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RESUMO

Myrtaceae constitui-se uma das maiores e mais tapes familias de Angiospermas da
flora brasileira. Representantes desta familia oegt&tribuidos nos diferentes biomas
brasileiros.Myrcia constitui-se um dos maiores géneros pertencerfeaniia Myrtaceae em
numero de espécies e estudos quimicos e biol6giEstsidos quimicos délyrcia spp.
revelaram a presenca de substancias do tipo tegé&enolica e flavonoidica, as quais sao
responsaveis por diversas atividades quimicaslégidas. Este trabalho objetivou descrever
o estudo quimico dil. bracteata M. citrifolia e M. fenestratacoletadas na Reserva Florestal
Adolpho Ducke em Manaus (AM), bem como avaliar astepciais antioxidante e
hipoglicemiante dos extratos, fracdes e substammdsdas. Os fracionamentos por CLAE do
extrato em acetato de etila dos caules e das fdéakk bracteataresultaram no isolamento
de quatro flavonoides glicosilados. Esses foramatarizados, principalmente, por RMN e
EM, como sendo duas dihidroflavonas (naringeni@{¥-glicosideo e eriodictiol-D-3-
glicosideo), um dihidroflavonol (astilbina) e urmavbnol (quercitrina). As Analises de
Variancia dos resultados de capacidade sequesttantadical livre DPPHe revelaram que os
extratos ndo aquosos das trés espéciddyuieia apresentaram 0s menores valores dedS
(entre 37-51 %). Dentre esses extratos, os etasotle folhas e de caules Bk bracteata
apresentaram sinais nos espectros de RMNHdmracteristicos de substancias flavonoidicas.
O extrato aquoso sequencial das folhasviddracteata(MBFT3a) e a naringenina-O-3-
glicosideo apresentaram efeitos inibitorios daiddidle enzimatica dan-glicosidase de
Saccharomyces cerevisiaen 20,60+0,08 e 23,27+1,86 %, respectivamentect@te aquoso
direto das folhas dbl. fenestrata(MFFa) apresentou resposta inibitoria frente a enzima
glicosidase de intestino de ratos, cujo valor €38btPortanto, a espéch. bracteata
evidenciou ser uma fonte de flavonoides com atdegdaantioxidante e hipoglicemiante, dos
quais trés ainda ndo foram descritos no génerofamiia. Portanto, este trabalho contribui
com o conhecimento da quimica de produtos natdeamatrizes vegetais da Amazonia.

Palavras-chavedlyrcia bracteataM. citrifolia, M. fenestrataantioxidante, hipoglicemiante,
flavonoides, fendlicos, CLAE, EM, RMN



ABSTRACT

Myrtaceae constitutes one of the largest and muogbitant Angiosperm families of the
Brazil flora and is concentrated in a single tribdyrteae (three sub-tribes: Myrciinae,
Eugeniinae, and Myrtinae). Species of this famadydibeen distributed in almost all brazilian
biomes. TheMyrcia spp. constitutes one of the largest genus belgntnMyrtaceae in
number species and chemical and biological studiesse chemical studies bfyrcia spp.
have revealed the presence of terpenes, phenahdsflavonoids, which are responsible for
several chemical and biological activities. Thissdirtation describe the chemical study of
Myrcia bracteata M. citrifolia, andM. fenestratacollected in the Reserva Florestal Adopho
Ducke, Manaus (AM), as well as evaluates the aitaox and hypoglycemic potentials of the
extracts, fractions, and isolated compounds. TheGHfPactionation of the stems and leaves
ethyl acetate extract froyrcia bracteatahad resulted in the isolation of four glycosylated
flavonoids. These were characterized, particulaghyNMR and MS, as two dihydroflavones
(naringenin-70-glucoside and eriodictyol-O-glucoside), one dihydroflavonol (astilbin) and
one flavanol (quercitrin). The ANOVA of the resukequestering ability of free radical
DPPHe has revealed that the non-aqueous extractre¢ species dWyrcia (except the
leaves aqueous extract Bf. fenestrata have the lowest values of &3between 37-51%).
Among these extracts, the leaves and stems ethartrbhcts ofM. bracteatahave shown
signs of the flavonoid hydrogens type in tfeNMR spectra. The sequential aqueous extract
of M. bracteataand naringenin-1-glucoside have exhibit inhibitory effects mfglucosidase
enzyme activity bySaccharomyces cerevisiagf 20.60 + 0.08 and 23.27 = 1.86%,
respectively. The leaves aqueous direct extrach fyrcia fenestratavas the only sample
that showed inhibitory response against thglucosidase enzyme of the intestine of rats,
whose value is 55 + 3%. Therefore, the speciesrittbata shows a source of the antioxidant
and hypoglycemic flavonoids, among which three weot¢ yet described on genus and
family. Therefore, this work has contributed to #treowledge of the Chemistry of Natural

Products from plants of the Amazoénia bioma.

Keywords: Myrcia bracteata M. citrifolia, M. fenestrata antioxidant, hypoglycemic,
flavonoids, phenolics, HPLC, MS, NMR
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1. INTRODUCAO
O Brasil abriga cerca de 20% de toda biodiversidadsndial. Mais de 55.000

espécies de plantas compdem a flora brasilei@gisim sexto do total das plantas registradas
no planeta. O pais conta com alguns dos biomasrinagsem numero de espécies vegetais —
a Amazonia, a Mata Atlantica e o Cerrado. Os resuvgegetais brasileiros, além de fontes de
alimentos, podem ser utilizados para obtencéo ltadj madeira, pigmentos, condimentos,
aromas e principios ativos para producdo de medictns e cosméticos (Ambiente, 2012;
Coradin, Siminski e Reis, 2011).

A floresta Amazoénica responde por cerca de 25%fldasstas remanescentes do
planeta, e no Brasil ela ocupa quase a metade rdtdrie nacional, tendo grande valor
estratégico e econdmico para o pais. Estudo rdaligalo Instituto Nacional de Pesquisas da
Amazonia (INPA) aponta a existéncia de mais de€d@@cies de plantas amazénicas (nativas
e introduzidas) todas catalogadas com potenciaderfapicos, aromaticos, cosmeticos,

medicinais e para decoracoes (Olivatal, 2008; Amazonia, 2015).

Para a maioria da populacdo Amazonica, as plantdécmais servem como principal
forma de cuidados a salde, isto se deve em par@referéncia cultural e também por causa
do dificil acesso e custo de produtos farmacéutatopaticos. Para um grande numero de
pessoas da Regido, as plantas medicinais ofereseimicos tratamentos disponiveis para

varios tipos de doencas (Elisabetsky e WannmatBeR).

Espécies do géneldyrcia, pertencente a familia Myrtaceae, tém sido fretpmeante
utilizadas na medicina popular para o tratamentdaBncas gastrointestinais, infecciosas e
hemorragicas, além de serem empregadas como Hathatdrias e analgésicas. Segundo
Cruz e Kaplan (2004), as partes mais usadas s#@thas, os caules e as cascas. Espécies de
Myrcia sdo ainda popularmente utilizadas no tratamentodidbetes mellitus. Estudos
fitoquimicos com a espéchMyrcia multiflora, conhecida no Brasil como “pedra-hume-cad”,
descrevem a ocorréncia de flavonoides glicosiladgmzes de inibir a atividade enzimatica
da aldose redutase ee-glicosidase responsaveis pelas complicacdes duoetdis mellitus
(Bnouhametal., 2006; Yoshikawat al, 1998; Matsuda, Nishida e Yoshikawa, 2002).

Apesar de toda importancia atribuida as espéci@dydea, principalmente para fins
medicinais, seu potencial ainda € pouco exploradame grande numero de espécies

permanece sem qualquer estudo quimico ou bioldgico.
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2. OBJETIVOS

2.1. Obijetivo geral

Investigar a composi¢do quimica das espéklgscia bracteataDC., M. citrifolia (Aubl.)
DC. eM. fenestrata(Rich.) DC. (Myrtaceae) coletadas na Reserva Blafédolpho Ducke
(AM), bem como avaliar os potenciais antioxidant@poglicemiante dos extratos, fracdes e

substancias isoladas.

2.2. Objetivos Especificos

» Analisar os perfis quimicos dos extratos obtidékzahdo a Espectrometria de Massas
(EM) assistida por ferramentas quimiométricas (PEAHCA), e por Ressonancia
Magnética Nuclear (RMN);

» |solar os constituintes quimicos presentes nosi@sgiselecionados empregando métodos

cromatograficos (CLAE - em modo semi-preparatiyaveparativo);

» Determinar as estruturas quimicas dos constituiisi@ados a partir dos extratos das

espécies dMyrcia empregando principalmente a EM e a RMN de 1D e 2D;

= Avaliar o potencial antioxidante e hipoglicemiamtes extratos em acetato de etila,
etanolico e aquoso das espécies estudadas bem dasnsuas fracbes e substancias

isoladas.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. A Amazobnia de Terra Firme: Reserva Florestal Adolplo Ducke (RFAD)

A Amazobnia ocupa aproximadamente seis milhdes dBngetros quadrados da
Ameérica do Sul, sendo constituida por diferentpestide vegetacdo. Cerca de 65% dessa
regido € coberta por um tipo de floresta denomirfeadasta de terra firme, caracterizada
principalmente pela elevada riqueza e diversidagleegpécies (Lima Filhet al, 2001).
Segundo Oliveira e Amaral (2004) A floresta amazéré o maior reservatorio natural da

diversidade vegetal do planeta.

Na cidade de Manaus (AM) no km 26 da Estrada Maitagsatiara (AM-010) esta
localizada a Reserva Florestal Adolpho Ducke, (fdy p.20) esta reserva tem 10.072 ha e
sua vegetacdo principal é mata de terra firme (Ribet al., 1999). A RFAD serve como
suporte para todos os segmentos das pesquisasPdodNle outras instituicbes nacionais e

internacionais, dentre elas a Universidade Feder&dimazonas (Inpa, 2015).

