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RESUMO

A familia Fabaceae possui distribuicdo cosmopolita, sendo Hymenaea courbaril uma das
espécies mais importantes devido seu uso multiplo, potencial etnofarmacoldgico e
farmacoldgico. Dados estes que conduziram a investigacdo de sua constituicdo quimica e de
seus compostos bioativos através da analise fitoquimica e avaliagdo de atividade antioxidante
e antimicrobiana da seiva e do extrato etanolico de residuos madeireiros de H. courbaril. Os
residuos florestais e a seiva foram obtidos da empresa Fortimber florestal, préximo a cidade
de Santarém, Par4, Brasil. Para a obtencdo do extrato, a serragem foi seca em estufa a 40°C
por 96 horas, para posterior extracdo dos metabdlitos secundarios com o solvente etanol em
aparelho de Soxhlet. Para a andlise fitoquimica dos materiais foram utilizadas as técnicas de
Cromatografia em Camada Delgada (CCD), Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria
de Massas (CG-EM), Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia acoplada a um detector de
arranjo de fotodiodos (CLAE-DAD), Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia acoplada a um
Espectrometro de Massas (CLAE-IES-EM/EM), utilizando a abordagem de redes de
interacdes moleculares ou molecular networking através da plataforma GNPS (Global
Natural Products Social Molecular Networking). Adicionalmente foi empregada a técnicas de
Ressonancia Magnética Nuclear uni e bidimensionais, (1H, 13C, HMBC, HSQC) para a
identificacdo das substancias isoladas. A atividade antioxidante foi determinada atraves dos
métodos de DPPH e FRAP. A quantificacdo de flavondides totais e compostos fendlicos
foram obtidos por meio de métodos espectrofotométrico. A atividade antimicrobiana foi
avaliada frente a microrganismos de interesse clinico pela técnica de concentracdo inibitoria
minima (CIM). Verificou-se que o extrato etandlico tem maior potencial antioxidante, assim
como possui 0 maior teor de compostos fenolicos e flavonoides quando comparados a seiva.
A classe de composto predominante tanto no extrato como na seiva sdo flavondides, o que
possibilitou a proposta de 16 substancias, além de derivados taxifolinicos obtidos por meio de
correspondéncia espectral com dados experimentais do GNPS. Através da analise dos
espectros de RMN 1D e 2D foi possivel identificar as substancias fustina, taxifolina, 3-
metdxi-quercetina e a quercetina. Verifica-se que o extrato etanolico destacou-se em relagdo a
seiva, por apresentar maior atividade antimicrobiana in vitro. A substancia taxifolina, isolada
por RMN, teve menor potencial biologico, quando comparado com os resultados obtidos do
extrato etanolico. A partir destes dados, é possivel contribuir para a utilizagdo segura de H.
courbaril, por populagdes tradicionais na AmazOnia, com vistas a preparagdo de

medicamentos e formulagdes a base de plantas.



Palavras-chave: Jatoba. Flavondides. Atividade antimicrobiana.



ABSTRACT

The Fabaceae family is widely distributed which Hymenaea courbaril is one of the most
important species. Because of its multiple use, ethnopharmacological and pharmacological
potential, it is crucial to investigate its chemical constitution and bioactive compounds. In this
study, we aimed to perform the phytochemical analysis, antioxidant and antimicrobial activity
of the sap and ethanolic extract of H. courbaril wood residues. The forest residues and sap
were obtained from the Fortimber forestry company, near the city of Santarém, Para, Brazil.
To obtain the extract, the sawdust was dried in an oven at 40°C for 96 hours, for subsequent
extraction of secondary metabolites with the solvent ethanol in a Soxhlet apparatus. The
following techniques were performed to complete phytochemical analysis: Thin Layer
Chromatography (TLC), Gas Chromatography coupled to Mass Spectrometry (GC-MS), High
Performance Liquid Chromatography coupled to a photo-diode array detector (HPLC-PDA),
High Performance Liquid Chromatography coupled to a Mass Spectrometer (HPLC-ESI-
MS/MS), using the molecular interaction networks approach or molecular networking through
the GNPS (Global Natural Products Social Molecular Networking) platform. One and two
dimensional Nuclear Magnetic Resonance technique, (1H, 13C, HMBC, HSQC) was used for
the identification of the isolated substances. The antioxidant activity (DPPH and FRAP),
quantification of total flavonoids, phenolic compounds contents were done by
spectrophotometric methods. The antimicrobial activity of both extract and sap of H.
courbaril were performed against microorganisms of clinical interest by the minimum
inhibitory concentration (MIC) technique. The ethanolic extract has a higher antioxidant
potential and has the highest content of phenolic compounds and flavonoids when compared
to the sap. The predominant compound class in both the extract and the sap are flavonoids,
which enabled identification of 16 substances including taxifolin derivatives through spectral
correspondence with experimental data from GNPS. Through analysis of the 1D and 2D
NMR spectra it was possible to identify the substances fustin, taxifolin, 3-methoxy-quercetin
and quercetin. The ethanolic extract stood out in relation to the sap by showing greater
antimicrobial activity in vitro. The substance taxifolin, isolated by NMR, had less biological
potential when compared to the results obtained from the ethanolic extract. From these data, it
IS possible to contribute to the safe use of H. courbaril, by traditional populations in the

Amazon, for the preparation of herbal medicines and formulations.

Keywords: Jatoba. Flavonoids. Antimicrobial activity.
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1 INTRODUCAO

O Brasil é reconhecido por sua diversidade biologica, sendo que esta biodiversidade,
em sua grande maioria, concentra-se na Amazonia, abrigando espécies que s6 ocorrem nesta
regido, colocando-o na primeira posicdo do ranking dos paises megadiversos
(MITTERMEIER; ROBLES; MITTERMEIER, 1997; MENIN, 2005; GIAM et al., 2010;
LEUZINGER et al., 2019).

Relatdrios emitidos pelo Servico Florestal Brasileiro (SFB) em 2019, enfatizam que
neste bioma, o volume madeireiro é de 109.404 milhdes de metros cubicos, 0 que representa
92,8% do volume total de madeira dos biomas brasileiros. Além disso, a quantidade de
biomassa e carbono estimados na regido Amazonica é de 96.046 milhdes de toneladas e
47.354 milhdes de toneladas, respectivamente (SFB, 2019).

Aproximadamente 40-50% das operacfes florestais correspondem a residuos
madeireiros, 0 que constitui um problema ambiental e uma grande oportunidade para 0 uso
desse material. Na Amazodnia legal, o rendimento operacional é em média de 41%, que se
deve principalmente a falta de investimentos em equipamentos e capacitacdo. Além disso,
com o rendimento operacional tdo baixo, a producdo desses residuos se torna um grande
impedimento ao desenvolvimento sustentavel das inddstrias, causando assim, diversos
problemas socioambientais (ANDRADE et al., 2013; RAMOS et al., 2017).

Se considerado o relatorio consolidado com os dados emitidos pelo Sistema de
Comercializacao e  Transporte de Produtos Florestais -~  SISFLORA
(http://monitoramento.semas.pa.gov.br/sisflora/relatorios.html), sobre beneficiamento e
comércio de produtos da madeira por espécie florestal no estado do Para, entre os anos de
2006 a 2016, verifica-se que nove espécies sdo citadas como as principais comercializadas na
guia florestal (GF3) utilizada para transporte de diferentes tipos de produtos florestais
destinados a diferentes comércios (estadual ou de exportacdo), dentre elas temos o Jatoba (H.
courbaril L.), sendo esta madeira importante para setores como moveleiro, construgéo civil e
fabricacdo de laminados. Possui ainda valiosa resina, frutos comestiveis e cascas taniferas
(espessura de até 3 centimetros) e tem potencial melifero, paisagistico urbano, além de ser
uma excelente espécie para ser usada na recuperacdo de areas degradadas (KLITZKE et al.,
2008; LORENZI, 2008; COSTA et al., 2011).

Em se tratando de Jatoba, por exemplo, o rendimento médio é de aproximadamente 45-

55%, e o restante € enquadrado na categoria de subprodutos como pd, serragem, aparas,
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cascas e pontas, sendo de suma importancia a gestdo de residuos dessa espécie (CHITECULO
etal., 2018).

Com isso, sabe-se que na AmazoOnia ha abundancia de matérias primas com potencial
econémico e ambiental, especialmente no que tange a sua diversidade vegetal, permitindo a
descoberta de novas atividades biolégicas com potencial e aplicacdo biotecnoldgica
(BITTENCOURT:; RIOS, 2013).

O Jatoba é reconhecido por seu potencial antifungico, antibacteriano, inseticida,
larvicida ou antitermitico de produtos e subprodutos, que incluem desde cascas, flores,
sementes, frutos e siber da madeira e seus residuos, sendo essas atividades associadas a sua
composi¢do quimica, constituindo assim, uma importante fonte de compostos quimicos
oriundos do seu metabolismo secundéario, tornando-se uma alternativa e oportunidade para
diversos setores da industria farmacéutica, biotecnoldgica, agroindustria, dentre outras
(LORENZI; MATOS, 2002; BONIFACE; FERREIRA; KAISER, 2017).

Este género é de grande potencial medicinal e é utilizado pela populagdo na preparagdo
de infusGes e decocgdes para o tratamento de doengas como anemia, doencgas renais, feridas,
asma, cOlicas intestinais e estomacais, cistite, tosses, gripe e bronquite (RIZZINI; MORS,
1995; GAZZANEO; LUCENA; ALBUQUERQUE, 2005; CARTAXO; ALMEIDA SOUZA;
ALBUQUERQUE, 2010). Estudos farmacologicos também revelam atividades anestésica,
analgésica e anti-inflamatoria, antibacteriana, antifingica, moluscocidas, miorrelaxante,
antiespasmadicas e antioxidante desta planta (LORENZI; MATOS, 2002; BEZERRA et al.,
2013; CIPRIANO et al., 2014; COSTA et al., 2014).

As principais classes de compostos do Jatoba séo os flavondides, sendo possivelmente
responsaveis pelas caracteristicas referentes as atividades farmacolégicas e bioldgicas. No
extrato obtido da casca de H. courbaril esta registrada a presenca de polifendis como
flavonoides e taninos, assim como antocianinas, triterpendides e saponinas (BEZERRA et al.,
2013).

Do fuste € extraida a seiva, rica em compostos quimicos como os flavonoides. Costa et
al. (2014) detectaram as substancias fisetina, fisetinidol, fustina, 3-O-metil-2,3- trans- fustina
e taxifolina. Costa et al. (2019) ao investigarem o potencial de multiprodutos de H. courbaril
L. em uma area de manejo comunitario na Floresta Nacional do Tapajos no estado do Pard,
verificaram que o potencial de producdo da seiva de H. courbaril é de aproximadamente de
373,12 litros.100 ha!, sendo que o preco médio na cidade de Santarém/PA é de

aproximadamente R$ 15,00 litro* (5.596,80 R$.100 ha), sendo que estes autores enfatizam
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sobre a necessidade de terem maiores investimentos para impulsionar a comercializagao deste
produto.

Os flavonodides sdo polifendlicos com diferentes atividades biologicas ja descritas
(FALCONE FERREYRA,; RIUS; CASATI, 2012; MARANHAO et al., 2013), porém ha uma
limitagdo quanto suas aplicacdes farmacéuticas devido sua baixa solubilidade, estabilidade e
biodisponibilidade, isso se deve principalmente ao seu carater hidrofébico (THUAN et al.,
2017).

Entre as principais técnicas analiticas utilizadas para detectar substancias em uma
amostra temos a espectrometria de massa (EM), onde as moléculas sdo ionizadas quando
submetidas a um espectrdmetro de massa com 0s ions movendo-se no campo eletromagnético,
capturados pelo detector, e entdo os valores da relacdo m/z (massa/carga) de ions produzidos
sdo determinados (PITT, 2009; CAVALCANTI, 2016).

O aumento do compartilhamento de dados experimentais de EM/EM, além da
disponibilidade de bancos de dados espectrais, como o GNPS, promoveram o
desenvolvimento de varias abordagens da bioinformatica que auxiliam na interpretacdo de
grandes conjuntos de dados gerados por espectrometria de massa (PILON et al., 2019).

A plataforma GNPS (Global Natural Product Social Molecular Networking) € uma
ferramenta eficiente para processar e anotar os dados de MS2. O conceito de rede molecular
(molecular networking), baseia-se na visualizagdo e organizacdo de informagbes de
espectrometria de massa por similaridade espectral. As substancias estruturalmente
relacionadas geralmente compartilham espectros de massa similares e a partir do GNPS, 0s
espectros semelhantes em um formato baseado em rede, permite a analise visual de moléculas
idénticas e analogas (PILON et al., 2019). E utilizando esta abordagem, juntamente com a
analise das substancias presentes tanto na seiva como no extrato etandlico de H. coubaril
torna-se o diferencial desta pesquisa.

Assim, a anotagdo quimica via GNPS resulta da correspondéncia espectral direta entre
0s espectros de EM e seus bancos de dados disponiveis, sendo observadas as diferencas de
massa entre as estruturas relacionadas, destacadas por sua semelhanca espectral na rede
(YANG et al., 2013; FERNANDES, 2014).

Com isso, o estudo de substancias naturais de diferentes fontes, como € o caso da seiva
e dos residuos (galhos) madeireiros de H. courbaril é de suma importancia, pois podem ser
fortes aliadas a diferentes inddstrias como farmacéutica, de corantes e agricolas, sendo estas

responsaveis pela promogéo de estratégias de aproveitamento dessas substancias bioativas.
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2 FUNDAMENTAGCAO TEORICA

2.1 Producdo de residuos madeireiros

Na atividade de manejo florestal sdo gerados grandes quantidades de residuos, que em
sua maioria, sdo mal gerenciados e/ou utilizados. Muitos beneficios sdo gerados quando ha a
retirada de residuos da floresta, como a diminuicdo dos custos de restauracdo, reducédo do
risco de incéndio, melhoria da gestdo florestal e a reducdo da poluicdo atmosférica de
qgueimadas (BRAGHIROLI; PASSARINI, 2020).

A Instrucdo Normativa 05 de 11/12/2006, no seu artigo 2°, paréagrafo XIV, inclui
galhos, sapopemas, restos de troncos de arvores provenientes das espécies exploradas como
residuos da exploracéo florestal (BRASIL, 2006). No processo de industrializacdo da madeira
sdo gerados residuos sélidos que podem ocasionar sérios riscos socioambientais, como a
contaminacdo da &gua, do solo, do ambiente, além de oferecer riscos a salde de seres Vivos.
Por este motivo, é de importancia o gerenciamento e reutilizacdo/ reciclagem desse material
por parte das industrias produtoras (OLIVEIRA et al., 2017; RAMOS et al., 2017; SILVA et
al., 2017).

O estudo mercadoldgico sobre as quantidades disponiveis de residuos gerados a partir
do processamento de madeira ndo sdo facilmente encontrados, sendo encontrados resultados
de alguns paises que se baseiam apenas em modelagem, e a previsdo é que a oferta de
residuos madeireiros seja diretamente proporcional a demanda e ao processamento de madeira
(SAAL; WEIMAR; MANTAU, 2017).

As maiores perdas na forma de residuo ocorrem no processamento primario da madeira,
no entanto, nas inddstrias ainda podem ocorrer perdas no processamento secundario, e em
geral, esses residuos sdo na forma de serragem e de fragmentos de madeira, e seu
aproveitamento, na maior parte, é voltado para a geracao de energia (HILLIG; SCHNEIDER,;
PAVONI, 2009).

Os residuos de madeira poderiam ter grande utilidade na producdo de moveis, pequenos
artefatos, agregando ainda mais valor, e consequentemente, maior aproveitamento deste
recurso florestal. Por outro lado, esses residuos poderiam ser importante para a area de
produtos naturais, pois, novas estruturas quimicas poderiam ser descobertas, favorecendo o
desenvolvimento de produtos alternativos capazes de auxiliar no tratamento e prevencao de
patologias (RIBEIRO et al., 2016).
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2.2 Familia fabaceae

A familia Fabaceae possui distribui¢cdo cosmopolita, esta presente tanto em regides frias
como temperadas, é encontrada em quase todas as fitofisionomias brasileiras, possuindo
importancia ecoldgica e econdmica (FLORES; RODRIGUES, 2010; AMORIM et al., 2016;
LUZ, 2016).

Espécies da familia Fabaceae podem ser desde ervas e lianas, herbaceas, até arvores e
arbustos, estando presentes em florestas tropicais Umidas, regides temperadas, ambientes
semiéridos e desertos (BFG, 2015). Esta familia possui trés subfamilias, a Caesalpinioideae,
Faboideae ou Papilionoideae, e Mimosoideae (KHURM et al., 2020). Na literatura é
frequentemente descrita sua capacidade de fixacdo de nitrogénio (N), ocorrendo devido as
associacles simbioticas que ha entre os as plantas, bactérias e nédulos das raizes (AMORIM
et al., 2016).

A familia Fabaceae é a terceira maior familia de Angiospermas, possui 751 géneros e
19.500 espécies, ficando atras apenas da Asteraceae e Orchidaceae (LPWG, 2018; ARAUJO;
LEMOS, 2020) sendo a familia mais diversa na Amazénia e Caatinga (BFG, 2018). No Brasil
sdo registrados aproximadamente 253 géneros, distribuidos em 3.033 espécies, sendo 1.578
consideradas endémicas (FLORA DO BRASIL, 2020).

A diversidade e abundancia das espécies desta familia permitem diferentes usos para o
produtor rural, principalmente devido a suas potencialidades. Possuem importancia ecoldgica,
sendo essencial na ciclagem de nutrientes e na associagdo com microrganismos fixadores de
nitrogénio (MARCHETTI; SANTOS; BARATTO, 2017; CALDEIRA et al., 2020).

Além da importancia no setor agronémico e florestal, espécies da familia Fabaceae séo
descritas com diferentes propriedades quimicas e bioldgicas, sendo descritas com altos teores
de flavondides em sua composicdo, principalmente isoflavonéides antimicrobianos (LIMA,;
SANTOS; LA PORTA, 2018). Os alcal6ides é muito comum na familia Fabaceae, além de
serem descritas também proteinas lectinas que sdo utilizadas contra irritacdo e inflamacéo do
tubo digestivo, no tratamento de nauseas e evacuacOes frequentes. Alguns glicosideos

cianogénicos e cristais de proteinas podem ser detectados nesta familia (SANTOS, 2012).

2.2.1 Género Hymenaea

O género Hymenaea compreende as seguintes espécies: Hymenaea altissima Ducke,

Hymenaea martiana Hayne, Hymenaea reticulata Ducke, Hymenaea splendida Vog.,
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Hymenaea coreana Barb. Rodr., Hymenaea chapadensis Barb. Rodr. Hymenaea rubiflora
Ducke, Hymenaea velutina Ducke, Hymenaea capanema Ducke, Hymenaea eriogyne Benth,
H. oblongifolia Huber, Hymenaea intermedia Ducke, Hymenaea stilbocarpa Hayne,
Hymenaea courbaril L., Hymenaea oblongifolia Huber, Hymenaea stigonocarpa Mart. ex
Hayne (RIZZINI, 1971). Dentre as espécies que ocorrem na Amazodnia, Hymenaea courbaril
€ a mais comum, no entanto, outras espécies deste género ja foram encontradas neste bioma,
Hymenaea parviflora Huber, Hymenaea oblongifolia Huber, Hymenaea intermedia Ducke, e
H. reticulata Ducke, H. martiana Hayne (LEE; LANGENHEIM, 1975; IPT, 2018;
CIPRIANO et al., 2014). Em Santarém, no estado do Para sdo encontradas as espécies H.
courbaril L. e H. parvifolia Huber (CORREA, 2015).

Popularmente sdo conhecidas com “Jatoba”, “jatai”, “jutai”, Jutai-agu, Jutai do igapo,
Jutai-grande, Jutai mirim, quebra machado, Jatai-peba, Jatai-vermelho, Jitai, copal, courbaril,
farinheira, Jataiba, Jatoba-curuba, Jatobarzinho, Burandd, Imbiuva, Jatoba-miudo, Jatoba-da-
Caatinga (Bahia) (CORREA, 1984; IPT, 2018). No mercado internacional possui nomes
como loksi, lokus (Suriname), algarrobo (Colémbia e Venezuela), courbaril (Cuba, Guiana,
Guiana Francesa, Peru, Inglaterra) (IPT, 2018).

