1H) (7,69, d, 1H) (7,69, d, 1H) (7,69, d, 1H) (7,69, d, 1H) (7,69, d, 1H) (7,69, d, 1H) (7,69, d, 1H)
1 Quercitrina - 10,50 - 10,50 - 1,75 - 1,92
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MmAPA1 MmAPA2 MmAPA1 MmAPA2
T (S
Pulso 90° (us) ] o )~ .
Replicatas Compostos 54 em ppm (Experimento de Invers@o-Recuperagdo)
oy em ppm

15,0°C 27,5°C 15,0°C 27,5°C 15,0°C 27,5°C 15,0°C 27,5°C
(23) (7,32, d, 1H) (7,32, d, 1H) (7,32, d, 1H) (7,32, d, 1H)

2 10,48 10,58 - 1,75 - 1,92
(7,32, d, 1H) (7,32, d, 1H) (7,32, d, 1H) (7,32, d, 1H)

3 10,25 10,58 - 2,3 - 1,92
(7,32, d, 1H) (7,32, d, 1H) (7,32, d, 1H) (7,32, d, 1H)

10,34 10,25 10,23 10,50 1,40 1,40 1,30 1,40

1

(5,32, d, 1H) (5,33, d, 1H) (5,32, d, 1H) (5,33, d, 1H) (5,32, d, 1H) (5,33, d, 1H) (5,32, d, 1H) (5,33, d, 1H)

2 10,42 10,48 10,48 10,58 1,30 1,40 1,30 1,40
(5,32, d, 1H) (5,33, d, 1H) (5,32, d, 1H) (5,33, d, 1H) (5,32, d, 1H) (5,33, d, 1H) (5,32, d, 1H) (5,33, d, 1H)

Quercitrina

3 10,42 10,25 10,22 10,58 1,30 1,40 1,40 1,40

(5,32, d, 1H) (5,33, d, 1H) (5,32, d, 1H) (5,33, d, 1H) (5,32, d, 1H) (5,33, d, 1H) (5,32, d, 1H) (5,33, d, 1H)
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Figura S5

Experimento de calibragédo de pulso 90° (zg) para o sinal em & 7,83 (s, 1H) do
composto hiperosideo (pulso 360°) na amostra MmAPA2 (15,0 °C) em CDz0D.
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Figura S6

Experimento de calibragédo de pulso 90° (zg) para o sinal em & 7,82 (s, 1H) do
composto hiperosideo (pulso 360°) na amostra MmAPA2 (27,5 °C) em CDz0D.
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Figura S7

Experimento de inversdo-recuperacéo (tlirld) do sinalem 6 7,83 (s, 1H) do composto
hiperosideo da amostra MmAPAZ2 (15,0 °C).
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Figura S8

Experimento de inversao-recuperacao (tlirld) do sinal em ¢ 7,82 (s, 1H) do composto
hiperosideo da amostra MmAPA2 (27,5 °C).
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Dados de aquisicdo da andlise quantitativa por RMN de *H do extrato seco de
M. multiflora (MmEAO), E. biflora (EbAPA) e E. punicifolia (EpEAO)

Figura S9

Experimento de calibracdo de pulso 90° (zg) do sinal em & 3,94 (s, 6H) do padréao
tereftalato de dimetila (pulso 360°) em DMSO-ds.
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Figura S10

Experimento de inversdo-recuperacao (tlirld) do sinal em & 3,94 (s, 6H) do padréo
tereftalato de dimetila (d1=25s) em DMSO-ds.
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Figure S11
Experimento de calibracédo de pulso 90°(zg) do sinal em 6 4,47 (d, 1H) da substancia

catequina (pulso 360°) em DMSO-ds.
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Figure S12
Experimento de inversao-recuperacao (tlirld) do sinal em & 4,47 (d, 1H) da substancia
catequina (d1=15s) em DMSO-ds.
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Figure S13
Experimento de calibracédo de pulso 90° (zg) do sinal em 6 5,25 (d, 1H) da substancia
miricitrina (pulso 360°) em DMSO-ds.
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Figure S14
Experimento de inversao-recuperacao (tlirld) do sinal em & 5,25 (d, 1H) da substancia

miricitrina (d1=17s) em DMSO-ds.
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Dados espectrométricos dos compostos por CLAE-EMAR do

extrato seco das folhas de Myrcia multiflora (MmAPA)

Figura S15

Cromatogramas de ions totais do extrato seco das folhas M. multifiora (MmAPA) por
CLAE-IES-EMAR no modo negativo (A) e modo positivo (B).
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Figura S16

Pico no tr 3,7 min, espectro de ion modo negativo e MS? de m/z 355,1018 (4cido

clorogénico, 7).
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Figura S17

Pico no tr 4,5 min, espectro de ion modo positivo e MS? de m/z 291,0880 (catequina,
8)
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Figura S18

Pico no tr 5,3 min, espectro de ion modo negativo e MS? de m/z 355,1013 (4cido 4-

O-cafeoilquinico, 9)

Intens.