Ribeiro et al, (1999) registraram na RFAD um total de 2.175 eggéde plantas
vasculares distribuidas em mais de cem familiasl&mda area total da reserva, onde a
maioria pertence ao grupo das arboreas representadid desse total. Dentre as familias
com representantes predominantemente arbéreoscaest®: Leguminosae, Lauraceae,
Sapotaceae, Chrysobalanaceae, Moraceae, Burserdceeghidaceae, Apocynaceae e
Myristicaceae, Myrtaceae e Annonaceae. Souza (1868Jificou um total de 65 espécies de
Myrtaceae distribuidas nos génerBsepharocalyx (1), Myrciaria (1), Calycolpus (3),
Calyptranthegq7), Eugenia(28), Marlierea (3) eMyrcia (19).
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= Eio Amaranas

Figura 1. Imagem Landsat (2003) da regido de Manaus e ohited da Reserva Ducke.(font:
Siglab/Inpa).

3.2. Myrtaceae

Myrtaceae constitui-se uma das principais famifi@sAngiospermas (The Plant List,
2013), sendo representada por aproximadamente Bsg#ties pertencentes a 142 géneros e
17 tribos (Wilson, 2011; Cruet al, 2013). Tem como centro de diversidade os tr&pico
Umidos, nomeadamente a América do Sul, Australissia Tropical (Lucaset al, 2007).
Estudos recentes de andlises moleculares idengifica subdivisdo das 17 tribos em duas
subfamilias, a Psiloxyloideae de frutos capsulddesms tribos) e a Myrtoideae de frutos
carnosos (quinze tribos) (Wilsat al, 2005) (Wilson, 2011).

Espécies dos géneros pertencentes a Myrtaceae osdomente cultivadas como
especiariasHimentasp., Syzygiunsp.), por fornecer madeira e sombEagalyptussp.), por
seus Oleos essenciaisucalipto sp., Callistemonsp. e Metrosiderosp.), e por seus frutos

comestiveisEugeniasp., Plinia sp, Syzygiunsp.) (Govaertgt al, 2008).

No Brasil, estima-se a existéncia de 23 génerogrexinadamente 1.000 espécies
todas pertencentes a subfamilia Myrtoideae, coirstio assim uma das maiores familias
botanicas da flora brasileira (Sobeahl., 2015; Landrum e Kawasaki, 1997).
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Algumas espécies de Myrtaceae conhecidas no Bsasil a goiabeiraPgidium
guajavg, a pitangueira Eugenia uniflora), a pedra-ume-caaVfrcia spp. e/ouEugenia
punicifolia.), a jabuticabeiraMyrciaria cauliflora), o jambo §yzygium malaccenyes 0
camu-camu Nlyrciaria dubia), todas essas espécies produzem frutos carnosmstrédouem

para a economia do pais (Cruz e Kaplan, 2004; Sebed, 2013).

Além de sua grande importancia para o ecossistepaaaea economia as espeécies de
Myrtaceae apresentam excelentes propriedades faligamas, destacando-se atividade
antidiarréica fyrcia bracteatae Eugenia cauliflord, no emprego do combate ao cancer
(Myrcia amazonicpae no tratamento do diabet@dyfcia multiflorae Syzygium cumihiCruz
e Kaplan, 2004).

Quanto a composicdo Quimica dos Oleos essenciagisesipecies pertencentes a
Myrtaceae, estudos realizados revelam a predomadias seguintes classes de compostos:
monoterpenos/sesquiterpenos, compostos alifatievsreaticos (incluindo fenilpropanoides)
(Stefanelloet al, 2010). Sesquiterpenos sdo 0s componentes priscipanaioria dos oOleos,

seguido de monoterpenos (Padoeaal, 2014).

A partir de espécies dessa familia foram identificae/ou isolados substancias de
natureza triterpénica, fendlicas, derivados doofibrcinol, cromenos, estilbeno, taninos e
flavonoides (Zhuet al., 2013; Stefanelleet al., 2010; Zoghbiet al., 2003). O quadro 01

apresenta alguns exemplos dos principais comppstgentes em espécies de Myrtaceae.
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Quadro 1. Estruturas quimica de substancias presentes ermiespértencentes a diferen

géneros de Myrtaceae

Folhas deeugenia brasiliensi

OH

Ny
(@}
I

»

HO i
H;C CHj

Acido 29-idroxi-oleandlico
(Maginaet al, 2012)

Frutos deSyzygium cumir

Miricetina 3- O glucoside
(Faria, Marques e Mercadante, 2(

Frutos deMyrciaria cauliflora

OH
HO o)
OH
0
OH N\ __CH
o’ o773

Jaboticabin
(Reynertsoret al., 2006)

Frutos deNeomitranthes obscla

Cianidina 3-Oglucosidt
(Gouveaet al, 2015

Folhas dePsidium guajavi

Quercetina-3-GB-D-xilopiranosideo
(Zhuet al, 2013)

Frutos deEucalyptus globulu

Eucalptal C
(Wanget al,, 2012
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Dentre os géneros pertencentes a Myrtaceae destacgénerd/lyrcia, pertencente a
subfamilia Myrtoideae, segundo maior género da lfandom cerca de 700 espécies
distribuidas na América Central e América do Sudnfirum e Kawasaki, 1997; Lucatal,
2011; World Checklist of Slected Plant Families1 20

3.3. GéneroMyrcia

No Brasil, o géneroMyrcia esta representado por 260 espécies ndo endémicas
distribuidas nos biomas Amazonia, Caatinga, Cerrita Atlantica, Pampa e Pantanal.
(Sobralet al, 2015). A Mata Atlantica brasileira € um dos cestde diversidade de espécies
deMyrcia com aproximadamente 250 espécies (Stehraaah 2009; Sobraét al, 2015).

Em levantamento mais recente séo listadas 55 ndmespécies dblyrcia para a
regido Amazonica, e na Reserva Florestal AdolphckBu- Amazonas, Brasil, uma amostra
representativa de floresta amazonica de terra fifonem identificadas 19 espéciesMgrcia
(Sobralet al, 2015; Souza, 1999).

Espécies de Myrcia sdo bastante utilizadas na medicina popular como
hipoglicemiantes, antidiarréico, adstringente, €ligp, antimicrobiano e antitumoral, entre
outros (Cruz e Kaplan, 2004; Borges, Alves, Sampaical, 2013; Vareda, P. Met al,
2014). Destaca-se no género as espécies conhquigagarmente como pedra-ume-caa
(Myrcia amazoniceDC., M. citrifolia (Aubl.) Urb., M. guianensigAubl.) DC., M. multiflora
(Lam.) DC., M. salicifolia DC. e M. speciosa(Amshoff) McVaugh eMyrcia sylvatica
(G.Mey.) frequentemente usada no tratamento deethalbem como responsaveis por outras
acOes farmacoldgicas, tais como cicatrizante eétioar (Silvaet al, 2015). A seguir, sao
descritos estudos que apresentam a composicao cquienios potenciais biolégicos de
algumas espécies tyrcia descritas na literatura.

3.3.1. A Quimica do género Myrcia

Os Oleos essenciais dos galhos finos, folhas esflole espécies ddyrcia séo
caracterizados por notavel teor de sesquiterpenolcos seguido de monoterpenos
(Limbergeret al., 2004; Candideet al, 2010; Stefanell@t al, 2010; Stefanello, Pascoal e
Salvador, 2011; Set al, 2012; Borgeet al, 2013; Santost al, 2014), e possuem diversos
potenciais biolégicos tais como, anti-inflamato@atisséptico (Andradet al, 2012; Santos
et al, 2014), antibacteriano (Alarcéet al, 2009; Silva, Uetanabaro e Lucchese, 2013) e

larvicida (Limaet al, 2011).
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As folhas e galhos finos de trés espécieviyecia ocorrentes na Amazoniavi(
bracteata M. cupreae M. sylvaticg foram hidrodestilados e analisados por CG-MS, os
resultados evidenciaram 106 compostos, dos quissée majoritarios H)-nerolidol e E)-
B-farneseno enM. bracteata myrceno ef3-cariofileno emM. cupreae espatulenolcis-

calameneno e selin-11-enedol emM. sylvatica(Zoghbiet al, 2003).

Os principais constituintes quimicos fixos encafitea em espécies dklyrcia
reportados na literatura séo substancias fendpaasipalmente da classe dos flavonoides.
No estudo realizado por (Moresai al, 2014) o flavonoide miricitrina € o principal
constituinte dos extratos acetato de etila dascespi. splenden® M. palustris O estudo
qguimico das folhas delyrcia multiflora, utilizada como medicinal no tratamento do diabete
(Patelet al, 2012), proporcionou a elucidagéo e caracterizdeaainco flavonas glicosiladas
mirciacitrina 1-V e dois glicosideos de acetofendnarciafenonas A e B), ver quadro 2,
foram isolados ainda desta matriz flavonoides tegsno miricitrina, quercitrina e
guaijaverina. Os resultados do estudo farmacolégitostraram que os flavonoides
mirciacitrina 1-V apresentam potencial hipoglicem&por inibicdo a atividade enzimatica da
aldose redutase (Yoshikawaal, 1998; Matsudat al, 2002; Matsudat al., 2002).