Algumas andlises quimicas tém sido realizadas com o género Hymenaea, sendo o0s
diterpenos abietano, pimarano e labdano citados como constituintes, dos quais possuem
variedade estrutural, além de serem reconhecidos pelas propriedades funcionais (FARIA et
al., 2004; VALENTIM, 2006). O abietano, diterpeno que forma a base de uma variedade de
compostos quimicos naturais, possui atividade antimicrobiana, antifingicas, antitumoral, anti-
inflamatéria e antioxidante; o pimarano possui atividade citotoxica e anti-inflamatoria; o
labdano também é descrito como um terpeno com efeito citotoxico (GONZALEZ, 2015;
MONTEIRO et al., 2015) (Figura 1).

Figura 1 - Estruturas de terpenos encontrados no género H. palustris.

Abietano Pimarano



Labdano

Fonte: Elaborado pelo préprio Autor.
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A maioria das espécies inclusas neste género sdo conhecidas por terem resinas, frutos,

cascas com alto teor de taninos e com um amplo espectro de utilizacdo (LORENZI; MATOS,

2002; GOMES et al., 2010; BEZERRA et al., 2013).

A lignana Palstatina (Figura 2) é um flavonoide encontrado em Hymenaea palustris, e

ja foi descrito como inibidor de crescimento de células leucémica linfética tipo P388 (PETTIT

et al., 2003). Lignana é um polimero complexo, sendo o principal constituinte ndo-carboidrato

de plantas vasculares, é responsavel pelo reforco da parede celular. Esse polifenol é de

interesse devido sua acao anti-inflamatéria (PAN et al., 2009).

Figura 2 - Estrutura da lignana Palstatina encontrada em H. palustris
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Fonte: Elaborado pelo préprio Autor.

Foram identificados também flavondides no extrato etandlico bruto e na fracdo de

acetato de etila de H. martiana, sendo nominalmente: taxifolina, eucrifina, neoastilbina,

astilbina, neoengeletina, quercitrina, engeletina e isoengeletina (PACHECO et al., 2019)

(Figura 3).



Figura 3 - Flavonoides de H. martiana.
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2.2.1.1 Hymenaea courbaril

O Jatoba (H. courbaril) pertence ao filo Magnoliophyta, classe Magnoliopsida, ordem
Fabales, familia Fabaceae, subfamilia Caesalpinioideae. Acredita-se que a espécie H.
courbaril seja a espécie com distribuicdo mais ampla, pois é descrita com ocorréncia em
quase toda a extensdo de distribuicdo do género (FLORA DO BRASIL, 2020), sendo
encontrada de forma dispersa em matas de terra firme e de varzeas altas, além de serem
frequente em solos argilosos e pobres.

A arvore de H. courbaril possui comumente entre 10 a 15 metros de altura, no entanto
na literatura € descrito que esta pode alcancar até 30 metros na Amazénia, sendo dotada de
copas amplas e densas, casca cinza prateada, troncos retos e cilindricos que chegam até a dois
metros de diametro (CARVALHO FILHO et al., 2003; SHANLEY; MEDINA, 2005).

A madeira de H. courbaril é bastante comercializada, e em termos de avaliacdo de
estoque de colheita em uma unidade de trabalho (UT) em Santarém/PA, estima-se
aproximadamente 24,94 arvores/ 100 ha, sendo 238,58 m3 100 ha passiveis de serem
colhidos, e se considerado o preco da madeira em tora comercializado (R$ 395,00 por m)
pela cooperativa onde foi realizado o estudo, o valor obtido para esta espécie é em média de
294.239,00 R$/100 ha (COSTA et al., 2019).

N&o somente a madeira, a espécie H. courbaril possui também produtos de alta
qualidade como resinas, frutas, além de cascas utilizdveis na medicina popular com

guantidade significativa de taninos, fato que justifica seu uso. As terapéuticas empiricas,
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muitas vezes, sdo a base para as investigac6es farmacoldgicas tanto de extratos brutos, fracoes
e substéncias isoladas de materialmde origem vegetal (BEZERRA et al., 2013; CIPRIANO et
al., 2014).

A resina do jatoba é outro produto oriundo desta arvore, sendo também chamada de
jutaicica. E muito utilizada por comunidades tradicionais, e geralmente encontra-se no inicio
do tronco da arvore, escorrida das “feridas” que muitas vezes os insetos ocasionam na casca.
E valido mencionar que esta resina é encontrada na forma sélida e muitas vezes é utilizada
como verniz, combustivel e incenso (SHANLEY; MEDINA, 2005).

Os produtos naturais de uso etnobotanico, etnofarmacologico tem sido descritos por
Mors, Magalh&es e Gottlieb (1962) e Pio Corréa (1974), sendo esses estudos importantes para
0s mais diversos setores. E constante a busca por produtos naturais, sendo sua utilizacdo, na
maioria das vezes, considerada viavel, efetiva, eficiente e segura, devido a baixa/auséncia
toxidade, além de ter a capacidade de biodegradar-se (MARANHAO, 2009).

A utilizacdo etnofarmacoldgica de H. courbaril iniciou-se com os povos indigenas da
floresta tropical sul-americana onde eram utilizadas de diferentes modos as partes das plantas
(BONIFACE; FERREIRA; KAISER, 2017). As cascas, frutos, resina, folhas, sementes e
caules tem grande potencial medicinal e sdo utilizados popularmente em infusdes e decocgdes
para o tratamento de diversas doencas, sendo atribuido ao Jatoba os seguintes usos: anemia,
doencas renais, feridas, asma, diarreias, célicas intestinais e estomacais, hematuria, disenteria,
dispepsia, constipacdo e hemoptise, tratamento de doencas cardiovasculares, problemas
uroldgicos, cistite, tosses, gripe, tbnico, cicatrizante, antisséptico, brénquico, vermifugo,
antioxidante, diurético, hepatoprotetor, estimulante e energético (MORS, 2000; LORENZI;
MATOS, 2002; CARTAXO; COSTA et al., 2016).

Estudos farmacoldgicos tém revelado as atividades anestésica, analgésica e anti-
inflamatdria de extratos do caule de H. courbaril. Outras atividades como acdo antibacteriana,
antifingica, moluscocidas, miorrelaxante, antiespasmoédicas, antioxidante também séo
descritas (LORENZI; MATOS, 2002; BEZERRA et al., 2013; CIPRIANO et al., 2014).

O extrato etandlico de H. courbaril também foi testado em roedores, sendo descrito e
comprovado seu potencial anti-inflamatério e antinociceptivos (BRITO, 2015).

Os taninos e flavonoides, componentes quimicos presentes em H. courbaril sdo
compostos que estdo provavelmente associados a acdo antifingica (FERNANDES; SANTOS;
PIMENTA, 2005; COSTA et al., 2014).
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Autores relatam que os flavonoides estdo frequentemente presentes em H. courbaril, e
s80 0s responsaveis pelas caracteristicas antimicrobianas atribuidas a espécie (BEZERRA et
al., 2013).

Compostos fenolicos obtidos a partir de H. courbaril ja sdo descritas em literatura.
Substancia dessa classe foi constatada nos extratos de casca da espécie associado a presenca
de procianidinas diméricas (m/z 577), triméricas (m/z 865), tetrdmeras (m/z 1153), pentdmeras
(m/z 1441), hexadmeras (m/z 1729), heptameras (m/z 1008), octdmeras (m/z 1152) e nondmeras
(m/z 1296) (VEGGI et al., 2014).

Por meio de abordagem fitoquimica da planta de H. courbaril verificou-se a presenca
de polifendis como flavondides e taninos, assim como antociénicos, triterpendides e
saponinas na casca desta espécie (BEZERRA et al., 2013).

Alguns metabolitos foram isolados das cascas, do tronco, dos galhos e das folhas de H.
courbaril, sendo encontrados os flavondides eucrifina, epicatequina, luteolina, crisoeiro; 0s
diterpenos abietano, pimarano, labdano (GONCALVES; ALVES FILHO; MENEZES, 2005;
COSTA, 2012; FERNANDES et al., 2015).

Os flavondides sdo compostos conhecidos pelo nome generalista de metabolitos
secundarios (substancias que ndo possuem distribuicdo universal e ndo sdo essenciais a todas
as plantas, no entanto, sdo de suma importancia na interacdo planta - ambiente). Essa classe é
biossintetizada a partir de fenilpropanoides, constituindo diversas formas estruturais com a
maioria dos representantes desta classe possuindo 15 atomos de carbonos no nucleo
fundamental sendo caracterizados normalmente por dois grupos fenil ligados por uma cadeia
de trés carbonos entre si (Figura 4) (KUMAR; PANDEY, 2013).

As diferentes classes de flavondides possuem caracteristicas distintas como
copigmentacdo e apresentam ainda, propriedades bacterianas e antifingicas (MARANHAO,
2009).

Figura 4 - Nacleo fundamental dos flavon6ides com respectiva numeracao dos carbonos.

Fonte: Elaborado pelo prdprio Autor.
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As classes de flavonoides mais distribuidos na natureza séo flavonas, flavondis e as
flavan-3-ols, com o padrdo de hidroxilacdo tipico, sendo que anel A pode ser dois tipos,
floroglucinol (1,3,5-triidroxibenzeno) ou resorcinol (1,3-diidroxibenzeno). As flavonas
diferem dos flavonois devido a auséncia da hidroxila na posicdo 3 do anel C. Os flavondis
apresentam na sua estrutura varias posicGes para hidroxilas (posicéo 3,5 e 7), como pode ser
visto abaixo (MACIEL et al., 2009) (Figura 5).

Figura 5 — Esqueleto basico das principais classes de flavondides

Flavona Flavonol Flavan-3-ol

Elaborado pelo préprio autor.

Os flavonoides possuem caracteristicas espectrais tipicas no UV/VIS e tem absor¢édo de
em torno de 350 nm (ARAPITSAS, 2008). A banda A encontra-se no 310- 350 nm para
flavona, enquanto que para flavonol esta entre 350 e 385 nm. Verifica-se ainda que a banda B,
encontra-se entre 250-290 nm, sendo muito semelhante nesses subgrupos de flavondides. Os
flavandis mostram uma absor¢do méxima em comprimentos de onda ndo especificos, que
encontra-se entre 270 e 290 nm (BOHM, 1998; TSIMOGIANNIS et al., 2007).

Flavondides como quercetina epicatequina, luteolina, crisoeriol também foram citados
em espécies de Hymenaea (CARNEIRO et al., 1993; PETTIT et al., 2003; MARANHAO et
al., 2013; FARIAS et al., 2017; SILVA et al., 2019).

Segundo a literatura, a quercetina possui atividade antioxidante, antimicrobiana e anti-
inflamatéria (RUMA,; SUNIL; PRAKASH, 2013; DJOUOSSI et al., 2015; LESJAK et al.,
2018), ja a epicatequina é descrita como um flavonoide antioxidante e antinflamatério
(BENABDERRAHMANE et al., 2021; QU et al., 2021), a luteolina como um flavonoide de
ocorréncia natural com atividades anti-mutagénica, anti-tumorigénicas antioxidante e anti-
inflamatéria (ROSS; KASUM, 2002; SEELINGER; MERFORT; SCHEMPP, 2008). O
crisoeriol é descrito com atividade anticancerigena, antioxidante e antinflamatoria
(BARRECA et al., 2020) (Figura 6).
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Figura 6 - Estruturas de flavonoides encontrados em H. courbaril.
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Fonte: Elaborado pelo prdprio Autor.

O grupo dos flavonobides constitui uma classe de metabolito abundante em polifendis
que se caracterizam pelo baixo peso molecular e seu significativo interesse econémico devido
a producdo de pigmentos, além da sua importancia na industria farmacéutica com acdo
antinflamatoria e antialérgica (VALENTIM, 2006; MARANHAO, 2009). Os flavonoides de
origem natural apresentam-se muitas vezes oxigenados, e ainda podem ocorrer conjugados
com agucares (SIMOES et al., 1999).

Alguns terpenos também sdo descritos neste género, sendo classificados conforme o
namero de carbonos que o compdem, sua unidade basica sdo os cinco carbonos, denominado
de isopreno (Figura 7), sendo esta classe de metabolitos derivados do acido mevaldnico
(SIMOES et al., 1999).

Figura 7 - Estrutura do isopreno.

X

Fonte: Elaborado pelo préprio Autor.



34

Os esqueletos carbonados dos terpenos sdo formados pela condensacdo variavel de
unidades isoprénicas, podendo ser hemiterpeno (5C) monoterpenos (10C), sesquiterpenos
(15C), diterpenos (20C), sesterpenos (25C), triterpernos (30C), tetraterpenos (40C) e
politerpenos (unidades maiores). Existem alguns terpenoides, como 0s sesquiterpenos que sao
reconhecidos por atuarem como fitoalexinas, além de possuir atividade antimicrobiana
(MAROSTICA, 2006; SILVA, 2016; WANG et al., 2016).

No extrato da semente de H. courbaril var. stilbocarpa foi relatado a presenca de
diterpenos, sendo identificados como é&cido 0zico, acido iso6zico e &cido covalénico
(NOGUEIRA et al., 2002) (Figura 8).

Figura 8 - Estruturas dos diterpenos encontrados em H. courbaril var. stilbocarpa.

COOH Neoor

Acido 6zico Acido iso6zico Acido covalénico
Fonte: Elaborado pelo prdprio Autor.

2.3 Seiva do jatobéa

Do fuste de H. courbaril exsuda uma seiva, rica em terpenos e com grande interesse
comercial devido sua coloracdo ou pigmentacdo (DIAS; LUZIA; JORGE, 2013). Algumas
propriedades etnofarmacoldgicas da seiva de Jatobd também sdo encontradas na literatura.
Quando misturada com mel de abelha, esta é utilizada para tratar doencas do coragdo
(BONIFACE; FERREIRA; KAISER, 2017), a seiva in natura ainda pode ser utilizada como
um fortalecedor imunolédgico (SANTANA, 2015).

E atribuido & espécie H. courbaril atividades antimicrobiana frente a diferentes
patégenos (UEDA; MIMICA, 2011; ALEIXO et al., 2013; COSTA et al., 2014; GARCIA;
SOUSA et al., 2020). A partir da determinacdo da atividade antifngica e citotoxicidade da
seiva de H. courbaril L. (Figura 9), verificou-se que esta € capaz de inibir o crescimento de
dermatofitos e de Cryptococcus neoformans, sendo encontrado uma concentracdo inibitdria
minima (CIM) de até 256 pg.mL™, por outro lado, a fisetina, principal substancia da seiva do
Jatoba, apresentou CIM <128 pg.mL™ para esses fungos. Com relagdo ao ensaio de

citotoxicidade com a linha celular de fibroblastos Balb/c 3T3-A31, verificou-se que a fisetina
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mostrou menor toxicidade (IC50 = 158 pg.mL™?) do que a seiva de xilema (IC50 = 109
ug.mL?1) (COSTA et al., 2014).

Figura 9 - Estrutura do principal constituinte (fisetina) da seiva de H. courbaril.

Fisetina

Fonte: Elaborado pelo préprio Autor.

Os autores mencionados acima, por meio da ressonancia magnética nuclear uni e
bidimensional identificaram na seiva de H. courbaril as substancias fisetinidol, fustina, 3-O-

metill-2,3-trans-fustina (Figura 10) e taxifolina (Figura 3).

Figura 10 - Estruturas dos flavondides encontrados em H. courbaril
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Fonte: Elaborado pelo prdprio Autor.
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2.4 Atividade antioxidante

Os antioxidantes sdo capazes de interceptar os radicais livres que séo gerados a partir do
metabolismo celular ou até mesmo por fontes exdgenas (BIANCHI; ANTUNES, 1999).
Alguns ensaios sdo relatados para determinar o potencial de frutas, extratos e 6leos como
fontes de compostos antioxidantes. Verifica-se ainda a correlagdo entre 0s compostos
fendlicos e a atividade antioxidante de amostras, pois esta classe possuem estrutura excelente
para o sequestro de radicais (SOARES, 2002).

Sdo descrito varios métodos que sdo utilizados para a determinacdo da atividade
antioxidante, destacando-se principalmente o de 1,1-difenil-2-picril-hidrazila (DPPH). O uso
do ensaio DPPH é o mais utilizado para avaliar de maneira facil e rapida os antioxidantes por
espectrofotometria, de modo que pode ser Util na avaliacdo de varios produtos ao mesmo
tempo (GARCIA et al. 2012). O DPPH caracteriza-se por possuir uma coloracdo purpura,
sendo detectado por espectrofotdbmetro, e quando este € reduzido pela acdo de um
antioxidante, transforma-se em um composto chamado de difenil-picril-hidrazina, com uma
coloracdo amarelada, reduzindo assim a detec¢do por absorvancia. A interpretacdo deste
resultado se refere a quantidade de DPPH consumida pelo antioxidante e a quantidade deste
agente necessério para diminuir a 50 % da concentracéo inicial de DPPH (BEZERRA et al.,
2013).

Existem outros métodos que sdo bastante citados na literatura, destacando-se: o0 ensaio
FRAP (Ferric Reducing Ability Power) que determina o poder de reducdo de
antioxidantes por meio da reacdo com cloreto férrico; o do radical ABTS" que também é um
método prético, rapido e de alta sensibilidade (BOROSKI et al., 2015); e do método ORAC
(Oxygen Radical Absorbance Capacity) que se baseiam na propriedade fluorescente de
proteinas como B-ficoeritrina (B-PE) e R-ficoeritrina (R-PE) (ALVES et al., 2010).

2.5 Resisténcia microbiana

A resisténcia microbiana tem sido uma ameaca ao tratamento eficaz de diversas
infeccBes causadas por bactérias, parasitas, virus e fungos, o que faz com que a resisténcia
antibiotica seja inevitavel (FRIEDRICHS et al., 2021). Os medicamentos utilizados para o
tratamento dessas doencas, muitas vezes sdo de alto custo, impossibilitando e/ou
inviabilizando seu uso, o que pode propiciar o prolongamento dessas infec¢Ges ou até mesmo

levar a obito o paciente (WHO, 2014). A resisténcia microbiana € definida como um
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fendmeno natural que ocorre em microrganismos, e que é acelerado por pressdo seletiva
exercida pelo uso frequente e indevido de uma gama de antimicrobianos (WHO, 2014).

Se faz necessario compreender cientificamente a resisténcia microbiana, sendo essencial
combater esta grande ameaca a salde publica. Para que isto ocorra, este entendimento deve
abranger aspectos como 0s mecanismos de resisténcia, pois s6 assim serd possivel ter
abordagens sobre o diagndstico e a terapéutica, até aos condutores de resisténcia
antimicrobiana na sociedade e no ambiente, o que é de fundamental importancia para o
desenvolvimento de politicas de intervencdo adequadas (HOLMES et al., 2016).

Alguns autores relatam sobre os principais mecanismos que envolvem a resisténcia
bacteriana aos antibidticos que englobam a modificacdo ou a destruicdo enzimatica do
antibidtico, a prevencdo da acumulacdo intracelular do antibidtico, as alteracBes nas
moléculas alvo dos antibidticos, e por fim, a producdo de moléculas alvo alternativas que ndo
sdo inibidas pelo antibidtico (HAWKEY, 1998; FORBES; SAHM; WEISSFELD, 2007,
LOUREIRO et al., 2016).

A sensibilidade dos microrganismos aos antibiéticos é complexa, pois ha variagdo no
local e no tempo, com isso, é importante enfatizar sobre a importancia do monitoramento
regular da sensibilidade bacteriana aos antibidticos (ROY; DHAR, 2017).

Como mencionado acima, a resisténcia antimicrobiana é um problema global e que esta
afetando a saude humana. Com base nesta problematica, no inicio do ano de 2017 foi
publicado pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS) a primeira lista de microrganismos
resistentes a antibidticos, sendo incluso nesta lista, patdgenos conhecidos como Pseudomonas
aeruginosa, Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Salmonella spp., Neisseria
gonorrhoeae e Streptococcus pneumoniae (WHO, 2017; KUMAR; CURTIS; HOSKINS,
2018).