A MS_TeaSphaerPara_reanalise_1-2_01_2740.d: +MS, 5.3min #319
10

54 163.0437

355.1013
186.2261

257.2498

13
JL l 2852789 455.0268 501.0699
° sl 'uul. .A[uv.l il " TR | )\
200

300 400 500 600 700 800 900 mz

Intens.
x10%

3

+MS2(355.1015), 35.0eV, 5.3min #316

163.0445

100 200 300 400 500 600 700 800 900 mwz

195



Figura S19

Pico no tr 5,3 min, espectro de ion modo

(corilagina, 10).
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Pico no tr 8,5 min, espectro de ion modo negativo e MS? de m/z 953,0940 (4cido

guebulagico, 13).
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Figura S21

Pico no tr 9,2 min, espectro de ion modo positivo

(pedunculagina, 14).
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Pico no Tr 10,1 min, espectro de ion modo negativo e MS? de m/z 479,0876 (miricetin-
3-0-D-glucosideo, 16).
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Figura S23

Pico no tr 10,7 min, espectro de fon modo negativo e MS? de m/z 615,1037
(quercetina-3-O-B-2"-galoilglucosideo, 17).
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Figura S24

Pico no tr 11,2 min, espectro de ion modo positivo ESI-MS e MS? de m/z 465,1030
(miricitrina, 19).
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Figura S25

Pico no tr 11,5 min, espectro de ion modo negativo ESI-MS e MS? de m/z 463,0889
(hiperosideo, 20).
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Figura S26
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Pico no tr 12,7 min, espectro de ion modo negativo ESI-MS e MS? de m/z 433,0799

(guaijaverina, 21).
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Figura S27

Pico no tr 13,1 min, espectro do ion negativo ESI-MS e MS? de m/z 447,0925

(quercitrina

, 23).
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Figura S28

Pico no tr 15,0 min, espectro do ion positivo ESI-MS e
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Analise por Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear 1D e 2D
Myrcia multiflora (MmAPA)

Figura S29
Espectros de RMN de 'H do extrato seco de Myrcia multifiora em duas temperaturas (15 °C e 27,5 °C) onde ocorreu melhor

homogeneidade do campo magnético (500 MHz, CD30D). A: regido alifatica (56 0,5 a 3,0), B: regido carbindlica (5 3,0 a 5,5) e C:
regido aromética e vinilica (5 5,8 a 8,0).
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Figura S30

Espectro de RMN de 'H do extrato seco das folhas de M. multifiora (MmAPA) (15,0 °C) (500 MHz, CD30D)
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Figura S31

- 13H HSQC do extrato seco das folhas de M. multiflora (MmAPA) (15,0 °C) (11,74 T, CD30D)

£
o
=
L] -
-
-]
<
R
; -3
n %ﬂ:
A=Y ]
[} [-¥ <] @
B
- ®= =g
ﬂa o
° m @
) o e
8

e \ B

=]

° @p o

0 @ pRgese
> a -] -§
(=]
3
[
T T T T T T T T T T T T T
6 4 2 F2 [ppm]

203



Figura S32

Espectro de RMN de 'H do extrato seco das folhas de M. multifiora (MmAPA) (27,0 °C) (500 MHz, CD30D)
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Figura S33

1 H - 134 HSQC do extrato seco das folhas de M. multiflora (MmAPA) (27,5 °C) (11,74 T, CD30D)
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Figura S34

Espectro de RMN de 'H com assinalamento dos sinais da substancia acido clorogénico (7) (500 MHz, CDsOD)
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Figure S35

1 H - 13H HSQC da substancia acido clorogénico (7) (11,74 T, CD3OD)
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Figure S36

1 H - ¥H HMBC da substancia acido clorogénico (7) (11,74 T, CD30D)
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Figura S37

Espectro de RMN de 'H com assinalamento dos sinais das substancias 4-O-cafeoilquinico (9) e corilagina (10) e corilagina (500

MHz, CD3z0D).
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Figura S38

'H - 3H HSQC das substancias 4-O-cafeoilquinico (9) e corilagina (10) (11,74 T, CDs0OD)
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Figure S39

'H - 134 HMBC das substancias 4-O-cafeoilquinico (9) e corilagina (10) (11,74 T, CD30OD)
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Figura S40

