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RESUMO

A espécie Metrodorea flavida K. Krause, conhecida popularmente como trés folhas, pertence a
familia Rutaceae, é uma espécie endémica do bioma Amazo6nico. Apesar de pertencer a um
taxon de relevancia econémica e medicinal, alem de estar inserida em uma das regiGes do
planeta de maior relevancia biotecnoldgica, observa-se ainda para esta espécie, uma escassez
de trabalhos voltados a fitoquimica de M. flavida. Dessa forma, neste trabalho buscou-se
contribuir para o estudo fitoquimico desta espécie, através da determinacdo dos perfis quimico,
cromatografico e espectroscopico dos extratos de M. flavida, do isolamento e elucidagédo
estrutural dos compostos majoritérios, assim como, na avaliagdo dos potenciais antioxidante e
antimicrobiano dos extratos das folhas de M. flavida. Primeiramente foram realizadas
microextracOes das folhas da planta com os solventes acetato de etila, etanol 96% e etanol 70%.
Apbs analise dos perfis obtidos por Cromatografia de Camada Delgada de Alta Eficiéncia,
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), por Ressonancia Magnética Nuclear e dos
testes antioxidantes e antimicrobianos com os extratos, foi realizada uma extracdo por
maceracao utilizando etanol 70%, deste extrato ocorreu fracionamento com Extracéo por Fase
Solida, resultando em 23 fracOes, destas, os constituintes da fracdo 60%V1 foram purificados
por cromatografia liquida de alta eficiéncia, assim como, as substancias isoladas foram
elucidadas por espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) de 1D e 2D. Os perfis
quimicos dos extratos M. flavida indicaram a presenca de substancias das classes dos terpenos,
flavonoides e cumarinas, os testes antioxidantes dos extratos demostraram que o0 microextrato
obtido com etanol 70%, apresentou maior eficiéncia no sequestro de radicais DPPH", além
disso, para os testes antimicrobianos, o microextrato obtido com acetato de etila apresentou 0s
melhores resultados para as cepas de Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis e Escherichia
coli. O extrato macerado etanol 70% também foi testado para as mesmas cepas supracitadas e
apresentou acdo bactericida para S. aureus, B. subtilis e E. coli, alem da acéo bacteriostatica
para Salmonella typhimurium. A partir da fracdo 60%V 1, foram isoladas cinco substancias (S1,
S2, S3, S4 e Sb), que apobs analises por Ressonancia Magnética Nuclear e minuciosa pesquisa
nas plataformas Scinfinder e PubChem, constatou-se que as substancias S2 e S4 tratam-se de
duas diidrochalconas inéditas, isoladas pela primeira vez a partir de plantas. Dessa forma, 0s
dados obtidos representam uma contribuicdo para o estudo fitoquimico e das propriedades
bioldgicas da espécie M. flavida, assim como, para a quimica de produtos naturais, uma vez
gue dois novos compostos naturais foram descobertos.

Palavras-chave: Biodiversidade Amazénica. Folhas de Metrodorea flavida. Diidrochalconas

inéditas. Antioxidante. Antimicrobiano.



ABSTRACT

The species Metrodorea flavida K. Krause, popularly known as three leaves, belongs to the
Rutaceae family, and is an endemic species of the Amazon biome. Despite belonging to a taxon
of economic and medicinal relevance, in addition to being located in one of the regions of the
planet with the greatest biotechnological relevance, there is still a scarcity of studies focused
on the phytochemistry of M. flavida for this species. Therefore, this work sought to contribute
to the phytochemical study of this species, through the determination of the chemical,
chromatographic and spectroscopic profiles of M. flavida extracts, the isolation and structural
elucidation of the major compounds, as well as the evaluation of antioxidant potentials. and
antimicrobial from M. flavida leaf extracts. Firstly, microextractions were carried out from the
plant leaves with the solvents ethyl acetate, 96% ethanol and 70% ethanol. After analyzing the
profiles obtained by High Efficiency Thin Layer Chromatography, High Efficiency Liquid
Chromatography (HPLC), by Nuclear Magnetic Resonance and antioxidant and antimicrobial
tests with the extracts, an extraction was carried out by maceration using 70% ethanol, of this
extract. fractionation occurred with Solid Phase Extraction, resulting in 23 fractions, of which
the constituents of fraction 60%V1 were purified by high-performance liquid chromatography,
as well as the isolated substances were elucidated by 1D Nuclear Magnetic Resonance (NMR)
spectroscopy and 2D. The chemical profiles of the M. flavida extracts indicated the presence of
substances from the classes of terpenes, flavonoids and coumarins, the antioxidant tests of the
extracts demonstrated that the microextract obtained with 70% ethanol presented greater
efficiency in scavenging DPPH" radicals, in addition, for antimicrobial tests, the microextract
obtained with ethyl acetate showed the best results for strains of Staphylococcus aureus,
Bacillus subtilis and Escherichia coli. The 70% ethanol macerated extract was also tested for
the same strains mentioned above and showed bactericidal action for S. aureus, B. subtilis and
E. coli, in addition to bacteriostatic action for Salmonella typhimurium. From the 60%V1
fraction, five substances were isolated (S1, S2, S3, S4 and S5), which after analysis by NMR
and thorough research on the Scinfinder and PubChem platforms, it was found that substances
S2 and S4 are treated of two new dihydrochalcones, isolated for the first time from plants. In
this way, the data obtained represent a contribution to the study of phytochemistry and the
biological properties of the species M. flavida, as well as to the natural product chemistry, since
two new natural compounds were discovered.

Keywords: Amazon Biodiversity. Leaves of Metrodorea flavida. New dihydrochalcones.

Antioxidant. Antimicrobial.
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1. INTRODUCAO

Relatos histdricos apontam que em diferentes civilizagGes primitivas utilizavam de folhas,
raizes, frutos, sementes e cascas de arvores em rituais religiosos e no tratamento de doencas,
demonstrando, assim, que desde os tempos remotos 0s humanos utilizavam as plantas como recursos
terapéuticos. Atualmente, a Quimica dos Produtos Naturais (QNP) é a area que pesquisa as
substancias geradas pelas reacGes metabolicas que ocorrem dentro de vegetais € microrganismos.
Entres essas substancias estdo os metabolitos secundarios. Esses compostos tém sua distribuicao e
concentracdo diferente em cada espécie, exercendo variadas funcdes para a sua sobrevivéncia e
perpetuacdo no ecossistema. Com o avango tecnoldgico, os métodos de obtencédo e estudo dessas
espécies fitoquimicas evoluiram, viabilizando a elaboracdo de perfis fitoquimicos e a descoberta de
novos insumos, gerando assim, um maior interesse das industrias farmacéuticas e alimenticia (Da
Cruz Monteiro; Brandelli, 2017; Simdes et al., 2016; Viegas Jr, Bolzani, Barreiro, 2006).

Neste cendrio a familia Rutaceae destaca-se por agrupar espécies que produzem substancias
de relevancia medicinal, como compostos com acdo antitumoral, anticolinesterasica, anti-
inflamatoria, antibacteriana, antiprotozoéria, larvicida, fitotoxica e pesticida (De Freitas, Lima,
2021; Franco, Albieiro, 2018). Estudos realizados por Burger et al., (2014), Duarte (2017) e Madeiro
(2016), apontam a acdo antimicrobiana, de extratos e substancias isoladas de espécies do taxon
Rutaceae, pertencentes a subtribo Pilocarpinae, principalmente aquelas dos géneros Esenbeckia,
Pilocarpus e Metrodorea, frente as cepas de bactérias Staphylococcus aureus e Staphylococcus
epidermidis, dos protozoarios Plasmodium falciparum e Trypanosoma cruzi, além disso verificou-
se a acdo inseticida frente a espécie de formigas Atta sexdens rubropilosa. Estudos realizados por
Marin Severiche et al. (2016), com extratos das folhas e caule da espécie de Esenbeckia litoralis,
buscou avaliar a sua capacidade em sequestrar os radicais livres DPPH" e sua relacdo direta com
efeitos deletérios do estresse oxidativo, 0 que estd intimamente relacionado a patologias como
cancer, obesidade, mal de Parkinson, Alzheimer, inflamacGes e até mesmo o envelhecimento. Estas
propriedades medicinais de espécies de Pilocarpinae, se deve a capacidade biossintética destes em
metabolizar classes fitoquimicas de amplo espectro bioldgico, como alcaloides e compostos

fendlicos pertencentes as classes dos flavonoides, antraquinonas, cumarinas e lignanas.

Dessa forma, a Metrodorea flavida K. Krause, além de pertencer a familia botanica Rutaceae
e subtribo Pilocarpinae, € uma especie endémica de um dos principais biomas do planeta, a
Amazonia. Conhecida popularmente como carrapateira, pau d’arquinho ou café bravo (Pirani,

Groppo, 2020), apesar do importante contexto em que a espécie esta inserida, a biodiversidade
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amazOnica, em revisdo a literatura, observa-se que até o momento poucos trabalhos cientificos
investigaram a composi¢éo fitoquimica de extratos de M. flavida e as propriedades medicinais da
espécie. Sendo apenas nas pesquisas realizadas por Baetas et al. (1996; 1999) e Pernin et al. (1999),
em gue investigaram a composicao quimica dos extratos do caule, raiz e folhas de M. flavida, atraves
do isolamento e elucidagdo estrutural, relataram a presenca de metabolitos secundarios pertencentes
as classes das lignanas, terpenos, cumarinas e alcal6ides. Quanto ao aspecto bioldgico, apenas
Mascarini et al. (2020) e Sanches et al. (2021), descreveram testes com extratos das folhas de M.
flavida para controle biologico de formigas da espécie Atta sexdens e de fungos das espécies

Aspergillus flavus e Fusarium oxysporum.

Portanto, a perspectiva deste trabalho é contribuir para o estudo fitoquimico da espécie M.
flavida, obtendo seu perfil quimico, cromatografico e espectroscopico, isolando e elucidando
metabolitos secundarios das folhas de M. flavida, assim como, avaliar a atividade antimicrobiana
contra as cepas das bactérias Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Salmonella typhimurium
(ATCC 14028), Bacillus subtilis (ATCC 6633) e Escherichia coli (ATCC 25922). Além disso,
busca-se ainda avaliar a capacidade antioxidante dos extratos das folhas de M. flavida através da
bioautografia direta e através de ensaios por espectroscopia de ultravioleta por meio dos radicais
DPPH".
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2. OBJETIVOS
2.1. Geral

Realizar o estudo fitoquimico de extratos das folhas da espécie M. flavida e avaliar os seus

potencias antimicrobianos e antioxidantes.

2.2. Especificos

>

Avaliar o perfil quimico por Cromatografia em Camada Delgada de Alta Eficiéncia
(CCDAE), dos extratos das folhas de M. flavida.

Avaliar o perfil cromatografico por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), dos

extratos das folhas de M. flavida.

Avaliar o perfil espectroscopico por Ressonancia Magnética Nuclear (RMN), dos extratos
das folhas de M. flavida.

Realizar o fracionamento e isolamento dos constituintes majoritarios do extrato das folhas
de M. flavida.

Elucidar/ldentificar as estruturas das substancias isoladas através da espectroscopia de
RMN.

Avaliar o potencial antimicrobiano dos extratos contra as cepas das bactérias Staphylococcus
aureus (ATCC 25923), Salmonella typhimurium (ATCC 14028), Bacillus subtilis (ATCC
6633) e Escherichia coli (ATCC 25922).