A Diretriz Nacional para Elaboracdo de Programa de Gerenciamento do Uso de
Antimicrobianos em Servicos de Salde conceitua resisténcia antimicrobiana como a
capacidade de um patdgeno de resistir a acdo de um agente antimicrobiano, eliminando a
eficacia deste para curar ou prevenir a infec¢do causada pelo microrganismo (ANVISA, 2017)

A terapia com antimicrobianos por um longo periodo de tempo, ou ainda, de forma
inadequada, permite que os microrganismos sofram mutacOes, favorecendo ainda mais sua
sobrevivéncia, tornando-se cepas resistentes. Por isso, a compreensdo dos patdgenos mais
comuns, assim como suas variantes, sdo o0 norte para a escolha do antibidtico apropriado no
tratamento de pacientes (ROY; DHAR, 2017).
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Verifica-se que a resisténcia microbiana tem se tornado um fator de preocupacéo e uma
problemaética global da saude publica, pois muitos sdo os antimicrobianos utilizados que ja se
tornaram ineficazes, acarretando assim um rol de consequéncias direta e indireta como o
prolongamento da patologia, 0 aumento da taxa de mortalidade, resisténcia e permanéncia em
hospitais, afetando no tratamento das doencgas (ANVISA, 2017; ZIMERMAN, 2010).

Com base nisso, verifica-se a necessidade de combate e intervencdo a propagacdo de
microrganismos resistentes aos antimicrobianos, além do desenvolvimento de estudos com
énfase em novos antimicrobianos, 0 que exige uma abordagem mais ampla, simultanea e
articulada de segmentos governamentais, pesquisadores, profissionais de salde e a sociedade
em geral (ANVISA, 2017).

Estudos tem sido realizado com a finalidade de descobrir 0s componentes e principios
quimicos de plantas, sendo que esses metabdlitos secundarios exibem excelente atividade

antimicrobiana, demonstrando que diversas espécies vegetais podem ser usadas no tratamento
de diferentes enfermidades (UEDA; MIMICA, 2011; BEZERRA et al., 2013).

A partir da analise na literatura de que o Jatoba possui diferentes atividades biologicas
(UEDA; MIMICA, 2011; ALEIXO et al., 2013; COSTA et al., 2014; GARCIA; SOUSA et
al., 2020), torna-se de suma importancia estudar H. courbaril para o controle microbiano,

principalmente para aqueles microrganismos multirresistentes.

2.6 Anélise quimica de produtos naturais

2.6.1 Cromatografia liquida de alta performance (CLAE)

A cromatografia liquida é uma técnica analitica descoberta no século XX, sendo
utilizada inicialmente como um método de separacdo de compostos coloridos. Conforme o
aprimoramento da técnica percebeu-se que além de separar, a cromatografia liquida de alta
eficiéncia podia identificar e quantificar cada componente de uma mistura, sendo seu sucesso
atribuido a caracteristicas como reprodutibilidade, facilidade de manipulacdo e a excelente
resolucdo, tornando esta técnica uma das mais avancadas e utilizadas atualmente nos
laboratdrios de pesquisas assim como pelas industrias farmacéuticas (RAVISANKAR et al.,
2019; GHANJAOUI et al., 2020).

O principio da CLAE baseia-se na injecdo de uma solucdo da amostra na coluna (que
contém a fase estacionaria) e um liquido (fase movel) que é bombeado a alta pressdo. As
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substancias constatadas na amostra que possuem maior afinidade com a camada estacionaria
passara mais lentamente, se compararmos aos compostos com menor afinidade
(GHANJAOUI et al., 2020).

A técnica da cromatografia liquida de alta eficiéncia pode ser realizada em dois modos,
0 normal e o reverso, sendo que o primeiro caracteriza-se por ter uma fase estacionaria de
carater polar e uma fase movel menos polar, ja no segundo tem uma fase estacionéria de
menor polaridade e a uma fase movel de maior polaridade (TONHI; COLLINS; JARDIM,
2002; MOITA, 2019).

De forma simplificada, em um aparelho de CLAE inicialmente sdo utilizados sistemas
de solventes, considerada a fase movel, que podem ser tanto puros como em misturas. Outras
partes deste equipamento sdo: bomba (pump), em que caracteriza-se por ter uma vazao
continua sem pulsos; o injetor (injector) em que € inserida a amostra (sample) com auxilio de
uma seringa; a coluna (column), pode ser de diferentes materiais (ago inox ou vidro),
comprimento, didmetros, fases (normal ou reversa), enchimentos e tamanhos; o detector
(detector) que é encontrado de diferentes formas, além de que o tempo de resposta €
relativamente curto e independe da vazdo; e por fim é possivel obter os dados (data
aquisition) a partir de cromatogramas (CZAPLICKI, 2013; RAMOQOS, 2014) (Figura 11).

Figura 11 - sistema de Cromatografia Liquida de Alto Eficiéncia (CLAE).
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Fonte: Czaplicki (2013)

Alguns dos detectores utilizados em cromatografia Liquida de alta eficiéncia, séo
ultravioleta-Visivel (UV-VIS / DAD) em que e seu funcionamento baseia-se na absorcao da
luz por parte da amostra analisada, além de que ha diferenca na absorvancia do UV
dependendo do comprimento de onda que foi utilizado, sendo comum o de 254 nm; a de

fluorescéncia (FL) em que os atomos do analito sdo excitados, emitindo assim um sinal de luz
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(fluorescéncia); a de indice de Refracdo (RI) que mede a mudanca no indice de reflexo; e o de
espectrometria de Massas (EM) em que é possivel quantificar limites de detecgdo
relativamente baixo de componentes elementares e moleculares. Esses detectores séo
altamente sensiveis e foram desenvolvidos com a finalidade de permitir 0 monitoramento
continuo da coluna. Possuem um tempo de resposta rapido e devido a sua estabilidade permite
sua repetibilidade (SKOOG et al., 1996; SUNIL et al., 2018).

A espectrometria de massa possui importancia e mede a relacdo massa/carga (m/z) de
particulas carregadas, sendo que a EM é capaz fornecer informacfes relevantes sobre os
analitos de uma amostra, incluindo a sua estrutura, pureza e composi¢do (EL-ANEED;
COHEN; JOSEPH, 2009). A técnica analitica de espectrometria de massa é utilizada devido
sua alta precisao, seletividade e sensibilidade, auxiliando assim na identificacdo de estruturas
organicas (CHIARADIA; COLLINS; JARDIM, 2008).

Um espectrometro de massa possui trés partes principais com funcdes diferenciadas: o
ionizador, o analisador e o detector (Figura 12). As moléculas sdo introduzidas no
equipamento, e entdo sdo convertidas em ions na fonte de ionizacdo, posteriormente, ocorre a
separacdo dentro do analisador de massa, conforme sua razdo massa/carga (m/z), e a
conversdo da energia idnica em sinais elétricos no detector, e assim esses dados sao
transmitidos a um computador (Figura 12) (SIUZDAK, 2005; SENGUPTA et al., 2019).

Figura 12 — Componentes de um espectrémetro de massa
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Fonte: Siuzdak (2005)

Um tipo de ionizacdo recorrente é a electrospray - ESI, em que as amostras sao
normalmente dissolvidas em tampéo ou solvente e esta é introduzida no espectrometro de
massa sob a forma de um spray. Nos espectros de ESI muitas vezes é possivel observar
apenas os ions moleculares protonados e despronados, e estes ndo sdo suficientes para propor
e identificar os compostos, sendo necessario diferentes abordagens como a de espectrometria

de massa sequencial (EM/EM), conhecida como tandem mass spectrometry (inglés), em que
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se utiliza de analisadores aprisionadores de ions (ion traps), possibilitando a fragmentagéo
desses ions aprisionados, obtendo-se espectros com ions produtos (EL-ANEED; COHEN;
JOSEPH, 2009).

2.6.2 Andlise de dados espectrais por meio de redes moleculares - Global Natural Products
Social Molecular Networking

A andlise a partir de redes moleculares (Molecular networking) vem, muito
recentemente sendo utilizada na quimica de produtos naturais, sendo uma ferramenta valiosa
para organizacdo e visualizacdo de um grande nimero de dados. Esta técnica utiliza-se de
dados espectrais, facilitando a identificacdo de padrdes, seja este por similaridade ou por
diferenca entre eles (ARON et al., 2020; PILON et al., 2019, 2021). Uma plataforma
relativamente recente (possui aproximadamente 711 trabalhos publicados até 2021) é a Global
Natural Products Social Networking (GNPS), que se utiliza de célculos de redes moleculares
a partir de dados de espectrometria de massas (WANG et al., 2016; PILON et al., 2021). Esta
plataforma possui importancia para a industria, campos da investigacdo biomédica, ciéncia
ambiental, ecologia, forense, microbiologia, quimica, dentre outros (ARON et al., 2020).

Quando se utiliza o GNPS, faz-se necessario a insercdo dos padrbes de andlise,
considerando sempre o tipo de espectrOmetro de massas utilizado (alta ou baixa resolugéo), e
entdo a plataforma faz a comparacdo dos espectros de massa relativos a amostra a ser
analisada, e uma vez encontrado semelhancas, esses sdo anotados e exibidos (WANG et al.,
2016).

A técnica de rede de interacdo molecular fundamenta-se na realizacdo de anotagdes e
desreplicacdo de derivados quimicos. Uma vez gerada a rede molecular, esta pode ser
visualizada em software especifico (Cytoscape) e a partir do mapa molecular é possivel
observar 0s nés (node) que sdo unidos por arestas (edge), originando grupos (clusters), com
padrdes de fragmentacdes semelhantes (WANG et al., 2016).

2.6.3 Ressonancia Magnética Nuclear - RMN

A ressonancia magnética nuclear de hidrogénio e carbono-13 (RMN H e3C) é uma
técnica exata, quantitativa, abrangente, reprodutivel, flexivel em relagdo a natureza do analito
e imparcial, e possui a capacidade de fornecer informagdes cruciais para determinacgéo e
elucidacéo estrutural de uma molécula (DAYRIT; DIOS, 2017; IGOLLI, 2017).
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A técnica de RMN é menos sensivel do que a espectrometria de massa, que é capaz de
fazer a deteccdo de compostos até ao nivel de partes por milhdo (ppm) (DAYRIT; DIOS,
2017). Porém, a RMN se destaca pela riqueza de informacdo, resolucdo em espectros e
capacidade de interpretacdo da informacdo e relacdo com a estrutura molecular (RINALDI,
2004).

A utilizagdo adequada dos dados obtidos por meio da técnica de RNM revela a estrutura
da molécula, confirmando a identidade de um composto conhecido ou uma substéncia ainda
ndo relatada na literatura (RIBEIRO; SOUZA, 2007; IGOLI, 2017). Sendo que alguns
experimentos podem ser realizados a partir desta técnica, como exemplo temos o de 'H em
que é possivel obter informagGes quali-quantitavas a partir de diferentes pulsos, o de **C em
que os espectros podem ser exibidos de forma acoplado e/ou desacoplado ao *H; o de HMBC
(Heteronuclear Multiple Bond Correlation) em que é possivel confirmar as correlagfes entre
os nucleos de longo alcance, ou seja, fornece informacGes sobre carbonos e prétons que séo
separados por duas, trés e até quatro ligagdes; o de COSY (Correlation Spectroscopy) que é
possivel identificar os protons acoplados; o de HMQC/HSQC (Heteronuclear Multiple/Single
Quantum Correlation) em que confirma-se o acoplamento entre heteronucleos; o de TOCSY
(Total Correlation Spectroscopy) em que identifica-se 0s sistemas de spin; e o de DEPTQ
(Distortionless enhancement by polarization transfer including the detection of quaternary
nuclei) em que obtém-se mdultiplas informacGes para todos os carbonos, incluindo os carbonos
quaternarios (SAKA; GENCTEN ; GUMUS, 2011; IGOLI, 2017).

O hidrogénio ¢ frequente nas moléculas organicas, e seu isdtopo principal, *H, possui
abundancia de 98,98%. Ja o is6topo *C ocorre apenas a 1,108% e ¢ de dificil visualizagdo,
sendo necessario uma biblioteca de espectros de *C RMN, software especifico de previsdo
espectral, e um algoritmo eficiente que possa fazer a procura correspondente ao espectro
observado (DAYRIT; DIOS, 2017).
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3 OBJETIVO

3.1 Objetivo geral

Promover estratégias de aproveitamento de substancias bioativas, visando contribuir
para o conhecimento da composi¢do quimica e da atividade bioldgica da seiva e do extrato

etanolico oriundo do residuo madeireiro de Hymenaea courbaril.

3.2 Objetivos especificos

v" Obter o extrato etanolico do residuo madeireiro de H. courbaril e suas fracGes por meio da
particdo liquido-liquido.

v Identificar os compostos volateis presentes no extrato etandlico de H. courbaril e das
fracdes obtidas por particdo liquido-liquido.

v" Analisar por cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada com detector de arranjo de
fotodiodos o extrato e a seiva de H. courbaril.

v" Analisar os perfis fitoquimicos do extrato etandlico e da seiva de H. courbaril, utilizando a
abordagem de redes de interagdes moleculares ou molecular networking através da plataforma
GNPS (Global Natural Products Social Molecular Networking);

v" Identificar os compostos fendlicos utilizando técnicas de Ressonancia Magnética Nuclear
uni e bidimensionais (*H, *C, HMBC, HSQC).

v" Determinar a atividade antioxidante dos extratos do residuo madeireiro e da seiva de H.
courbaril, quantificando flavondides totais e os teores de fendlicos a partir de método
espectrofotométrico;

v" Avaliar a atividade antimicrobiana do extrato etanolico e do extrato da seiva de H.
courbaril frente a microrganismos de interesse clinico.

v' Testar a atividade antimicrobiana de uma substancia isolada do extrato etanélico de H.

courbaril.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Materias, reagentes e solucdes

Os solventes grau PA utilizados para as analises foram: hexano, diclorometano, acetato
de etila, metanol e etanol. Os solventes grau HPLC foi o etanol absoluto 99,9% e &gua
purificada pelo sistema Milli-Q (Millipore®, EUA).

Para as analises de espectrometria de massas foram utilizados os solventes: etanol (grau
HPLC; Tedia®, EUA), agua ultrapurificada (Millipore®, EUA) e acido formico (J.T. Baker®,
UK)). Para a anélise em RMN das compostos isolados nos procedimentos cromatograficos
foram utilizados solventes deuterados: Dimetilsulfoxido deuterado - DMSO-d6 (Aldrich) e
metanol deuterado - CD30D (Aldrich). Para a derivatizagdo do extrato etandlico de Jatoba em
CG-MS utilizou-se o reagente trimetilsilil-diazometano -TMSD (Aldrich).

Na triagem fitoquimica do extrato etandlico e das fragdes de Jatoba foram utilizadas
placas de aluminio (10 x 10 cm) e silica 60 mesh, espessura da camada de 0,20 mm, marca
Merck. As placas foram eluidas em cuba saturada utilizando-se dos seguintes sistemas:
diclorometano:metanol:agua (43:37:20, v/vlv, fase organica); hexano: acetato de etila (60:40,
v/Vv), tolueno: éter (1:10, v/v). A revelacdo das placas foi feita com luz UV (254 nm e 365
nm), anisaldeido/acido salfurico, nesta ordem; outros reveladores como vanilina sulfarica e

iodo foram utilizados.

4.2 Caracterizacdo da area de estudo

Para esta pesquisa foram utilizados residuos madeireiros (galhos) e a seiva de H.
courbaril (Jatoba), proveniente de uma area de manejo da Empresa Fortimber Florestal,
préoximo a comunidade de Cachoeira do Arud, localizado no municipio de Santarém, Para,
Brasil, com temperaturas meédias anuais entre 26 e 28°C, umidade relativa anual entre 80-
85%, pluviosidade média anual entre 2.000 e 2.800 mm, e tipologia vegetal predominante de

Floresta Ombrofila Densa (Figura 13).
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Figura 13 - Mapa de localizacdo da regido de coleta das amostras de H. courbaril.

57°36'0"W 55°20'0"W 53°4'0"W
1 1 1
Laranjaldo]\lm
Oriximina Almiein
Obidos Alenquer
Monte Alegre
gD Faro gf)
o o
© - [~ ©
- Cuns i
erra Santa
Prainha
N Porto de Moz
Juruti N
Santarém
@ ojui dos Campos
Belterra Medicldndia
Barrefrinha
» Aveiro Uniard - Legenda
fo Brasil Novo o l:l Brasil
o Peicss 5| M Limites Municipais
2 2 Santarém
Rurb polis © Local de Coleta
N
Itaituba h %
Altamira \
H
Trairdo 0 40 80 km
I —
e Sistema de Projecao: UTM 21S
e Shafetedalngl Datum: SIRGAS 2000
T T T Fonte IBGE
57°36'0"W 55°20'0"W 53°4'0"W
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4.3 Coleta do material vegetal, obtencéo do extrato e da seiva de H. courbaril

4.3.1 Residuo madeireiro de H. courbaril

Nesta area, coletou-se amostra de cerne de H. courbaril retirada a dois metros da
segunda bifurcacdo do galho (residuo florestal) deixado in loco, sendo que todos os galhos
amostrados possuiam mais de 50 cm de didmetro. Posteriormente o material foi identificado
cientificamente, por especialistas, no laboratério de Tecnologia da Madeira (LTM) da
Universidade Federal do Oeste do Para — UFOPA e na Empresa Brasileira de Pesquisa
Agropecuaria (EMBRAPA) Amazonia Oriental.

No laboratorio, os residuos madeireiros (galhos) coletados foram desdobrados em
plaina elétrica devidamente higienizada afim de evitar contaminag&o, posteriormente realizou-

se a coleta da serragem (Figura 14).
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Figura 14 — Serragem obtida a partir do desdobro do residuo madeireiro de H. courbaril.

Fonte: Elaborado pelo proprio Autor.

Apds a obtencao da serragem, as amostras foram secas em estufa de circulacdo forcada
e renovacao de ar SL-102 (40°C por 96 horas), Apds esses procedimentos, a serragem foi

triturada em um moinho de facas seguido pela classificacdo em peneiras (40-60 mesh).
4.3.1.1 Obtencdo do extrato etanolico do residuo madeireiro de jatoba

Utilizou-se 509 de serragem seca para a extracdo em 1 L de etanol 92,8° INPM, sendo o
solvente antes tratado com Hidrdéxido de Sédio (NaOH a 2%) e destilado usando destilacdo
simples. A extracdo foi realizada em triplicata em aparelho de Soxhlet por 8h.

O extrato etandlico foi concentrado a pressdo reduzida a 50°C em evaporador rotativo
Fisatom, modelo 801 com sistema de refrigeracdo acoplado. Apés a evaporacdo do solvente, a
amostra foi pesada, armazenada em frasco ambar hermeticamente fechado e mantidos sob
refrigeracdo a 10°C.

Para a pesagem do extrato foi utilizado balanca analitica de precisdo Shimadzu®,
modelo AY-220 (capacidade para 220 g e precisdo de 0,0001 mg). Apds a remocao total do
solvente (Figura 15), foram obtidos os rendimentos dos extratos pela seguinte equagéo 1:

Rendimento (%) = ———adosxmate__ 44 1)

Maesa do material vegetal
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Figura 15 — Extrato etandlico seco de H. courbaril.

Fonte: Elaborado pelo prdprio Autor.

4.3.2 Seiva de H. courbaril

Coletou-se a seiva de H. courbaril, a partir de um orificio no fuste da arvore utilizando
um trado de ferro, a fim de se obter a seiva in natura (aproximadamente 5,0 litros), e para
isto, utilizou-se uma conexdo de uma mangueira encaixada entre o orificio e o recipiente
coletor. Apds o procedimento da coleta, o orificio foi vedado, a fim de impedir vazamento de
seiva e/ou ataque de organismos xiléfagos na planta.

Apbs a obtencdo da seiva de H. courbaril (Figura 16A), esta foi levada ao laboratorio e
evaporada em rotaevaporador rotativo sob pressdo reduzida equipado com uma bomba a
vacuo e apos concentrada (Figura 16B), as amostras foram pesadas, armazenadas em frascos

ambar hermeticamente fechados e mantidos sob refrigeracdo (8°C).
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Figura 16 — Seiva de H. courbaril in natura (A) e ap6s concentracdo em rotaevaporador (B).