Espectro de RMN de 'H com assinalamento dos sinais da substancia acido quebulagico (13) (500 MHz, CD30D)
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Figura S41

'H - 3H HSQC da substancia acido quebulagico (13) (11,74 T, CDs0D)
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Figura S42

'H - 3H HMBC da substancia acido quebulagico (13) (11,74 T, CD30D)
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Figura S43

Espectro de RMN de *H com assinalamento dos sinais da substancia miricetina-3-O-D-glucosideo (16) (500 MHz, CDsOD)
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Figura S44

H - 3H HSQC da substancia miricetina-3-O-D-glucosideo (16) (11,74 T, CD30D)
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Figura S45
'H - 3H HMBC da substancia miricetina-3-O-D-glucosideo (16) (11,74 T, CD30D)
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Figura S46

Espectro de RMN de *H com assinalamento dos sinais da substancia quercetina-3-O-B-2"-galoilglucosideo (17) (500 MHz, CDs0OD)
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Figura S47

!H - H HSQC da substancia quercetina-3-0O-p-2"-galoilglucosideo (17) (11,74 T, CD30D)
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Figura S48

!H - H HMBC da substancia quercetina-3-O-B-2"-galoilglucosideo (17) (11.74 T, CDsOD)
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Figura S49

Espectro de RMN de *H com assinalamento dos sinais da substancia miricitrina (19) (500 MHz, CD30D)
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Figura S50

H - 3H HSQC da substancia miricitrina (19) (11,74 T, CD3OD)
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Figura S51

'H - 3H HMBC da susbtancia miricitrina (19) (11,74 T, CDsOD)
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Figura S52

Espectro de RMN de *H com assinalamento dos sinais das substancias hiperosideo (20) e guaijaverina (21) (500 MHz, CDz0D)
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Figura S53

'H - 3H HSQC das substancias hiperosideo (20) e guaijaverina (21) (11,74 T, CD3OD)
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Figura S54

'H - 3H HMBC das substancias hiperosideo (20) e guaijaverina (21) (11,74 T, CDs0D)
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Figura S55

Espectro de RMN de *H com assinalamento dos sinais da substancia guaijaverina (21) (em mistura) (500 MHz, CDsOD).
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Figura S56

'H - B¥H HSQC da substancia guaijaverina (21) (em mistura) (11,74 T, CD30D)
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Figure S57

'H - 3H HMBC da substancia guaijaverina (21) (em mistura) (11,74 T, CD30D)
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Figure S58

Espectro de RMN de *H com assinalamento dos sinais da substancia quercitrina (23) (500 MHz, CD30D)
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Figura S59

'H - 3H HSQC da substancia quercitrina (23) (11,74 T, CD30D)
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Figura S60

'H - 3H HMBC da substancia quercitrina (23) (11,74 T, CDs0D)
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Figura S61

Espectro de RMN de *H com assinalamento dos sinais da substancia kaempferol-3-O-ramnosideo (26) (500 MHz, CDsOD)
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Figura S62

H - 3H HSQC da substancia kaempferol-3-O-ramnosideo (26) (11,74 T, CD30D)
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Figura S63
'H - 134 HMBC da substancia kaempferol-3-O-ramnosideo (26) (11,74 T, CDsOD)
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Andlise por Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear 1D e 2D
E. punicifolia (EpEAO)
Figura S64
Espectro de RMN de 'H do extrato seco das folhas de E. punicifolia (EpEAO) (500 MHz, DMSO)
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Figura S65
1H - 134 HSQC do extrato seco das folhas de E. punicifolia (EpEAO) (11,74 T, DMSO)
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Figura S66
'H - 13H HMBC do extrato seco das folhas de E. punicifolia (EpEAO) (11,74 T, DMSO)
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Figura S67

Espectro de RMN de 'H com assinalamento do sinal da substancia acido galico (5) (EpEAO) (500 MHz, CDsOD)
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Figura S68

'H - 134 HSQC da substancia acido galico (5) (EpEAO) (11,74 T, CDsOD)
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Figura S69

'H - 13H HMBC da substancia acido galico (5) (EpEAO) (11,74 T, CD30D)
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Figura S70

Espectro de RMN de 'H com assinalamento dos sinais da substancia casuarictina (11) (EpEAQO) (500 MHz, CD30D)
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Figura S71

'H - 134 HSQC da substancia casuarictina (11) (EpEAO) (11,74 T, CD30OD)
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Figura S72

'H - 134 HMBC da substancia casuarictina (11) (EpEAO) (11,74 T, CD30D)
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Figura S73