Como resultados dos estudos de avaliacdo dos pedigativos e quantitativos dos
extratos de folhas d®lyrcia bella realizados por Saldanha e colaboradores (20&8mf
identificados onze flavonoidé3-glicosilados e seis derivados de flavonoides dogade
miricetina e quercetina, juntamente com dois gliess de kaempferol e &cidos fendlicos
como o acido caféico, galato de etila, acido gaiéxido quinico. Foram caracterizados neste
estudo 24 constituintes (Saldanéial., 2013). O extrato hidroalcodlico de folhas dessa
mesma espécie apresentou como principais consisiragliconas de flavonoides e
flavonoide©O-glicosideos derivados de quercetina e miricetingual foi capaz de reduzir a
glicemia em camundongos diabéticos. Os resultadste drabalho evidenciam o potencial
hipoglicemiante do extrato hidroalcoodlico de foltdesMyrcia bella (Vareda et al., 2012;
Vareda, P. M. P. et al., 2014).

A particdo aquosa do extrato metandlico a 709 deaniflora foi capaz de inibir a
atividadein vitro da enzima peroxidase (TPO) em 50%, e a partiededsato foram isolados
e identificados com auxilio de técnicas cromatagasf (CLAE e MPLC) e espectrométricas
(UV e RMN'H e *C) os flavonoides: mearnsitrina e miricitrina, geiadro 2 (Ferreirat al,
2006).
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A partir dos extratos de acetato de etila das fotleMyrcia tomentosdoram isolados
os flavonoides avicularina e juglanina, relatadela primeira vez em espécies de Myrtaceae
da regido neotropical (Imatonet al., 2013). Cerqueira e colaboradores (2013) isolagam
identificaram um éster nicotinico chamado myrciarartir da espéciyrcia blanchetiana
este foi obtido do extrato hexéanico dos caules aomilio de métodos cromatograficos e a
partir das folhas por diéxido de carbono em estagh@rcritico.
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Quadro 2. Estruturagjuimices e efeito bioldgico de substancias presentes enties de
Myrcia.

OH OH

Mearnsitrini
Presente nos ramos (folhas e caules
Myrcia uniflora.
Inibidora da enzima Tireoide peroxide
(Ferreiraet al, 2006

OH
OH
HO o O
‘ OH
OH
OH @]
Miricetina

Presente nas folhas Wyrcia lingua Berg.
Inibidora da catepsina B (Uma ciste-
protease envolvida na progressao tumc
(Ramalho et al., 201

OH

OH OH

Miricitrina
Miricitrina presente nos ramos (folha
caules) déMlyrcia uniflora, M. splendens
M. multifiora e M. palustris
Inibidora das enzimas Tireoide peroxide

aldose redutase,ceglicosidase .
(Matsuda, Nishida e Yoshikawa, 20(

Ferreiraet al, 2006; Moresc et al, 2014)

N 0
X P
]
o}
O\H/
o]
Mirciaine

Presente nas folhasnos Caules (Myrcia
blanchetian:
N&o apresenta atividade biologica descrit:
literatura
(Cerquera et al., 2013
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HO

Mirciacitrina l: R =} idiacitrina Il

Mriacitrina II: R = CH:
1
X 0 0
0
HO OH
OH H
HO
Mirciacitrina IV
o]
| o CH,
o]
o
HO OH
OH H
HO OH
Myrciacitrina V
Presentes nas folhas Myrcia multiflora.

Inibidoras da aldose redutase.
(Yoshikaw: et al, 1998; Matsuda, Nishida e Yoshikawa, 2(

H,C
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O+ CH,
O ]

OH

Myrciafenona A Myrciafenona [
Presentes nas folhas Myrcia Multiflora .
Inibidora da aldose redutasia-glucosidase.
(Yoshikawaet al, 1998)

HO 0 O\ CH,
OH (0]
HO OH
o HO 0
0]
OH HO OH
CH

OH

OH

H

Avicularina Juglanina

Presentes nas folhas Myrcia tomentosaGlaz.
Inibidoras da atividade de coledptilo.
(Imatomi et al., 2013)

®) OH
OH
O/Q/
o
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OH

o)
OH
OH
OH (0]
Quercetin

Casuarining

OH
OH

OH

Miricetina 3-O-B-D-(6-galoil) Kaempferol -O-(3-
galactopiranoside galactopiranoside
Presentes nas folhas Myrcia palustris

Inibidoras dan-glicosidase.
(Wubshetet al, 2015)
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Apesar da importancia deste género para a farmgiaobopara a medicina popular,
muitas espécies ainda nao apresentam estudos gaimibioldgicos. As espéciddyrcia
bracteata Myrcia citrifolia e Myrcia fenestradaselecionadas para este estudo, carecem de
estudos objetivando a investigacdo dos seus asngtis quimicos fixos e seus potenciais

biolégicos.

3.3.2. Myrcia bracteata (Rich.) DC.

Myrcia bracteata(Rich.) DC., conhecida popularmente por “murtaetadia” € usada
na medicina popular como antidesintérica e antizsefStefanelleet al, (2011). Tem como
sinonimia: Eugenia hirsutaRuiz & Pav.,Myrcia hirtellifolia Gleason eMyrcia lanceolata
Cambess (Sobrait al, 2015).

Zoghbi e colaboradores (2003) analisaram os 6lelddeis das folhas dd. bracteata
(Rich.) e relataram a presenca @g-iierolidol, €)-p-farneseno, espatulendl;cariofileno,
germacreno D, biciclogermacrentbansmurola-3, 5-dieno, Cadin&ransl1, 4-dieno, (3-
elemeno, a-bisabolol, B-selineno, a-selineno ed-cadineno. SendoEf-nerolidol, €)-B-

farneseno e spatulenol os componentes majoritarios.
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PLANTAE DICOTYLEDON MYRTALES MYRTACEAE
Myrcia bracteata (Rich.) DC.. Det: Silva, M.F. da
07/1966

Figura 2. Myrcia bracteatadepositada em herbario do INPA. (Fonte: splinklu

3.3.3. Myrcia citrifolia (Rich.) DC.

Myrcia citrifolia (Aubl.) Urk. é uma das espécies conhecida no Brasil como -
ume-caa (Silveet al., 2015. SegundoJorge e colaboradores (20, Myrcia citrifolia é
indicada no tratamentooddiabetes. De acordo co®obral e colaboradores (20, essa
espécieé nativa do Brasil com dominios fitogeograficos Araazénia e no cerrado, cc
cento de distribuicdo geografica nos Estados do Amazan Para. Tem como sinonin
Myrtus citrifolia  Aubl., Aulomyrcia acetosan(Poir) O. Berg, Aulomyrcia jacquinian
0O.Berg.,Eugenia acetosa Poir., Myrcia coriaceaDC., Myrcia paniculat: (Jacqg.) Krug &
Urb., Myrcia vernicosaDC., Myrtus acetosan@oir.) Spreng.Myrtus coriace Vahl., Myrtus
cotinifolia J.F.Gmel., Myrtus marginat (Pers.) Spreng.Aulomyrcia citrifolic (Aubl.)
Amshoff (Sobraktal., 2015)

A literatura relata apenas um estudo envolo a espécieM. citrifolia e suas

sinonimias, este estudo apresenta o isolamenif-amirina e euciptina (5 hidroxi-4',7-
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dimetoxi-6,8dimetilflavona) a partir dos extratos de éter degheo das folhas « Myrcia
citrifolia (Aubl.) (Gottliebetal., 1972).

TN ()

PLANTAE DICOTYLEDON MYRTACEAE
Myrcia citrifolia (Aubl.) Urb. 11/2007

Figura 3. Myrcia citrifolia depositada em herbario do INPA. (Fonte: splinkhm)
3.3.4. Myrcia fenestrati DC.

A espécieMyrcia fenestrati ocorre em floresta de terfiame, pode ser encontrada
Brasil nas regiées Norte (Amazonas, Pard) e C-oeste (Mato Grosso). O levantamentc
sinonimias envolvendo a espéMyrcia fenestratandoapresentou resultad(Sobralet al,

2015).

O estudo fitoquimico do extrato etanolico das felidaM. fenestratarealizado por
Souza e Machado (20. proporcionou o0 isolamento das substéds espatulenaol,
sesquigrpeno previamente descrito em 6leos essencia@spiies do géneMyrcia (Zoghbi
etal., 2003; Limbergeetal., 2004) e acido betulico, um triterpeno lupénico que exibe u

variedade de atividades bioldgicas incluindo ai@@ib do virus da imunodeficiéncia hum
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(HIV), antibacteriana, antimalica, antiinflamatéria antihelmintia e propriedades

antioxidantegYogeeswari e Sriram, 20C.

PLANTAE DICOTYLEDON MYRTALES MYRTACEAE
Myrcia fenestrata DC.

Figura 4. Myrcia fenestrat depositada em herbéario do INPA. (Fonte: splinkhm)

3.4. Investigacdo Quimica de Extratos Vegeta

As plantas possuem habilidis de produzir compostos quimicos que serven
defesa contra predadores, as substancias deéefesas sdo conhecidas como metab¢
secundarios ou aleloquimicc(Fattorusso e TaglialateBeafati, 200¢&. Os metabdlitos
secundarios sdo mediadores em processos de imatagdplantas com o meio aente, a
capacidade das plantas de sintetizar estes corspastoespostas a necessidades especif
um processo continuo ao longo da evolugédo dasedifes linhagens de plani(Pichersky e
Gang, 200Q)O metabolismo secundario é uma expressao dadondiidade das espécies €
substancias naturais produzidas apresentam amymasidiade funcional e estrutural, t

como terpenoides, flavonoides, lignoides e alcas (Dewick, 2009) Os produtos natura
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sdo produzidos por razdes fisioldgicas especifisasiais ou predatodrias, estando, portanto,
relacionados com a ecologia dos organismos progkitéis substancias quimicas toxicas, por
exemplo, proporcionam defesa contra herbivorosggsraou plantas concorrentes, ja os
atrativos volateis e agentes de coloracéo atraégma#n(ex.: insetos e passaros) polinizadores
e/ou advertem outras espécies (Dudareva e Piché@8@9; Bennett e Wallsgrove, 1994). E a
partir do metabolismo secundario que as planta®é®m a maior parte dos produtos naturais

farmacologicamente ativos (Dewick, 2009).