AN S J a & S s |

Fonte: Elaborado pelo proprio Autor.

4.4 Particdo liquido-liquido do extrato etandlico do residuo madeireiro de H. courbaril

A particdo liquido-liquido tem por objetivo fracionar o extrato bruto de acordo com a
polaridade das substancias presentes, usando-se para isto solventes de diferentes polaridades.
Para 0 processo sao necessarias duas fases: a aquosa e a organica. Para criar a fase aquosa, a
amostra foi diluida no sistema etanol/agua.

Para o fracionamento por polaridade foram utilizados 3 g de extrato etandlico obtido via
Soxhlet e solubilizado em 150 mL de solucdo etanol/agua 70:30. Transferiu-se a solu¢édo para
um funil de separacdo, posteriormente iniciou-se o processo de particdo liquido-liquido pela
ordem dos solventes conforme a sua polaridade: hexano, diclorometano e acetato de etila (3 x
30 mL cada) (Figura 17 e 18).

Ao final, as solugdes foram secas com sulfato de so6dio (NaxSOa), filtradas e
concentradas em evaporador rotativo a pressdo reduzida. Apos esses processos, as fracoes
foram analisadas por Cromatografia em Camada Delgada (CCD), posteriormente por

Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massa (CG-EM).



Figura 17 - Fluxograma da particao liquido-liquido do extrato etanolico de H. courbaril.

Extrato Etanolico

(7:3) 150 mL etanol: 4gua

Particdo liquido- liquido

3x 30mL de Hexano

Fr. aquosa Fr. Hexanica
(0,0579 g)

Particdo liquido- liquido

3x 30mL de CH:Cl>
Fr. aguosa Fr. CH2Cl;
(2,3052 g)
Particao liquido- liquido
3x 30mL de AcOEt

Fr. aguosa Fr. AcOEt
(0,4524 g)

Fonte: Elaborado pelo prdprio Autor.
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Figura 18 - Particéo liquido-liquido do extrato etandlico do residuo de H. courbaril com solventes de diferentes
polaridades (hexano, diclorometano e acetato de etila).

Fonte: Elaborado pelo préprio Autor.

4.5 Fracionamento do extrato etandlico do residuo madeireiro de H. courbaril

Utilizou-se a técnica de cromatografia liquida de média pressdo (MPLC), objetivando
a separacdo e purificacdo de moléculas do extrato etanolico de Jatoba, para aplicacdes a nivel
analitico e preparatdrio. Inicialmente foram misturados 2 g de extrato etandlico com 6 g de
areia (proporcdo 1:3) em um gral de porcelana com pistilo (Figura 19 A), para entdo serem
inseridos no equipamento (Figura 19 B).

Para esta analise utilizou-se um sistema Buchi, equipado com uma bomba gerente C-
615 que comporta outras duas bombas (mddulos C-601), permitindo a formacdo do gradiente
binério de solventes de 10%, 20%, 30%, 40% e 60% (etanol: 4gua) e uma vazao de 7,5 mL

min e pressdo de 2,8 Bar.

Figura 19 — Técnica de cromatografia liquida de média pressdo (MPLC).

Fonte: Elaborado pelo prdprio Autor.
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Posteriormente coletou-se 19 fragdes, denominadas: HC-1, HC-2, HC-3, HC-4, HC-5,
HC-6, HC-7, HC-8, HC-9, HC-10, HC-11, HC-12, HC-13, HC-14, HC-15, HC-16, HC-17,
HC-18 e HC-19. Abaixo, encontra-se o fluxograma das fracdes isoladas (Figura 24).

Foi realizado uma triagem fitoquimica das fracGes coletadas para verificar a
similaridade entre elas, para isto foram utilizadas placas de aluminio (10 x 10 cm) e silica 60
mesh com indicador fluorescente 254 nm e espessura da camada de 0,20 mm, em que estas
foram eluidas com cloroférmio: metanol: dgua na proporcao 43: 37: 20. As placas foram
reveladas em luz UV (254 nm e 365 nm) e anisaldeido sulfarico.

Realizou-se a purificacdo das fracdes do extrato etandlico de H. courbaril em um
cromatografo liquido semi-preparativo de gradiente binario, acoplado a um detector de
arranjo de fotodiodos (PAD) (Figura 20), em que inicialmente foram injetados 50 pL das
fragdes no cromatografo e entdo eram coletados as amostras conforme os picos se formavam,
sendo obtido fracGes mais puras e até mesmo, substancias isoladas. A separacdo dos
compostos ocorreu por meio de uma coluna empacotada com fase reversa C18 imobilizadas
com octadecilsilano. A condicdo inicial da fase mdvel utilizada consistiu de agua 70%
(eluente A) e metanol 30% (eluente B) e a vazao utilizada de 4,0 mL.min™.

Figura 20 — Cromatografo liquido semi-preparativo de gradiente binario, acoplado a um detector de

arranjo de fotodiodos (PAD)
i ] I
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Fonte: Elaborado pelo préprio Autor.

Por meio da e cromatografia liquida de alta eficiéncia semi-preparativa foram
analisadas e purificadas cinco fragbes (HC-4, HC-5, HC-6 e HC-7 e HC-13), originando
assim, as demais fracdes (Figura 21). As fracbes HC-5 e HC-6 foram unificadas devido a

similaridade apresentada, apos a anélise por Cromatografia em Camada Delgada (CCD).



Figura 21 - Fluxograma de isolamento dos compostos no extrato etanolico de Jatoba.
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Fonte: Elaborado pelo préprio Autor.
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Ap0s a obtencdo das fracOes, essas foram concentradas em um rotaevaporador rotativo
sob presséo reduzida (Heidolphe, Laborota 4001 — efficient) equipado com uma bomba a

vacuo (Heidolphe, Rotavac valve control).

4.6 Analise e identificacdo das substancias extraidas

Posterior ao procedimento de purificacdo, foi realizado a identificacdo de substancias
fendlicas utilizando técnicas de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) uni e bidimensionais.
A RMN consiste em uma técnica espectroscopica para o estudo de aspectos estruturais e
dindmicos de moléculas organicas em solucio. As analises de RMN unidimensional *H e *C
e a bidimensional HSQC, HMBC e TOCSY foram realizadas em espectrometros de RMN
Bruker® Avance Il HD 600 (14,1 Tesla) e Bruker® Fourier 300 (7,1 Tesla), sendo as
amostras dissolvidos em Dimetilsulfoxido deuterado (DMSO-d6 e CD30D). Para a aquisi¢do

dos deslocamentos quimicos dos espectros utilizou-se o software MestReNova versao 6.0.2.

4.7 Andlise do extrato etandlico e da seiva por CLAE-IES-EM/EM

As amostras de H. courbaril (extrato e seiva) foram pré-tratadas Extracdo por Fase
Sélida (Solid Phase Extraction - SPE) (Chromabond®, 45 um, 500 mg, 6 mL). Os cartuchos
foram pré-ativados com EtOH (3,0 mL) e equilibradas com EtOH/H20 (9:1, v/v) (3,0 mL).
Foram solubilizados 20 mg de cada amostra em 1,5 mL de EtOH/H20 9:1 (v/v), carregados
em um cartucho C-18 e eluidos com 1,5 mL da mesma fase moével. O eluato seco foi suspenso
em EtOH a uma concentragdo de 2,0 mg.mL™? e filtrado com filtro Millex® PTFE (0,22 pm,
25 mm).

A analise cromatografica do perfil quimico do extrato etandlico e da seiva foi realizada
por espectrometria de massas utilizando o sistema Shimadzu UFLC (Kyoto, Japdo) acoplado
a um detector de arranjo de fotodiodos (PDA) com faixa de varredura no ultra violeta de 200-
450 nm, modelo SPD -M20A (Shimadzu®) e um espectrometro de massas lon Trap amazon -
SL (Bruker Daltonics®), com fonte de ionizagdo por eletrospray (ESI) em modo negativo. As
separagdes cromatografia liquida foram conduzidas usando coluna C18 (Luna C18 250 x 4,6
mm). O volume de injecdo e a vazdo aplicados foram de 1 pL e 0,7 mL.min™,
respectivamente. Para elui¢cdo da amostra, um gradiente linear com fase mdvel composta por
agua acidificada com acido formico 0,1% (solvente A) e etanol (solvente B), de 20 a 75% (B)

foi empregado por 40 minutos.
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Os parametros de EM foram: HV offset da placa terminal -500 V, nebulizador 50 psi,
gés seco com fluxo de 10 L.min, temperatura seca de 300 °C e tensdo capilar de - 4500 V.
Foram registrados os espectros na faixa de m/z 50-1800 a cada 0,2 s. Os experimentos de
fragmentacdo foram realizados por dissociacdo induzida por colisdo (Collision induced
dissociation - CID) em funcionamento em EM" automatico (fragmentacdo inteligente)
utilizando o modo UltraScan para aquisicdo de EM/EM e aumento da energia de colisdo com
a amplitude maxima de fragmentacao de 75%.

Os espectros de massas foram obtidos no modo negativo, por ser mais sensivel na
andlise de flavonoides, sendo que o comportamento da fragmentacdo foi capaz de fornecer
informacdes adicionais e complementares para a identificagdo dos compostos (CUYCKENS;
CLAEYS, 2004). Os espectros de massas adquiridos no modo negativo foram processados no
software DataAnalysis (versio 4.3, Bruker®).

E comum a utilizagdo de solventes toxicos como metanol e acetonitrila em CLAE-IES-
EM, e as andlises do residuos madeireiro e da seiva H. courbaril com o uso do biosolvente
etanol como alternativo ndo toxico foi um diferencial neste trabalho (ORDONEZ et al., 2015;
PACHECO et al., 2019).

Embora os solventes alternativos ndo seja tdo usuais quando comparado com o0s
convencionais, esses podem proporcionar analises eficientes quando combinados com
temperaturas elevadas (BORGES; BOTTOLI; COLLINS, 2010). Além dos beneficios
abordados acima, o uso do etanol em analises é uma alternativa interessante, ja que o Brasil é
um grande produtor, e este € um solvente organico ndo toxico, produzido a partir de fontes
renovaveis, sendo mais barato, ndo gera residuos e ainda é de grande disponibilidade no pais
(LANCAS, 2012).

4.8 Analise de dados por rede molecular (Molecular networking - GNPS)

O extrato etandlico e a seiva de H. courbaril foi analisado a partir da abordagem de
redes de interacBes moleculares ou molecular networking por meio da plataforma GNPS
(Global Natural Products Social Molecular Networking) (WANG et al., 2016).

Para a analise, os dados CLAE-IES-EM/EM foram convertidos para o formato mzML
no software MSConvert (ProteoWizard) usando o filtro Peak Picking. Os arquivos mzML
foram processados em MZmine2 v.2.53 (http://mzmine.sourceforge.net/) (PLUSKAL et al.,
2010) usando os seguintes pardmetros: nivel de ruido MS1, 1x10% Nivel de ruido MS2,

1x102. Para a construgdo do cromatograma, foi empregado o método ADAP (NI et al., 2016)


http://mzmine.sourceforge.net/
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com as seguintes condicdes de parametrizagdo: limiar de intensidade de 1x103; intensidade
maxima de 3x10% e tolerancia m/z de 50 ppm; para a deconvolucdo, a opgdo Wavelets
(ADAP) foi escolhida usando: coeficiente/limiar de area de 10; intervalo de duragédo de pico
de 0,01-10,00 min; e intervalo de wavelet de tempo de retencdo de 0,01-0,10 minutos. Os
picos foram ordenados, filtrados e alinhados.

Os dados foram exportados e enviados diretamente para a plataforma GNPS
(https://gnps.ucsd.edu) (WANG et al., 2016) e analisados pelo fluxo de trabalho Feature-
Based Molecular Networking (NOTHIAS et al., 2020). Os dados foram filtrados pela
remoc&o de todos os ions de fragmentos de EM/EM dentro de +/- 17 Da do ion precursor m/z.
Os espectros de EM/EM foram filtrados pela escolha apenas dos 6 principais ions produto na
faixa de +/- 50 Da em todo o espectro. A tolerancia de massa para o ion precursor foi ajustada
para 2,0 Da e a tolerancia para o ion produto EM/EM para 0,5 Da. A rede molecular foi entdo
criada, onde os arcos foram filtrados para ter um escore de cosseno acima de 0,70 e mais de 6
picos combinados. Além disso, os arcos entre dois nodos foram mantidos na rede se e
somente se cada um dos nodos aparecesse em cada um dos outros, os 10 nodos mais
semelhantes. Finalmente, o tamanho méaximo de uma familia molecular foi fixado em 100, e
0s arcos com menor escore foram removidos das familias moleculares até que o tamanho da
familia molecular ficasse abaixo desse limite. Os espectros na rede foram entdo pesquisados
contra as bibliotecas espectrais GNPS (WANG et al. 2016; HORAI et al., 2010). As redes
moleculares foram visualizadas usando o software Cytoscape (SHANNON et al., 2003).

As informacbes sobre a rede molecular podem ser acessadas publicamente em
gnps.ucsd.edu/ProteoSAFe/status.jsp?task=0e7al19c7fad446¢c386af52987b6f2654.

Para a anotacdo das substancias foram consideradas as sugestfes da biblioteca GNPS,
e para aquelas que ndo foram anotadas por esta biblioteca, foi utilizado o Dicionério de
Produtos Naturais (DNP) (http://dnp.chemnetbase.com), bem como estudos baseados na
estrutura quimica, padrdo de fragmentacdo e por comparacdo com os relatados na literatura
para 0 género Hymenaea.

4.9 Andlise do extrato etanolico por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massa (CG-EM)

Os extratos brutos e frag0es foram caracterizados no Centro Pluridisciplinar de
Pesquisas Quimicas, Bioldgicas e Agricolas (CPQBA) da Universidade Estadual de Campinas

(UNICAMP). O equipamento utilizado para Cromatografia Gasosa foi o Cromatografo a Gas


https://gnps.ucsd.edu/
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acoplado a Espectrometro de Massas Agilent, modelo: HP-6890 acoplado a detector seletivo
de massas.

Para analise dos compostos volateis do extrato etanolico do residuo madeireiro de
jatoba foram utilizados as seguintes parametros: coluna capilar HP-5MS (30m x 0,25 mm x
0,25 mm), temperatura do injetor de 250°C, temperatura do detector de 300 °C, temperatura
da coluna de 80 °C, gas de arraste He 1,0 mL.min%. Os espectros de massa gerados foram

comparados com os disponibilizados pela biblioteca NISTO5 e bibliografia Adams (2007).

4.9.1 Derivatizacao dos extratos

Com objetivo de melhorar a volatilidade dos compostos presentes na amostra e permitir
a sua identificacdo, utilizou-se a técnica de derivatizacdo do extrato etandlico e das fracGes
hexanica, diclorometanica, acetato de etila realizado no Centro Pluridisciplinar de Pesquisas
Quimicas, Bioldgicas e Agricolas (CPQBA) da Universidade Estadual de Campinas
(UNICAMP). Para esta etapa, solubilizou-se 10 mg de cada um dos extratos do residuo de
Jatoba em 2 mL de solucdo CH2Cl2:MeOH (90:10) e em seguida adicionou-se o reagente
trimetilsilil-diazometano (TMSD) (BOAVENTURA JR., 2015).

4.10 Avaliacdo do potencial antioxidante, fendlicos e flavondides totais de H. courbaril

Para a realizacdo dos ensaios antioxidante e da determinacdo do teor de fendlicos e
flavondides totais foram utilizados trés repeticdes de cada amostra (seiva e extrato etanolico),
sendo a leitura da absorvancia realizada em espectrofotdometro BEL® modelo SP 1102.

4.10.1 Determinagéo da atividade antioxidante

Dois métodos in vitro foram utilizados para avaliar a atividade antioxidante do extrato
etanolico e da seiva de H. courbaril, sendo os ensaios de captura de radicais livres DPPH
(2,2-difenill-picrilhidrazina) e de Reducdo do Ferro (FRAP) em que se utilizam espécies
radicalares estaveis e a deteccao do ponto final que se realiza por absorvancia.

Para o ensaio de captura de radicais livres DPPH utilizou-se as concentragdes de 50-800
pug.mL*? para a seiva e de 5- 150 pg.mL™ para o extrato. Em ambiente escuro, foram
transferidos uma aliquota de 0,1 mL de cada diluicdo do extrato para tubos de ensaio com 3,9
mL do radical DPPH e homogeneizados em agitador de tubos. Foram utilizados 0,1 mL da
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solucdo controle (solucdo de alcool etilico 50% e 40 mL da solucdo de acetona 70%),
completando o volume para 100 mL com agua destilada com 3,9 mL do radical DPPH, e
entdo estes foram homogeneizados.

Foi utilizado o alcool etilico, como branco, para fim de calibracdo do espectrofotémetro.
As leituras (a 515 nm) foram monitoradas a cada minuto para observacdo da reducdo da
absorbancia até sua estabilizacdo. A atividade foi determinada por meio da capacidade dos
antioxidantes presentes nas amostras em sequestrar o radical estdvel DPPH (RUFINO et al.,
2007).

As absorbancias das amostras (AbsA) foram correlacionadas a absorbancia do branco
(AbsB), que consiste apenas em solucdo etandlica de DPPH. A capacidade antioxidante é
expressa em EC 50 % pg.mL™?, calculada por regressio linear.

O método de Reducdo do Ferro (FRAP) foi realizado de acordo com Rufino et al.
(2006), em que inicialmente preparou-se em tubos de ensaio, cinco dilui¢cdes diferentes (50-
800 pg.mL™ para a seiva e de 50-400 pg.mL™ para o extrato), em triplicata, € em ambiente
escuro, foram transferidos uma aliquota de 90 pL de cada diluicdo do extrato e da seiva para
tubos de ensaio, acrescentando 270 pL de agua destilada, misturando com 2,7 mL do reagente
FRAP, posteriormente foram homogeneizados em agitador de tubos e mantido em banho-
maria a 37 °C (RUFINO et al., 2006).

Foram realizados a leitura em espectrofotdmetro a 595 nm apds 30 minutos da mistura
preparada. Foi utilizado o reagente FRAP como branco, com a finalidade de calibrar o
espectrofotdbmetro. A partir das absorbancias obtidas das diferentes diluicdes dos extratos,
foram plotados a absorbancia no eixo Y e a diluicdo (ug.mL™?) no eixo X. Em seguida,
determinar a equacéo da reta.

Tanto para o método de DPPH como para FRAP, os resultados foram obtidos utilizando
uma curva padrdo de Trolox (6-hidroxi-2,5,7,8- tetrametilcromano-2-carboxilico / Sigma

Aldrich), sendo a curva do trolox de 50 a 1000 pmol.mL™.

4.10.2 Quantificacdo de fendlicos totais

O compostos fendlicos totais em H. courbaril foram determinados pelo método
espectrofotométrico de Folin-Ciocalteau (SINGLETON; ROSSI, 1965; KAHKONEN et al.,
1999). Partiu-se de uma solugdo com 10mg de extrato e 25 mL de alcool etilico (40ug. mL™).
Aliquotas de 500 pL dessa solugdo contendo a amostra foram transferidas para cada tubo de

ensaio. Adicionou-se 2000 pL de carbonato de sodio a 25% e 2500 pL do reagente Folin-
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Ciocalteau. Apos adicionar os reagentes, aguardou-se o tempo para reagdo de 30 minutos e
realizou-se a medida das absorbancias a 740 nm.

O célculo dos resultados foi baseado em regressdo linear a partir de curva analitica de
seis pontos (10 — 1000 pg.mL? da seiva e de 10-200 pg.mL™* do ext. etandlico) do padréo
acido galico (y = 83,532x - 0,5777 e R = 0,99) e o resultado expresso em pg de extrato
equivalentes ao acido galico (EAG) por miligrama de matéria seca.

4.10.3 Quantificacdo de flavonoides totais

Determinou-se o teor de flavondides totais por método espectrofotométrico
(LAMAISON; CARNET, 1990) com adequacdes. Foram determinadas as concentracdes de
flavondides por meio da reacdo com cloreto de aluminio (AICI5).