Espectro de RMN de 'H com assinalamento dos sinais da substancia quercetina-3-0-p-2"-galoilglucosideo (17) (EpEAO) (500 MHz,

CD30D)
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Figura S74

'H - BH HSQC da substancia quercetina-3-0-B-2"-galoilglucosideo (17) (EpEAO) (11,74 T, CDs0D)
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Figura S75

'H - B3H HMBC da substancia quercetina-3-O-B-2"-galoilglucosideo (17) (EpEAO) (11,74 T, CD30D)
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Figura S76

Espectro de RMN de 'H com assinalamento dos sinais da substancia miricitrina (19) (EpEAO) (500 MHz, CD30D)
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Figura S77

'H - 134 HSQC da substancia miricitrina (19) (EpEAO) (11,74 T, CDs0OD)
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Figura S78
'H - 134 HMBC da substancia miricitrina (19) (EpEAQO) (11,74 T, CD30D)
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Figura S79
Espectro de RMN 'H com assinalamento dos sinais das substancias acido elagico (22) e quercitrina (23) (EpEAO) (500 MHz, CD30D)
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Figura S80

'H - 13H HSQC das substancias acido elagico (22) e quercitrina (23) (EpEAO) (11,74 T, CD30D)
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Figura S81
'H - 13H HMBC das substancias &cido elagico (22) e quercitrina (23) (EpEAO) (11,74 T, CDsOD)
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Figura S82

Espectro de RMN de 'H com assinalamento dos sinais da substancia kaempferol-3-O-ramnosideo (26) (EpEAO) (500 MHz, CD3OD)
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Figura S83

'H - 134 HSQC da substancia kaempferol-3-O-ramnosideo (26) (EpEAO) (11,74 T, CD30D)
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Figura S84

'H - 134 HMBC da substancia kaempferol-3-O-ramnosideo (26) (EpEAO) (11,74 T, CD30D)
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Dados espectrométricos dos compostos por CLAE-EMAR do
extrato seco das folhas de Eugenia punicifolia (EpEAO)

Figura S85
Cromatograma de ions totais do extrato seco das folhas E. punicifolia (EpEAO) por
CLAE-IES-EMAR no modo negativo
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Figura S86

Pico no tr 5,3 min, espectro de ion modo negativo m/z 935,0822 (casuarictina, 11)
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Figura S87

Pico no tr 8,5 min, espectro de ion modo negativo e MS? de m/z 441,0875 (catequina-
3-0O-galato, 12)
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Figura S88
Pico no tr 10,2 min, espectro de ion modo negativo e MS? de m/z 455,1016
(epicatequina-3-0O-(3”-O-metilgalato) (15).
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Figura S89

Pico no tr 10,5 min, espectro de ion modo negativo de m/z 479,0879 (miricetina-3-O-

glucosideo, 16)
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Figura S90
Pico no tr 11,0 min, espectro de ion modo negativo e

(Quercetina-3-0O-B-2"-galoilglucosideo, 17).
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Figura S91

Pico no tr 11,5 min, espectro de ion modo negativo e MS? de m/z 463,0931 (miricitrina,
19).
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Figura S92

Pico no tr 12,7 min, espectro de ion modo negativo e MS? de m/z 433,0796
(guaijaverina, 21).
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Figura S93

Pico no tr 13,5 min, espectro de fon modo negativo e MS? de m/z 447,0971

(quercitrina, 23).
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Figura S94

Pico no tr 15,0 min, espectro de fon modo negativo e MS? de m/z 431,1025

(kaempferol-3-O-ramnosideo, 26).
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Analise por Espectroscopia de Ressonancia Magneética Nuclear 1D e 2D

Myrcia multiflora (MmMEAO)
Figura S95
Espectro de RMN de 'H do extrato seco das folhas de M. multifiora (MmEAQ) (500 MHz, DMSO-ds).
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Figura S96

H - 3H HSQC do extrato seco das folhas de M. multiflora (MmEAQ) (11,74 T, DMSO-ds)
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Figura S97
'H - 3H HMBC do extrato seco das folhas de M. multiflora (MmEAO) (11,74 T, DMSO-ds).
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Dados espectrométricos dos compostos por CLAE-EMAR do
extrato seco das folhas de Myrcia multiflora (MmEAO)

Figura S98

Cromatograma de ions totais do extrato seco das folhas M. multifiora (MmEAO) por
CLAE-IES-EMAR no modo negativo.
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Figura S99

Pico no tr 3,6 min, espectro de ion modo negativo e MS? de m/z 577,1386
(Procianidina tipo B, 6).
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Figura S100

Pico no tr 4,2 min, espectro de ion modo negativo de m/z 289,0733 (catequina, 8).
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Figura S101