> Avaliar o potencial antioxidante dos extratos por bioautografia via sequestro de radicais
DPPH".
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Familia Rutéacea

A familia Rutaceae pertence a ordem sapindales, suas espécies estdo distribuidas em
regibes tropicais, subtropicais e temperadas, sendo mais encontradas nos continentes americano e
ocednico. Para este tdxon j& foram catalogadas cerca de 2100 espécies, agrupadas em
aproximadamente 160 géneros em todo planeta. No Brasil, sdo descritos aproximadamente 195
individuos de 33 géneros, destas, um pouco mais de 100 espécies sdo consideradas endémicas do
territorio brasileiro, habitando principalmente nos biomas amazonico e de mata atlantica (Burger,
2014; Pirani, Groppo, 2020; Saraiva Filho et al., 2020).

Segundo Burger (2014), Groppo et al., (2008) e Saraiva Filho et al., (2020), esta familia
tem relevancia na area da quimica dos produtos naturais por seus membros apresentarem
metabolitos secundarios de diferentes classes quimicas como: terpenos, limondides, alcaldides,
lignanas, cumarinas e flavonoides. Essas classes quimicas tém substancias com acdo antioxidante,
inseticida, herbicida, antiparasitaria, antifingica, antiprot6zoaria, antiviral e bactericida
comprovada, fazendo aumentar o interesse pelos estudos de novos compostos bioativos de plantas
desta familia. Exemplos importantes das propriedades farmacoldgicas das rutaceas sdo as plantas
Pilocarpus microphyllus, conhecida popularmente como jaborandi, € uma fonte natural da
pilocarpina, utilizada para tratamento do glaucoma, a Esenbeckia febrifuga, popularmente
conhecida como trés-folhas-do-mato, é utilizada como febrifugo em geral e antimalérica, e a
Esenbeckia grandiflora, conhecida como chupa-ferro que apresenta atividade antibacteriana,
larvicida e no tratamento a psoriase (Franco, Albieiro, 2018; Muntoreanu et al., 2011; Saraiva Filho
et al., 2020).

3.2. Género Metrodorea Saint-Hilaire.

O género Metrodorea é composto por seis espécies (M. concinna Pirani & P. Dias; M.
flavida K. Krause; M. maracasana Kaastra; M. mollis Taubert; M. nigra Saint-Hilaire e M. stipularis
Martius). As espécies de Metrodorea estdo agrupadas com os géneros Esenbeckia Kunth, Raulinoa
R. S. Cowan e Pilocarpus Vahl constituindo a subtribo Pilocarpinae, da tribo Galipeae, (Cerqueira,
2011; Muntoreanu et al., 2011, Santana, 2012). Sendo que as espécies de Metrodorea sdo endémicas
do Brasil, exceto a M. flavida que pode ser encontrada em outros paises que compartilham o bioma
amazonico (figura 1), (Burger, 2014; Cruz et al., 2017; Dias et al., 2013; Duarte, 2017; Sanches,
2021; Santana, 2012).
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Figura 1 — Ocorréncia do género Metrodorea na América do Sul.

Fonte: Adaptado GBIF Backbone Taxonomy, 2023.

Apesar de escassos 0s estudos fitoquimicos realizados com espécies do género
Metrodorea, aqueles desenvolvidos por Baetas et al., (1996; 1999), Burguer (2014), Madeiro
(2016), Mdller et al., (1995), Pernin et al., (1999), Sanches (2021) e Santana (2012), relatam a
presenca de metabolitos secundarios de classes fitoquimicas importantes, como terpenos, alcaloides,

flavonoides, antraquinonas, taninos e cumarinas (tabela 1).

Tabela 1 — Espécies do género Metrodorea e suas classes fitoquimicas.

Espécie Classe fitoquimica Autor

M. flavida K. Krause Cumarinas; alcaloides; terpenos; Baetas et al, 1996: 1999;
lignanas. Pernin et al, 1999.

M. mollis Taub. Cumarinas; lignanas; terpenos. Madeiro, 2016.

M. maracasana Kaastra. Cumarinas Santana, 2012.

M. stipularis Mart. Cumarinas; alcaloides; flavonoides. Burger et al., 2014.

M. nigra St.-Hill. Cumarinas; alcaloides; lignanas; Muller, 1995.

terpenos; flavonoides.
Fonte: dados da pesquisa (2023).

3.3. Espécie Metrodorea flavida K. Krause.

A espécie M. flavida de sinonimia Esenbeckia coriacea, € uma arvore de grande porte,
podendo chegar a aproximadamente 25 metros de altura, possui caule com casca cinza claro, suas
folhas apresentam ramificagdes que combinam até trés unidades em um mesmo ramo — 0 que
origina um de seus nomes vernaculares “trés folhas”, além disso, suas flores sdo pequenas e
brancas, seus frutos tém coloragéo castanha e geram cerca de 10 sementes cada (figura 2), (Pirani,
Groppo, 2020).
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Figura 2 — Folhas da espécie M. flavida in natura.

Fonte: Pirani, Groppo, 2020.

No Brasil a espécie M. flavida apresenta diversos nomes vernaculares, variando desde
pau d’arquinho (no Pard), pirarara branca (no Acre), trés folhas ou carrapateira (no Matogrosso)
e café-bravo (no Maranh&o). E uma espécie encontrada em florestas de terra firme ou em matas
secundarias, normalmente floresce entre outubro e janeiro. Dentre as espécies do género
Metrodorea é a Unica que pode ser encontrada fora do Brasil, sendo relatada no bioma Amazénico
da Bolivia, Peru e Suriname, (figura 3), (Pirani, Groppo, 2020).

Figura 3 — Mapa onde que indica os registros da M. flavida.

Chile

Fonte: Adaptado de GBIF Backbone Taxonomy, 2023.

Para essa espécie Baetas et al. (1996), pesquisaram a composi¢cdo quimica do extrato
diclorometénico obtidos pela percolacdo das folhas, resultando no isolamento das cumarinas
bergapteno, xantotoxina, heraclenol e 8-(2,3-diidroxi-3-metilbutioxi)-6,7-metilenodioxicumarina,
além da lignana eudesmina (figura 4). Em um outro trabalho, Baetas et al. (1999) obteve por
percolacdo com hexano o extrato do caule M. flavida, em que a partir deste isolou e identificou oito
cumarinas (5,6-metilenedioxi-7,8-dimetoxicumarina, escoparona, 6,7-metilenodioxi-8-
metoxicumarina, isopimpinelina, imperatorina, brailina e novamente a xantotoxina), quatro
alcaloides (y-fagarina, kokusaginina, maculina e rutaecarpina), um acido fenoélico (&cido siringico),

um triterpeno (lupeol) e um esteroide (B-sitosterol) (figura 4).
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Em outra pesquisa, Pernin et al. (1999), estudaram a composi¢do quimica do extrato obtido
com éter de petrdleo, das raizes de M. flavida, neste trabalho foram isoladas e identificadas sete
cumarinas: 5,7,8-trimetoxicumarina, sabandina, 5-hidroxiseselina, xantotoxina, isopimpinelina,

imperatorina e brailina (figura 4).

Figura 4 — Quadro com estruturas quimicas das substancias isoladas da espécie M. flavida.
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Legenda: (a) Baetas et al. (1996); (b) Baetas et al. (1999); (c) Pernin et al. (1999).
Fonte: Adaptado de Baetas et al. (1996); (1999); Penin et al. (1999).

3.4. Substancias antioxidantes

Os antioxidantes, sdo um amplo grupo de substancias que exercem a funcdo de atrasar,
prevenir, diminuir ou eliminar o efeito danoso dos radicais livres, sintetizados ou decompostos nas
reacOes metabolicas ou por fatores externos, ao organismo. Os radicais livres sdo substancias que
tem elétrons nao pareados em sua camada de valéncia, tornando suas estruturas instaveis e reativas,
que se multiplicam em modo cascata. Quando em propor¢des adequadas, exercem a mediacao para
atransferéncia de elétrons em inimeras rea¢des bioquimicas, entre as quais, as rea¢cdes que auxiliam
0s mecanismos de defesa do organismo e o processo de respiracdo. Porém, a producdo excessiva
gera estresse oxidativo, podendo causar danos ao organismo como o envelhecimento celular
precoce, transtornos neurodegenerativos, obesidade etc. (Barbosa et al., 2010; Pereira, Das Gracas
Cardoso, 2012; Vasconcelos et al., 2014).

Os antioxidantes sdo primordiais para controlar as atividades dos radicais livres no corpo
mantendo o bom funcionamento das funcdes intracelulares, sendo produzidos em pequenas
guantidades pelo organismo animal e introduzidos na dieta por meio de suplementos alimentares
sintéticos ou de maneira natural principalmente sendo ingeridos com o consumo de frutas, legumes
entre outros vegetais, em frutas citricas e 0s complexos vitaminicos comercializado em capsulas
(Botelho et al., 2022; Dos Santos et al., 2021; Flambo, 2013; Santos, 2020).

Entre os antioxidantes que existem, os flavondides sdo os principais, além das cumarinas,
alcaloides, lignanas, taninos e estilbenos. 1sso é possivel, devido as caracteristicas de inibicdo dos
efeitos da cascata oxidativa, que protegem o organismo dos efeitos danosos dos radicais livres. Isso

gera uma acao protetora dos sistemas biologicos e prevencéo contra doencas (diabetes, osteoporose,
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diversos canceres, hepatopatias, catarata e disfungdes cerebrais). Por esses motivos, os antioxidantes
naturais estdo sendo cada vez mais inseridos nas dietas (Dos Santos et al., 2021; Pereira, Das Gragas
Cardoso, 2012; Pinheiro et al., 2022).

3.5. Substancias antimicrobianas

Doencas causadas por microrganismos como bactérias, virus e etc. sdo capaz de provocar
crises de salde em propor¢des mundiais, por isso é necessario buscar meios para combater tais
patogenos. A partir da descoberta da penicilina, no inicio do século passado, foi possivel realizar
tratamentos com eficacia comprovada contra doengas causadas por microrganismos,

revolucionando assim a maneira de combater essas enfermidades.

Contudo, o uso indiscriminado de antibiGticos criou cepas de microrganismos super-
resistentes a antimicrobianos comuns, como é o caso cepas das bactérias B. subtilis, S. aureus, S.
typhimuriu e E. coli. Estas cepas tém gerado preocupacfes a nivel mundial, devido a estes
microrganismos serem causadores de infec¢cGes com alto nivel de mortalidade. Cerca de 700 mil
mortes por ano sdo causadas por superbactérias e projeta-se que até metade deste século ocorrerao
mais de 10 milhdes de mortes/ano pela mesma causa (Anjos, 2020, Flambd, 2013; Muribeca et al.,
2022).

Estudos realizados para obtencdo de novas substancias antimicrobianas a partir de extratos
vegetais tém sido de suma importancia para o desenvolvimento de novos farmacos. Este crescente
interesse esta relacionado a diversidade das estruturas quimicas dos metabolitos secundarios das
classes de flavonoides, cumarinas, alcaloides, estilbenos, antraquinonas e etc. (Anjos, 2020;
Madeiro et al., 2017; Muribeca et al., 2022).

Os antimicrobianos sdo substancias de origem natural, semi ou totalmente sintética, que
podem inibir ou matar bactérias ou fungos especificos. Sua classificacdo é de acordo com sua
atividade: bacteriostaticos quando apenas inibem o metabolismo ou bactericidas quando matam.
Essa atividade é mensurada através da determinacdo da Concentracdo Minima Inibitéria (CMI),
quantidade minima para inibir o aumento da populagédo do microrganismo-teste ou da Concentragéo
Minima Bactericida (CMB) quantidade minima para matar a populacdo do microrganismo-teste
(Anjos, 2020; Oliveira et al., 2007; Oso6rio, 2012).
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Coleta e processamento do material vegetal

A coleta do material botanico ocorreu na comunidade de Vila Nova, municipio de
Magalh&es Barata — Pard, sendo coletados cerca de 1,500 kg de folhas da espécie M. flavida, além
dos ramos férteis para a deposi¢do da exsicata junto ao herbario do Museu Paraense Emilio Goeldi

(Herbério Jodo Murga Pires), com o nimero de registro 211918.