Inicialmente preparou-se a solugdo com 10 mg de extrato e 25 mL de etanol,
posteriormente foi posto em cada tubo de ensaio 600uL da amostra, 2400uL de cloreto de
aluminio (AICl3) 5%, e apds 40 minutos realizada a leitura em espectrofotdmetro. O calculo
dos resultados foi baseado em regressao linear a partir de curva analitica de sete pontos (2500-
5000 pg.mL* da seiva e de 100-350 pg.mL* do ext. etandlico do Jatoba) do padrdo Rutina (y
= 218,15x-1,7073 e R? = 0,99) a 420 nm e o resultado expresso em pg equivalentes a Rutina
(ERT) por gramas de matéria seca.

4.11 Atividade antimicrobiana
4.11.1 Cepas utilizadas

Para o0s ensaios antimicrobianos foram utilizados microrganismos de referéncia
pertencentes a micoteca e bacterioteca do Laboratério de Microbiologia da Universidade

Federal do Oeste do Para (UFOPA), do Laboratério de Micologia da Universidade Federal de
Pernambuco (UFPE) e da Fundacgdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ) (Tabela 1).
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Tabela 1 - Microrganismos utilizados no ensaio biolégico.

MICRORGANISMOS REFERENCIA CLASSIFICACAO
Staphylococcus aureus ATCC23235 Bactéria Gram- positiva
Staphylococcus epidermidis ATCC12228 Bactéria Gram- positiva
Micrococcus luteus ATCC 7468D Bactéria Gram- positiva
Clostridium tetani PINCQS 00067 Bactéria Gram- positiva
Enterococcus faecalis NEWP 0033 Bactéria Gram- positiva
Aeromonas hydrophila CP007518-2 Bactéria Gram- negativa
Gardinerella vaginalis ATCC 49154 Bactéria Gram- negativa
Neisseria gonorrhoeae ATCC 9826 Bactéria Gram- negativa
Serratia marcescens ATCC 14756 Bactéria Gram- negativa
Salmonella enterica subsp. enterica BM/NIHT 00236 Bactéria Gram- negativa
Escherichia coli ATCC25922 Bactéria Gram- negativa
Candida albicans UFPEDA 1007 Fungo leveduriforme
Candida kruzei ATCC34135 Fungo leveduriforme

Fonte: Elaborado pelo préprio Autor.

4.11.2 Concentracao inibitéria minima (CIM)

Foi determinada a acdo bioldgica do extrato etandlico e da seiva extraida de H.
courbaril por meio do método de microdiluicdo para avaliagdo da concentracdo inibitdria
minima (CIM), expressa em microgramas por mililitros (ug.mL™), que representa a mais
baixa concentracdo necessaria para detectar a total inibicdo do crescimento microbiano
(SILVA; BASTOS, 2007; JUNIOR SOUZA; SALES; MARTINS, 2009).

A determinacdo da CIM foi realizada em triplicata, utilizando microplacas estéreis de
96 cavidades com fundo em forma de “U”, contendo 12 colunas e 8 linhas estas identificadas
de A até H, sendo realizada a microdiluicdo em meio liquido Sabouraund (SD) para o fungos
leveduriformes e meio liquido Mueller Hinton (MH) para as bactérias.

Foram preparadas suspensdes microbianas padronizando o indculo na escala de 0,5
MacFarland equivalente a 1,5x10* esporos.mL™ para fungos e de 1,5x108 UFC.mL™ para
bactérias, sendo esse ajuste realizado em espectrofotometro BEL® modelo SP 1102.
Posteriormente, foram preparados e testadas as concentragdes do extrato de 1000 pg.mL?,
500 pg.mL?, 250 pg.mL?, 125 pg.mL?, 62,5 pg.mL?, 31,25 pg.mL? e 15,625 pg.mL?
frente a esses microrganismos. O ensaio foi realizado durante 48h para os fungos e 24h para
bactérias.

Também foi testada a atividade antimicrobiana da substancia Taxifolina, identificada
por meio da técnica de Ressondncia Magnética Nuclear uni e bidimensionais, (*H, °C,
HMBC, HSQC), sendo testada as concentragdes entre 250 pg.mL™* — 7,81 pg.mL™. Para a

realizacdo deste ensaio, foram selecionados 0s microrganismos viaveis, além daqueles em que
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o extrato foi efetivo em CIM<15,62 pg.mL™, sendo estes: Micrococcus luteus ATCC 7468D,
Salmonella enterica subsp. enterica BM/NIHT 00236, Serratia marcescens ATCC 14756 e
Neisseria gonorrhoeae ATCC 9826. O ensaio com a substancia isolada (taxifolina) foi
realizado em triplicata.

Apo0s 24h e 48h, adicionou-se em cada pogo da placa teste 10uL de resazurina a 0,01%
(o que confere coloragdo azulada) como um indicador colorimétrico de viabilidade celular. As
placas de Elisa foram postas em incubadora Thermo Shaker, modelo MB100-4A durante 2
horas. Caso a célula apresente atividade respiratdria apos a revelacao, esta mostra coloracao
rosada, isso se deve inicialmente a uma reacdo de oxirreducdo, na qual a resazurina €
convertida a resorufina (KASPER et al., 2020).

A concentracdo fungicida/bactericida foi determinada pela subcultura de uma aliquota
de 10 pL do conteudo dos pogos correspondente a CIM, sendo realizado em triplicata nos
respectivos meios de cultura. Ap6s o tempo de incubagdo foi verificado a inibicdo do

crescimento microbiano, indicando sua agéo.

4.11.3 Antibiograma

Para o antibiograma foram utilizados discos de antibiGticos (Laborclin®), com a
finalidade de avaliar o perfil de sensibilidade ou resisténcia dos microrganismos patogénicos
utilizados no ensaio antimicrobiano, através do método de difusdo em agar. Foram adotados
0s parametros de referéncia de resisténcia e sensibilidade recomendados pelo CLSI (Clinical
Laboratory Standard Institute) que se baseia no método originalmente descrito por Bauer et
al. (1966), sendo este 0 método mais exato para os quais foram desenvolvidos tabelas de
sensibilidade e resisténcia e possuem 0 suporte por anos de estudos clinico laboratoriais
extensivos (CLSI, 2005).

4.12 Andalise estatistica

Os valores experimentais da atividade antioxidante sdo plotados em relacdo a
concentracdo do extrato. A partir das curvas de dose-resposta € capaz de obter a melhor
correlacdo para os respectivos dados. Com base nas equacles resultantes é calculada a
concentragdo (ug.mL') de extratos correspondentes. Deste modo, os dados obtidos da
atividade antioxidante tanto do extrato etanolico como para a seiva de H. courbaril foram
avaliados através de analise de variancia (ANOVA) ao nivel de 5 % de significancia (p <
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0,05), com o auxilio do software Sisvar (versdo 5.6). Em caso de diferenca significativa ao
nivel de 5%, aplicou-se o teste de Tukey o qual avalia as diferencas entre os tratamentos,
sendo que este teste foi aplicado para os dois métodos de analise da atividade antioxidante

(DPPH e FRAP) para verificar quais tratamentos diferem entre si.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Rendimento do extrato etanolico e fragdes

O rendimento medio obtido para o extrato etandlico de H. courbaril foi de 16,09%. O
rendimento é relacionado ao solvente utilizado, sendo o etanol uma molécula anfifilica, este
capaz de extrair tanto substancias com carater apolar quanto polar (OLIVEIRA et al., 2016).
Além disso, o rendimento da extracdo dos constituintes da planta também é influenciado pelas
condicBes em que 0 processo é executado, o tempo, a temperatura € o metodo utilizado
(WONGKITTIPONG et al., 2004; OLIVEIRA et al., 2016).

Por meio da particdo liquido-liquido do extrato etandlico foram obtidos os seguintes

rendimentos para as fragGes abaixo (Tabela 2):

Tabela 2 - Rendimento médio das fra¢des obtidas do extrato etandlico de H. courbaril.

Fracao Rendimento médio %
Hexanica 1,93
Diclorometanica 76,84
Acetato de etila 15,08

Fonte: Elaborado pelo préprio Autor.

Para a fracdo diclorometénica foi obtido um rendimento de 76,84%, sendo este superior
ao rendimento das demais fracdes, sugerindo que 0s compostos constatados no extrato
etanolico bruto possuem maior afinidade com o solvente diclorometano, sendo possivel
também estimar que a parti¢do liquido-liquido concentrou os metabolitos de média polaridade

nesse extrato.

5.2 Estudo quimico do extrato etandlico e da seiva DE H. courbaril

5.2.1 Cromatografia em Camada delgada (CCD)

A partir da CCD constatou-se que o extrato etandlico do residuo madeireiro de H.
courbaril possui em sua composi¢do classes de compostos como terpenos, flavondides e
taninos. Autores afirmam a predominancia dessas classes de compostos no Jatoba e
correlacionam as substancias com a atividade antifiungica do género (FERNANDES;
SANTOS; PIMENTA, 2005). Polifendis, flavonoides e taninos, juntamente com terpenoides

ja foram registrados no extrato etanélico da casca de H. courbaril (BEZERRA et al., 2013).
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As demais classes avaliadas (alcaldides, cumarinas e derivados antracénicos) nesse extrato

apresentaram resultados negativos apos a revelacdo quimica.

5.2.2 Andlise por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com detector por arranjo de
diodos (CLAE-DAD).

O perfil cromatogréafico do extrato etandlico e seiva de H. courbaril obtidos por CLAE-
DAD, indicou a presenca de bandas com diferentes intensidades, ao longo de quase todo o
gradiente exploratdrio, evidenciando, que existem substancias com ampla faixa de polaridade.
A separacdo dos compostos foi realizada sob a melhor condi¢do obtida por cromatografia
liquida de alta eficiéncia.

Ao comparar os cromatogramas CLAE-DAD obtidos do extrato etanolico (Figura 22) e
seiva (Figura 23) de H. courbaril foi possivel observar algumas similaridades entre as
amostras. A partir da analise dos cromatogramas, foi possivel sugerir que os principais picos
presentes nas amostras do extrato etanolico e da seiva de H. courbaril podem ser indicados
como fendlicos do tipo flavonodides, ja que apresentavam comprimentos de onda em torno de
270nm. Por meio de levantamentos bibliograficos, constatou-se que os compostos fendlicos
sdo frequentemente citados na literatura, inclusive nesta espécie (COSTA, 2012; COSTA et
al.,, 2014). Verifica-se ainda que os flavondides catequina, quercetina, miricetina e

epicatequina sdo os fendlicos mais conhecidos e citados (SANTANA, 2014).

Figura 22 - Cromatograma do extrato etanélico bruto de H. courbaril.
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Fonte: Elaborado pelo prdprio Autor.
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Figura 23 - Cromatograma da seiva de H. coubaril, em coluna C18.
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Fonte: Elaborado pelo prdprio Autor.

A maioria dos estudos de flavonoides englobam duas grandes faixas de absor¢do desta
classe de composto quando registrados no UV-VIS (Faixas do UV: Ultravioleta; VIS: visivel)
e gue sao conhecidas como banda | que esta entre 300-550 nm, representando a absorcao do
anel B, e a banda Il, entre 240-285 nm, representando a absorcdo do anel A (KUMAR,;
PANDEY, 2013) (Figura 24).

Figura 24 — Representacdo da banda I e Il dos flavondides.

9
¢

Banda II Banda I

0)
Fonte: Kumar & Pandey (2013).

Foi possivel constatar na seiva de H. courbaril a presenca de derivados da quercetina.

Esta substancia apresenta duas bandas de absorcéao, a banda I, que absorve entre 320-385 nm,
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correspondente a porcdo B do anel, e a banda I, com absorcdo na faixa de 240- 280 nm,
respectivo a porcdo do anel A (SOUZA; GIOVANI, 2005)

Sobre os flavanonois, autores citam as faixas em que as bandas desses flavonoides
podem ser observadas. O flavanonol taxifolina foi constatado com espectros de UV em 288
nm (ALMEIDA et al., 2016), sendo que esta substancia foi um dos flavondides encontrado
neste trabalho.

5.2.3 Identificagdo dos compostos isolados dos extrato etandlico do residuos madeireiro de H.

courbaril

5.2.3.1 Identificacdo estrutural da substancia HC-4.1.

Figura 25 - Substancia HC-4.1 isolada do extrato etanélico de H. courbaril.
OH

Fonte: Elaborado pelo prdprio Autor.

O espectro de RMN de 'H (Figura 27) da substancia HC- 4.1, apresentou dois
sistemas distintos de anéis aromaticos fendlicos, sendo um com dois dupletos em & 7,72 (1H;
J=8,7 Hz; H-5) e 61 6,33 (1H; J=2,2 Hz; H-8) e um duplo dupleto em 616,53 (1H; J=8,7 € 2,2
Hz; H-6), evidenciando um sistema trissubstituido. O outro apresentou dois dupletos em &n
6,99 (1H; J=2,0 Hz; H-2") e 8 6,81 (1H; J=8,1 Hz; H-5’) e um duplo dupleto em 1 6,86
(1H; J=8,2 e 2,0 Hz; H-6") que, em consonancia com as multiplicidades e integracéo,
sugeriram um anel trissubstituido. Adicionalmente, foram observados dois sinais em &n 4,94
(d; 1H; J=11,8 Hz; H-2) e em 61 4,49 (d; 1H; J=11,8 Hz; H-3) caracteristicos de hidrogénios

ligados a carbono sp® oxigenados.



66

A andlise do espectro de DEPTQ (Figura 28) permitiu identificar oito carbonos
metinicos e sete carbonos quaternarios, sendo seis sinais caracteristicos de carbono ligado a
oxigénio (6c 167,3; 165,1; 85,3; 74,2; 146,3; 147,1) e uma carbonila em &c 194,5,
confirmados por HMBC (Figuras 26 e 30).

As correlacbes observadas no mapa de contorno HMBC (Figuras 26 e 30) entre H-
3C-17 ¢ H-2’«—C-2 permitiram estabelecer a conexdo do anel C com o anel B. Foram
observados também correlagdes entre H-5-C-4/C-9, H-6—~C-8/C-10 e H-8—~C6/C9 que
associados as demais correlagdes visualizadas em HMBC (Figura 30, Tabela 3) e comparacao
com dados da literatura (LIU et al., 2019) permitiram identificar a substancia HC- 4.1 como
sendo a dihidrofisetina, também conhecida como fustina (Figura 25).

A fustina é descrito na literatura com acdo antimicrobiana, antioxidante,
antiproliferativa e antinflamatéria (COSTA et al., 2014; KUMBOONMA et al., 2018; LI et
al., 2018). Esta substancia ja foi identificada na seiva de H. courbaril (COSTA et al., 2014),

no entanto esta sendo relatada pela primeira vez no extrato etandlico de H. courbaril.

Tabela 3 - Dados de RMN de *H, *C, HMBC (CD30D, 600 e 150 MHz) de HC- 4.1 (6 em ppm e J em Hz).

Posicao OH Joc HMBC
2 4,94 (d, J=11,8) 85,3 C3; C2’; C6’;C1;C4
3 4,49 (d, J=11,8) 74,2 C2;C4; CI’
4 - 194,5
5 7,72 (d, J=8,7) 130,1 C4; C9
6 6,53 (dd, J=8,7; 2,2) 111,9 C8; C10
7 - 167,3
8 6,33 (d, J=2,2) 103,4 C6; C9
9 - 165,1
10 - 113,3
1 - 130,0
2 6,99 (d, J=2,0) 1156 C2; C4; C6’
3 - 146,3
4 - 147,1
5 6,81 (d, J=8,1) 115,7 Cl’; C3
6’ 6,86 (dd, J=8,2; 2,0) 120,6 C2;C2’; C4

Fonte: Elaborado pelo prdprio Autor.



Figura 26 - Principais correlagdes observadas no mapa de contorno HMBC da substancia HC-4.1.

Fonte: Elaborado pelo prdprio Autor.
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Figura 27 - Espectro de RMN de *H da substancia HC-4.1 (CDs0D; 600 MHz).
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Figura 28 - Espectro de DEPTQ da substancia HC- 4.1 (CD30D; 150 MHz).

SS'v.—

19°98 —

¢LE0T —

€22
TEETT
68'STT
£0°9TT
v60z1 /.
90°0€T
80067

82°9bT ~_
80°LbT

60°S9T ~
€1°/9T

6v'v6T —

190 180 170 160 150 140 130 120 110 ; (100) 90 80 70 60 50 40 30 20 10
1 (ppm

200



Figura 29 - Mapa de contorno HSQC da substancia HC-4.1 (CDs0OD; 600 e 150 MHz).
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Figura 30 - Mapa de contorno HMBC da substancia HC-4.1 (CD30D; 600 e 150 MHz).
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5.2.3.2 Identificagéo estrutural da substancia HC-4.4.

Figura 31 - Substancia HC-4.4 isolada do extrato etanélico de H. courbaril.

OH 0]
Fonte: Elaborado pelo prdprio Autor.

A partir da analise dos dados de RMN de *H e HSQC (Figuras 33 e 35) da substancia

HC-4.4, foi possivel observar também a presenca de dois sistemas de anéis aromaticos

fenolicos, como constatado para a substancia HC-4.4, sendo um com um par de dupletos em
O 5,92 (1H; J=2,1 Hz; H-6) e 6n 5,88 (1H; J=2,1 Hz; H-8), evidenciando um acoplamento
meta, compativel com um sistema tretrassubstituido. O outro apresentou dois dupletos em &n
6,96 (1H; J=2,0 Hz; H-2’) e &n 6,81 (1H; J=8,1 Hz; H-5") ¢ um duplo dupleto em JH 6,84
(1H; J=8,2 e 2,0 Hz; H-6’) que, em consonancia com as multiplicidades e integracdo,
sugeriram um anel trissubstituido, compativel com um anel B flavonoidico. Foram
observados ainda dois sinais em 4,92 (1H, H-2) e em 4,50 (d; 1H; J=11,5 Hz; H-3)
caracteristicos de hidrogénios ligados a carbono sp® oxigenados, sendo que sinal em n 4,92
apareceu embaixo do sinal esperado para a agua, no espectro de RMN de *H, o qual so foi
possivel de ser observado no mapa de contorno HSQC (Figura 35).

A analise do espectro de DEPTQ (Figura 34) permitiu identificar sete carbonos
metinicos e oito carbonos quaternarios, sendo sete sinais caracteristicos de carbono ligado a
oxigénio (dc 85,1; 73,6; 165,3; 168,8; 164,5; 146,3; 147,1) e uma carbonila em dc 198,4. A
analise do mapa de contorno HSQC (Figura 35) permitiu associar os sinais de todos os
hidrogénios a seus respectivos carbonos, conforme apresentados na tabela 4.

As correlacfes observadas no mapa de contorno HMBC (Figuras 32 e 36) entre H-
6—C-8/C-10, H-8-C-9/C-10/C-7, H-5’—C-1’/C-3° e¢ H-2’—(C-4’/C-6’/C-2, permitiram
estabelecer a conectividade entre 0s anéis A, B e C para a substancia HC-4.4.

A comparacdo dos dados obtidos (Tabela 4) com os descritos na literatura (BAHIA et

al., 2010) permitiram identificar esta substancia como a Taxifolina (Figura 31). Esta
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substancia, conhecida como a aglicona da astilbina, ja foi isolada a partir da seiva de H.
courbaril (COSTA et al.,, 2014), no extrato AcOEt do cerne de H. stigonocarpa
(MARANHAO et al., 2013), e identificada na fracdo AcOEt da casca de H. martiana
(PACHECO et al., 2019). E relatado ainda que a taxifolina possui atividade antioxidante,
anticancer, anti-edematogénicos, antiestrogénio, antimicrobiana e agdo antinociceptiva
(YOUNG; SEOK; HWAN, 2007; WANG et al., 2009; WUNGSINTAWEEKUL et al., 2011;
HAQUE et al., 2019; CECHINEL-FILHO et al., 2000).

Tabela 4 - Dados de RMN de *H, *C, HMBC (CD3;0D, 600 e 150 MHz) de HC-4.4 (6 em ppm e J em Hz).