Pico no tr 10,6 min, espectro de ion modo negativo e e MS? de m/z 479,0857
(miricetina-3-O-glucosideo, 16).
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Figura S102

Pico no tr 11,5 min, espectro de ion modo negativo e e MS? de m/z 463,0893
(miricitrina, 19).
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Figura S103

Pico no tr 12,7 min, espectro de ion modo negativo e e

(guaijaverina, 21).
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Figura S104

Pico no tr 13,5
(quercitrina, 23).
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Figura S105

Pico no tr 15,0 min, espectro de ion modo negativo e e MS? de m/z 431,1002
(kaempferol-3-O-ramnosideo, 26).
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Analise por Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear 1D e 2D

Myrcia amazonica (MamAPA)

Figura S106
Espectro de RMN de 'H do extrato seco das folhas de M. amazonica (MamAPA) (500 MHz, DMSO-ds)
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Figura S107
H - 3H HSQC do extrato seco das folhas de M. amazonica (MamAPA) (11,74 T, DMSO-ds)
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Figura S108
1H - 13H HMBC do extrato seco das folhas de M.

A

amazonica (MamAPA) (11,74 T, DMSO-de)
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Dados espectrométricos dos compostos por CLAE-EMAR do
extrato seco das folhas de Myrcia amazonica (MamAPA)

Figura S109

Cromatograma de ions totais do extrato seco das folhas M.amazonica (MamAPA) por
CLAE-IES-EMAR no modo negativo.
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Figura S110

Pico no tr 11,5 min, espectro de ion modo negativo e MS? de m/z 463,0925 (miricitrina,
19).
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Figura S111
Pico no tr 15,0 min, espectro de ion modo negativo e MS? de m/z 447,0973

(quercitrina, 23).
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Analise por Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear 1D e 2D

Myrcia guianensis (MguAPA)

Figura S112
Espectro de RMN de 'H do extrato seco das folhas de M. guianensis (MguAPA) (500 MHz, DMSO-de).
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Figura S113
'H - 13H HSQC do extrato seco das folhas de M.

guianensis (MguAPA) (11,74 T, DMSO-ds).
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Figura S114
'H - 1¥H HMBC do extrato seco das folhas de M. guianensis (MguAPA) (11,74 T, DMSO-ds)
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Dados espectrométricos dos compostos por CLAE-EMAR do
extrato seco das folhas de Myrcia guianensis (MguAPA)

Figura S115

Cromatograma de ions totais do extrato seco das folhas M. guianensis (MguAPA) por
CLAE-IES-EMAR no modo negativo e pico no tr 11,5 min, espectro de ion modo
negativo e MS? de m/z 463,0949 (miricitrina, 19).
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Analise por Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear 1D e 2D

Myrcia sylvatica (MsylAPA)

Figura S116
Espectro de RMN de 'H do extrato seco das folhas de M. sylvatica (MsylAPA) (500 MHz, DMSO-ds).

. 4 2 o [ppm]

278



Figura S117
H - B3H HSQC do extrato seco das folhas de M. sylvatica (MsylAPA) (11,74 T, DMSO-ds)
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Figura S118
'H - 3H HMBC do extrato seco das folhas de M. sylvatica (MsylAPA) (11,74 T, DMSO-ds)

I R

ag o T
g
e I
a
a L]
a o
a o g
o § o
Lo
B
-]
» P o, o
= Q% Taw
©
= = o
- re
L
o
]
o
2
L]
2
T T T T T T T T T T T T T
5 4 2 F2 [ppm]

280



Dados espectrométricos dos compostos por CLAE-EMAR do
extrato seco das folhas de Myrcia sylvatica (MsylAPA)

Figura S119

Cromatograma de ions totais do extrato seco das folhas M. sylvatica (MsylAPA) por
CLAE-IES-EMAR no modo negativo e pico no tr 11,5 min, espectro de ion modo
negativo e MS? de m/z 463,0930 (miricitrina, 19).
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Analise por Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear 1D e 2D
Myrcia sylvatica (MsylRAD)
Figura S120
Espectro de RMN de 'H do extrato seco das folhas de M. sylvatica (MsylRAD) (500 MHz, DMSO-de).
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Figura S121
H - 3H HSQC do extrato seco das folhas de M. sylvatica (MsylRAD) (11,74 T, DMSO-ds)
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Figura S122

'H - 13H HMBC do extrato seco das folhas de M. sylvatica (MsylRAD) (11,74 T, DMSO-ds)
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Dados espectrométricos dos compostos por CLAE-EMAR do
extrato seco das folhas de Myrcia sylvatica (MsylRAD)