Para o processamento do material in natura, inicialmente realizou-se a secagem em estufa
com circulagdo de ar forgado, tendo a temperatura e umidade controladas (T =45 °C; U = 20%) no
analisador de umidade: GEHAKA — modelo 12500, até atingir massa constante. Em seguida, as
folhas secas foram cominuidas e peneiradas em moinho de martelo e facas utilizando peneira de 14
Mesh.

4.2. Preparo dos extratos
4.2.1. Extracdo assistida por banho ultrassonico

Para o estudo fitoquimico das folhas de M. flavida foram obtidos extratos por
microextracdo da matéria-prima, em que inicialmente buscou-se avaliar a capacidade extratora e
seletividade dos solventes acetato de etila (TEDIA® COMPANY — Fairfield, EUA), etanol hidratado
96° INPM (SANTA CRUZ — Guarulhos, SP, Brasil) e etanol hidratado 70° INPM (SANTA CRUZ
— Guarulhos, SP, Brasil). Para a extracdo utilizou-se um banho ultrassonico (BRANSON 2510 —
Danbury, CT, EUA), sendo o equipamento ajustado para operar na frequéncia de 42 KHz, poténcia
de 100 W e temperatura de 27 °C. Os microextratos (ME) foram obtidos em triplicata, adotando a
relacdo massa de amostra por volume de solvente extrator 1: 10 (5,00 g de biomassa para 50 mL),
com tempo de extragdo de 30 minutos, sendo para cada solvente realizadas duas bateladas. Apds
esta etapa, as solucBes extratoras foram concentradas em estufa com circulacdo de ar, com
temperatura controlada a 45°C (QUIMIS®), em seguida os microextratos acetato de etila (MFMEA),
etanol 96° (MFMEE96) e etanol 70° (MFMEE70) foram armazenados em frascos ambar e

condicionado em freezer.
4.2.2. Extragdo por maceragdo

Para a continuidade do estudo fitoquimico, apos a analise prévia dos microextratos (Secao
5.1.1 e 5.2), optou-se para o escalonamento do método a técnica de extracdo por maceracao,
adotando como solucdo extratora o solvente etanol 70° INPM. O Extrato Bruto Macerado



27

(MFEBME?70), foi obtido adotando a relagdo massa de amostra por volume de solvente extrator 1:
10 (100 g de biomassa para 1L) do solvente mencionado, por 72 horas por batelada, sendo feitas 5
bateladas. Ap0s esta etapa, a solugdo resultante foi concentrada em sistema de destilagdo a vacuo,
utilizando evaporador rotativo Syncore, em seguida o MFEBME70 foi armazenado em frasco ambar

e condicionado em freezer.
4.3. Caracterizacao dos extratos

Os microextratos foram caracterizados a partir da adaptacdo da metodologia descrita por
Pinheiro et al. (2022), tendo sido utilizadas diferentes técnicas analiticas para a identificacdo de
compostos organicos — Cromatografia em Camada Delgada de Alta Eficiéncia (CCDAE),
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) e espectroscopia de Ressonancia Magnética
Nuclear (RMN).

Para a realizacdo dos perfis quimico, cromatografico e espectroscopico, foi realizado um
pré-tratamento dos microextratos por Extracdo em Fase Sélida (EFS), para a retirada de substancias
interferentes, especialmente clorofila, em que esta prejudica a leitura das cromatoplacas no UV 366
nm, gera interferéncia espectral no RMN H, assim como, pode danificar a coluna C-18 do HPLC.
Dessa forma, aliquotas de 180 mg de cada extrato foi tratado por EFS, onde utilizou-se cartuchos
SPE Strata C18-E de 1 g/ 6 mL (55 um, 70 A) (PHENOMENEX — Torrance, EUA). Inicialmente
limpou-se o leito dos cartuchos com 100% de ACN, além da ativacdo deste com H.O ultrapura
100%. Em seguida a amostra foi preparada, através da diluicdo de 180 mg dos respectivos
microextratos, em 6 mL de ACN/H20 (70 : 30), com homogeneiza¢do da solu¢cdo em banho
ultrassdnica por um minuto. Apés o condicionamento do cartucho e o preparo da amostra, a solugédo

foi injetada com o auxilio de ar comprimido e injetado mais um volume de ACN/H20 (70:30).
4.3.1. Perfil fitoquimico por CDDAE

Os perfis fitoquimicos dos microextratos foram desenvolvidos em sistema automatizado,
composto pelos moédulos de aplicagdo (Automatic TLC Sample 4), fotodocumentador (TLC
Visualizer) e cuba de elui¢do (dimensdo 10x10 cm) com calha dupla, todos da marca CAMAG®
(Muttenz, Suica).

Adotou-se como fase estacionaria cromatoplacas de silica gel F-254 60 A com suporte em
aluminio (SILICYCLE, Quebec, Canada) e como fase movel solventes de grau HPLC (TEDIA®
COMPANY - Fairfield, EUA).
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Aliquotas dos microextratos tratados, foram aplicadas em cromatoplacas de dimensdes
5x10 cm, em modo spray band com 8 mm de comprimento, foram inoculados 25 pg de cada
microextrato por banda. Além destes, para fins de comparacdo, foram inoculados 0,1 pg dos
padrdes: B-amirina (terpeno), kaempferol (flavonoide), miricetina (flavonoide), rutina (flavonoide),
brucina (alcaloide) e esculina (cumarina) (tabela 2). Para a determinag&o das classes fitoquimicas
presentes, foram utilizadas solucgdes de reveladores seletivos para terpenos e esteroides (VAS 10%),
NP/PEG (flavonoides), KOH 10% (cumarinas) e dragendorff (alcaloides). Em decorréncia do alto
carater hidrofébico das classes dos terpenos e esteroides, para o revelador VAS foram utilizadas
aliquotas dos microextratos brutos, sem o pré-tratamento de amostra.

Tabela 2 -— Padrdes, reveladores e comprimento de onda para a comparacdo da coloracdo dos microextratos com
coloracdo as classes de metabdlitos avaliadas.

Classes Padréo Revelador  Visualizagdo Coloracéo
Terpenos/ fitoesterdis B-amirina VAS 10%  Visivel Violeta
Flavondides Kaempf_er_ol, _Rutina e NP/PEG 366 nm Amarelo/_Verde/
Miricetina Alaranjado
Cumarinas Esculina KOH 366 nm Azul cintilante
Alcaloides Brucina Dragendorff  Visivel Alaranjado-marrom

Fonte: Adaptado de Salazar et al., (2018) e Wagner e Bladt (2001).

Apos as aplicagdes, as cromatoplacas foram eluidas em sistemas isocraticos para a anlise
dos componentes de baixa polaridade (i) cloroférmio (CHCI3) 100%, assim como, para compostos
de média polaridade (ii) diclorometano (DCM) : metanol/ 1% acido formico (MeOH/ 1% HFo) na
proporcao de 96 : 4, assim como, para compostos de alta polaridade (iii) DCM : MeOH/1% HFo na
proporcao de 85 : 15, (iv) DCM : MeOH/1% HFo na proporc¢éo de 80 : 20. Em todas as elui¢des
foram utilizados percursos cromatograficos de 80 mm. Apds esta etapa as cromatoplacas foram
derivatizadas com solugdes de reveladores seletivos para indicacdo da presenca de
terpenos/fitoesterois, flavonoides alcaloides e cumarinas, por fim foram fotodocumentadas no tipo
de radiacdo indicada (UV366 ou Luz visivel).

4.3.2. Perfil cromatogréafico por CLAE

As anélises cromatogréaficas por CLAE foram obtidas a partir da adaptagdo do método
desenvolvido por Pinheiro (2021), utilizando um cromatografo liquido modelo Prominence LC-
20A, acoplado a bomba de valvula quaternaria (LC-20AT), detector de arranjo de diodo — DAD
(SPD-M20A), degaseificador de membrana (DGU-20A), autoinjetor de amostra (SIL-20A) e
interface de comunicacdo (CBM-20A), todos da marca Shimadzu (Toquio, Japdo). No tratamento e

processamentos de dados, utilizou-se o software LC Solution 1.20.
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Na separagdo cromatogréafica foi utilizado como fase estacionaria, a coluna analitica de fase
reversa Gemini C18 (250 mm x 4,6 mm, Spum) (PHENOMENEX — Torrance, EUA), e como fase
movel, o gradiente amplo com funcao linear de aumento do solvente organico, dado pela equacéo:
%Bw = 1,58.t + 5, (em que: %B = porcentagem de solvente orgénico; t = tempo de retencéo do pico
no cromatograma), e variacio de agua ultrapura (H.O — Linha A) : acetonitrila grau HPLC (TEDIA®
COMPANY - Fairfield, EUA) (ACN — linha B) de 5 a 100 % (v/v) em 60 minutos com fluxo
constante de 1,0 mL/min (figura 5). Nas analises foram injetados 20 uL de cada extrato padronizado
a 1000 ppm (massa injetada de 20 pg/injecdo), tendo ainda, o DAD ajustado para a absorbancia na
janela de 200 a 400 nm e os cromatogramas analisados a partir da capacidade dos compostos

cromoféricos no comprimento de onda de 280 nm.

Figura 5 — Curva de elui¢do em modo gradiente, com modificador orgénico variando de 5 a 100% em 60 min.
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Legenda: Cromatograma obtido em modo gradiente amplo de ACN/H.0, com modificador orgénico variando
linearmente de 5 a 100%, em 60 minutos e fluxo de 1,0 mL/min. Visualizado comprimento de onda de 280 nm.
Fonte: Dados da pesquisa (2023).

4.3.3. Perfil espectroscépico por RMN

Os perfis espectroscopicos dos microextratos foram obtidos por Ressonancia Magnética
Nuclear — RMN de 'H, em espectrometro Bruker, modelo Ascend™ (Rheinstetten, Alemanha),
operando a 400 MHz. As amostras foram preparadas utilizando aliquotas de 30 mg de cada
microextrato tratado e solubilizadas em 600 pL de acetona deuterada (ACETONA-dg). Para o
controle e tratamento de dados, utilizou-se o software TopSpin 3.6.0, e os FIDs (sigla em inglés —
Free Induction Decay) ou Decaimento de Inducdo Livre, foram submetidos a transformada de
Fourier, com LB = 0,3 Hz e sequéncias de pre-saturacdo com irradiacéo seletiva de baixa poténcia

foram utilizadas para suprimir o sinal residual de H20. Os espectros foram tratados manualmente,
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corrigidos na linha de base e calibrados, tendo como referéncia interna o sinal residual do solvente,
acetona-ds, on = 2,05 ppm.

No processamento dos FIDs foram realizados ainda, a investigacdo da abundancia de
grupos funcionais presentes nas classes fitoquimicas de interesse, agrupando-as em regides
especificas (6=0,5-15/15-3,0/3,0-45/45-6,0/6,0-9,0/9,0-10,0), e a normalizagéo
das integrais das respectivas regides (Pinheiro et al., 2022). Para o assinalamento dos picos
selecionados, utilizou-se os dados de deslocamento quimico () e constante de acoplamento (j) dos
espectros unidimensionais *H e *3C. Os dados experimentais foram comparados com os respectivos
sinais da literatura para os flavondides dos géneros Metrodorea (Burger et al., 2014; Muller et
al.,1995) e Esenbeckia (Marin et al., 2016), além dos sinais dos 4&tomos de hidrogénio, carbono e

suas correlac@es sugeridas por Pavia et al. (2021).