Os estudos quimicos das plantas sdo incentivadias ipgortante utilidade dos
produtos naturais principalmente como fonte de astgs bioativos para a producédo de
medicamentos. A Quimica de Produtos Naturais se&againcipalmente a caracterizacéo
estrutural, avaliacdo de propriedades quimicaso®dicas, bem como investiga as rotas
biossintéticas das substancias produzidas por ems&abolitos secundarios de plantas e
microrganismos (Sarker D., Latif e Grayi., 2005).

Os estudos quimicos de metabdlitos secundariosemxitecnicas eficientes de
isolamento, purificacdo e caracterizacdo. Dentremasodologias disponiveis atualmente
destacam-se o0s métodos cromatograficos e espettiecnag sendo as Cromatografias
Liquida e Gasosa de Alta Eficiéncia (CLAE e CG)pé&tdrometria de Massas (EM) e a
Ressonancia Magnética Nuclear as principais tésraogplamente utilizadas na investigacéo
fitoquimica (Braz Filho, 2010) (Det al, 2014) (Sarker D., Latif e Grayi., 2005).

Considerando os avancos das técnicas analiticass,atu Cromatografia Liquida de
Alta Performanse com detector de arranjo de die@spectrometria de massas (CLAE-
DAD-EM), aparentemente tem sido a ferramenta miiigada em metodologias de analise
de perfis quimicos de constituintes fixos preseatesnatrizes naturais (Koniséi al, 2007)
(Phillipson, 2007; Lemet al, 2014).

3.5. Atividade Antioxidante

Antioxidantes sdo substancias que podem atrasaitmudanos causados por radicais
livres. Os radicais livres s@o moléculas reativas podem interferir em reacdes fisioldgicas
normais. A reatividade dos radicais livres se davistabilidade dessas moléculas, por
possuirem elétrons desemparelhados (Fib, 2009)egepca dos radicais livres no organismo
€ critica para a manutencdo de muitas fun¢deddiigtas normais, pois causam oxidacdo de
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substancias quimicas ocorrentes nas reacdes me#sbONo organismo a formacdo de
radicais livres ocorre via agdo catalitica de easindurante o processo de transferéncia de
elétrons ocorrentes no metabolismo celular (fatereddgenos) e pela exposicdo a fatores
exdgenos (ozonio, radiacdes gama e ultravioletdjcamentos, dieta, cigarro, entre outros.)
(Bianchi e Antunes, 1999).

Substancias antioxidantes podem ser obtidas nam@tapio, sendo encontradas na sua
maioria nos vegetais (Bianchi e Antunes, 1999).ti@ess substancias antioxidantes presentes
nos vegetais, 0s mais ativos sao os compostosidesptais como os flavonoides (Arora,
Nair e Strasburg, 1998). Os compostos fendlicos s&n extremamente investigados ao
longo dos anos, e estudos comprovam a intima eldgd potenciais antioxidantes dos

alimentos com o teor de substancias fendlicas '¢Seet al, 2011).

Varios ensaios tém sido utilizados para estimapacidade antioxidante de alimentos
e substancias puras (Thaipong et al., 2006). DIMBTS, FRAP e ORAC sé&o alguns dos
ensaios utilizados para medir a capacidade anaokdpor método de captura de radicais
livres. Dentre estes se destaca o método de cagtunadical livre 2, 2 - difenil -1 -
picrilhidrazil (DPPHe) (Brand-Williamset al, 1995), baseado no mecanismo de reagao
quimica ilustrado na Figura 5, o teste com DPPHdiaa capacidade de captura do radical
livre por substancias antioxidantes produzindo ¢stim um decréscimo na absorbancia bem
como o desaparecimento da cor violeta do DPPH4dBo) Machado e Athayde, 2014, Liang
e Kitts, 2014).
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Figura 5. llustracédo da reacao entre o DPPHe e uma amasti@xidante (potencialmen
redutora). Imagem adaptada(Boligon, Machado e Athayde, 201d{Liang e Kitts, 2014).

3.6. Atividade Hipoglicemiante

O diabetes mellitus é uma doenca crénica degewmaratiaracterizada pi
hiperglicemia crénica (Alto nivel de glicemia). Agenta distirbios no metabolismo |
carboidratos, proteinas e gorduras devido a intdg@de do pancreas em secretar inst
e/ou tansportar glicose para o interior das célulasride a hiperglicemia. Em suas forn
mais graves, pode desenvolver e leao coma e, na auséncia de tratamento eficaz, a 1
(Alberti et al, 1998) Dentre os tratamentos eficientes no controle litzergia estdo os
antiglicemiantes orais que podem atuar por difesenhecanismos de agéo tais co
aumento do suprimento insulinico, aumento da agsulinica e ainda inibicdo da enzia-

glicosidasgInzucchi, 200z.

As enzimas do tipar-glicosidasesao responsaveis pela clivagem hidrolitica
ligagBesa-glicosidicas (Kyura 6). Esta enzima atua durante a digestdo na deg@adhns
oligossacarideos e dos polissacarideos provenieatedimentacéo, liberando as unida
monossacaridicas de carboidratos, aumentando asglicemia e agravando o quadro clir
de pacientes diabétic@krasikov, Karelov e Firsov, 2001; Borges De MelGarvalhc 2006;
Ferreiraet al, 2011).
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Figura 6. Mecanismo proposto para a @gem da ligacéo glicosidica | a-

glicosidases (Font(Krasikov, Karelov e Firsov, 20C.

O uso de plantas como alternativa no tratamentewepcdo de doencas € pratica
perdura ha muitos an@Be Pasquale, 19€. O grande interesse em drogas de origem ve
€ devido a véarias raz0es, a saber, 0 uso exageiou incorretade drogas sintéticccausarem
efeitos colaterais indesejaveis e por o aca drogas de origem vegetal pela populacéac
maior (Rates, 2001)Diversas espéci de plantas sdo utilizadas etnofarmacologicam
como alternativas no tratamento do diabetes e @lefds destace-se espécit pertencentes a
familia Myrtaceaeas quai sdo conhecidas popularmente como insulina ve(Marles e
Farnsworth, 1995; Bnouhe et al., 2006; Sharma, Balomajumder e Roy, z (Cruz e
Kaplan, 2004; Bnouham et al., 20t Sharmeetal., 2008; Baligaetal., 2011; Gavilla-Suarez
et al., 2015). Dentre os compostos quimicos encontrados em Mygaos flavonoide:
principalmente o0s O-glicosilados estdo intimamente relacionados com o potel

hipoglicemiante dessas espéc
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Instrumentos

A secagem do Material vegetal foi realizada emfastom circulagéo de ar, marca De

Leo Equipamentos Laboratoriais.

Para moagem dos caules das espéciddyueia foi utilizado moinho de quatro facas
marca Fortinox do tipo Willye e modelo STAR FT-5@a&a moagem das folhas utilizou-se
liquidificador marca BLACK & DECKER.

A pesagem do material vegetal foi realizada em ngalasemi-analitica marca

Shimadzu modelo BL3200H com precisédo de 0,01 gsegmn maxima de 3200 g.

Para a Extracdo foi utilizada Lavadora Ultrassérdeamarca UNIQUE e modelo
USC4880.

Os extratos organicos em soluc¢des foram concerstrammioevaporador rotatorio marca
FISATOM e modelo 801 com banho-maria de mesma mancedelo 550, equipado com
bomba de vacuo de marca TECNAL e modelo Te-058 sistama refrigerador de liquidos
de circuito fechado marca FISATOM e modelo 850.

Os extratos aquosos em solucdo foram congeladasfikzddos em liofilizador
CHRIST modelo Alpha 2-4 LSC. As pesagens de exdramostras, padrées comerciais e
reagentes para o preparo de solugdes estoque feadimadas em balanca analitica Shimadzu
Ay-220 com precisao de 0,0001 g e pesagem maxirda@g.

Os experimentos de Cromatografia Liquida de Aliai&icia hifenada aos detectores
de Arranjos de Diodos e Espectrometros de Massa8E@AD-EM) foram realizados em
um cromatégrafo (Thermo Scientific, Acél)ahifenados em linha aos detectores de Arranjo
de Diodos (Thermo Scientific, Aceflpe Espectrometro de massas (Thermo scientific, LCQ
FLEET). Foi utilizada uma coluna de fase reversdetmGg (2) 100 A Phenomen&x150 x

4,6 mm, 5um) com uma pré-coluna de mesma fase.

As separacbes cromatograficas em escala preparatiggmi-preparativa foram
realizadas em um cromatégrafo ShimdtdCBM-20A), equipado com desgaseificador
DGU-20A, sistema binario de solventes LC-6AD e uetedtor de UV SPD-20A, os quais

também foram operados em escala analitica parauaciio dos métodos desenvolvidos
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empregando a coluna analitica supracitada. Pasepgsacdes em escala semi-preparativa e
preparativa foram empregados as colunas de faaei@siria Gs (2) 100 A Phenomené&x
(250 x 15 mm, um) e 100 A Phenomen@X250 x 10 mm, Jum), respectivamente, ambas

com colunas de guarda de mesma fase.