Figura S123

Cromatograma de ions totais do extrato seco das folhas M. sylvatica (MsylRAD) por
CLAE-IES-EMAR no modo negativo e pico no tr 11,5 min, espectro de ion modo

negativo e MS? de m/z 463,0930 (miricitrina, 19).
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Figura S124

Pico no tr 14,9 min, espectro de ion

metil elagico ramnosideo, 25).

modo negativo e MS? de m/z 461,0774 (acido
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Analise por Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear 1D e 2D

Eugenia biflora (EbAPA)
Figura S125
Espectro de RMN de 'H do extrato seco das folhas de E. biflora (EbAPA) (500 MHz, DMSO-ds)
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Figura S126
H - 3H HSQC do extrato seco das folhas de E. biflora (EbAPA) (11,74 T, DMSO-ds)
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Figura S127
'H - 3H HMBC do extrato seco das folhas de E. biflora (EbAPA) (11,74 T, DMSO-ds)
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Dados espectrométricos dos compostos por CLAE-EMAR do
extrato seco das folhas de Eugenia biflora (EbAPA)

Figura S128

Cromatograma de ions totais do extrato seco das folhas E. biflora (EbAPA) por CLAE-
IES-EMAR
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Figura S129

Pico no tr 3,6 min, espectro de ion modo negativo e MS? de m/z 577,1376
(procianidina tipo B, 6)
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Figura S130

Pico no tr 4,2 min, espectro de ion modo negativo m/z 289,0732 (catequina, 8).
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Figura S131

Espectro de ion modo negativo no tr 10,5 min (miricetina-3-O-glucosideo, 16).
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Figura S132 - Espectro de ion modo negativo no tr 11,2 min e MS? de m/z 615,1000
(miricetina-3-0O-(2”-0-galoil)-a-ramnosideo, 18)
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Figura S133

Pico no tr 11,5 min, espectro de ion modo negativo e MS? de m/z 463,0909 (miricitrina,
19).
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Figura S134

Pico no tr 12,7 min, espectro de fon modo negativo e MS? de m/z 433,0798
(guaijaverina, 21).
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Figura S135

Pico no tr 13,5 min, espectro de ion modo negativo e MS? de m/z 447,0950
(quercitrina, 23).
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Figura S136

Pico no tr 13,5 min, espectro de fon modo negativo e MS? de m/z 477,1059
(isoramnetina-3-O-glucosideo, 24).
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Figura S137

Pico no tr 14,9 min, espectro de ion modo negativo e MS? de m/z 461,0753 (acido
metil elagico ramnosideo, 25).
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Analise por Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear 1D e 2D
Eugenia punicifolia (EpAPA)
Figura S138
Espectro de RMN de 'H do extrato seco das folhas de E. punicifolia (EpAPA) (500 MHz, DMSO-de).
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Figura S139
H - 3H HSQC do extrato seco das folhas de E. punicifolia (EpAPA) (11,74 T, DMSO-ds)

e L

F1 [ppm]

T
F2 [ppm]

20

40

60

80

100

120



Figura S140

'H - 3H HMBC do extrato seco das folhas de E. punicifolia (EpAPA) (11,74 T, DMSO-ds)
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Dados espectrométricos dos compostos por CLAE-EMAR do
extrato seco das folhas de Eugenia punicifolia (EpAPA)

Figura S141

Cromatograma de ions totais do extrato seco das folhas E. punicifolia (EpAPA) por
CLAE-IES-EMAR
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Figura S142

Pico no tr 8,6 min, espectro de ion modo negativo e MS? de m/z 441,0860 [catequina-
(3-O-metilgalato)] (12).
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Figura S143
Pico no tr 10,2 min, espectro de ion modo negativo m/z 455,1016 [epicatequina-3-O-
(8”-O-metilgalato)] (15).
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Figura S144
Pico no tr 10,5 min, espectro de ion modo negativo e MS? de m/z 479,0855 (miricetina-
3-O-glucosideo, 16).
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Figura S145

Pico no tr 11,5 min, espectro de ion modo negativo e MS? de m/z 463,0913 (miricitrina,
19).
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Figura S146

Pico no tr 12,7 min, espectro de fon modo negativo e MS? de m/z 433,0744
(Guaijaverina, 21).
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Figura S147

Pico no tr 13,5 min, espectro de ion modo negativo e MS? de m/z 447,0958

(Quercitrina, 23).