4.4. Avaliacdo in vitro da capacidade antioxidante
4.4.1. Triagem antioxidante por bioautografia direta (CCDAE — BD)

Na cromatoplacas foram inoculados com 10 pg/banda de cada microextrato tratado
(MFMEA - E1, MFMEE96 — E2, MFMEE70 — E3), além de 1 pg/banda do controle positivo
Kaempferol. Em seguida, pulverizada com solucéo a 0,5% de DPPH" (1,1-difenil-2-picril-hidrazil)
em metanol e armazenada por 60 minutos ao abrigo de luz e oxigénio. A cromatoplaca foi
fotodocumentada no Visualizer sob radiacdo no visivel, tendo os compostos bioativos surgido com
coloracdo amarelo-branca (Pinheiro, et al., 2022).

4.5. Atividade antibacteriana

Os ensaios antimicrobianos foram realizados no Laborat6rio de Bioensaios e Quimica de
Microrganismos (LaBQuiM) na UFPA, utilizando os extratos tratados das folhas de M. flavida,
microextratos acetato de etila (MFMEA), etanol 96 (MFMEE96) e etanol 70 (MFMEE70), além
extrato obtido por maceragdo com etanol 70 (MFEBMET70), para o controle positivo foram
utilizados os antibiéticos Amoxicilina (MULTILAB®) e Terramicina (TETRAMED®) para
servirem de controle frente as cepas das bactérias Staphylococcus aureus (ATCC 25923),
Salmonella typhimurium (ATCC 14028), Bacillus subtilis (ATCC 6633) e Escherichia coli (ATCC
25922) cedidas pela Dra. Daniela Cristiane da Cruz Rocha do Instituto Evandro Chagas (IEC).
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Para o preparo do meio de cultura utilizou-se o BHI (Brain Heart Infusion) na proporcéo
de 37 g de meio para 1,0 L de caldo. Para 0 meio de cultura sélido foi utilizado 5 g de &gar
bacteriologico (HIMEDIA®) em 100 mL de caldo BHI.

As bactérias testadas foram ativadas em meio de cultura sélido, BHI Agar, em placas de
Petri, com 9 cm de didmetro devidamente esterilizadas. As placas inoculadas foram armazenadas
em estufa de incubagdo bacteriolégica (QUIMIS®) por 24 h. Aproximadamente trés col6nias de
cada bacteria foram transferidas, com auxilio de um palito estéril, para um tubo de ensaio contendo
3 mL de caldo BHI sendo incubadas por mais um periodo de 24 h. Suas concentracfes foram
padronizadas para se obter uma cultura com aproximadamente 1,0x10® Unidade Formadora de
Coldnias (UFC). Apos atingir essa concentragcdo foram realizadas diluicbes até alcangar a
concentracio de 1,0x10® UFC.

Preparou-se uma solucdo de sulfato de bario (BaSOs) a uma concentracdo 1%. Para
obtencdo dessa concentracdo, foi realizado a mistura das solucbes de acido sulfarico, H2SOa, 1%
(9,95 mL) e cloreto de bério, BaClz, 1% (0,05 mL). Em seguida comparou-se o grau de turvagdo do
tubo de ensaio contendo a bactéria com o padréo de BaSO4. Essa padronizacdo indica que o tubo

contendo a bactéria apresentara uma concentragdo aproximada de 1,0x108 UFC.

Para o preparo dos extratos e dos antibi6ticos controle utilizou-se 0,5 mg de cada amostra
dissolvidas em 100 uL de DMSO, armazenados em tubos de Eppendorf. Em seguida adicionou-se
900 pL de caldo BHI esterilizado, e as amostras foram agitadas em agitador do tipo Vortex (100

rpm, IKA®) para melhor homogeneizagio.

Foram utilizados como controle dois medicamentos antimicrobianos, a Amoxicilina
(MULTILAB®) e Terramicina (TETRAMED®). Pesou-se 0,5 mg de cada amostra de controle e
dissolveu-se em 1 mL de agua destilada. Da solu¢édo obtida pipetou-se 5 pL e dilui-se em 995 pL

de caldo BHI, contido em um tubo de Eppendorf, formando uma concentragéo de 5 pL/mL.

Em placas de Elisa, contendo 96 pocos, foram adicionados100 pL de caldo BHI em cada
cavidade. Acrescentou-se na primeira cavidade de cada coluna 100 pL da solucdo contendo as
amostras. Em seguida foram realizadas diluicdes sucessivas, retirando-se 100 pL da primeira
cavidade transferindo esse volume para a proxima, homogeneizando, repetindo o processo até a
penultima cavidade da placa, onde foram retirados 100 uL e descartados. A ultima linha da placa é
utilizada como controle do meio usado, ndo sendo acrescentado amostra. Ao final do processo de

homogeneizacdo das amostras adicionou-se em cada cavidade 5 pL da suspensdo bacteriana e
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incubou-se as placas a 37 °C por 24 h. A avaliacao foi realizada adicionando-se 10 uL do TTC 2%

(cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazolico) em cada cavidade da placa de Elisa.

A leitura foi feita de avaliando os pogos onde ocorreu a mudanga de coloracéo. Se ocorreu
a troca de cor para vermelho o resultado foi negativo (houve crescimento bacteriano) e 0s pogos que
a coloracdo permaneceu inalterada o resultado foi positivo (ndo houve crescimento bacteriano). As
cavidades que ndo apresentaram coloracdo vermelha, as amostras foram (re)inoculadas em placas
de Petri contendo meio de cultura &gar BHI e incubadas a 37 °C por 24 h. Onde ocorreu crescimento
da bactéria, indicou-se que a amostra apresentou efeito bacteriostatico, sendo nomeada de
concentragdo minima inibitoéria (CMI) para atividade bacteriostatica, quando apenas inibem o
crescimento das bactérias, e onde ndo ocorreu crescimento da bactéria nomenclatura usada foi

concentracdo minima bactericida (CMB), para atividade bactericida.

4.6. Fracionamento e isolamento

4.6.1. Fracionamento do extrato macerado

Para o fracionamento do extrato macerado realizou-se inicialmente a remocdo dos
interferentes hidrofobicos, como os constituintes lipofilicos e clorofilas, adotando o tratamento de
amostra por Extracdo em Fase Solida (EFS), realizando a retencdo dos interferentes por meio do

alto caréater hidrofobico dos lipidios e clorofila presentes (Clean-up).

Para essa finalidade, de forma semelhante ao método descrito na se¢do 4.3, foi utilizado
cartucho SPE Strata C18-E de 1 g/20 mL (55 pm, 70 A) (PHENOMENEX — Torrance, EUA), em
que utilizou-se para cada injecdo a massa de 500 mg do extrato macerado e solucdo extratora a
relacdo de ACN/H20 (70:30), ao término de cada injecdo os cartuchos foram limpos com cinco
volumes de acetonitrila, metanol e isopropanol. Apds a limpeza dos cartuchos, a etapa de injecéo
foi repetida até a totalizacdo 10 g de extrato injetado. Para a amostra do extrato, resultante do clean-
up, nomeou-se como MFEBME70_SPE70.

Para o fracionamento de MFEBME70_SPE70, foi realizada uma adapta¢io da metodologia
descrita por Pinheiro (2021), em que iniciou-se a partir da analise do perfil cromatografico obtido
por CLAE (figura 6), onde foi avaliado o carater hidrofébico dos constituintes da fracéo
MFEBME70_SPE70, através da relacdo do tempo de retencdo (tr) de cada um dos picos com o
respectivo teor de ACN. Dessa forma, a MFEBME70_SPE70 foi submetida ao fracionamento por
EFS, com um gradiente crescente de ACN/H20 em doze sistemas com teor organico diferentes (15%
ACN, 20% ACN, 25% ACN, 30% ACN, 35% ACN, 40% ACN, 45% ACN, 50% ACN, 55% ACN,
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60% ACN, 65% ACN e 100% ACN), em que os sistemas entre 15% e 65%, tiveram os seus volumes
duplicados, totalizando assim vinte e trés fragdes (figura de 6). Apo6s a obtencéo das fragdes, estas
foram comparadas por CLAE, em modo gradiente e avaliado as semelhancas e complexidade (figura
7).

Figura 6 — Cromatograma do MFEBME70_SPE70 gradiente amplo de corrida cromatogréafica de 30 min, fluxo de
1mL/min de ACN/H,0 com funcdo de incremento do teor de organico de %B(t) = 3,17t +5.
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Legenda: MFEBME70_SPE70, com variacdo gradiente de ACN/H,0, com modificador orgénico variando linearmente
de 5 a 100%, visualizado sob radiacdo UV 280 nm.
Fonte: Dados do autor (2023).

Figura 7 — Cromatogramas dos fracionamentos MFEBME70_SPE70, gradiente econdémico de corrida cromatogréafica
de 30 min, fluxo de 1mL/min de ACN/H,0 com funcéo de incremento do teor de orgénico de %B(t) = 3,17t +5.
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Legenda: MFEBME70_SPE70 de 15%V1 a 100% V1, com variacdo gradiente de ACN/H,0, com modificador organico
variando linearmente de 5 a 100%, visualizado sob radiacdo UV 280 nm.
Fonte: Dados do autor (2023).

4.6.2. Isolamento por CLAE

Apbs analise das fracGes, por meio dos cromatogramas obtidos por CLAE, optou-se pela
fracdo de 60% ACN volume 1 (MFEBME70_SPE70 _60%V1), para dar continuidade ao estudo,
uma vez que, essa fracdo apresentou baixa complexidade cromatografica, além de ser a fragdo mais

representativa do extrato, constituida pelos picos de maior absorcéo do extrato macerado (figuras 6

e7(s)).

Para o desenvolvimento do método de isolamento da fragdo MFEBME70_SPE70_60%V1,
utilizou-se como ponto de partida o tr do Gltimo pico de interesse observado no cromatograma
obtido por gradiente (figura 7 (s)), em que adotou-se a tabela de conversdo da estimativa do
percentual de organico, em eluicdo gradiente para 0 modo isocratico, para isto, considerou-se o k =
20 (fator de retencdo), conforme proposto por Cass e Degani (2019). Dessa forma, buscou-se a
otimizacdo da separacdo cromatografica, por meio do ajuste do fator de separacdo (o > 1,25), em
que através do ajuste da porcentagem do solvente modificador (%B — acetonitrila), ou seja,
diminuicdo da forca cromatografica, assim como, na avaliacdo da seletividade dos solventes
acetonitrila (ACN), metanol (MeOH) e tetraidrofurano (THF) para com os constituintes da fracédo
MFEBME70_SPE70_60%V1. Deste modo, obteve-se como método de separacdo a eluicdo em
modo isocratico constituido por H2O: ACN: THF, na proporcdo de 45: 44: 11.

Em seguida o0 método de separacdo dos constituintes da  fracdo
MFEBME70_SPE70 60%V1, foi escalonado para o modo semipreparativo utilizando o
cromatdgrafo modelo LC-6AD (Shimadzu, Tokyo, Japdo), composto por bomba binéria, detector
com duplo canal de absorbancia na regido do ultravioleta e do visivel modelo SPD 10 AV UV/VIS,
injetor de amostras Rheodyne 7752i, com al¢a de amostragem de 200 pL e coluna cromatograficas
Gemini C18 (250 mm x 10 mm, 5 um de didmetro interno) da marca Phenomenex, resultando assim,

no isolamento das substancias S1, S2, S3, S4 e S5 (figura 8).
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Figura 8 — Cromatograma do MFEBME70_SPE70 60%V1 obtido em modo isocratico, fluxo de 1mL/min de
H20O/ACN/THF na proporc¢éo de 45:44:11.