Os espectros de massas foram obtidos em um Espettodde Massas Thermo
scientific modelo LCQ FLEET equipado com dispositole insercéo direta das amostras via
analise por injecdo em fluxo continuo. As amosfibteaam analisadas no modo de ionizagao
quimica a pressao atmosférica (APCI) realizadasuera interface do tipmon-trap (IT). O
modo negativo foi escolhido para a geracdo e anédlis espectros de massas em primeira-
ordem (MS), bem como para os demais experimentosnéltiplos estagios (M%, sob as
seguintes condicdes: voltagem do capilar 35 V,agelin do spray 3,14 kV, temperatura do
capilar 240 °C, gas de arraste (N2) fluxo 12 (udédaarbitrérias). A faixa de aquisi¢éo foi
m/z100-1000.

O software Xcalibur verséo 1.0 (Thermo scientifid@)utilizado durante a aquisicdo
e processamento dos dados espectrométricos. Aseende espectrometria de massas foram
realizadas no Laboratorio de Espectrometria de dadsa Central Analitica do Centro de

Apoio Multidisciplinar da Universidade Federal dmAzonas - UFAM.

Os experimentos de Ressonancia Magnética NuclesiNjRoram realizados em
parceria com o Departamento de Quimica da UnivadsidFederal do Parana, Centro
Politécnico, sob a supervisdo do professor Dr. Agwsie Barison e da doutoranda Livia
Dutra. Os espectros de RMN unidimensiondid € **C) e bidimensionais (gHSQC —
Heteronuclear Single Quantum Correlation e gHMBCtermuclear Multiple Bond
Correlation) foram obtidos em espectrémetro de &teswxcia Magnética Nuclear de 600 MHz
para'H e 150 MHz pard®C (Brukef’ Avance Il 600). Os deslocamentos quimicos foram
expressos em ppnad)(e as constantes de acoplameddfdram registradas em (Hz). Foram
utilizados os programas TopSpin 3.1 e ACD/RMN Pssoe Academic Edition (ACD/Labs

12.01) para a manipulacéo dos espectros de RMN.

A determinacdo do potencial antioxidante frenteracal livre DPPH foi realizada
empregando uma leitora de microplacas de Marca dkiod modelo ELx800 utilizando
microplacas de 96 poc¢os.
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Os ensaios hipoglicemiantes foram desenvolvidosparoeria com a Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas (FCF), sob a supervisdagafegsor Dr. Emerson Lima Silva e com
auxilio do graduando em Ciéncias Farmacéuticas dredoidbomingo Rosales Acho. Foi
realizado empregando uma incubadora para micraplaeaca AGIMAXX e modelo AG-4P
e leitor de microplacas marca Beckman Coulter eelooBTX 800 para microplacas de 96

POCOS.
4.2. Materiais e reagentes

Etanol, metanol e acetato de etila (Tedia,Fairfi€é, EUA) foram utilizados nos
procedimentos de extracdo para obtencdo dos extmta obtencdo de cromatoplacas
(Macherey-Nagel). Para o preparo dos extratos aguts utilizado agua tipo destilada.
Metanol Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA) grau HEle agua Milli-Q (Millipore®) foram
utilizados como fase mével em experimentos de CeAEtracdo em Fase Sélida (SPE).

Para o sistema de filtracdo dos extratos foranizatibs suportes universais, funis
simples e papel de filtro. Para extracdo em faBdas(EFS) utilizou-se um cartucho de C18

(Strata™ from phenomenex) acoplado a kitassatstensa de vacuo.

O 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPHe) (Sigma-Aldsh®) foi utilizado na
determinacdo da atividade sequestradora de radiioas, e quercetina (Sigma-Aldrithfoi
utilizada como padrao.

No preparo das amostras para os experimentos de Rk utilizados solventes
deuterados (CDG] DMSOd;, e DO) (299.9% D), adquiridos da Cambridge Isotope

Laboratories, Inc. (CIL, Andover, MassachusettsAEU

4.3. Localizacao e coleta das espécies de Myrcia

A coleta das espécies diéyrcia foi realizada na Reserva Florestal Adolpho Ducke
(RFAD) com auxilio da botanica Dra. Maria Analiadde de Souza e seguindo o mapa das
trilhas, usadas pelo Projeto Flora da Reserva Dadas marcos para localizacao das arvores
marcadas (Ribeiret al, 1999). A coleta foi realizada em agosto de 2Gi&Je foram
coletadas 220g de folhas e 806g de caulelyteia bracteata(nimero de identificacdo da
arvore - 3880), 7649 de folhas e 900g de caulddydeia citrifolia (nUmero de identificacdo
da arvore - 3012) e 172g de folhas e 370g de caldddlyrcia fenestrata(nimero de
identificacdo da arvore - 3834).
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4.4. Obtencdo dos extratos e fracdes das espécies de bigrselecionadas

As folhas e os caules dessas trés espécies vegatpmradamente, foram limpos e
apos assepsia correta foram secos ao ar livre yes semanas, seguido por secagem em
estufa com circulacéo de ar a 40°C por aproximad&mena semana e posteriormente foram
moidos em moinho de facas. Dividiu-se o materigiet@ moido (folhas e caules) em trés
grupos com trés aliquotas cada. Cada grupo foi stithina extragcdo com diferentes solventes
empregando-se o0 método do triangulo de seletividadg@osto por Snyder e Kirkland
(Snyder e Kirkland, 1979; Snydet al, 1993) com adaptacdes. Selecionou-se 0s solventes:
acetato de etilarj, etanol ) e aguad) a partir do seu grupo quimico (segundo triangigo
seletividade), toxicidade e disponibilidade. O votude solvente utilizando foi de 20:1 em

relacdo & massa do material vegetal.

Realizou-se a extracdo com auxilio de ultrassond@deEndo ao tempo de 20 minutos
de extracdo e em seguida filtrou-se cada solugdarag@amente. Cada aliquota foi extraida
trés vezes. Uma parte do material vegetal quealnieinte foi extraido com acetato de etila
foi em seguida submetido a extracdo com etanolseepormente com agua. Outra aliquota
do material vegetal foi extraida inicialmente comanel e em seguida com &gua. E
finalmente, uma terceira aliquotado do materialetagfoi extraida apenas com agua. Desta
forma foram obtidos seis tipos de extratos emitaph de caules, bem como de folhas

(Esquema 1).
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Esquemal. . Esquema da obtencao dos extrat

Material
vegetal
moido
Extragdo com acetato de etila () 3x Extragdo com etanol (B) 3x Extragdo com agua (o ) 3x
N l_\_l
Material Filtrado Material Filtrado Material Filtrado
vegetal Extrato nt vegetal Extrato 3 vegetal Extrato o
J J
- Seco em capela por um dia - Seco em capela por um dia
- Extragdo com etanol 3x () - Extragdo com dgua 3x (o)

I
Material Filtrado Material Filtrado
vegetal Extrato n vegetal Extrato o

- Seco em capela por um dia

- Extracdo com agua 3x (o)

1

Material Filtrado
vegetal Extrato
nBa

Apés a filtragem, as solugdes organicas foram adreéas em evaporador rotaté

sob pressao reduzida em temperatura inferior a 8080 rpm. As solucdes aquosas fo
congeladas e submetidas a liofilizacdo. Em segamdlbos os extratos foram analise por

EM e RMN de'H, e submetidos & avaliacdo do potencial antiox&larhipoglicemiant

Uma aliquota de 348,0 mg do extreem acetato de etila dos caules Myrcia
bracteatafoi diluida em 5 mL de MeOH/,0O 1:1 e submetida ao fracionamento por Extr
em Fase Solida (C18, , MeOF,0 1:1 e MeOH 100%) sob pressado reduzida, ob-se
duas fragcdes MBCp_50%¢231,8 mg) eMBCp_100% (110 mg) (Gura 7)
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Condicionamento da coluna com Lavagem com Lavagem com
MeOH/H,O (1:1) Adigio do extrato MBCp MeOH/H,0 (1:1) MeOH 100%

MBCp_50% MBCp_100%

Figura 7. llustragdodo Fracionamento por SPE do extrato acetato dedsis caules ¢
Myrcia bracteata(MBCp). Fonte: (Langas, 2008)

4.5. Obtencéo dos perfis espectrométricc por EM e RMN de 1H dos extratos de

Myrcia spp.

Os perfis quimicos dos extratos das folhas e dolesaleMyrcia spp. foram obtidos
empregando a técnica de espectrometria de massasaoalisador do tipdon-trap e
ionizacdo do tipo APCI (modo negativo). Todas asisagbes dos perfis espectromeétri
foram feitas em janela espectral de 100 a ‘m/z Os ions presentes nos espectros obtid
cada extrato foram exportados para o programa Kbérdxce™ onde foi realizado o p-
tratamento adequado (adequac&o de matriz por &tsele zeros para des ausentes). Essa
matriz de dados foi importado para o os softw The Unscrabrél’ 10.2, e Minita™ 13.0

para a realizacdo das analises estatisdescritas no item 4.10.

Foram obtidos experimentos de RMN *H de todos os extratos em DM-ds. Os
extratos foram analisados quanto a presde sinaimas regides de hidrogénios aromatict
hidrogénios fendlicasOs extratos com os melhores perfis espectrorétfiEM e RMN de¢
'H) foram submetidos a métodos de separacdo crorafitezge a anales de RMN 1D e 2D

para isolamento e determinacestrutural.
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4.6. Metodologia de isolamento dos constituintes quimisopresentes nos extratos

de Myrcia bracteata

Os extratos em acetato de etila dos caules e tasfdeMyrcia bracteata(MBCp e
MBFp) e suas fracdes, cujos espectros de RMNHl@presentam sinais nas regides de
hidrogénios aromaticos e fendlicasq,1 — 7,3 e 11,8 — 12,0), foram analisados por GLAE
DAD-EM em escala analitica (C18, MeOHH,0 35-100% em 20 min, 200-400 nm e 100-
1000m/2 empregando uma aliquota de 1,0 mg/mL, previamfdtreedo em filtro de seringa
com membrana de PTFE (0,a&h), volume de injecdo da amostra dep@0e taxa de fluxo

mantida a 1,0 mL/min.