Intens T
[%]
100+

80

60+

301.0360

447.0958

7_N_TEAPUNICPARA_1-8_01_2297.d:-Ms5, 13.5min 4809

8951973

T
100 200

t
300

T T T T T
500 600 700 800 900 mz

1509874

300.0316

271.0283

Ly

-MS2{447.0877), 14 Amin #8598

0 b R s |
100 200

Figura S148

Pico no tr 13,5 min, espectro de

300

(Kaempferol-3-O-ramnosideo, 26).
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Analise por Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear 1D e 2D
Eugenia punicifolia (EpRAD)
Figura S149
Espectro de RMN de 'H do extrato seco das folhas de E. punicifolia (EpRAD) (500 MHz, DMSO-ds)

8 6 4 2 0 [ppm]

302



Figura S150
1H - 3H HSQC do extrato seco das folhas de E.

punicifolia (EpRAD) (11,74 T, DMSO-ds)
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Figura S151
'H - 13H HMBC do extrato seco das folhas de E. punicifolia (EpRAD) (11,74 T, DMSO-de)
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Dados espectrométricos dos compostos por CLAE-EMAR do
extrato seco das folhas de Eugenia punicifolia (EpRAD)

Figura S152
Cromatograma de ions totais do extrato seco das folhas E. punicifolia (EpRAD) por
CLAE-IES-EMAR
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Figura S153
Pico no tr 8,5 min, espectro de ion modo negativo e MS? de m/z 441,0872 (catequina-
3-O-galato, 12).
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Figura S154

Pico no tr 10,2 min, espectro de ion modo negativo de m/z 455,1029 [epicatequina-3-
0O-(3"-O-metilgalato)] (15).
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Figura S155

Pico no tr 11,5 min, espectro de ion modo negativo e MS? de m/z 463,0932

(miricitrina, 19).
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Figura S156

Pico no tr 13,5 min, espectro de ion modo negativo e MS? de m/z 447,0958
(Quercitrina, 23).
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Analise por Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear 1D e 2D

AMOSTRAS COMERCIAIS
Figura S157
Espectro de RMN de 'H do extrato seco de C1-AM (500 MHz, DMSO-ds)
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Figura S158
1H - 13H HSQC do extrato seco do extrato seco de C1-AM (11,74 T, DMSO-ds).
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Figura S159
'H - 3H HMBC do extrato seco do extrato seco de C1-AM (11,74 T, DMSO-ds).
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Figura S160
Espectro de RMN de 'H do extrato seco de C2-AM (500 MHz, DMSO-ds)




Figura S161

'H - 13H HSQC do extrato seco do extrato seco de C2-AM (11,74 T, DMSO-ds).
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Figura S162
'H - 3H HMBC do extrato seco do extrato seco de C2-AM (11,74 T, DMSO-ds).
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Figura S163
Espectro de RMN de 'H do extrato seco de C3-PA (500 MHz, DMSO-ds).




Figura S164
'H - 134 HSQC do extrato seco do extrato seco de C3-PA (11,74 T, DMSO-ds).
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Figura S165

'H - 3H HMBC do extrato seco do extrato seco de C3-PA (11,74 T, DMSO-de).
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Figura S166
Espectro de RMN de 'H do extrato seco de C4-PA (500 MHz, DMSO-ds).
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Figura S167
'H - 13H HSQC do extrato seco do extrato seco de C4-PA (11,74 T, DMSO-ds).
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Figura S168

'H - 3H HMBC do extrato seco do extrato seco de C4-PA (11,74 T, DMSO-de).

Y S J‘LJ

ag

L

;"1 IPIP'“]

T
F2 [ppm]

319



Figura S169
Espectro de RMN de 'H do extrato seco de C5-PA (500 MHz, DMSO-ds).
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Figura S170
'H - 134 HSQC do extrato seco do extrato seco de C5-PA (11,74 T, DMSO-ds).
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Figura S171

'H - 3H HMBC do extrato seco do extrato seco de C5-PA (11,74 T, DMSO-de).
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Figura S172
Espectro de RMN de 'H do extrato seco de C6-PA (500 MHz, DMSO-ds)
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Figura S173
'H - 3H HSQC do extrato seco do extrato seco de C6-PA (11,74 T, DMSO-ds).
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Figura S174
'H - 3H HMBC do extrato seco do extrato seco de C6-PA (11,74 T, DMSO-de).
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Figura S175
Espectro de RMN de 'H do extrato seco de C7-PA (500 MHz, DMSO-ds)
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Figura S176
'H - 134 HSQC do extrato seco do extrato seco de C7-PA (11,74 T, DMSO-ds).
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Figura S177
'H - 3H HMBC do extrato seco do extrato seco de C7-PA (11,74 T, DMSO-de).
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Figura S178
Espectro de RMN de 'H do extrato seco de C8-PA (500 MHz, DMSO-ds).
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Figura S179
'H - 3H HSQC do extrato seco do extrato seco de C8-PA (11,74 T, DMSO-ds).