AU
52.5-280nm dnm (100)

500 |
4759 SH
S4

S1

753

125
1003
759
504
25

004

254
L e e L e Tt e B LA B e e s e L S e e L
00 50 100 150 200 250 200 30 400 450 min

Legenda: MFEBME70_SPE70_60%V1, visualizado sob radiacdo UV 280 nm.
Fonte: Dados do autor (2023).

4.7. Identificacdo estrutural por RMN

A identificacdo estrutural dos compostos S1, S2, S3, S4 e S5, ocorreu por espectroscopia
de RMN unidimensional — *H, *3C, e através dos mapas de correlagdes bidimensionais HOMO-
COSY, HSQC-Ed e HMBC, com espectrometro operando em condi¢fes semelhantes as descritas
para o perfil espectroscopico por RMN (item 4.3.3). As amostras foram solubilizadas em acetona-
de e 0s espectros calibrados a partir do sinal de referéncia dos solventes acetona — n = 2,05 ppm
para 'H e 8c = 206,0 ppm para 3C. As estruturas quimicas dos compostos isolados foram
determinadas a partir da interpretacdo dos sinais dos espectros obtidos seguindo as proposicdes de
Pavia et al., (2021), em associagcdo com a comparacao dos dados espectrais relatados na literatura
para sinais semelhantes (Zhou et al., 2015), além de sinais caracteristicos de flavondides em espécie
do género Metrodorea (Burger et al., 2014; Muller et al., 1995).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. Extragdes

Para a microextracdo, optou-se pela técnica extracdo por banho ultrassonico, esta
microextracao visou a avaliar de rendimento de solventes extratores de media e alta polaridade em
modo isocratico, assim um solvente ndo iria interferir na extracdo dos outros, tornando a
porcentagem dos rendimentos real para cada extrator, gerando assim, dados para otimizagéo dos
processos de fracionamento e isolamentos futuros. Os microextratos apresentaram rendimentos
médios de 8,3% MFMEA, 8,6 MFMEE96 e 9,7% MFMEE70, ou seja, em condic¢des similares para
as extracOes, o solvente etanol 70, teve a capacidade de extrair mais massa. Estes dados sé&o
significativos, pois comprovam que h4 uma grande massa de substancias de média e alta polaridade
nas folhas de M. flavida. (Tabela 3).

Para o escalonamento da extracdo, os compostos da biomassa foram extraidos por
maceracdo com o solvente etanol 70. Esta extracdo apresentou um rendimento de 22,7%, esse
resultado foi mais que o dobro da microextracdo com o mesmo extrator, esse valor pode ser
explicado pelo modo exaustivo que a maceracao ocorreu, foram cinco bateladas, com troca de

solvente a cada 72 h.

Tabela 3 — Rendimentos massico dos extratos das folhas de M. flavida.

Método Solvente Rendimento médio Codigo
Microextragéo por Acetato de etila 8,3% MFMEA
Ultrassom Etanol 96% 8,6 % MFMEE96
Etanol 70% 9,7% MFMEE70
Maceragéo Etanol 70% 22,7% MFEBME70

Fonte: Dados da pesquisa (2023).

5.2. Caracterizacdo dos microextratos

O perfil fitoquimico por CCDAE dos microextratos (MFMEA, MFMEE96, MFMEE70),
possibilitou avaliar a composicao quimica destes quanto as classes fitoquimicas presentes, tendo 0s
trés sistemas de eluicdo desenvolvidos para compostos de baixa, média e alta polaridade, em que
estes promoveram separacdo dos componentes quimicos em bandas ao longo do percurso
cromatografico. A fotodocumetacdo das cromatoplacas derivatizadas com padrées especificos para
as classes quimicas citadas na metodologia, sob radiacdo UV 366 nm e luz visivel, permitiu
visualizar compostos pertencentes as classes dos terpenos, flavonoides e cumarinas (figuras 9 a 11)

e também a n&o visualizagdo de compostos das classes dos alcaloides (figura 12).
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Para o indicativo da presenca de compostos terpenicos, utilizou-se a reacdo de referéncia
do padrdo B-Amirina (triterpeno) com o revelador VAS, em que a formacdo de bandas
cromatograficas de coloracdo roxa € o indicativo positivo para a presencas destes compostos (tabela
2). Apos a derivatizacdo da cromatoplaca observou-se a formacgédo de bandas roxas no percurso
cromatografico dos microextratos obtidos com acetato de etila (MFMEA) e etanol 96 (MFMEE96),
diferindo apenas ao aspecto da intensidade destas bandas, 0 que sugere uma maior concentragéo
destes compostos no microextrato MFMEA (figura 9). Para o microextrato MFMEE70, néo foi
possivel observar a formacdo de bandas terpénicas, o que pode ser justificado pelo carater

hidrofébico da classe e sua incompatibilidade com o teor de dgua contido na solucéao de etanol 70%.

Figura 9 — Cromatoplaca eluida em CHCl; 100%, derivatizada com solucdo VAS 10%.
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Legenda: b_Am: B-Amirina; E1: MFMEA; E2: MFMEE96; E3: MFMEET70
Fonte: Dados da pesquisa (2023)

Para analisar a possivel presenca de substancias da classe dos flavonoides utilizou-se como
referéncias os padrBes de flavondis Kaempferol, Miricetina e Rutina com o revelador NP-PEG
expostos a radiacdo UV 366, em que a formacdo de bandas cromatograficas de coloracGes verde,
laranja e amarela, sdo indicacdes positivas para a presencas destes compostos (tabela 2). Apés a
derivatizacdo das cromatoplacas observou-se a formacdo de bandas nas cores verde, laranja e
amarela no percurso cromatografico das amostras, sendo a intensidade das cores das bandas a maior
diferenca entre os microextratos, sugerindo uma maior concentragdo de compostos flavonoidicos
no MFMEET70 (figura 10).
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Figura 10 — Cromatoplacas derivatizadas com a solucdo NP-PEG.
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Legenda: (a) Sistema de eluicdo DCM;MeOH/HFo (96:4), Kae: Kaempferol; E1: MFMEA; E2: MFMEE96; E3:
MFMEE70; (b) Sistema de eluicdo DCM;MeOH/HFo (85:15), Pd2: Kaempferol; E1: MFMEA; E2: MFMEE96; E3:
MFMEE70; (c) Sistema de eluicdo DCM;MeOH/HFo (96:4), Mir: Miricetina; E1: MFMEA,; E2: MFMEE96; E3:
MFMEE70; (d) Sistema de eluicgdo DCM;MeOH/HFo (80:20), Rut: Rutina; E1: MFMEA; E2: MFMEE96; E3:
MFMEE70 e fotodocumentada radiacdo UV 366 nm.

Fonte: Dados da pesquisa, (2023).

Para o indicativo da presenca de compostos da classe das cumarinas utilizou-se a reacao de
referéncia do padrdo Esculina com a solucéo reveladora de KOH, que a formacdo de bandas
cromatograficas de coloracdes azul ou verde, que indicam a possivel presenca de compostos
pertencentes a classe. Apos a derivatizacao da cromatoplaca observou-se a formacéo de bandas azuis
em todos os microextratos, com maior intensidade no extrato acetato de etila. O que sugere uma

maior concentragéo destes compostos no microextrato MFMEA (figura 11).
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Figura 11 — Cromatoplaca derivatizada com a solugdo KOH.

Legenda: Esc: Esculina; E1: MFMEA; E2: MFMEE96; E3: MFMEE70, derivatizada com solugcdo de KOH e
fotodocumentada luz UV 366 nm.
Fonte: Dados da pesquisa, (2023).

Para o indicativo da presenca de compostos da classe dos alcaloides, utilizou-se a reacéo
de referéncia do padrdo Brucina com o revelador Dragendorff, em que a formacdo de bandas
cromatograficas de coloracdo alaranjado-marrom. Deste modo, diferentemente do padrdo brucina,
0s extratos ndo apresentaram tais coloracdes, indicando que esses microextratos possivelmente néo

contém substancias das classes dos alcaloides (figura 12).

Figura 12 — Cromatoplaca derivatizada com a solu¢do Dragendorff.

3 . E1 E2 o
Legenda: Bru: Brucina; E1: MFMEA; E2: MFMEE96; E3: MFMEE7O0, derivatizada com solu¢do de Dragendorff e

fotodocumentada luz visivel.
Fonte: Dados da pesquisa (2023).

Para a realizacdo dos perfis cromatograficos por CLAE, utilizou-se os microextratos
tratados de acetato de etila (MFMEA), etanol 96% (MFMEE96) e etanol 70% (MFMEE70), obtidos

a partir de 150 mg dos seus respectivos extratos brutos, como descrito na secao 4.3.
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Apos o célculo do rendimento dos clean ups, foi possivel observar o baixo rendimento do
extrato acetato de etila (MFMEA), com aproximadamente 30,0% de rendimento, seguido do extrato
etanolico 96 (MFMEE96) com 73,3% e do hidroalcoolico com 86,7% (tabela 4). Este baixo
rendimento é condizente com as analises observadas por CCDAE, em que se observou varias bandas

de substancias hidrofobicas, como terpenos e/ou esteroides.

Tabela 4 — Média das massas e dos rendimentos calculados partir de 180 mg de folhas de M. flavida.

Extrato Rendimento pés Clean up

MFMEA 30,0%
MFMEE96 73,3%
MFMEE70 86,7%

Legenda: MFMEA: Extrato acetato de etila das folhas de M. flavida; MFMEE96: Extrato etanol 96% das folhas de M.
flavida; MFMEE70: Extrato etanol 70% das folhas de M. flavida.
Fonte: Dados da pesquisa, (2023).

Apos as andlises dos perfis cromatogréaficos por CLAE, dos microextratos MFMEA,
MFMEE96 e MFMEET70, foi possivel identificar a semelhanca qualitativa dos trés extratos, em que
todos apresentaram basicamente 0s mesmos picos cromatograficos, diferindo apenas quanto ao
aspecto quantitativo, ou seja, na intensidade dos sinais, especialmente aqueles mais hidrofilicos,
entre os tempos de retencdo 15 e 20 min (figura 13). Dessa forma, as analises dos perfis
cromatograficos corroboram com aquelas obtidas por CCDAE, em que se observou a semelhanca

qualitativa dos extratos.
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Figura 13 — Quadro com os cromatogramas obtidos por CLAE dos microextratos tratados.
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Legenda: MFMEA = microextrato acetato de etila; MFMEE96 = microextrato etanol 96°; MFMEE70 = microextrato
etanol 70°. Com variacdo gradiente de ACN/H>0, com modificador organico variando linearmente de 5 a 100%, em 60
minutos e fluxo de 1,0 mL/min, visualizado sob radiacdo UV 280 nm.