Delineado os perfis cromatograficos do extrato MBFRfa fracdo MBCp_50% obtidos
por CLAE-DAD-EM quanto a presenca de substanciasligas/flavonoidicas, estes foram
fracionados por CLAE-UV-semi-preparativa e CLAE-Yeparativa, respectivamente.
Utilizou-se 0 mesmo meétodo cromatografico de se@areempregado na escala analitica
(C18, MeOH- H,0 35-100% em 20 min, 251 e 280 nm com manutencad®0% de MeOH
por 10 min) com um fluxo de 7,5 mL/min e volumeidgc¢do de 50QUL para ambas as
amostras. Todas as amostras fracionadas para amisolo foram diluidas em MeOH,
centrifugadas e filtradas em filtros de seringa.pi@®s individuais eluidos da coluna foram
coletados por mdltiplas injecées. A cada injecd@m®stras eluidas em cada pico foram
analisadas por EM a fim de observar a reproduléile de cada uma das injecoes.

As fracOes coletadas a partir dos picos referexdsglavonoides (Figuras 8 e 9) foram
separadas e mensuradas suas massas, obtedd(86e68 mg) e2 (59,5 mg) a partir de
MBCp_50%, €3 (19,9 mg) & (7,7 mg) a partir de MBFp.
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Figura 8. Cromatograma da amostra MBG0%. Substanciaisolada com tempo de
retengéo de 9,60, e substarttigolada com tempo de retencédo de 10,80.
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Figura 9. Cromatograma da amostra MBFp. Substa@esmlada com tempo de retengéo de
6,34, e substanciaisolada com tempo de retengéo de 9,25.

As quatros substancias foram submetidas a anglime&MN 1D (H e °C) e 2D
(GHSQC egHMBC).
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4.7. Determinagéo da atividade sequestradora do radicdivre DPPHe.

A determinacdo da atividade antioxidante dos eodraieMyrcia spp. Foi realizada
utilizando o radical livre DPPHe- e adaptando a mietimgia previamente descrita na literatura
por (Moeinet al, 2010) com adaptacdes. Uma aliquota de 3,9 maadical livre 2, 2 -
difenil -1 - picrilhidrazil (DPPH?e) foi pesada enalfo volumétrico de 100 mL e o volume foi
completado com metanol (Concentragao final de g}d). Uma solucdo de quercetina na
concentracdo de 1,0 mg/mL foi preparada como padfaam preparadas solucdes das
amostras e dos padrbes nas concentracdes de 1,& 0,01 mg/mL. Adicionou-se a
microplaca de 96 pocos 20 pL da amostra, ou padkdo,200 pL de DPPHe. Este
procedimento foi realizado em triplicata, e incubad abrigo da luz. Apés incubacédo por 30
minutos foi realizada a leitura da amostra em dspeetro de ultravioleta/visivel no

comprimento de onda de 490 nm.

Com a obtencdo dos valores de absorbancia foi ladlzia atividade antioxidante

(AA%) utilizando aequacao 1

_ [(A)amostra—(A)branco]

Equacédo 1 100 x 100

(A)controle

Foram selecionadas as amostras que apresentaram rA&ig6 que 50% para as
concentracgdes de 0,1 e 0,01 mg/mL e realizadoaednmento de obtencdo da curva analitica
e calculado a capacidade de captura de 50% dosaimdivres presentes em solucdo de
DPPHe 100 pM.

Para o célculo do G& das amostras selecionadas foram preparadas Soaiui
proximas da concentracdo observada com AA% proxien60%. Repetiu-se o procedimento
para o preparo da solucdo de DPPHe-e da solucaémahl solucdo padréo foi diluida nas
concentracdes de 20 pg/mL, 10 pg/mL, 5 pg/mL, g/l e 1,25 pg/mL (O Ggtem valor
aproximado de 14 pg/mL em 490 nm). Adicionou-seanoente 20mL da amostra ou padrao
com 200ml de DPPHe-em microplaca de 96 pocos ebautu ao abrigo de luz, o
procedimento foi realizado em triplicata e apo$@utos de incubacao foi realizada a leitura
da amostra em espectrémetro de ultravioleta/visivelomprimento de onda de 490 nm.
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4.8. Determinacdo do potencial hipoglicemiante frente &nzima a-glucosidase de

Saccharomyceserevisiaede intestino de ratos.

O método realizado consiste na verificacdo da ¢dpae de uma amostra em inibir a
producdo de glicose, liberada na quebra do subspala enzima. As amostras foram
avaliadas frente as enzimasglucosidase proveniente de intestino de rato efuthgo
Saccharomyces cerevisiaks enzimas foram dissolvidas em tampéao fosfatoM{pH 6,9).

O substrato utilizado no ensaio foinitrofenil-L-a-D-glucopiranosideo também dissolvido
em tampao fosfato pH 6,9. Para o ensaio foi uttiz80 uL da amostra com 17QL da
solucdo enzimatica em microplaca de 96 pocos, ebada a 37 °C por 5 min. Apos
incubacdo, as absorbéancias em 405 nm foram adagirein seguida foram adicionados
10QuL do substrato (reagente de cor) ao poco contera@imastra e a solucdo enzimatica e
imediatamente foram obtidas novas leituras esgetbrméticas em 405 nm a cada 5 minutos
de incubacao a 37°C, até que a absorbancia doot®psitivo (solvente+enzima+substrato)
aproximasse do valor unitéario “1”. As amostras flordiluidas em vérias concentragdes, de
modo a obter linearidade em relacdo a porcentagenmibdicdo da amostra. Utilizou-se a

arcabose como controle positivo. Foi calculada ac€otracédo inibitoria usandeeguacao 1

Os resultados obtidos foram processados a fim debss uma curva analitica e

calcular a capacidade de inibicdo de 50% da pradde&licose (1).

4.9. Anélise estatistica

As analises estatisticas dos dados foram realizagdsindo-se o tipo de distribuicéo
dos dados empregando-se o teste ndo paramétriskdfsWallis. A comparacao multipla de
dados, cuja distribuicdo é normal (teste de nodadg), foi realizada empregando-se uma
analise paramétrica do tipo ANOVA (Andlise de Vadia), utilizando o teste Tukey. Foi
adotado um valor de 5% de significancia.

Os dados espectrométricos obtidos dos diferentestex deMyrcia ssp. foram
exportados para o Excel onde foram pré-tratadeei@o de valores nulos para auséncia de
medidas de massas) e em seguida exportado pafamareoquimiométrico the Unscrabler
10.2. A matriz de dados foi transposta e normaéizaar area total. Os dados de intensidade
relativa dos ions transpostos e normalizados femaatisados por dois métodos multivariados
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ndo supervisionados: Analise de Componentes Paiscif®CA) e Analise Hierarquica de
Cluster (HCA). A PCA foi realizada empregando-seatgoritmos NIPALS para pequenos
fatores de dados ou SVD para grandes fatores desdadnjuntamente com validacao
cruzada e peso 1,00 para todos os pontos, os fyuam centrados na media. A HCA foi

empregada utilizando o método de Wards.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Analise do método de obtencao dos extratos tiyrcia spp.

A massa média dos extratos e seus respectivosmenttis obtidos a partir das trés
espécies ddlyrcia sdo apresentados na Tabela 1 e Figura 10. Pardratos aquosos apenas
uma aliquota significativa de cada extrato foiillibhda para investigacao dos perfis quimicos
(EM e RMN 'H) e avaliacdo do potencial antioxidante, e hipegtiiante. A anélise por
ANOVA dos dados de rendimento nao apresentou umépate agrupamento por espécie. No
entanto pode-se observar a formacdo de um agrupame@mposto pelos extratos acetato de
etila, os quais apresentaram os rendimentos maieshaxceto pelo extrato acetato de etila
das folhas délyrcia citrifolia. Pode-se observar que os rendimentos dos extratoaquosos
obtidos pelo método de extracdo sequenciada n@separam diferenca significativa dos
obtidos por extracao direta.
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Tabela 1.Extratos deMyrcia spp.

Espécie P;l:st:a Tipo de extrato Cadiga ;\:I)asit::ar:)ec(jglle RendimentoOJ(o
M. bracteata Folha acetato de etiar) MBFp  0,43+0,08" 1,86
M. bracteata Folha etandlicoff) MBFb  259+0,18 11,13
M. bracteata Foha  etandlico sequenciad) MBFpb  1,97+0,1C" 8,47
M. bracteata Folha aquosod) MBFa 1,00 -
M. bracteata Folha aquoso sequencia@@n() MBFba 0,20 -
M. bracteata Folha  aquoso sequenciadtBo) MBFpba 3,00 -
M. bracteata Caule acetato de etilar) MBCp  0,20+0,03 0,23
M. bracteata Caule etandlicof) MBCb = 3,39+0,2d" 3,78
M. bracteata Caule etanolico sequenciaag@) MBCpb 3,08+0,32" 3,44
M. bracteata Caule aquoson() MBCa 3,64 -
M. bracteata Caule aquoso sequencia@gn) MBCha 0,58 -
M. bracteata Caule  aquoso sequenciadaffa) MBCpba 0,27 -
M. citrifolia Folha acetato de etilac) MCFp  1,19+0,0% 2,38
M. citrifolia Folha etandlicoff) MCFb  313+0,22" 6,26
M. citrifolia Foha  etandlico sequenciad®) MCFpb  3,190,23 6,37
M. citrifolia Folha aquosod)) MCFa 7,89 -
M. citrifolia Folha  aquoso sequenciadtB@) MCFpba 7,12 -
M. citrifolia Caule acetato de etilar) MCCp  0,24+0,04 0,49
M. citrifolia Caule etanolicoff) MCCb  1,76+0,35 3,52
M. citrifolia Caule  etandlico sequenciadi) MCCpb  1,30+0,06 2,60
M. citrifolia Caule aquoson() MCCa 1,23 -
M. citrifolia Caule aquoso sequencia@gn) MCCba 0,31 -
M. citrifolia Caule aquoso sequenciadaffa) MCCpba 0,44 -
M. fenestrata Folha acetato de etilar) MFFp  0,29+0,01% 1,82
M. fenestrata Folha etandlicoff) MFFb = 1,28+0,25 7,99
M. fenestrata Folha etandlico sequenciadg®) MFFpb  0,86x0,07 5,40
M. fenestrata Folha aquosod) MFFa 1,14 -
M. fenestrata Folha aquoso sequencia@@n() MFFba 0,99 -
M. fenestrata Folha  aquoso sequenciadtBo) MFFpba 0,65 -
M. fenestrata Caule acetato de etilar) MFCp  0,80+1,14 1,95
M. fenestrata Caule etandlicof) MFCb  1,03+0,16™¢ 2,50
M. fenestrata Caule etandlico sequencias@) MFCpb  0,71+0,10 1,73
M. fenestrata Caule aquoso() MFCa 0,62 -
M. fenestrata Caule aquoso sequencia@gn) MFCha 0,89 -
M. fenestrata Caule  aquoso sequenciadaffa) MFCpba 0,18 -
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Massa dos extratos de Myrcia spp. (g)
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Figura 1C. Grafico das massas dos extratodvijecia spp..