Posicao OH dc HMBC
2 4,92 85,1 C3; C1°; C2’%; Co’
3 4,50 (d, J=11,5) 73,6 C2;Cr’
4 - 198,4
5 - 165,3
6 5,92 (d, J=2,1) 97,3 C5; C7; C8; C10
7 - 168,8
8 5,88 (d, J=2,1) 96,3 C6; C7; C9; C10
9 - 164,5
10 - 101,8
1 - 129,8
2’ 6,96 (d, J=2,0) 115,9 C2; C4’; Co’
3 - 146,3
4 - 147,1
5 6,81 (d, J=8,1) 116,1 C1’; C3®
6’ 6,84 (dd, J=8,2; 2,0) 120,9 C2; C2%; C4’

Fonte: Elaborado pelo prdprio Autor.



Figura 32 - Principais correlagdes observadas no mapa de contorno HMBC da substancia HC-4.4.

~

Fonte: Elaborado pelo prdprio Autor.
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Figura 33 - Espectro de RMN de *H da substancia HC-4.4 (CDs0D; 600 MHz).
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Figura 34 - Espectro de DEPTQ da substancia HC-4.4 (CD3;0OD; 150 MHz).
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Figura 35 - Mapa de contorno HSQC da substancia HC-4.4 (CDs0OD; 600 e 150 MHz).

e Ju_“

{4.52,72.15& Lo
{4.92,83.61& L 80

{5.92,95.425 {5.90,94.99} 90

50

100

{6.98,114.36& {6.82,114.63} 110
@ - &96.85,119.43) I
<O 3

r120
r130
140

150

160

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
76 74 72 70 68 66 64 62 60 58 56 54 52 50 48 46 44 42 40
2 (ppm)

f1 (ppm)



Figura 36 - Mapa de contorno HMBC da substancia HC-4.4 (CDs;0OD; 600 e 150 MHz).
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5.2.3.3 Identificagéo estrutural da substancia HC-13.4.

Figura 37 - Substancia HC-13.4 isolada do extrato etanélico de H. courbaril. .

OH 0]
Fonte: Elaborado pelo préprio Autor.

A anélise conjunta dos dados de RMN de 'H e DEPTQ (Figuras 38 e 39) da substancia
HC-13.4, permitiu observar uma grande semelhanca dos deslocamentos quimicos e das
multiplicidades dos sinais quando comparado com os da substancia HC-13.5, sendo que a
unica diferenca observada foi a presenca de uma hidroxila, ao invés da metoxila no C-3. Esta
suposicao foi confirmada pela presenca dos sinais em 6,18 (d; 1H; J = 2,0 Hz; H-6), 6,40 (d;
1H;J =2,0 Hz; H-8), 7,67 (d; 1H; J = 2,2 Hz; H-2"), 6,87 (d; 1H; J = 8,5 Hz; H-5") ¢ 7,53 (dd;
1H; J = 8,5 e 2,2 Hz; H-6), referentes aos hidrogénios aromaticos dos dois sistemas distintos
de anel A e B de flavonoides. Foi observado também um sinal em 12,48 (s; 1H) atribuido a
hidroxila quelada (Tabela 5).

A analise do espectro de DEPTQ (Figura 39) permitiu identificar cinco carbonos
metinicos e dez carbonos quaternarios, sendo sete sinais caracteristicos de carbono ligado a
oxigénio (8¢ 163,9; 160,7; 156,2; 146,8; 135,7; 145,1; 147,7) e uma carbonila em 8¢ 175,9.

A comparacgdo dos dados espectrais obtidos (Tabela 5) com os descritos na literatura
(CARVALHO et al., 2007; MARTINS et al., 2006), permitiu identificar a substancia HC-
13.4 como sendo a quercetina (Figura 37) (MARTINS et al., 2006; CARVALHO et al., 2007)

Para as atividades atribuidas a quercetina sdo frequentemente citadas seu efeito
antioxidante (KUKONGVIRIYAPAN et al., 2012; LESJAK et al., 2018). Também sdo
descritas para a quercetina atividades antimicrobiana (DJOUOSSI et al., 2015), anti-
inflamatoria (RUBIO; MOTILVA; ROMERO, 2013; RUMA; SUNIL; PRAKASH, 2013),
citotoxica (HASSAN et al., 2020) e anticancer (GIBELLINI et al., 2011; DAJAS, 2012).
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Esta substéncia ja foi relatada no género Hymenaea, tendo destaque no extrato AcCOEt
H. courbaril var. stilbocarpa (TORRES et al., 2012), extrato AcOEt do cerne de H.
stigonocarpa (MARANHAO et al., 2013) e na seiva H. martiana (FARIAS et al., 2017). Por

outro lado, na literatura ndo ha relato de isolamento da quercetina a partir do residuo

madeireiro de H. courbaril, sendo este o primeiro estudo.

Tabela 5 - Dados de RMN de 'H e *C (DMSO-ds, 600 e 150 MHz) de HC-13.4 (6 em ppm e J em Hz).

Posicdo OH Jc
2 - 146,8
3 - 135,7
4 - 175,9
5 12,48 (1H, s, 5-OH) 160,7
6 6,18 (d, J = 2,0) 98,2
7 - 163,9
8 6,40 (d, J =2,0) 934
9 - 156,2
10 - 103,0
r - 122,0
2’ 7,67(d,J=22) 115,1
3 - 145,1
4 - 1477
5 6,87 (d, J=8,5) 115,6
6’ 7,53 (dd, J =8,5; 2,2) 120,0

Fonte: Elaborado pelo préprio Autor.



Figura 38 - Espectro de RMN de *H da substancia HC-13.4 (DMSO-ds; 600 MHz).
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Figura 39 - Espectro de DEPTQ da substancia HC-13.4 (DMSO-ds; 150 MHz).
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5.2.3.4 Identificacdo estrutural da substancia HC-13.5.

Figura 40 - Substancia HC-13.5 isolada do extrato etanélico de H. courbaril.

OH O

Fonte: Elaborado pelo préprio Autor.

O espectro de RMN de H (Figura 42) da substancia HC-13.5, apresentou também
um perfil caracteristico de substancia da classe dos flavondides, evidenciado pela presenca de
dois dupletos em 6+ 6,20 (1H; J = 1,9 Hz; H-6) e don 6,40 (1H; J = 1,9 Hz; H-8), sugerindo um
anel com sistema tetrassubstituido, e dos sinais em 7,62 (d; 1H; J = 2,0 Hz; H-2"), 6,90 (d;
1H; J = 8,5 Hz; H-5") e 7,53 (dd; 1H; J = 8,5 e 2,0 Hz; H-6"), que evidenciam um anel
trissubstituido, confirmando assim a presenca de dois sistemas distintos de anéis aromaticos
fenolicos. Foi observado ainda um simpleto em 6 3,78 (3H; dc), atribuido a um grupo
metoxilico, o qual mostrou correlacdo por HMBC (Figuras 41 e 44) com C-3 (dc),
confirmando assim a metoxilacdo no C-3, correspondente ao anel C dos flavonoides.

A andlise dos mapas de contorno HSQC (Figura 43) e HMBC (Figura 44) permitiu
identificar cinco carbonos metinicos, um metilico e dez carbonos quaternarios, sendo um
destes, uma carbonila em 6c 178,5. Esta informacéo, associada as correlagdes observadas em
HMBC, indicou a presenga de uma cetona o,3-insaturada.

A analise dos dados de RMN de H, associados as correlagdes visualizadas em HMBC
(Tabela 6) e comparando com a literatura (SOUZA et al., 2013), permitiram identificar a
substancia HC-13.5 como 3-metoxi-quercetina (Figura 40).

A 3-metoxi-quercetina € um flavondide encontrado em plantas como Achyrocline
satureioides (MOTA, 2008), Lippia sp. (OLIVEIRA, 2012), Garcinia kola (OMEJE et al.,
2017), e principalmente em espécies de Alternanthera sp. (TOMEI, 2008). Para esta

substancia sdo relatadas atividades biologicas como antioxidante e anti-inflamatdria
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(MARINHO, 2016; OMEJE et al.,, 2017). Na literatura ndo é relatada a presenca desta

substancia no residuo madeireiro de Jatobd, sendo assim original o registro da presenca desta

molécula na espécie H. courbaril.

Tabela 6 - Dados de RMN de 'H, *C, HMBC (CD3OD, 600 e 150 MHz) de HC-13.5 (J em ppm e J em Hz).

Posicao OH dc HMBC
2 - 156,8
3 - 138,0
4 - 178,5
5 - 161,5
6 6,20 (d, J=1,9) 98,4 C5; C7, C8; C10
7 - 164,7
8 6,40 (d, J=1,9) 93,4 C4; Ce; C7; C9; C10
9 - 157,0
10 - 104,2
1 - 121,4
2’ 7,62 (d, J=2,0) 1151 C2; C3’; C4’; Co’
3 - 144.,6
4 - 148,6
5 6,90 (d, J = 8,5) 1151 Cl1’; C3’; C4
6’ 7,53 (dd, J =8,5; 2,0) 120,9 C2; C2%; C4’
OCHs 3,78 (5) 59,1 C3

Fonte: Elaborado pelo préprio Autor.



Figura 41 - Principais correlagdes observadas no mapa de contorno HMBC da substancia HC-13.5.

Fonte: Elaborado pelo prdprio Autor.
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Figura 42 - Espectro de RMN de 'H da substincia HC-13.5 (CD3OD; 600 MHz).
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Figura 43 - Mapa de contorno HSQC da substancia HC-13.5 (CD3;0OD; 600 e 150 MHz).
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Figura 44 - Mapa de contorno HMBC da substancia HC-13.5 (CD30OD; 600 e 150 MHz).
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5.2.4 Analises de Cromatografia liquida de alta eficiéncia por espectrometria de massas
(CLAE-EM)

A partir da combinacdo da CLAE com a Espectrometria de Massa (EM) foi possivel
obter as fornecer informacdes referentes a massa molecular relativa das substancias, isso se
deve a elevada seletividade, sensibilidade e capacidade destes equipamentos (PANG et al.,
2016).

Observou-se ainda que a partir da técnica de CLAE com detector de espectrometria de
massas utilizando electrospray como fonte de ionizacdo foi apropriada para anélise dessas
amostras. Autores afirmam que esta técnica é recomendada para analise de moléculas mais
polares (LANCAS, 2009).

E importante enfatizar que o perfil dessas amostras s6 foi possivel devido a combinac&o
de analise do espectro de massa, consulta de bases de dados/literatura, além de ferramentas
matematicas e informaticas (ROUX et al., 2011). Com isso, por meio da caracterizacdo
cromatografica verificou-se que houve uma boa separacdo dos compostos presentes tanto no

extrato etanolico como na seiva elas (Figura 45).

Figura 45 - Perfil do extrato etandlico e da seiva de H. courbaril (Jatoba).

IntenSY. . Extrato etanolico de Jatoba.d: BPC -All MS
x1074 18.24 min
] 15.90 min
2 22.45 min
. 11.88 min
1] 12.46 min 18.73 min 24.97 min
] . 16.50 min | 20.87 min.  25.87 min -
]  381mn 11.49 min 3218 min  S0:87MN
IntenQ.-_ Seiva do Jatoba.d: BPC -All MS
x107 3 .
- 18.23 min
157 11.86 min
1.03
05 3 12413 min 3 min 22.43 min 38.12 min
e 3.8l mn 8.16 min 630 B8 min 30.42min 3510 M
0.0 J=== .Aﬁ". ./.\‘. — = e e e e e ./Ll
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Fonte: Elaborado pelo prdprio Autor.

A aplicacdo da andlise de espectros EM/EM auxiliou na proposta de compostos
presentes no extrato etandlico e na seiva de Jatoba, com base na estrutura quimica e no padrao

de fragmentacdo dos metabolitos.
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5.2.5 Anélise das redes de interacfes moleculares (Molecular Networking — GNPS)

Os dados analisados na plataforma GNPS geraram uma rede molecular com 286

nimero de nds, 567 numero de arestas, 224 componentes ligados e 16 numero de ndés

anotados (Tabela 7) de acordo com a similaridade quimica (pontuacdo de cosseno), além de

derivados taxifolinicos.

Tabela 7 - Compostos propostos em H. courbaril por dados CLAE-EM/EM.

Rt . MS? . Pico da area Pico da area A
n (min) [M-H] fragmentos Substancia do extrato da seiva Referéncia
1 370 359 360,179,161 Acido rosmarinico 475,43 570245 MOLLER et
al. (2007).
2 371 179 161,141,117  Acido cafeico 6435 3959,58 (Wz%gé)a"'
193,175,161,14 <. - (SAID etal.,
3 3,81 193 1,101 Acido ferdlico 4525,98 16700,42 2017)
4 1275 289 289 21‘;% 205, (epi)catequina 2207586 33840,21 GNPS
304, 271, 3-O-metil-
5 1580 303 179,139, 123 (epi)catequina 53245,03 21057,67 Proposta
Aromadendrina ou CHEN et al.
6 15,93 287 269, 259, 163 Dihidrokaempferol 12780,96 3021,60 (2016)
7 1599 269 269,225 Genisteina 3886,04 1110,02 LIANG et al.
(2018)
BO LI; LI LI
365, 287, 269, . (2013);
8 16,58 433 259 Engeletina 584,18 1573,70 PACHECO et
al. (2019)
304, 285, 179, -
9 17,40 303 177,125 Taxifolina 1396,40 - GNPS
FABRE et al.
285, 241, 199, (2001),
10 18,04 285 175 Kaempferol 24798,28 - IBRAHIM et
al. (2016);
Taxifolina 3-O-
deoxihexose PACHECO et
11 18,14 449 431, 285, 177 (astilbina) 83304,26 145862,83 al. (2019)
Kaempferol-7-O-
12 18,48 431 363, 285, 163 deoxihexose 5519,30 - Proposta
Quercetina-3-0O-
13 20,85 447 301, 285 deoxihexose 15691,21 5762,01 GNPS
(quercitrina)
301, 269, 233, .
14 21,05 301 177, 164 Quercetina 3353,55 5796,67 GNPS
15 2229 299 299,284 Gliricidina 6963,24 1571,86 YEetal
(2012)
16 25,79 315 315, 300 Isoramnetina 1082,93 524,40 MARTUCCI
et a. (2014)

Fonte: Elaborado pelo préprio Autor.
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Allard et al. (2020) abordam as vantagens das redes moleculares, enfatizando que esta
ferramenta permite o agrupamento de compostos que estdo estruturalmente correlacionados,
sem conhecimento prévio sobre o comportamento da fragmentacdo destas substancias. As
cores apresentadas no molecular networking faz referéncia ao extrato etandlico (amarelo) e a
seiva (azul), sendo possivel também verificar a quantificacdo relativa das substancias nas
amostras, pois o tamanho do nodo é proporcional a abundancia da substancia, ou seja, quanto
maior o nodo, maior a abundancia do metabolito dentro das condi¢es de analise, 0 inverso
também ocorre. O modo de ionizagdo negativa foi escolhido, uma vez que permitiu uma
deteccdo mais sensivel dos compostos fenolicos.

Na rede molecular, os compostos foram separados em diferentes grupos,
principalmente como flavonoides nas formas de agliconas e glicosiladas. Estes compostos
formam um grupo importante de metabdlitos secundarios, que desempenham fungdes
essenciais na planta, possuindo varias atividades relacionadas (SAMANTA; DAS, 2011). O
fato das substancias pertencerem a mesma classe de compostos facilitou sua identificacdo por
espectrometria de massa na mesma rede molecular porque apresentam padrdo de
fragmentacdo e semelhanca em suas estruturas quimicas (LYU et al., 2019).

A anélise dos dados da rede molecular (Figura 46) demonstraram que as substancias
foram agrupadas de acordo com suas semelhancas de substitui¢do, referente a aglicona ou ao
grau de glicosilacdo. Os ions precursores m/z 303 (taxifolina) (Figura 47), m/z 303 (3-O-
metil- (epi) catequina) (Figura 48) e m/z 301 (quercetina) (Figura 49) foram agrupados no
mesmo cluster na rede molecular devido o grupo catecol presente no anel B e também por
compartilharem o mesmo padrdo de fragmentacdo, com a perda comum de 124 Da. No caso
do 3-O-metil-(epi) catequina, que exibe o ion precursor m/z 303, houve a perda neutra de 32
Da, sugerindo a presencga do grupo metoxila ligada ao flavonodide. A taxifolina esta presente
exclusivamente no extrato etanodlico de H. courbaril, j& o 3-O-metil-(epi)catequina encontra-
se nas duas amostras analisadas, porém em maior quantidade no extrato, enquanto que a

guercetina destaca-se na seiva.
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Figura 46 - Cluster 1 dos flavondides da rede de interagdo molecular (Molecular Networking) do extrato
etandlico e seiva de H. courbaril no modo negativo.
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Fonte: Elaborado pelo prdprio Autor.

Figura 47 - Espectro de massas por CLAE-IES-EM/EM e suas respectivas fragmenta¢des no modo
de ionizacdo negativo, observados no extrato etanolico de H. courbaril, correspondente ao ion molecular m/z 303

(taxifolina).
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Fonte: Elaborado pelo préprio Autor.
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Figura 48 - Espectro de massas por CLAE-IES-EM/EM e suas respectivas fragmentagdes no modo
de ionizagéo negativo, observado no extrato etandlico e seiva de H. courbaril, correspondente ao ion molecular
m/z 303 (3-O-metil-(epi) catequina).
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Fonte: Elaborado pelo prdprio Autor.

Figura 49 - Espectro de massas por CLAE-IES-EM/EM e suas respectivas fragmentagdes no modo
de ionizagao negativo, observado no extrato etanolico e seiva de H. courbaril, correspondente ao ion molecular

m/z 301 (quercetina).
intens. 3 -MS2(301), 21.05min #1338
x105 ] 301
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Fonte: Elaborado pelo préprio Autor.

A taxifolina (m/z 303) é uma substancia ja relatada no alburno de H. courbaril, com
sua atividade antioxidante confirmada (SUZUKI et al., 2008). Este flavondide também foi
proposto para H. martiana (PACHECO et al., 2019), H. stigonocarpa (MARANHAO et al.,
2013), e H. eriogyne Benth (SILVA, 2019).

Os ions precursores m/z 179 (acido cafeico) em 3,71 minutos (Figura 51) e m/z 193
(&cido feralico) em 3,81 minutos (Figura 52) foram formados, sendo encontrado o ion
fragmento comum m/z 161, além da perda neutra de uma molécula de agua (18 Da) (Figura 47
e 48).
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Essas duas substancias sdo encontradas em maior quantidade na seiva do que no extrato
etandlico de H. courbaril (Figura 50), sendo que esses compostos ja foram relatados neste
género (SILVA et al., 2018), no entanto, em termos quantitativos nas amostras em quest&o,

ndo ha descricao na literatura.

Figura 50 - Cluster 2 dos acidos fendlicos da rede de interagdo molecular (Molecular Networking) do extrato
etandlico e seiva de H. courbaril no modo negativo.
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Fonte: Elaborado pelo préprio Autor.

Figura 51 - Espectro de massas por CLAE-IES-EM/EM e suas respectivas fragmentacdes no modo de ionizagéo
negativo, observados no extrato etanolico e seiva de H. courbaril, correspondente ao ion molecular m/z 179
(Acido cafeico).
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Fonte: Elaborado pelo préprio Autor.
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Figura 52 - Espectro de massas por CLAE-IES-EM/EM e suas respectivas fragmenta¢des no modo de ionizacao
negativo, observados no extrato etandlico e seiva de H. courbaril, correspondente ao ion molecular m/z 193
(Acido feralico).
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Fonte: Elaborado pelo préprio Autor.

A quantidade de hidroxilas no anel B dos flavonodides pode afetar a atividade do
composto. Ao correlacionar a atividade antioxidante com o efeito deste grupo na estrutura de
um flavonoide, verificou-se que uma substancia contendo dois grupos hidroxila no anel B
exibe uma atividade significativamente maior, do que por exemplo a narigenina, com apenas
um grupo hidroxil (KONGPICHITCHOKE; HSU; HUANG, 2015).