Fonte: Dados do autor (2023).
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A andlise dos espectros de RMN *H dos microextratos, permitiu confirmar a semelhanca
qualitativa entre os extratos obtidos com acetato de etila, etanol 96% e etanol 70%, em que
observou-se a ocorréncia dos mesmos sinais para os trés espectros (figura 14). No entanto, os dados
espectrais diferiram um do outro, quando avaliado o aspecto quantitativo destes, ou abundancia
(integral da area do sinal) dos hidrogénios de grupos funcionais e seus respectivos deslocamentos
quimicos, sendo que através da normatizacao de todos os sinais (tabela 5), foi possivel verificar que
na regido de on 0,5 a 1,5, que compreende os sinais de hidrogénios de grupos metilicos (-CHzs),
metilénicos (-CH.) e metinicos (-CH), tipicos de grupos alquilas, o microextrato obtido com acetato
de etila, apresentou a maior area percentual, com aproximadamente 33,73%, frente a 28,76% e

24,02% dos microextratos etanol 96 e etanol 70, respectivamente (tabela 5, figura 14).
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A regido dos espectros de 61 1,5 a 3,0, tipica de hidrogénios de -CHz / -CH2 / -CH, ligados
a carbono insaturado (CH3-C=C / CH,-C=C / CH-C=C), a carbonila de cetona ou aldeido (CHs-
COR / CH2-COR / CH-COR), a carboxila (CH3-COOR / CH,-COOR / CH-COOR), a 4tomos de
nitrogénio (CHs-N / CH2-N / CH-N) ou ligados diretamente a anel aromatico (CHz-Ar / CH2-Ar /
CH-Ar), foi outro ponto de diferenciacdo, pois, 0 microextrato acetato de etila apresentou area
integrada para 34,46%, enquanto que, o etanol 96 e etanol 70 apresentaram respectivamente 31,96%
e 25,67% (tabela 5, figura 14).

Para a regido de 61 3,0 a 4,5 correspondente aos sinais de hidrogénios ligados a carbonos
oxidados (CH2-OH / CH-OH) ou a grupos alcoxi, fendxi e acilatos (ArO-CH3 / ArO-CH, / RCOO-
CH3z / RCOO-CH; / RCOO-CH), o extrato etanol 70 apresentou maior intensidade de sinais com
aproximadamente 24,18%, frente aos 18,46% encontrados para o extrato etanol 96 e 12,81% acetato
etila.

Para a regido de hidrogénios de grupos olefinicos 6+ 4,5 a 6,0 (CH2=CH-R / R-CH=CH-
R) os microextratos apresentaram valores de integrais proximos, onde o extrato hidro alcdolico teve
um teor 5,85%, o0 extrato etanolico teve um teor de 3,51% e o extrato acetato de etila teve um teor
de 4,44%.

Outra regido de grande diferenciacdo entre 0s extratos, corresponde aos sinais de
hidrogénios ligados a carbonos aromaticos (Ar-H) ou a carbonos olefinicos vicinais a anel aromatico
(Ar-CH=CH-R), regido dos espectros de 6H 6,0 a 9,0, a qual mostrou maior teor de hidrogénios
aromaticos para o microextrato etanol 70 (20,28%), do que para 0s microextratos acetato de etila
(14,55%) e etandlico (14,65%), o que indica assim, um maior teor de compostos fendlicos no

microextrato etanol 70 (tabela 5, figura 14).

Tabela 5 — Caracterizacdo dos microextratos das folhas de M. flavida por RMN H

Desl. Quimico (ppm)* Grupos Funcionais Area (%) E;  Area (%) E2 Area (%) Es
05-15 C-CH, 33,74 31,42 24,02
15-3,0 CH,-C=C; CHx-COR; CH;-COOR; 34,46 31,96 25,67

CHn-N; CHy-Ar
3,0-45 CHy-OH; ArO-CH;; RCOO-CHy; 12,81 18,46 24,18
CH2-NHCOR
45-6,0 CH,=CH 4,44 3,51 5,85
6,0-9,0 Ar-H; Ar-CH=CH-R 14,55 14,65 20,28

Legenda: Legenda: Microextrato acetato de etila (E1); Microextrato etandlico (E2); Microextrato etanol 70 (Es); n =
numero de hidrogénios, onde 1 < n< 3.
Fonte: Dados da pesquisa, (2023).
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Figura 14 — Quadro com o perfil espectroscopico obtidos por RMN *H dos microextratos das folhas de M. flavida.
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Legenda: (a) microextrato etanol 70 (MFMEE70); (b) microextrato etanélico 96 (MFMEE96); (c) microextrato acetato
de etila (MFMEA).
Fonte: Dados da pesquisa, (2023).

Dessa forma, as analises dos perfis quimicos (por CCDAE), cromatografico (por CLAE) e
espectroscopico (por RMN), permitiu determinar a semelhanga qualitativa entre os trés
microextratos estudados, em que o extrato obtido com acetato de etila diferiu dos demais, por
apresentar um elevador teor de terpenos e esteroides, assim como, o extrato obtido em etanol 70%,

destacou-se por apresentar uma maior concentracdo de compostos fenolicos.
5.3. Avaliacéao in vitro da capacidade antioxidante bioautografia direta por CCDAE

O ensaio antioxidante dos extratos das folhas de M. flavida por bioautografia, possibilitou
avaliar in situ a capacidade dos constituintes dos extratos acetato de etila, etanol 96 e etanol 70 em
sequestrar os radicais livres DDPH" (2,2-difenil-1-picril-hidrazil) (cor roxa) tornando estes,
moléculas estaveis de 2,2-difenil-picril-hidrazina (cor amarela, indicativo de atividade
antioxidante). O uso dos mesmos parametros cromatograficos adotados no perfil quimico por
CCDAE, item 4.3.1, tornou possivel correlacionar as classes fitoquimicas identificadas, com as suas
respectivas capacidades antioxidantes, como observado nos padrdes utilizados de flavonoides. O
tom amarelado das bandas cromatograficas formadas é proporcional a quantidade de radicais livres
sequestrados, dessa forma, pode-se perceber que apos a derivatiza¢do da cromatoplaca com solugéo
de DDPH" e sua fotodocumetacdo em luz visivel, o extrato etanol 70% apresentou capacidade
antioxidante superior ao padrdo Kaempferol, ao acetato de etila e ao etanol 96%, resultado este, em

conformidade com aqueles obtidos na normatizagao da area dos sinais do espectro de RMN *H e no
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perfil fitoqguimico por CCDAE, tendo o extrato etandlico 70% apresentado maior abundancia de
compostos fenolicos em comparacao ao acetato de etila e ao etanol 96 (figura 15).

Figura 15 — Triagem antioxidante direta por bioautografia de DDPH* em CCDAE.

. Kae E1 E2 E3

Legenda: Eluicdo Kae: Kaempferol; E1: MFMEA; E2: MFMEE96; E3: MFMEE70, cromatoplaca eluida em DCM:
MeOH/HFo (96%:4%) e fotodocumentada no UV 366 nm.
Fonte: Dados da pesquisa, (2023).

5.4. Avaliacdo antimicrobiana

Os extratos das folhas de M. flavida (MFMEA; MFMEE96; MFMEE70, MFEBME70) e
os antibioticos de referéncia tetraciclina e Amoxilina foram testados frente as bactérias Bacillus
subtilis, Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Salmonella typhimurium (tabela 6).

Os resultados antimicrobianos frente as bactérias B. subtilis, mostraram que o extrato
MFMEA, foi o que apresentou o0 menor CMB, tendo a concentracdo 62,50 ug/mL, para o extrato
MFMEE96 o CMB foi de 125 pg/mL e para os extratos MFMEE70, MFEBMET70 o valor de CMB
foi de 250 pg/mL. Os extratos MFMEA e MFEBME70 apresentaram atividade do tipo
bacteriostatico, até o CMI 15,62 pug/mL e 62,5 pug/mL respectivamente. Ja os antibidticos de

referéncia (tetraciclina e Amoxilina), apresentaram CMB de 3,91 pg/mL.

Os extratos quando testados frente a cepa de S. aureus, apresentaram atividade do tipo
bactericidacom CMB na concentracdo 15 pg/mL para o extrato MFMEA, 62,5 pg/mL para o extrato
MFMEE96, 125 pg/mL para o extrato MFMEE70 e 31,25 pug/mL para o extrato MFEBME70. Ja

os antibioticos de referéncia (tetraciclina e Amoxilina), apresentaram CMI de 3,91 pg/mL.

Para a cepa E. coli o extrato MFMEA foi observada uma atividade bacteriostatica de CMI
de 250 pg/mL, os extratos MFMEE96 e MFMEE70 néo apresentaram atividade ndo concentragdes
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testadas e o extrato MFEBME70 apresentou atividade bacteriostatica de CMI de 250 pg/mL. Ja os
antibidticos de referéncia (tetraciclina e Amoxilina), apresentaram CMI de 3,91 pg/mL.

Para a cepa S. typhimurium, o extrato MFMEA, MFMEE96 e MFMEE70 néo apresentaram
atividades bioldgicas ndo concentracOes testadas e o extrato MFEBME70 apresentou atividade
bacteriostatica de CMI de 250 pg/mL. Ja os antibidticos de referéncia (tetraciclina e Amoxilina),

apresentaram CMI de 3,91 pg/mL.

Tabela 6 — Teste de atividade antimicrobiana com extratos das folhas de M. flavida.

Substéncias B. subtilis S. aureus E. coli S. typhimurium
MFMEA 62,50 (=) 15,62 (=) 250 (-) >250
MFMEE96 125 (-) 62,50 (=) >250 >250
MFMEE70 250 (=) 125 (=) >250 >250
MFEBME?70 250 (=) 31,25 (=) 250 (-) 250 (-)
Tetraciclina 3,91 (3) 3,91 (-) 3,91 (1) 3,91 ()
Amoxicilina 3,91 (=) 3,91 (-) 3,91(-) 391(-)
DMSO >250 >250 >250 >250

Legenda: (>) Sem atividade; (-) Bacteriostatico; (=) Bactericida.
Fonte: Dados da pesquisa, (2023).
5.5. Elucidacao estrutural

O estudo fitoquimico do extrato obtido por maceracdo com etanol 70%, das folhas de M.
flavida, resultou no isolamento de cinco compostos, em que as estruturas moleculares foram
determinas por espectroscopia de RMN de *H, *3C, os mapas de correlagio HOMO-COSY, HSQC-
Ed e HMBC, assim como, através da comparacao com os dados espectrais da literatura, de estruturas
semelhantes da classe das diidrochalconas (Zhou et al., 2015). Apds a analise minuciosa dos
espectros dos compostos S2 e S4, verificou-se tratarem-se respectivamente das diidrochalconas: 3-
(4-hidroxi-3-(3-metilbut-2-en-1-il)fenil)-1-(2,4,6-triidroxi-3-(3-hidroxi-3-metilbutil)fenil)propan-
1-ona e 3-(4-hidroxi-3-(3-metilbut-2-en-1-il)fenil)-1-(2,4,6-triidroxi-3-(3-metilbut-2-en-1-
ilfenil)propan-1-ona, que ap6s buscas por suas respectivas estruturas nas plataformas Scifinder® e
PubChem®, foi verificado o ineditismo dos compostos para a quimica dos produtos naturais.