5.2.  Analise dos perfis quimicos dos extratos cMyrcia spp.

Andlise dos perfis quimicos obtidos por Espectroimete Massas assistido por P
revelou uma composicdo dnta entre os extratos aquosasa® aquosos de folhas Myrcia

spp. (Figura 11).
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Figura 11. Biplot daandlise por PCA dos extratosfd¢éhas di Myrcia spp..
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A andlise dos dados de massas dos extratos nasasqde folhas dMyrcia spp. por
PCA evidenciou uma composi¢do quimica distintiMyrcia bracteat: das demais espécies,

com destaque para os ions de m/z, 289 e 449 (Figura 12).
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Figura 12. Biplot da analise por PCA dos extratos ndo aqudas folhade Myrcia spp..

A analise quimiométric realizada com oextratos de caules (Myrcia spp. revelou a
presenca de dois agrupamentos, sendo um agruparcemposto pelos extratos (M.
bracteatae outro composto pelos extratos M. citrifolia e M. fenestrat, bem como uma
elevada influéncia no modelo para o extrem acetato de etila dMyrcia citrifolia,
evidenciando uma composicdo quimica distinta dosage extratc, apresentando como i
caracteristico o/z488(Figura -3).
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Figura 13. Biplot da anélise por PCA dos extratos de cauleMyrcia spp.

O espectro de Massas deextrato (Figura 14jevela a presenca de um constitu
quimico majoritariacaracterizado pelo ion m/z7 [M-H]". A analise do espectro de RMN

'H dessa amostevidenciou se tratar de uma sustaterpénica (Fural5).
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Figura 14. Perfil de massas das replicatas do extrato MCQpauato negativo.
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Sendo assim uma novaCA foi realizada, excluindo o extrawe caul de M.
citrifolia, cuja andlise evidenciou uma composi¢cdo quimica achules distinteentre as

espécies, com destaque pasaons de m/z 433 e 4, caracteristicos ei. bracteat:.
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Figura 16. Biplot da analise por PCA dos extrade caules d&lyrcia spp.excluindo o
extrato MCCp.

Foram analisados os espectros de R'H (DMSO-ds ou D;O) de todos os extrat
obtidos das espécies didyrcia avaliando a presenca de sinais de deslocamentoioq
caracteristicos para substancias flavonoidicas. résegmca de sinais com deslocame
quimico @) entre 1114 ppm no espectro de RV*H (caractestico de grup«-OH ligado ao
carbono cinco dos flavonoides) evidenciou a presdessa classe de compostosalguns
extratos analisados. O hidrogénio fendlico apreseste tipo de deslocamento devido a f
influéncia que o oxigénio ligado &5 e o0 oxigénio da carbonitxercem sobre € (Harborne
et al, 1975) Considerando que a estrutura das flavas, por exemplo, ndo apresent:
grupo OH ligado ao carbono cinco, outros sinais de dest@nto quimico de hidrogér
também foram considerados para a identificacdabst&ncias flavonoidicas nos extratos

Myrcia spp. (Tabela 2).
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Tabela 2.Deslocamentos quimicos de RMN de flavonoides (Bohm, 1999).

Posicéo o
H-5 7.7-8.2
H-6 5.7-6.4
H-8 5.9-6.5
H-2 (isoflavonoides) 7.6-7.9
Chalconan-protonada 6.7-7.4
Chalcond3-protonada 7.3-7.7
Hidrogénio benzilicode Aurona 6.5-6.7
H-3 (flavonas) Cercade 6.3
H-2 (flavonas) 5.0-5.5
H-2 (dihidroflavonol) 4.8-5.0
H-3 (dihidroflavonol) 4.1-4.3
Hidrogénio metoxilico 3.5-4.1
H-3 (flavononas) Cercade 2.8

Os espectros de RMNH mostram sinais caracteristicos de substanciesrfzdicas e

glicosidicas para os extratos acetato de atilal¢s caules e das folhas Eligrcia bracteata
(MBFmte MBCm). As andlises por EM evidenciam massas molecufa@smas e estruturas
guimicas muito semelhantes a de flavonoides glaes. (Figura 26 - Figura 29, pgs. 76 -

79).
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5.3. Substancias isoladas

Os fracionamentos por CLAE do extrato acetato da ébs caules e das folhas de
Myrcia bracteataresultaram no isolamento e na determinacéo estfuta quatro substancias
glicosiladas pertencentes a classe dos flavonosgeslo duas dihidroflavonas a naringenina -
7-O-glucosideo 1) e o eriodictiol-70-glucosideo 2), um dihidroflavonol a astilbina3) e o

flavonol quercitrina4) (Figura 17).

OH O
R? R? RS
1 H.H H Glc
2 H.H OH Glc
3 O-Ram OH H
OH
HO. o
OH
o)
OH o)
H,C
HO
HO
OH
4

Figura 17. Estruturas moleculares das substancias isoladistyidga bracteata
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5.4. Consideracdes gerais sobre isolamento e identifiéag estrutural das

substancias deMyrcia bracteata

O extrato MBGrt foi purificado por SPE, esta etapa de purificalphmecessaria para
reter os constituintes que solubilizam em metgo@iém precipitam na presenca de agua. O
clean-up utilizando adsorcéo em fase solida € mdoéeficiente utilizado na "limpeza" de
amostra e separacédo de constituintes indesejadogdt, 2008). Foram obtidas por SPE as
fracbes MBGt 50% e MBGt_100%, as quais foram analisadas por espectrondetrmaassas.
A andlise dos espectros de massas revelou a paegasgubstancias flavonoidicas na fragéo
MBCmt_50% (Figura 30, pg. 80).

A andlise dos espectros de CLAE-DAD-EM de MBG0% evidenciou duas bandas
de absorcdo em tempos de retencdo de 6,49 e &0®f@ientes aos ioms/z449,23 [M-H]
e m/z433,21 [M-H] respectivamente. Os perfis de UV apresentam bahelabsorcdo mais
intensas em 210 e 284 nm para onor449,23 [M-H] e 213, 223 e 283 nm para o oz
433,21 [M-H] (Figura 18 pg. 60). As bandas de absorcdo na t&xdV / visivel do espectro
de absorcdo associada a capturada pelo detectBDé&eno intervalo de 210-600 nm é
indicativo de substancia flavonoidica. A maioriasdoicos de absorcdo de flavonoides
apresenta-se em duas regides entre 210-290 nma(bwredoutra entre 320-380 nm ou 470-
540 nm (banda I) (Rice-Evans e Packer, 2003). Oestao foram obtidos os flavonoidé®
2.
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Figura 18. Espectro de CLAE-DAD-EM do extrato MBC50%.

O cromatograma obtido por CLAE-DAD-EM em escalalidica da amostra MBF
apresentou dois picos mais intensos com tempostdecgio de 8,06 e 9,71 correspondentes
aos ionsn/z449,24 [M-H] em/z447,23 [M-H] respectivamente. Os perfis de UV destes ions
apresentaram bandas com méximo de absorcdo em2Z2iren para ao iom/z449,24 [M-

H] e 209, 256 e 351 nm para o iorfe447,23 [M-H] (Figura 19, pg. 61). A interpretacdo dos
cromatogramas sugere a presenca de uma estrutitemdo um flavonol ou flavona, pois a
faixa de deteccdo em PDA de 320-350 nm é comumi@riendas flavonas e flavonois (Rice-

Evans e Packer, 2003). A partir deste extrato fasamados os flavonoidese 4.
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Figura 19. Espectro de CLAE-DAD-EM do extrato MBiE

Para o isolamento das substancias presentes matoexXVIBAte MBCt utilizou-se a
técnica de CLAE em escala preparativa e semi-pagipar A técnica de fracionamento por
CLAE tem possibilitado melhores resultados em agdalide produtos naturais por ser uma
ferramenta de separacéo eficiente a qual ndo ncdssgrandes quantidades de amostras e
possibilta a separacdo de substancias com tempesethedo préximos (Koniski al, 2007;
Toffali et al, 2011; Kristensen, Engelsen e Dragsted, 2012).io¥amétodos de
fracionamento por CLAE séo relatados na literatpema a deteccdo e isolamento de
flavonoides glicosilados (Chet al, 2004; Saldanha, Vilegas e Dokkedal, 2013; Moresco
al., 2014).
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5.5. Determinacéo estrutural de 1 e 2

A substancial (contendo 36,8 mg) apresenta-se como um solidorfantz cor
marrom com sinal intenso ae/z433 [M-H]. Os experimentos de RMN d& egHSQC e
gHMBC de 1 (Figuras 31 — 37, pgs. 81-87) mostram a presercd A sinais sendo 7
caracteristicos de atomos de carbono quaternariedries sinais na regidao espectral de
atomos de carbono aromaticos erdigel66 edc 95. O sinal emdc 197,1 é caracteristico de
carbonila conjugada, bem como os sinais®dn78,6 e 42,1 de atomo de carbono metinico
oxigenado e metilénico, respectivamente. Foram rebdes para a substancia sinais
caracteristicos de monossacarid&999,6 C-1",8¢c 73,0 C-2",8¢ 76,3 C-37,0¢c 69,5 C-4”,

Oc 77,1 C-5" edc 60,6 C-6"), cujos deslocamentos quimicos estadaeniormidade com os
da glicose (Harbornet al, 1975). A andlise desses dados espectrais sugeresqueleto
flavonoidico do tipo flavanona (2,3-dihidroflavoriicosilada (Figura 20, pg. 63).