£
| o
=
|
< e
o

~<ally s | -

- —
~ 8

=
. o
DQQ % o
a ‘; =Nl
“Q. -

D s I

- oms B i '8-
Bk g °o
> ETTT
-8
T T T T T T T T T T T T T T T T
T . 4 2 F2 [ppm]

330



Figura S180
'H - 3H HMBC do extrato seco do extrato seco de C8-PA (11,74 T, DMSO-de).
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Figura S181
Espectro de RMN de 'H do extrato seco de C9-PA (500 MHz, DMSO-ds)
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Figura S182
H - 3H HSQC do extrato seco do extrato seco de C9-PA (11,74 T, DMSO-ds)
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Figura S183
'H - 3H HMBC do extrato seco do extrato seco de C9-PA (11,74 T, DMSO-de)
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Figura S184
Espectro de RMN de 'H do extrato seco de C10-PA (500 MHz, DMSO-ds).
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Figura S185

'H - 13H HSQC do extrato seco do extrato seco de C10-PA (11,74 T, DMSO-ds).

T
-5
X &
b o T
= e
-» o . L
. e I
9 L] "
u—cﬂz*:lo-- o & —8
. I
»
- o il
ea%, -8
o9
O i
& s o v 3 -
M.@ i
o &=
": ° 9b -8
° e h8
LYo I
B =o I
[ = i
o a - &
s
N
T T T T
4 2 F2 [ppm]

336



Figura S186

H - 3H HMBC do extrato seco do extrato seco de C10-PA (11,74 T, DMSO-ds).
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Figura S187
Espectro de RMN 'H do extrato seco de C11-PA (500,13 MHz, DMSO-ds)
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Figura S188
H - 3H HSQC do extrato seco do extrato seco de C11-PA (11,74 T, DMSO-de)
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Figura S189
H - 3H HMBC do extrato seco do extrato seco de C11-PA (11,74 T, DMSO-ds)
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Figura S190
Espectro de RMN de 'H do extrato seco de C12-PA (500 MHz, DMSO-ds)
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Figura S191
'H - 13H HSQC do extrato seco do extrato seco de C12-PA (11,74 T, DMSO-ds)
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Figura S192
H - 3H HMBC do extrato seco do extrato seco de C12-PA (11,74 T, DMSO-ds)
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Figura S193
Espectro de RMN de 'H do extrato seco de C13-GO (500 MHz, DMSO-ds)
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Figura S194
H - B3H HSQC do extrato seco do extrato seco de C13-GO (11,74 T, DMSO-ds)
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Figura S195
'H - ¥H HMBC do extrato seco do extrato seco de C13-GO (11,74 T, DMSO-ds)

[ pra—

MMMMMM

F1 [ppm]

T
F2 [ppm]

50

100

150

346



Figura S196
Espectro de RMN de 'H do extrato seco de C14-GO (500 MHz, DMSO-ds)
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Figura S197
H - 3H HSQC do extrato seco do extrato seco de C14-GO (11,74 T, DMSO-ds)

= o &8z o
Ll
‘m
S .
e %Ou 5 =]
w ’éb-“
e we o> o
&= Y
L = =
< -
T T T T
8 6 4 F2 [ppm]

140 120 100 80 60 40 20 F1[ppm]

160

348



Figura S198
'H - ¥H HMBC do extrato seco do extrato seco de C14-GO (11,74 T, DMSO-ds)
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Figura S199
Espectro de RMN de 'H do extrato seco de C15-AM (500 MHz, DMSO-de).




Figura S200

H - 3H HSQC do extrato seco do extrato seco de C15-AM (11,74 T, DMSO-ds).
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Figura S201
'H - 3H HMBC do extrato seco do extrato seco de C15-AM (11,74 T, DMSO-ds).
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Figura S202
Espectro de RMN de 'H do extrato seco de C16-AM (500 MHz, DMSO-ds)
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Figura S203
H - 3H HSQC do extrato seco do extrato seco de C16-AM (11,74 T, DMSO-ds)
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Figura S204
H - 3H HMBC do extrato seco do extrato seco de C16-AM (11,74 T, DMSO-ds)
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Figura S205
Espectro de RMN de 'H do extrato seco de C17-AM (500,13 MHz, DMSO-ds)
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Figura S206
'H - ¥H HSQC do extrato seco do extrato seco de C17-AM (11,74 T, DMSO-ds)
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Figura S207
H - 3H HMBC do extrato seco do extrato seco de C17-AM (11,74 T, DMSO-ds)
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