5.5.1. Elucidacgéo da substancia S2

A substancia S2 apresentou-se como um solido amarelo, foi isolada na purificacdo por
CLAE, da fragdto MFEBME70_SPE70_60%V1 (figura 8) e teve sua estrutura molecular elucidada
a partir das analises dos espectros de RMN *H, 3C, HOMO-COSY, HSQC-Ed e HMBC (figuras 16
a 23, tabela 7), além da comparacdo dos dados espectrais de substancias semelhantes relatadas na
literatura (Zhou et al., 2015).
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Na anélise do espectro de RMN *H e do mapa de correlagdo homonuclear COSY (figura
16 e 17, tabela 7), observou-se na regido de hidrogénios aromaticos — 5,8 a 8,0 ppm, um singleto
em dn 5,97 (s), tipico de anel aromatico 1,2,3,4,5-pentassubstituido, dois dupletos em 64 6,99 (d 1,7
Hz) e 6,74 (d 8,1 Hz) em correlagdo com o sinal em &4 6,90 (dd 1,7 e 8,1 Hz) tipicos de anel
aromatico 1,3,4-trissubstituido (figuras 16b e 17b). Na regido entre o deslocamento quimico 2,0 e
4,0 ppm, observou-se a presenca de dois sinais tripletos em acoplamento, 6w 2,87 (t 7,7 Hz) e 3,32
(t 7,7 Hz) (figuras 16c e 17¢), além destes, observou-se no espectro de RMN *3C, uma linha espectral
em dc 204,8 (figura 18). Este conjunto de sinais, em associagdo tipificam o esqueleto base de uma

diidrochalcona (figura 19).

Figura 16 — Espectro de RMN de 'H, da substancia S2, obtido em acetona-d6.
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Legenda: (a) espectro de RMN H; (b) expanséo de 5,0 a 7,5 ppm; (c) expanséd de 1,0 a 3,5 ppm
Fonte: Dados da pesquisa, (2023).

Outros sinais observados no espectro de RMN H e no mapa de correlagio HOMO-COSY,
como o multipleto em dn 5,33 (m), em 61 3,29 (d 7,2 Hz) e um singleto intenso, em & 1,69 (s),

caracteristico de dois grupos de hidrogénios metilicos equivalentes, o que sugere a presenca de um
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substituinte C-prenila. Além destes, observou-se na regido de hidrogénios ligados a carbonos
alifaticos, C-sp?, como o singleto com integral para seis hidrogénios, em &n 1,38 (s), dois tripletos
emdn 1,81 (16,9 Hz) e 2,58 (t 6,9 Hz) de hidrogénios metilénicos de cadeia aberta e vicinais, (figuras
18c e 19c), tendo ainda, no espectro de RMN 3C, sido observado a presenca do sinal em 8¢ 75,9,
tipico de C-sp® oxidado (figura 18), indicando assim, a presenca do substituinte derivado do grupo

C-prenila, 3-hidroxi-3-metil-butil.

Figura 17 — Mapa de correlagio HOMO-COSY, da substancia S2, obtido em acetona-d6.
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Legenda: (a) espectro de RMN *H; (b) expanséo de 5,0 a 7,5 ppm; (c) expanséo de 1,0 a 3,5 ppm
Fonte: Dados da pesquisa, (2023).

O espectro de RMN 3C (figura 18) e o mapa de correlagdo HSQC-Ed (figura 19),

permitiram a identificacdo de 24 linhas espectrais, atribuidas a vinte e cinco &tomos de carbono,

pois, observou-se que o sinal, em dc 26,0 por apresentar a intensidade muito superior aos demais
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sinais, indicam que estes sdo referentes a dois carbonos equivalentes. Apds a anélise do espectro de
13C e da identificagdo das correlagdes no mapa de correlacdo heteronuclear HSQC-Ed, foi possivel
determinar a forma com que os carbonos estdo distribuidos no composto S2, tendo assim
apresentado quatro carbonos aromaticos hidrogenados (6c 94,8; 114,7; 126,3 e 129,3), quatro
carbonos arométicos oxidados (6c 153,0; 157,1; 162,2 e 165,2), quatro carbonos aromaticos
totalmente substituidos (8¢ 99,9; 105,2; 127,6 e 132,4), um carbono olefinicos hidrogenado (dc
123,1), um carbono olefinicos totalmente substituido (6c 131,3), cinco carbono metilénicos (dc 16,3;
28,2; 30,0; 31,3; 45,7), quatro carbonos metilicos (6c 16,9; 25,0; 26,0; 26,0), um carbono alifatico
oxidado e totalmente substituido (5¢c 75,9), além de uma carbonila de cetona (dc 204,7) (figuras 18
e 19, tabela 7).

Figura 18 — Espectro de RMN de *3C, da substancia S2, obtido em acetona-d6.
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Figura 19 — Mapa de correlacdo heteronuclear HSQC-Ed, da substancia S2, obtido em acetona-dé.
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Legenda: (a) Mapa de correlagdo HSQC-Ed; (b) expanséo de 5,0 a 7,5 ppm; (c) expanséo de 1,0 a 3,5 ppm
Fonte: Dados da pesquisa, (2023).

Os dados espectrais de RMN *H, 3C, HOMO-COSY e HSQC-Ed de S2, corroboraram para
a elucidacéo de uma diidrochalcona (Ar-C3-Ar’) com um anel aromético 1,3,4-trissubstituido e o
outro 1,2,3,4,5-pentassubstituido, tendo sido apontado ainda, a presenca do substituinte 3-hidroxi
3-metil-butil (derivado oxidado C-prenil) e de um outro substituinte 3-

Figura 20 — Substancia florentina, esqueleto base das diidrochalconas.
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Fonte Dados da pesquisa, (2023).
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As diidrochalconas apresentam origem biossintética mista (chiquimato/acetato), através da
transferéncia do grupo acetato do malonil-CoA (3 vezes) para o 4-hidroxicinamoil-CoA e a perda
da insaturacdo. Por acdo da chalcona sintase ocorre a enolizacdo e consequente formacdo do
chamado de anel A dos flavonoides (anel aromatico 1,2,4,6-tetrassubstituido), gerando assim, a
diidrochalcona mais primitiva — florentina (figura 20), ou seja, normalmente encontram-se
diidrochalconas (flavonoides) com carbonos arométicos oxidados nas posi¢des C-5, C-7 e C-9 (anel
A), C-4 (anel B) (DEWICK, 2009). Portanto, levando em consideracéo a biossintese das chalconas,
evidenciam-se duas possibilidades para a substituicdo dos grupos C-prenilico no composto S2, no

carbono C-6 do anel A e no carbono C-3’ do anel B (figura 21).

Figura 21 — Possiveis estruturas para 0 composto S2.
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Fonte: Dados da pesquisa, (2023).

No mapa de correlacdo heteronuclear HMBC *H/C (>%Jc, n) (figura 22) observou-se as
correlagfes dos hidrogénios metilénicos do derivado C-prenilico modificado (oxidado), 6+ 1,81 e

2,58 com o carbono aromatico totalmente substituido, em &c 99,9 (C-6), assim como, dos
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hidrogénios metilénicos do grupo C-prenila dn 3,29 com o carbono aromatico totalmente
substituido, em 6¢ 127,6 (C-3°).

Figura 22 — Mapa de correlacéo heteronuclear HMBC, da substancia S2, obtido em acetona-d6.
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Legenda: (a) Mapa de correlagdo HMBC; (b) expanséo de 5,0 a 7,5 ppm; (c) expanséo de 1,0 a 3,5 ppm
Fonte: Dados da pesquisa, (2023).

Figura 23 — Correlagdes observadas no espectro HMBC, da substancia S2, obtido em acetona-dé.

Legenda: dc: sinais de Carbono, d4: sinais de Hidrogénio.
Fonte: Dados da pesquisa, (2023).

Isto confirma a posic¢do do substituinte 3-hidroxi-metil-butil no carbono C-6 (anel A) e do

substituinte 3-metilbut-2-en-1-il (C-prenil) no carbono C-3’ (anel B) (figuras 23 e 24, tabela 7).
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Sendo assim, as andlises dos dados espectrais de RMN do composto S2, permitiram identifica-lo

como sendo um novo composto natural, denominado pela IUPAC por 3-(4-idroxi-3-(3-metilbut-2-
en-1-il)fenil)-1-(2,4,6-triidroxi-3-(3-hidroxi-3-metilbutil)fenil)propan-1-ona.

Figura 24 — Estrutura quimica do composto S2.

1-(4-hidroxi-3-(3-metilbut-2-en-1-1l)fenil)-3-(5.7.9-triidroxi-6-(3-hidroxi-3-metilbutil}fenil)propan-3-ona

Fonte: Dados da pesquisa, (2023).

Tabela 7 — Dados espectrais de RMN H e *C do composto S2.

HIC 5TH (J/H2) 513C COSY HMBC
1 2,85 (1 7.7 Hz) 30,0 3,32 6,90; 3,32; 6,97
2 3,32 (t 7.7 Hz) 28,2 2,85 2,85
3 - 204,8 - 2,85 3,32
4 - 105,2 - 3,32; 5,97; 13,77
5 - 165,2 - 13,77; 2,58
6 - 99,9 - 2,58; 1,81; 5,97; 13,77
7 - 157,1 - 2,58; 5,97
8 5,97 (s) 94,8 -
9 - 162,2 - 5,97
I’ - 132,4 - 6,90; 3,32; 6,97; 2,85; 6,74
2 6,97 (d,20Hz)  129,3 6,90 6,90; 3,29; 2,85
3’ - 127,6 - 6,97; 3,29; 6,74: 5,33
4 - 153,0 - 6,90; 6,74; 6,97: 3,29
5 6,74 (d, 82 Hz)  114,7 6,90 6,90;
6  690(dd,82e21Hz) 1263  6,74:697  674;6,97; 2,85;
1 2,58 (t, 6,9 Hz) 16,3 1,81 1,81
2 1,81 (t, 6,9 Hz) 31,3 2,58 2,58; 1,38
37 - 75,9 - 1,81; 2,58; 1,38
4 1,38 (s) 26,0 - 1,38; 1,81
57 1,38 (s) 26,0 - 1,38; 1,81
1 3,29 (d, 7,2 Hz) 28,2 5,33 5,33; 6,97
2 533(t,72309Hz) 1231 1,69;329  3.29:1,69
37 - 131,3 - 5,33; 3,29; 1,69
4 1,69 (s) 25,0 5,33 5,33; 1,69
50 1,69 (s) 16,9 533 5,33; 1,69
OH 13,77 (s) - - -

Legenda: dados espectrais obtidos em acetona, de.
Fonte: Dados da pesquisa, (2023).
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5.5.2. Elucidagéo da substancia S4

A substancia S4 apresentou coloracdo similar a S2, um sélido amarelo, que também foi
isolada na purificacdo por CLAE da fracio MFEBME70_SPE70_60%V1 (figura 8). Teve a sua
estrutura molecular elucidada a partir das analises dos espectros de RMN *H, **C, HOMO-COSY,
HSQC-Ed e HMBC (figuras 25 a 29, tabela 8), além da comparacdo dos dados espectrais da
substancia S2, assim como, de estruturas semelhantes relatadas na literatura (Zhou et al., 2015).

A partir da analise do espectro de RMN *H e do mapa de correlagio HOMO-COSY, foi
possivel identificar conjuntos de sinais na regido de hidrogénios aromaticos — 6,0 a 8,0 ppm, um
singleto em &1 6,07 (s), tipico de anel aromatico 1,2,3,4,5-pentassubstituido, dois dupletos em dn
6,98 (d 1,9 Hz) e 6,73 (d 8,0 Hz) em correlacdo com o sinal de um duplo-dupleto em &4 6,90 (dd
1,9 e 8,0 Hz), tipico de anel aromatico 1,3,4-trissubstituido (figuras 25b e 26b). Na regido entre o
deslocamento quimico 2,0 e 4,0 ppm, também foi possivel observar a presenca de dois sinais de
tripletos em acoplamento 61 2,88 (t 7,8 Hz) e 3,32 (t 7,8 Hz), tipicos de hidrogénios metilénicos
(figura 25c¢ e 26¢), além desses sinais e correlagdes observados, foi verificado no espectro de °C,
uma linha espectral em &¢ 204,5, tipica de carbonila de cetona (figura 27). Esses conjuntos de sinais
tipificam o composto quimico florentina, esqueleto basico de diidrochalconas, similar ao

identificado para substancia S2 (figura 20).