No cluster 3 (Figura 53), é possivel observar os ions precursores m/z 431 (Kaempferol-
7-O-deoxihexose) (Figura 54) e m/z 447 (Quercetina-3-O-deoxihexose) (Figura 55) que sdo
flavondides glicosilados que foram agrupados devido a eliminacdo da deoxihexose,
equivalente a 146 Da, gerando os ions fragmentos m/z 301 e m/z 285, respectivamente.

Figura 53 - Cluster 3 de flavondides glicosilados da rede de interacdo molecular (Molecular Networking) do
extrato etandlico e seiva de H. courbaril no modo negativo.
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Figura 54 - Espectro de massas por CLAE-IES-EM/EM e suas respectivas fragmenta¢des no modo de ionizacéo
negativo, observado no extrato etanolico de H. courbaril, correspondente ao ion molecular m/z 431 (Kaempferol-
7-O- deoxihexose).
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Fonte: Elaborado pelo préprio Autor.

Figura 55 - Espectro de massas por CLAE-IES-EM/EM e suas respectivas fragmentacdes no modo de
ionizacdo negativo, observado no extrato etandlico e seiva de H. courbaril, correspondente ao ion molecular m/z
447 (Quercetina-3-0- deoxihexose (quercitrina).
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Fonte: Elaborado pelo préprio Autor.

Os compostos presentes no cluster 4 (Figura 56) foram identificados como Gliricidina
(m/z 299) (Figura 57) e isoramnetina (m/z 315) (Figura 58), com base nos espectros de massa
e na ordem dos tempos de retencdo, conforme os relatos na literatura (YE et al., 2012;
MARTUCCI et al., 2014). Esses compostos partilharam em comum uma perda neutra do
radical de metila (CHs, 15 Da), sendo que essas duas substancias estavam em maior

quantidade no extrato de H. courbaril.



Figura 56

- Cluster 4 dos flavonoides da rede de interagcdo molecular (Molecular Networking) do extrato

etandlico e seiva de H. courbaril no modo negativo.

e | & e _®
() < *9
© & &
oo (2,00, TS¥ e esese Ay
Coo (%00 € g @
. & m‘@g" 1
e e
Og @e°@® - =S
588 efse
o o >
Ras"3 o © 'y
S Qoo o0 PP & o6 e
o o o€ o6 ® GTeseoe
F=9 .9.. e & &
¢ @%°¢ ¢

e oo b 8 Rl it lsoramnetina . (4>

e e e e e oo e e * 2@“@5

OH
LR BRI A b A

® o € 0 S 0 e e e €

Gliricidina

Fonte: Elaborado pelo préprio Autor.
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Figura 57 - Espectro de massas por CLAE-IES-EM/EM e suas respectivas fragmentacdes no modo de ionizagéo
negativo, observados nos extratos etandlico e seiva de H. courbaril, correspondente ao ion molecular m/z 299

(gliricidina).
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Figura 58 - Espectro de massas por CLAE-IES-EM/EM e suas respectivas fragmentacfes no modo de ionizagéo
negativo, observado no extrato etandlico e seiva de H. courbaril, correspondente ao ion molecular m/z 315
(isoramnetina).
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Fonte: Elaborado pelo préprio Autor.

O Cluster 5 (Figura 59) foi constituido por nos de flavondis, em que estes foram
anotados de acordo com a literatura e com base de dados GNPS. Os ions precursores m/z 269
(Genisteina), presente em maior quantidade no extrato (Figura 60), m/z 285 (kaempferol) que
estd exclusivamente no extrato (Figura 61), e o ion precursor m/z 289 ((epi)catequina), em
maior quantidade na seiva (Figura 62), foram agrupados devido a eliminacdo comum de 44

Da, correspondente ao didxido de carbono.

Figura 59 - Cluster 5 dos flavondis da rede de interacdo molecular (Molecular Networking) do extrato
etandlico e seiva de H. courbaril no modo negativo.
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Figura 60 - Espectro de massas por CLAE-IES-EM/EM e suas respectivas fragmentacdes no modo de ionizagéo
negativo, observado no extrato etandlico e seiva de H. courbaril, correspondente ao ion molecular m/z 269
(genisteina).
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Fonte: Elaborado pelo préprio Autor.

Figura 61 - Espectro de massas por CLAE-IES-EM/EM e suas respectivas fragmentacfes no modo de ionizagéo
negativo, observado no extrato etan6lico de H. courbaril, correspondente ao ion molecular m/z 285

(kaempferol).
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Figura 62 - Espectro de massas por CLAE-IES-EM/EM e suas respectivas fragmentacdes no modo de ionizagdo
negativo, observado no extrato etandlico e seiva de H. courbaril, correspondente ao ion molecular m/z 289
(epi)catequina.

Intensg_ - -MS52(283), 12.75min #778
x10

. 4
1.0+

0.8 1 245

0.6+

0.4+

0.2 5 205
179

0.0 T T T T T T | |I ol — T T T T T T i T T T T T T T T T
100 200 300 400 200 m'z

Fonte: Elaborado pelo préprio Autor.

O ion precursor m/z 359 (&cido rosmarinico) nao tém qualquer relacdo estrutural com
outra molécula, pois 0 né apresentam-se na forma individual na rede de interacdo molecular
(molecular networking), além de que este ndo estéa ligado a nenhum outro nodo (node) e nem
inserido a um aglomerado (cluster) (Figura 63).

O ion precursor m/z 359 é um é&cido carboxilico fenolico que tem um padrdo de
fragmentacdo que revela o ion fragmento m/z 179, corresponde a forma desprotonada do
acido cafeico (Figura 64). O acido rosmarinico é uma substancia encontrada em grande

quantidade na seiva e a fragmentacéo foi conforme proposto por Mgller et al. (2007).

Figura 63 - Nodo individual da rede de interagdo molecular (Molecular Networking) do extrato etandlico e seiva
de H. courbaril no modo negativo.
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Figura 64 - Espectro de massas por CLAE-IES-EM/EM e suas respectivas fragmenta¢des no modo de ionizacéo
negativo, observados no extrato etandlico e seiva de H. courbaril, correspondente ao ion molecular m/z 359
(4cido rosmarinico).
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Fonte: Elaborado pelo prdprio Autor.

No cluster 9 (Figura 65) observa-se os ions precursores m/z 433 (engeletina) (Figura
66) e m/z 449 (astilbina) (Figura 67), no qual, partindo do padréo de fragmentacéo, hé a perda
comum de uma deoxihexose (164 Da). O padréo de fragmentacdo da Astilbina foi semelhante
ao encontrado por Pacheco et al. (2019). Na literatura, descreve-se que astilbina € um
marcador quimico do género Hymenaea, e foi previamente identificado em H. parvifolia
(ISHIBASHI et al., 1999), H. courbaril L. (BEZERRA et al., 2013), H. eriogyne Benth
(SILVA et al., 2019), H. martiana (PACHECO et al., 2019) e H. stigonocarpa Mart. ex
Hayne (DIMECH et al., 2013).

A astilbina e a engeletina estdo presentes em maior quantidade na seiva do Jatoba,
com isso, confirma-se uma maior afinidade das substancias glicosiladas nesta amostra de H.

courbaril, devido a sua maior polaridade quando comparado ao extrato etanolico.
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Figura 65 - Cluster 6 dos flavonéides glicosilados da rede de interagdo molecular (Molecular Networking) do
extratos etandlico e seiva de H. courbaril no modo negativo.
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Fonte: Elaborado pelo préprio Autor.

Figura 66 - Espectro de massas por CLAE-IES-EM/EM e suas respectivas fragmentacdes no modo de ionizagéo
negativo, observados no extrato etandlico e seiva de H. courbaril, correspondente ao ion molecular m/z 433
(engeletina).
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Fonte: Elaborado pelo préprio Autor.
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Figura 67 - Espectro de massas por CLAE-IES-EM/EM e suas respectivas fragmentacfes no modo de ionizagéo
negativo, observados no extrato etanélico e seiva de H. courbaril, correspondente ao ion molecular m/z 449

(Taxifolina 3-O-rhamnosideo (astilbina).
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Fonte: Elaborado pelo prdprio Autor.

E possivel inferir que no cluster 10 da rede molecular existem possivelmente dimeros

e/ou derivados taxifolinicos, isso se deve a formacgdo do ion m/z 303 nos espectros de massa

das substancias, referentes a taxifolina (Figura 68).

Figura 68 - Cluster 7 de derivados da taxifolina da rede de interagdo molecular (Molecular Networking) do
extrato etanolico e seiva de H. courbaril no modo negativo.
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Fonte: Elaborado pelo prdprio Autor.
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5.2.6 Compostos organicos volateis presentes no extrato etanolico de H. courbaril

5.2.6.1 Analise do extrato bruto

A técnica de CG-EM foi aplicada para o extrato do residuo madeireiro do Jatoba para
verificar tentativamente os compostos volateis presentes nesta amostra. Inicialmente, ndo foi
possivel identificar nenhuma substancia, porém apds a derivatizacéo, constatou-se a presenca
do Ester metilico do &cido 5,5,8a-betadecahidrotetrametil-2-metileno-1-naftalenopentanoico e
do Ester metilico do &cido 2-hidroxibetadecahidro-2,5,5,8a-pentametil naftalenopentanoico
(Figura 69).

Figura 69 — Substancias encontradas no extrato etanélico bruto de H. courbaril

(0] (0]
(0] O
Ester metilico do &cido 5,5,8a- Ester metilico do &cido 2-
betadecahidrotetrametil-2- hidroxibetadecahidro-2,5,5,8a-
metileno-1-naftalenopentandico pentametil naftalenopentanoico

Fonte: Elaborado pelo prdprio Autor.

As substancias mencionadas acima séo terpenos relatados pela primeira vez por Sousa
et al. (2020) para a espécie de H. courbaril. Os terpenos sdo bastante encontrados no género
Hymenaea, sendo atribuido a¢bes bioldgicas a eles (NOGUEIRA et al., 2002; DIAS; LUZIA;
JORGE, 2013). As correlacfes das atividades com esta classe de composto sdo mencionadas
na literatura, a exemplo disto temos a atividade antimicrobiana de H. stignocarpa
(VALENTIM, 2006) e a acdo inseticida, antibacteriana e antifungica de H. courbaril
(MERCES, 2015).

5.2.6.2 Substancias encontradas nas fragdes obtidas pela particdo liquido-liquido.
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Na fracdo diclorometanica e na fracdo acetato de etila ndo foi possivel identificar
nenhum composto por meio da comparagéo com a base de dados utilizada. Por outro lado, na
fracdo hexanica do Jatoba verificou-se substancias de caracteristicas apolares, e embora
tenham sido identificados poucos compostos, foi possivel observar um padrdo no perfil de
massas moleculares, indicando as possiveis classes as quais esses metabdlitos pertencem,

sendo registrados alguns acidos graxos, diterpenos e fitoesterdides (Tabela 8, Figura 70).

Tabela 8 — Composi¢do quimica da fracdo hexanica de H. courbaril
analisada por CG-EM.

Tempo~de Analito MM (Massa Formula n?;?:g%ﬁfo Porcent_agem
retencéo Molecular) molecular J relativa
secundario
3.418 - 162 - - 0,572
3.653 - 162 0,901
16,504 - 249 - - 0,894
16,924 - 249 - - 0,895
18,241 - 264 - - 0,925
18,311 - 264 - - 1,342
18,394 - 264 - - 1,305
18,788 Ester etilico do 284 C1sH3602 Acido graxo 2,204
Acido palmitico
18,877 - 275 - - 4,558
19,291 Oxido de 290 CaoHa34 Diterpeno 2,572
Epimanoil
20,048 - 257 - - 0,857
20,951 - 281 - - 1,252
21,855 Ester etilico do 308 CaoH3502 Acido graxo 2,361
Acido linoleico
21,963 Ester etilico do 310 CaoH3502 Acido graxo 1,814
Acido oleico
22,962 - 320 - - 0,945
23,102 - 320 - - 0,603
24,132 - 334 - - 11,546
24,285 - 334 - - 7,104
24,775 - 334 - - 6,120
25,525 - 306 - - 0,621
25,691 - 306 - - 0,744
26,632 - 429 - - 2,001
26,760 - 334 - - 3,476
28,210 - 341 - - 0,602
31,563 - 429 - - 4,640
31,811 - 405 - - 0,868
32,282 - 415 - - 1,222
36,742 - 430 - - 0,840
38,447 - 429 - - 3,640
39,248 - 429 - - 1,762
40,451 Beta-sisterol 429 CaHs0 Fitoesterdide 24,985
(stigmasterol-
22,23-dihidro)
42,346 - 429 - - 2,949
43,981 - 429 - - 2,881

Fonte: Elaborado pelo prdprio Autor.
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Figura 70 — Estrutura das substancias encontradas na fracdo hexanica de H. courbaril
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Fonte: Elaborado pelo prdprio Autor.

O processo de derivatizacdo permitiu que o acidos graxos se tornassem mais volateis,
transformando-se entdo em Ester etilico do Acido palmitico, Ester etilico do Acido linoleico e
Ester etilico do Acido oleico. Os 4cidos insaturados foram relatados na polpa de H. courbaril,

tendo destaque na literatura o &cido oleico e o acido linoleico (DIAS et al.,2013).
5.3 Atividade antioxidante, fenois e flavonoides totais

A partir da determinacdo da atividade antioxidante (DPPH e FRAP) verificou que o
extrato etandlico de Jatoba tem maior potencial quando comparado com a seiva, podendo esta
atividade estar correlacionada aos altos teores de fendlicos e flavondides no extrato do residuo
dos galhos de H. courbaril (Tabela 9) (Figura 71).
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Tabela 9 - Atividade antioxidante do extrato etan6lico de H. courbaril determinada pelo
método de DPPH e FRAP.

Amostra DPPH FRAP
CEso = DP (ug.mL™Y) (UM Eq Trolox.mg™?)
Extrato etandlico 215,32+0,20 b 419,95+12,38 a
Seiva 410,25+3,00 a 123,95+1,36 b

Fonte: Elaborado pelo préprio Autor.

Figura 71 - Avaliacao da atividade antioxidante pelo método de DPPH (A), fendlicos totais (B) e flavondides
totais (C) do extrato etanélico de H. courbaril
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Fonte: Elaborado pelo préprio Autor.

Os achados neste trabalho para a atividade antioxidante a partir do método DPPH para
a seiva (410,25+3,00 pg.mL™?) foi similar ao encontrado na literatura para o extrato etanélico
70% das folhas (415,80 pg.mL™?) e das cascas (428,10 pg.mL?) de H. courbaril
(FIGUEIREDO et al., 2016).

Com referéncias ao poder de reducdo do Fe**, o resultado mais expressivo foi
apresentado para o extrato (419,95+12,38 uM Eq Trolox.mg™). Pode-se inferir que a
atividade antioxidante do extrato etandlico de Jatobd pode estar relacionada ao teor de
compostos fenolicos presentes na sua constituicdo quimica, corroborando com os resultados
achados na literatura para a espécie e sugerindo a influéncia dessa classe de metabdlito nas
atividades bioldgicas deste material que é tratado como residuo, mas que tem potencial para
aproveitamento farmacéutico.

A tabela 10 demonstra que o extrato etandlico apresenta maior quantidade de
conteddos fendlicos (418, 67+9,15 EAG.mL™1) em relacdo a seiva (227,22+1,35 EAG.mL™?)
de H. courbaril.

Antioxidantes podem proteger o corpo humano dos radicais livres, retardando o
progresso de algumas doencas cronicas. Além disso, podem retardar o processo de
envelhecimento e diminuem o risco de doencas degenerativas, tais como o cancro, doencas
cardiovasculares, cerebrais e aquelas relacionados ao sistema imunitario (BAYDAR,;
GULCAN; YASAR, 2007).
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Tabela 10 — Determinacéo do teor de fendlicos totais e flavonoides totais do extrato etanélico de H. courbaril

Amostra Fenolicos totais Flavondides totais
(EAG. mLY) (ER.mg?)
Extrato etandlico 418, 67+9,15a 54,63+0,36 a
Seiva 227,22+1,35b 1,24+0,23 b

Fonte: Elaborado pelo préprio Autor.

As substancias fendlicas presentes em extratos vegetais sdo considerados metabdlitos
secundarios com atividades biologicas, sintetizados pelas plantas em reacdo a situagdes de
estresse como exposi¢do a radiagdes ultravioleta intensas e infecgdes por patdgenos (SILVA
etal., 2012).

Os resultados encontrados neste trabalho, demonstraram maiores teores de flavonodides
também no extrato (54,63+0,36 ER.mg?l), diferenciando-se estatisticamente da seiva
(1,24+0,23 ER.mg?) (Figura 13C). A relacédo dos flavondides com a atividade antioxidante é
devido aos anéis aromaticos fendlicos ligados a um ou mais grupos hidroxila em sua
estrutura, 0 que os torna capazes de se ligar aos radicais livres (SARAC; SEN, 2014). Na
literatura também pode ser comprovada a atividade antioxidante do extrato hidroetandlico das
sementes de H. courbaril (SPERA et al., 2019).

O alto teor de flavondides presentes na constituicdo quimica do extrato de Jatobd, pode
também correlacionar-se a atividade antimicrobiana, o que justifica aprofundar as pesquisas
direcionadas ao aproveitamento farmacéutico deste residuo. Estudos com o extrato do residuo
(galhos) de H. courbaril, como o que estamos relatando neste trabalho, ainda ndo foram
descritos na literatura, sendo possivel encontrar apenas pesquisas que utilizam outras partes da
planta, onde também € comprovada a presenca deste metabdlito secundario (flavondide)
(MARANHAO et al., 2013; SILVA et al., 2013; MIRANDA; CASTRO; SILVERIO, 2014),
havendo também diferencas em termos de quantificacdo desses compostos nas amostras.

5.4 Acdo antimicrobiana do extrato e da seiva de H. courbaril.
5.4.1 Antibiograma

Os resultados constatados para 0s microrganismos testados frente a antimicrobianos
padrdes estdo descritos na tabela 11. A leitura interpretativa do antibiograma foi dividida em

sensivel, quando a tensdo bacteriana foi inibida in vitro por uma concentracdo do

antimicrobiano que estd associado a uma alta probabilidade de sucesso terapéutico;
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intermediério, quando a tensdo bacteriana for inibida in vitro por uma concentracdo do
antimicrobiano que est4 associado a um efeito terapéutico incerto; e resistente quando a
tensdo bacteriana do antibiotico for inibido in vitro por uma concentracdo do antimicrobiano

que esta associado a um alta probabilidade de fracasso terapéutico (CANTON, 2010).

Tabela 11 — Antibiograma obtido para 0s microrganismo testados.

Microrganismos

E. A G. N. S. S. C.
fae hidro vag gon mar ent  albi
. . C kru
cal phyll inal orre cens eri o can o
is a is ae es ca

S. S. M. C.
Antibiédtico aure epider lute tet
us midis us  ani

Cefepime
30 g
Ciprofloxacino 5

Mg S
Cloranfenicol 30
Hg
Gentamicina 10
Hg S
Cloridrato de
Clindamicina R S S S S S
2ug
Eritromicina 15
Hg
Penicilina 10ug

R
S

Rifampicina 5 pg R I | | I
R

R R

Oxacilina
lug
Vancomicina 30
Hg
Sulfametoxazol +
Trimetoprima S R S S R S S S
23,75/1,25ug S

Tetraciclina 30ug R S S S S | S

Cefalotina 30pg S S S R

Ceftriaxona
30 ug S
Amicacina
30 ug S
Amoxicilina +
clavulanato 20/10 S S S R
Hg S
Ampicilina
10 pg S
Ceftazidima
30 pg R
Cefepime
30 pg S
Meropenem
10 ug S
Cefoxitina
30 ug S
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Continuacéo
Tabela 11 — Antibiograma obtido para os microrganismo testados.

Azitromicina 15

MY
Imipenem

10 pg
Moxifloxacina 5

HY
Estreptomicina

10 pg
Anfotericina 100

Hg
Fluconazol

25 ug
Nistatina
100 IU
Cetoconazol 50

ug

S S S S

S S

S

S- sensivel; I- intermediario; R — resistente
Fonte: Elaborado pelo préprio autor.

Autores confirmam resisténcia da bactéria E. coli aos antibidticos tetraciclina,
estreptomicina, sulfonamidas, ampicilina e canamicina, carbenicilina, rifampicina e
eritromicina (HIRSH; ZEE, 1999; DIAS et al., 2010).