Figura 25 - Espectro de RMN de *H, da substancia S4, obtido em acetona-d6.
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Legenda: (a) espectro de RMN *H; (b) expanséo de 5,0 a 7,0 ppm; (c) expanséo de 1,0 a 3,5 ppm
Fonte: Dados da pesquisa, (2023).
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Figura 26 — Mapa de correlacdo HOMO-COSY, da substancia S4, obtido em acetona-d6.
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Legenda: (a) espectro de RMN H; (b) expansdo de 5,0 a 8,0 ppm; (c) expanséo de 1,0 a 3,5 ppm.
Fonte: Dados da pesquisa, (2023).
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Figura 27 — Espectro de RMN de *3C, da substancia S4, obtido em acetona-d6.
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Legenda: Espectro de RMN *3C, substancia S4.
Fonte: Dados da pesquisa, (2023).

Outros sinais observados no espectro de RMN H e no mapa de correlagio HOMO-COSY,
indicam a presenca de dois substituintes do tipo C-prenila, como os multipletos em dn 5,22 (m), em
3n 3,29 (m), além destes, observou-se na regido de hidrogénios ligados a carbonos alifaticos, C-sp?,
sinais de trés singletos, em 64 1,62 (s), o1 1,69 () e 61 1,73 (S), sendo que o singleto em 64 1,69 é

um sinal intenso integrando para seis hidrogénios, caracteristico de dois grupos de hidrogénios
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metilicos equivalentes. Além destes, observou-se na regido de hidrogénios ligados a carbonos
oxidados ou grupos alcoxi, fenoxi e acilatos — 3,0 a 4,5 ppm, a presenca de dois dupletos em 61 3,23
(d 7,1 Hz) e 3,28 (d 7,1 Hz) de hidrogénios metilénicos de cadeia aberta e vicinais, (figuras 25c e

26c).

O espectro de RMN C (figura 27) e o mapa de correlagdo HSQC-Ed (figura 28),
permitiram a identificacdo de 23 linhas espectrais, atribuidas a vinte e cinco &tomos de carbono,
pois, observou-se que o sinal, em dc 25,0 por apresentar a intensidade muito superior aos demais
sinais, indicam que estes sdo referentes a trés carbonos equivalentes. Apds a anélise do espectro de
13C e da identificagdo das interagdes no mapa de correlacdo heteronuclear HSQC-Ed, foi possivel
determinar a forma com que os carbonos estdo dispostos no composto S4, tendo assim apresentado
quatro carbonos aromaticos hidrogenados (6c 94,0; 114,7; 126,5 e 129,6), quatro carbonos
aromaticos oxidados (6c 152,9; 159,7; 161,7 e 164,2), quatro carbonos aromaticos totalmente
substituidos (6c 104,2; 127,6; 132,3; e 132,7), dois carbonos olefinicos hidrogenados (6c 123,1 e
123,3), dois carbonos olefinicos totalmente substituidos (6c 131,2 e 129,8), quatro carbono
metilénicos vicinais de cadeia aberta (6¢ 21,1; 28,2; 28,2; 31,1), quatro carbonos metilicos (¢ 16,9;

25,0; 25,0; 25,0), além de uma carbonila de cetona (6c 204,5) (figuras 27 e 28, tabela 8).
Figura 28 — Mapa de correlacédo heteronuclear HSQC-Ed, da substancia S4, obtido em acetona-d6.
| NL«V

- e
- - L=-+-‘ N an

()

(®) SC g - L
. ~§ 5

| .
R [

rrrrrr

Legenda: (a) espectro de RMN H; (b) expanséo de 5,0 a 7,5 ppm; (c) expansdo de 1,0 a 3,5 ppm.
Fonte: Dados da pesquisa, (2023).
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No mapa de correlagdo heteronuclear HMBC H/C (?3Jc, 1) (figuras 29) observou-se as
correlagfes dos hidrogénios metilénicos de um dos substituintes C-prenilico, em 61 3,23 com 0s
carbonos arométicos oxidados em &c 164,2 (C-5) e 161,7 (C-7), além da correlagdo com o carbono
aromatico totalmente substituido, em &c 132,7 (C-6), 0 que permite determinar que um dos
substituintes C-prenila estd localizado no carbono C-6 do anel A da diidrochalcona. Da mesma
forma, verificou-se para o segundo substituinte C-prenila as correlagbes dos hidrogénios
metilénicos, em én 3,28 com o carbono aromatico oxidado, em &¢c 152,9 (C-4’), com o carbono
aromatico totalmente substituido, em &¢c 127,6 (C-3°), assim como, com o carbono aromatico
hidrogenado, em oc 129,6 (C-2’), o que permitiu determinar que o segundo substituinte C-prenila

esta localizado no carbono C-3’ do anel B da diidrochalcona (figura 30).

Sendo assim, as analises dos dados espectrais de RMN do composto S4, permitiram
identifica-lo como sendo um novo composto natural, denominado pela IUPAC por 1-(4-hidroxi-3-
(3-metilbut-2-en-1-il)fenil)-3-(5,7,9-triidroxi-6-(3-hidroxi-3-metilbutil)fenil)propan -3-ona (figura
31; tabela 8).

Figura 29 — Mapa de correlacéo heteronuclear HMBC, da substancia S4, obtido em acetona-d6.
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Legenda: (a) espectro de RMN H; (b) expanséo de 5,0 a 7,5 ppm; (c) expanséo de 1,0 a 3,5 ppm.
Fonte: Dados da pesquisa, (2023).



Figura 30 — Correlagdes observadas no espectro HMBC, da substancia S4, obtido em acetona-dé.
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Legenda: dc: sinais de Carbono, dn: sinais de Hidrogénio.
Fonte: Dados da pesquisa, (2023).

Figura 31 — Estrutura quimica do composto S4.

1-(4-hidroxi-3-(3-metilbut-2-en-1-il)fenil)-3-(5.7.9-triidroxi-6-(3-metilbut-2-en-1-11)fenil)propan-3-ona

Fonte: Dados da pesquisa, (2023).

Tabela 8 — Dados espectrais de RMN 1H e 13C do composto S4.

HIC 5TH (J/H2Z) 5°C CosY HMBC
1 2,88 (1 7.8 Hz) 311 3,32 3,32, 6,90; 6,98
2 3,32 (t 7.8 Hz) 28,2 2,88 2,88
3 - 204,5 - 2,88;3,32
4 - 104,2 - 3,32; 14,01; 6,07
5 - 164,2 - 14,01; 3,23
6 - 132,7 - 14,01; 3,23; 5,22; 6,07
7 - 161,7 - 6,07; 3,23
8 6,07 (5) 94,0 -
9 - 159,7 - 6,07
ik - 132,3 - 2,88; 3,32; 6,90; 6,98; 6,73
2 6,98 (d, 1,9 Hz) 1296 6,90 6,90; 2,88; 3,28
3’ - 127,6 - 6,98; 3,28; 6,73; 5,32
4 - 152,9 - 3,28; 6,73; 6,98; 6,90
5 6,73 (d, 8,0 Hz) 114,7 6,90 6,90
6 6,90 (dd, 80e19Hz) 1265 6,73; 6,98 6,73; 6,98; 2,88
1” 323 (d, 7,1 H) 21,1 5,22 522
2 5,22 (m) 1233 162;1,73;323  1,62;1,73;3,23
37 - 129,8 - 5.22;1,62; 1,73; 3,23
4 1,73 (s) 16,9 - 522;1,62
57 1,62 (sl) 25,0 - 522;1,73
1 3,28 (d, 7,1 Hz) 28,2 532 6,98; 5,32
PR 5,32 (m) 1231 1,69; 3,28 1,69; 3,28
3 - 131,2 - 1,69; 5,32; 3,28
4 1,69 (s) 25,0 532 5,32, 1,69
5 1,69 (s) 25,0 5,32 5,32; 1,69
OH 14,01 (s) - - -

Legenda: dados espectrais obtidos em acetona, de.
Fonte: Dados da pesquisa, (2023).
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6. CONCLUSAO

As anélises preliminares dos perfis quimico, cromatografico e espectroscopico dos
microextratos, obtidos com acetato de etila, etanol 96% e etanol 70%, das folhas de M. flavida,
tendo, os cromatogramas obtidos por CLAE, bem como, os cromatogramas e perfil quimico por
CCDAE, indicaram aspectos qualitativos semelhantes, em que foi possivel identificar em ambos os
extratos a presenca de classes fitoquimicas ja relatadas para a espécie como terpenos e cumarinas,
assim como indicou a presenca de substancias da classe dos flavonoides, fato este, inédito para a
espécie. Os microextratos apresentaram semelhancas de substancias, que foi confirmada pela analise
do perfil espectroscopico por RMN H, em que estes extratos diferiram apenas pelo aspecto
quantitativo destes, ou abundéancia (integral na area dos sinais).

A andlise da capacidade antioxidante dos microextratos por bioautografia através do perfil
quimico por CCDAE, com solucéo de radicais DPPH’, permitiu identificar qualitativamente através
da observagédo da intensidade da cor das reacOes de sequestro de radicais DPPH", que todos 0s
microextratos apresentaram atividade antioxidante, sendo, o microextrato etanol 70% o que

apresentou maior intensidade da cor indicativa d o sequestro dos radicais livres.

Os microextratos (acetato de etila, etanol 96% e etanol 70%) e o extrato macerado de etanol
70%, também foram submetidos ao teste antimicrobiano frente as cepas Bacillus subtilis,
Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Salmonella typhimurium, permitindo dizer que os
extratos tém potencial antimicrobiano, sendo o microextrato acetato de etila e o extrato macerado
etanol 70% apresentaram as melhores Concentracdes Minimas Inibitérias (CMI) para acgdo

bacteriostatica e Concentracbes Minimas Bactericida (CMB) entre os extratos testados.

O fracionamento por SPE do extrato etan6lico 70% macerado, resultou em 23 fracfes bem
distintas, dentre as quais a fracdo 60%V1 foi selecionada para continuidade do trabalho, pois, era
compreendida pelos principais picos do extrato estudado. O desenvolvimento do método
cromatografico por CLAE, para a purificagdo das substancias da fracdo 60%V1, resultou no
isolamento de cinco substancias (S1 a S5). Apos a analise minuciosa dos espectros de RMN de 'H
e 13C e das correlagfes bidimensionais HOMO-COSY, HSQC-Ed e HMBC, foi possivel elucidar as
estruturas quimicas dos compostos S2 e S4, como sendo, das diidrochalconas: (S2) 3-(4-hidroxi-3-
(3-metilbut-2-en-1-il)fenil)-1-(2,4,6-triidroxi-3-(3-hidroxi-3-tilbutil)fenil)propanal-ona e (S4) 3-
(4-hidroxi-3-(3-metilbut-2-en-1-il)fenil)-1-(2,4,6-triidroxi-3-(3-metilbut-2-en-1-il)fenil)propan-1-
ona. Apos a investigagdo minuciosa da literatura, atraves das plataformas Scifinder e PubChem, foi
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possivel concluir que as substancias S2 e S4 tratam-se de dois novos compostos naturais, isolados

pela primeira de plantas.

Portanto, a presente pesquisa com as folhas de Metrodorea flavida, contribui com os
aspectos importantes para o estudo fitoquimico da espécie, em que foi relatada a presenca de classes
quimicas importantes, como flavonoides, assim como, traz a contribuicdo para a quimica de

produtos naturais, onde foram identificados dois novos metabolitos secundarios de plantas.
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