Os antibidticos fornecem a pressao seletiva necesséria para 0 aumento e dispersdo de
bactérias resistentes, sendo que 0 uso continuo e 0 seu mau uso sao os fatores mais fortes a
essa resisténcia, sendo as informacGes obtidas e extraidas desse antibiograma tém grande
importancia tanto clinica como epidemioldgica (CORONELL-RODRIGUEZ; ARTETA-
ACOSTA; DUENAS-CASTELL, 2018).

5.4.2 Acdo fungicida e bactericida do extrato etanélico e da seiva de H. courbaril

Com relacdo aos fungos leveduriformes, o extrato etandlico foi mais ativo para a
espécie de C. kruzei ATCC34135, a qual mostrou CIM e CBM de 62,5 pg.mL™* (Tabela 12).
A importéncia de resultados para Candida sp. é realcado porque este microrganismo esta
entre os principais agentes ameacadores a nivel mundial, isso se deve a gravidade e/ou maior
incidéncia das doencas causada por este microrganismo, além de que este género ¢ a levedura
mais isolada entre infec¢bes fungicas sisttmicas (GANESAN et al., 2018, 2019; ALMEIDA
et al.,, 2019; ABOODY; MICKYMARAY, 2020). Algumas substancias sdo relatadas na
literatura com atividade antimicrobiana frente a C. albicans e C. kruzei, a exemplo séo a
quercitrina, quercetina e kaempferol, todas essas relatas neste trabalho (DJOUOSSI et al.,
2015; SALAZAR-ARANDA et al., 2015; SHAO et al., 2015; ANDRADE et al., 2018). A
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catequina também possui atividade antifingica contra C. albicans na concentragdo entre 15-
30 ug.mL(SILVA et al., 2013), sendo esta substancia também confirmada em H. courbaril.

Verificou-se que tanto o extrato etandlico quanto a seiva de H. courbaril apresentaram
atividade antimicrobiana. A acdo fungicida do extrato etandlico foi confirmada para 92,30%
dos isolados, ja para a seiva, verificou-se acdo fungistética e bacteriostatica para todos 0s
microrganismos testados.

Tabela 12 - Determinacdo da concentracao inibitoria minima (CIM) do extrato etandlico e da seiva do residuo de
H. courbaril contra os microrganismos testados

Extrato de Seiva de Controle
H. courbaril H. courbaril
Microrganismos CBM/ CBM/ CBM/
: ciM cev ™M cem CIM O cem
pg.mL*
Staphylococcus aureus -
ATCC23235 500,00 500,00 250,00 7,81 7,81
Staphylococcus epidermidis - -
ATCC12228 250,00 >1000 7,81 7,81
Micrococcus  luteus  ATCC *
7468D 15,62 1000 >1000 7,81 7,81
Clostridium tetani PINCQS 15,62 31.25 >1000  * 781 781
00067
rococeus faecalis NEWP 125,00 250,00 >1000 * 781 781
Aeromonas hydrophila *
CP007518-2 15,62 31,25 >1000 7,81 7,81
Gardinerella vaginalis ATCC 15,62 31.25 >1000  * 7.81 781
49154
g‘g;ge“a gonorrhoeae  ATCC 15,62 31,25 >1000  * 781 781
Serratia  marcescens ATCC 15,62 31,25 >1000  * 7.81 7.81
14756
Escherichia coli ATCC25922 250,00 1000 >1000 * 7,81 7,81
Salmonella enterica subsp. -
enterica BM/NIHT 00236 15,62 500,00 >1000 78l 78l
Candida kruzei ATCC34135 62,50 62,50 >1000 * 125 125
Candida albicans UFPEDA 1007 250,00 1000 >1000 * * *

*ac#o fungistatica e/ou bacteriostatica
CBM - Concentracao bactericida minima
CFM — Concentracéo fungicida minima

Fonte: Elaborado pelo prdprio Autor.

A efetividade de Jatoba frente a S. aureus foi confirmada por alguns autores, em que
testaram a susceptibilidade de 52 cepas frente ao extrato hidroetanolico de H. courbaril var.
stilbocarpa, verificando agdo muito superior aos extratos de Psidium guajava var. pomifera e
Pothomorphe umbellata e Bidens pilosa (GARCIA; UEDA; MIMICA, 2011). A agéo in vitro
desta espécie evidenciou a presenca de principios ativos antibacterianos, sendo encontrado no

estudo, halos de inibicdo de crescimento bacteriano de 8-10 mm. Outras partes da planta
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(fruto) também sdo relatadas em literatura com atividade antimicrobiana frente a S. aureus
(CORREA; AGUIRRE; PALACIQS, 2020).

Por meio da avaliacdo da atividade antimicrobiana, constatou-se que o extrato etanolico
de Jatoba foi bastante efetivo para a bactéria Gram-positiva C. tetani PINCQS 00067 e as
gram-negativas A. hydrophila CP007518-2, G. vaginalis ATCC 49154, N. gonorrhoeae
ATCC 9826, S. marcescens ATCC 14756, sendo encontrado as CIM de 15,62 pg.mL™? e
CBM de 31,25 pg.mL™* para estas. E ao analisar os resultados do antibiograma (Tabela 11)
com os antibioticos testados no combate desses microrganismos, verifica-se que C. tetani e G.
vaginalis foram resistentes a oxacilina, por outro lado, A. hydrophila e S. marcescens se
mostraram resistente a ceftazidima, além de que G. vaginalis foi resistente a meropemen.
Com isso, verifica-se a importancia de testar novos produtos, subprodutos e substancias
isoladas a partir de plantas, sendo estas em potencial para serem utilizadas no controle de
microrganismos resistentes.

A concentragdo bactericida do extrato etandlico de H. courbaril para S. aureus foi de
500 pg.mL* e para S. epidermidis verificou-se agdo bacteriostatica, nesta concentragdo. Ao
avaliarem a atividade antimicrobiana in vitro do extrato etandlico e hidroetandlico das folhas
da H. martiana Hayne frente as Staphylococcus spp., foi possivel constatar CBM média de
358 ug.ul?t e 520,82 ng.mL?, respectivamente (VIEIRA et al., 2018).

A atividade antimicrobiana do extrato etandlico do residuo madeireiro de H. courbaril
L. foi comprovada também frente a fungos fitopatogénicos, sendo citado concentracéo
inibitéria minima até 15,625 pg.mL?® para Macrophomina phaseolina. Esses dados
comprovam a ampla efetividade deste extrato para microrganismos de diferentes interesses
(SOUSA et al., 2020).

Diferentes partes da planta H. courbaril possuem atividade bioldgica contra isolados
clinicos bacterianos. O extrato bruto da casca é relatado na literatura com acédo bacteriostatica
frente a Acinetobacter baumannii, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa,
Escherichia coli e Staphylococcus aureus com CIM variando de 125 a 1000 pg.mL™?, além de
ser bactericida para E. faecalis em uma concentragdo considerada alta (1250 pg.mL™?)
(ALEIXO et al., 2013). Os resultados da CIM encontrados por esses autores para S. aureus
(500 pg.mL™1), E. coli (250 pg.mL™) e E. faecalis (125 pg.mL™) corroboram com os achados
para o extrato etandlico do residuo madeireiro de Jatoba.

A seiva extraida do fuste de H. courbaril foi menos ativa que o extrato etanélico de
Jatoba, pois, verifica-se na Tabela 12 que 92,30% tiveram CIM superior a 1000 pg.mL™,
exceto para S. aureus ATCC23235 a qual apresentou CIM de 250 pg.mL™. Ressalta-se ainda
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que para a seiva, a atividade foi bacteriostatica/ fungistatica. Costa et al. (2014) ao testarem a
seiva de H. courbaril em fungos leveduriformes observou-se a inibigdo do crescimento de
leveduras do complexo Cryptococcus neoformans com concentragdo inibitoria minima (CIM
<256 ng.mL™), além de que, o flavonoide fisetina, composto isolado da seiva desta espécie, é
muito ativo (CIM <128 pg.mL™). Na literatura é mencionado que as alteragBes nos teores de
flavondides totais é capaz de proporcionar uma variacdo nas atividades bioldgicas de uma
planta, sendo que esta afirmacao foi comprovada neste trabalho, pois verifica-se maior teor de
compostos fendlicos e melhor atividade antimicrobiana para o extrato etandlico do que a
seiva.

Verifica-se que 61,54% dos microrganismos apresentaram concentragdes inibitdrias
menores que 100 ug.mL™ para o extrato etanélico de jatoba. A atividade antimicrobiana de
extratos podem ser classificados conforme os resultados obtidos na CIM, onde concentracdes
abaixo de 100 pug.mL? é considerada alta atividade, valores entre 100 e 625 pg.mL? é
considerada com atividade moderada e CIM> 625 ug.mL™ com atividade fraca (KUETE,
2010). Com base nesta analise, verifica-se que as concentracdes inibitorias do extrato
etanolico de Jatoba encontrados neste trabalho possui alta e moderada atividade
antimicrobiana. A anélise dos dados quimicos verifica que a classe metabédlica predominante
no Jatoba sdo os flavonodides, e a sua natureza quimica depende de fatores como estrutura,
grau de hidroxilagdo, substituicdes, conjugacbes e grau de polimerizacdo (HEIM;
TAGLIAFERRO; BOBILYA, 2002), sendo descrito na literatura que esses compostos tem
acao bioldgica significativa a diversos microrganismos.

O flavonbides podem agir em um lugar especifico da célula ou em mdaltiplos locais.
Essas acOes englobam a formacdo de complexos com proteinas por meio de forcas
inespecificas que pode ser de ligacdo de hidrogénio, efeitos hidrofobicos, ou por ligacdes
covalentes. Isso faz com que a atividade antimicrobiana dos flavonodides esteja ligado a
habilidade dessa classe em inativar adesivos microbianos, enzimas e proteinas de transporte
(COWAN, 1999; MISHRA et al.,, 2009; KUMAR; PANDEY, 2013). Alguns tipos de
flavonoides, como os lipoficos tem a capacidade de romper a membrana microbiana, sendo
que a agdo desta classe de composto pode relacionar-se a fatores como a inibicéo da sintese de
acido nucleico (DNA girase), acdo do metabolismo energético bacteriano, ou ainda sobre a
alteracdo da funcdo da membrana citoplasmatica (CUSHNIE; LAMB, 2005; FULLERTON et
al., 2011; KUMAR; PANDEY, 2013).

Os flavondides possuem uma ampla capacidade em inibir a germinacdo de esporos,

sendo frequentemente indicados para serem utilizados no combate de infe¢cGes causadas por
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fungos patogénicos ao homem (SALAS et al., 2011). A atividade antifingica pode ainda estar
associada a natureza lipofilica dos flavondides, as quais sdo descritas como capazes de
romperem as membranas dos microrganismos (ARIF et al., 2009)

A atividade antibacteriana dos flavonoides é descrita como conflitante pois alguns
autores relatam que a acao dessa classe se da principalmente por meio de sua capacidade de
interacdo com a membrana plasmatica, sendo capaz de inibir sua funcdo, e posteriormente,
influenciar e/ou destruir a integridade celular (JUNIOR SOUZA; SALES; MARTINS, 2009).

Ao correlacionar 0s principais componentes quimicos do Jatoba com as analises
microbioldgicas verifica-se que alguns compostos propostos tanto para a seiva como para o
extrato etandlico tem elevado efeito bioldgico devido ao sinergismos dessas substancias ou a
uma molécula especifica. A astilbina é uma substancia encontrada em quantidade significativa
nos materiais analisados, sendo mais expressivo na seiva de H. courbaril. Ao avaliarem 0s
efeitos inibitorios desta substancia frente aos microrganismos M. luteus e S. epidermidis,
verificou-se que esta molécula é ativa frente a esses patdgenos, sendo a quantidade inibitdria
minima de 25 e 50 ug (MOULARI et al., 2006).

A forte atividade antimicrobiana da astilbina frente aos microrganismos gram-positivos
M. luteus e S. epidermidis, esta intimamente relacionada a estrutura quimica deste composto,
sendo verificado a essencialidade da presenca de grupos na posicdo 3, 4-hidroxila, além da
dihidroxilacéo nas posigdes 5 e 7 (MOULARI et al., 2006).

A quercetina é um flavondide conhecido por sua atividade antimicrobiana. Ao avaliar as
propriedades antibacterianas desta substancia contra o S. aureus, E. coli e P. aeruginosa por
meio do método diluicdo em caldo verificou-se que este composto foi mais efetivo para S.
aureus e P. aeruginosa, sendo a concentragdo minima inibitoria encontrada de 20 pg.mL*
para ambos. No caso da E. coli foi determinada a CIM de 400 pg.mL™, sendo a concentragdo
maior aos demais patdgenos testados (JAISINGHANI, 2017).

Ulanowska et al. (2006) ao avaliarem a atividade antimicrobiana da narigenina e
genisteina frente a bactéria E. coli, verificaram que esta é resistente aos flavondides
mencionados em concentracdes superiores a 0,1 milimolar. Constatamos também neste
trabalho, a partir da anélise quimica, a presenca da genisteina, em maior quantidade no extrato
etanolico de H. coubaril, a qual podemos inferir que a molécula pode estar em concentracdo

suficiente para contribuir ou ser responsavel pela atividade biologica desta espécie.

5.4.3 Acdo bacteriostatica da Taxifolina
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Apo6s a identificacdo por ressonancia magnética nuclear, procedeu-se o ensaio de
atividade antimicrobiana da substancia taxifolina, substancia que foi isolada em maior
quantidade (6,6 mg) a partir do extrato etandlico de H. courbaril. A partir dos ensaios
microbiologico verificamos que os resultados foram similares para quase todas bactérias
testadas (M. luteus ATCC 7468D, N. gonorrhoeae ATCC 9826, S. enterica subsp. Enterica
BM/NIHT 00236, S. marcescens ATCC 14756) com CIM de 125 pg.mL™, exceto para e G.
vaginalis (CIM>250 pg.mL™). Quando observadas as CBM, constatou-se que esta substancia
possui acdo bacteriostatica frente a estes microrganimos (Figura 72).

A andlise dos dados nos permite inferir que a taxifolina pode ndo ser a principal
responsavel pela atividade microbioldgica, visto que o extrato bruto teve maior acdo contra 0s
microrganismos testados. Verifica-se ainda que quando comparado ao antibiotico

ciprofloxacina (controle), a substancia isolada foi menos eficiente.

Figura 72 - CIM da taxifolina frente a patdgenos de interesse clinico.
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Fonte: Elaborado pelo prdprio Autor.

Artem’Eva, Pereselkova e Fomichev (2015), determinaram a atividade da taxifolina em
0,5, 1,0, 2,0 e 5,0% frente aos microrganismos S. epidermidis ATCC 14990, M. luteus ATCC
4698, M. luteus ATCC 10240, E. coli VL-613 e P. aeruginosa. Estes autores verificaram que
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as bactérias S. epidermidis ATCC 14990 e M. luteus ATCC 4698 sao altamente sensiveis a
essa substancia na concentracdo de 5,0%.

Foi testado e comprovado a atividade desta substancia em outros microrganimos como
E. coli VL-613, S. epidermidis ATCC 14990 e P. aeruginosa 98, E. faecalis (GYAWALI,
IBRAHIM, 2014; ARTEM’EVA; PERESELKOVA; FOMICHEYV, 2015).

Alguns dos patdgenos possuem resisténcia a multiplos antibidticos quando ensaiados
(Tabela 11). Na literatura pode ser constatado que a taxifolina pode melhorar a eficacia de
antibioticos tradicionais como a ceftazidima e a levofloxacina (KATAVIC et al., 2007).

A acdo terapéutica da taxifolina frente a E. faecalis (CIM<128 pg.mL?) também ¢é
citada, inclusive esta bactéria mostrou-se resistente a vancomicina (JEONG et al., 2009).
Neste trabalho, o antibiotico em questdo foi classificado como intermediario para o tratamento

deste microrganismo.



117

6 CONCLUSAO

O estudo quimico do residuo madeireiro de H. courbaril esta sendo descrito pela
primeira vez neste trabalho. Tanto a seiva como o extrato etanolico do residuo madeireiro de
H. courbaril s&o fontes de substancias fenolicas e flavonoidicas, sendo encontradas moléculas
desta classe consideradas os marcadores quimiotaxonémicos do género Hymenaea.

O método desenvolvido pela analise de cromatografia liquida CLAE-IES-EM/EM
ofereceu uma forma rapida e eficiente de determinar os flavondides presentes nesta espécie.

A abordagem de redes moleculares comparando extrato etandlico e seiva de H.
courbaril foi considerado um diferencial neste estudo, onde a substituicdo do solvente néo
trouxe prejuizo ao processo analitico, e sua aplicacdo demonstra vantagens e beneficios
ambientais, econémicos, além da menor exposi¢do operacional.

A combinacdo das técnicas de CLAE-IES-EM/EM e de Molecular Networking
possibilitou uma adequada interpretacdo dos resultados. A partir da aplicacdo das redes
moleculares para analise do extrato etandlico dos residuos madeireiro e da seiva de H.
courbaril foi possivel anotar 16 substancias, sendo predominantemente da classe dos
flavonoides como acido rosmarinico, acido cafeico, acido ferulico, (epi)catequina, 3-O-metil-
(epi)catequina, aromadendrina ou dihidrokaempferol, genisteina, engeletina, taxifolina,
kaempferol, taxifolina 3-O-deoxihexose (astilbina), kaempferol-7-O-deoxihexose, quercetina-
3-O-deoxihexose (quercetina), quercetina, gliricidina, isoramnetina, além de derivados da
taxifolina.

O fracionamento do extrato etandlico do residuo madeireiro de H. courbaril por CLAE
permitiu o isolamento das substancias fustina, taxifolina, 3-metoxi-quercetina e a quercetina e
sua identificacdo por Ressonancia Magnética Nuclear.

Por meio da andlise da CG-MS identificamos compostos organicos volateis no extrato
etandlico de H. courbaril, quando constatou-se a presenca de substancias Ester metilico do
4cido 5,5,8a-betadecahidrotetrametil-2-metileno-1-naftalenopentandico, Ester metilico do
4cido 2-hidroxibetadecahidro-2,5,5,8a-pentametil naftalenopentanoico, Ester etilico do Acido
palmitico, Oxido de Epimanoil, Ester etilico do Acido linoleico, Ester etilico do Acido oleico
e Beta-sisterol (stigmasterol-22,23-dihidro).

Os resultados do presente estudo indicaram que tanto o extrato etanolico como a seiva
de H. courbaril apresentam atividade antioxidante nos testes de DPPH e FRAP, podendo ser

considerado uma fonte de compostos fendlicos. No entanto, observou-se maior atividade
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antioxidante, teor de fendlicos e flavondides para a amostra do extrato etandlico do residuo
madeiro de jatoba.

O extrato etanolico também destacou-se por ter maior potencial antimicrobiano in vitro,
sendo ativo nas bactérias C. tetani PINCQS 00067, A. hydrophila CP007518-2, G. vaginalis
ATCC 49154, N. gonorrhoeae ATCC 9826 e S. marcescens ATCC 14756. A seiva, no
entanto, teve menor atividade bioldgica, sendo bacteriostatica/ fungistatica para todos os
patdgenos. Com isso, pode-se inferir que o teor de fendlicos pode estar diretamente
relacionado a referida atividade nesta planta.

Ao ser avaliada a atividade antimicrobiana da taxifolina, verificou-se que esta possui
menor efeito quando comparado ao extrato bruto, demonstrando que a jungéo das substancias
ou outra molécula especifica podem ser responsaveis pela atividade desta parte da planta.

O efeito antimicrobiano juntamente com o entendimento e analise das substancias
presentes em H. courbaril nos demonstra o potencial terapéutico desta espécie, sendo
importante e necessario futuros experimentos que facam énfase a esses constituintes fenélicos
para o tratamento de infeccBes bacterianas e fungicas (problematica mundial). Além de que
este estudo contribui para a seguranca da utilizacao tradicional de produtos e subprodutos do

Jatobda, bem como, a longo prazo, para a preparacdo de formulacfes a base de plantas.
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