A substanci& (contendo 59,5 mg) apresenta-se como um sélidefaramarelo com
sinal intenso den/z449 [M-H]. Os dados de RMN de 1D e 2D da substai¢iiguras 38-
43, pgs. 88-93) apresentam-se similares aos daaseisl sugerindo ser também uma
flavanona monoglicosilada (Figura 21, pg. 65). @das de RMN déH del e 2 em DMSO-
ds apresentam-se similares e com padrbes de acoptamaracteristicos de atomos de
hidrogénio de flavanonas. A substantiapresenta um RMN d#i (Figuras 34 e 35, pgs. 84
e 85) com dois dubletos com integral para doisogiénios cada, mutuamertgo acoplados,
emody 7,33 ¢, J = 8,4 Hz) e em 6,8(d(J = 8,4 Hz) compativeis com H-2'/6' e H-3'/5" do
anel B dissubstituido monoxigenado em C-4’. Enquamtubstancia apresenta um espectro
de RMN'H com um singleto aromatico edn 6,89 Hz §l) compativel com H-2’ e outro duas
vezes mais intenso ely 6,76 Hz §l, H-5' e H-6") do anel aromatico B trissubstituido
dioxigenado nas posicdes C-3’' e C-@s sinais aromaticos referentes a um par de dsblet
em1[dy 6,16 ¢, J=2,4 Hz) e 6,13d, J = 2,4 Hz)] €2 [34 6,15 @, J = 2,4 Hz) e 6,13d J =
2,4 Hz)] foram atribuidos aos hidrogénios H-6 e ,Hr8spectivamente, do anel A
tetrassubstituido. A constante de acoplamento geHZ dos atomos de hidrogénio H-3 nos
dois compostos é indicativo de acoplamento gemifdicionalmente, os deslocamentos
quimicos de tais &tomos de hidrogénio sugerem sggEspseudeequatorial 1. &y 3,34
(m)] e [2: &4 3,27 )] e pseudeaxial [1: &y 2,75 @d, J = 17,4 e 3,0 Hz)] X oy 2,74 @d, J
= 17,4 e 3,0 Hz)]. Os sinais de deslocamento quihécum duplo dubleto efn[dy 5,50 @d,

J=12,6 e 3,0 Hz)] € [0 5,43 @d, J = 12,6 e 3,0 Hz)] atribuidos ao H-2 de ambas as
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moléculas confirma o pseudo segmento O — CH(2) «(X}Hcaracteristico de estruturas de
flavanonas. As andlises dos espectros de RMNle 1 e 2 corroboram com a presenca de
uma glicose em ambas as substancias, com um denede4,96 d, J = 7,2 Hz) pard e dy
4,96 @, J = 7,2 Hz) par&, caracteristicos de atomos de hidrogénio anomérms sinaidy
3,67 @d, J = 12,0 e 3,0 Hz) &, 3,44 (q,J = 6,0 Hz) pard e &y 3,67 ¢, J = 10,8 Hz) &y
3,45 @dd, J= 12,0 e 5,4 Hz) parg referente aos atomos de hidrogénio metilénicqsosgao
C-6". As constantes de acoplamento do hidrogémionmgérico maior ou igual a 7 permite

sugerir uma ligacap—glicosidica entre o acucar e a aglicona dae2.

OH O

Figura 20. Principais correlacdes observadas nos experimeetgsiMBC para 1.
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As posicbes dos atomos de carbono (Tabela 3 erdjnfdixadas com base nas
andlises detalhadas dos mapas de correlg¢BBC (Figuras 36 e 37 , 42 e 43, pgs. 86 e 87,
92 e 93), bem como a posicao do acucar o qualegeesorrelacéo a longa distancia entre o
hidrogénio anomérico H-1§,4,96 d, J= 8,4 Hz) :1, 544,96 @, J = 7,2 Hz):2] e o carbono
guaternario do anel A na posicao C3¢ 165,31 e 2).

Tabela 3.Dados de RMN>C e'H da substancia (14,1 T, DMSOd).

1
Posigao L3c @) 4 (mult., Jem Hz) gHMBC (*H- I°C)
2 78.6 5,50qd, 12,6, 3,0) H-2, H-6, Bx3
2,75 Hax (dd, 17,4, 3,0)
3 42,1 3,34 Heq(m)
4 197,1 H-8, H-2, Hax3 e Feg3
5 162,9 12,03H-OHY)  H-6
6 96,5 6,13d, ,4) H-8
7 165,3 H-6, H-8, H-1"
8 95,4 6,16, 2,4) H-6
9 162,7 H-8
10 103,2 H-6, H-8
1 128,6 Hax3
> 128,4 7,33d, 8,4) H-2, H-3', H-5', H-6'
3 1152 6,80, 8,4) H-2', H-5', H-6'
4 157,8 H-2', H-3', H-5', H-6'
5 115,2 6,80, 8,4) H-2', H-3' H-6'
6 128,4 7.33d, 8,4) H-2, H-2', H-3', H-5'
1" 99,6 4,964, 7,2) H-2", H-5"
o 73,0 3,21, 8,4, 3,6)  H-3"
3" 76,3 3,271, 9,0, 8,4)  H-2", H-4", H-5"
4" 69,5 3,156, 8,4, 3,0)  H-3", H-5", Hb-6"
5" 77.1 3.381f) H-1", H-3", Ha-6"
o 60,6 3,45 Hadd, 12,0, 5,4) H-5"

3,68 Hb ¢d, 12,0, 3,0)
*Os dados de RMN’C foram atribuidos com auxilio dos experimentogld8QC egHMBC.

As anélises em conjunto dos espectros de RMMde'C e dos mapas de correlagéo
gHSQC e gHMBC corroboram com os dados da literatura permhitindentificar as
substanciag e 2 como a naringenina @-B-D-glicosideo (Figura 20, pg. 63) e o eriodictiol 7-
O-B-D-glicosideo (Figura 21, pg. 65), respectivamentealEet al, 2010), (Morettiet al,
1998; Panet al, 2008). Estas duas substancias ndo possuem relatasolamentos ou
identificacdo em espécies de Myrtaceae. Esses fthorenoides apresentam atividade
antioxidante (Chet al, 2004) e hipoglicemiante (Het al, 2012).
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Figura 21. Principais correlagcées observadas nos experimeeigidMBC para2.

Tabela 4.Dados de RMN®C e'H da substancia (14,1 T, DMSO«s)

Posicao

o ~NoOOah W N

[
o

AN R

6"

2
1
15c+(8)  H(mult, JemHz)  91MBC 120 ki-

78,5 5,43dd, 12,6, 3,0) H-3, H-2', H-5, H-6'

o 2,74 Hax (dd, 17,4, 3)

3,27 Heq(m)

197 H-2 f, Hax-3 , Heg3, H-8
162,8 12,05 H-Osl) H-8

96 6,134, 2.4) H-8
165,3 H-8, H-1"

96,1 6,154, 2,4) H-6

n
103,4 H-6, H-8
129,2 Heq3, H-2, H-2", H-5', H-6'
114,2 6,899) H-2, H-5', H-6'
146,2 H-2"
1455 H-5'
115,2 6,769)

118 6,764) H-2

99,5 4,964, 7.2) H-2" H-5"

73 3,22 1) H-3"

76,2 3,.2710) H-2", H-4", H-5"

69,6 3,151() H-3", H-5", Ha-6"

77.1 3.3710) H-1", H-3", Hb-6"

c0.4 3,45 Ha dd, 12,0,5,4)  H-5"

3,67 Hb ¢, 10,8)

*Os dados de RMN®C foram atribuidos com auxilio dos experimentogld8QC egHMBC.
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5.6. Determinacéao estrutural de 3

A substancia3 (contendo 19,9 mg) apresenta-se como um solidofantz cor
amarela clara. O Espectro de Massa$ devela um sinal intenso de/z 449,19 [M-H]. A
anélise conjunta do espectro de RMN'He(Figura 44 e 45, pgs. 94 e 95) e dos mapas de
correlagcbeggHSQC (Figura 46 e Figura 47, pgs 96 e 9gH&BC (Figura 48 e Figura 49,
pgs. 98 e 99) d& sugere um esqueleto de um dihidroflavonol glieaki| caracterizado pelos
dubletos endy 5,23 @, J = 9,6 Hz) edy 4,63 €, J = 9,6 Hz) que apresentam correlacao direta
com os sinais de carbono & 82,2 edc 76,4, respectivamente, atribuidos aos atomos de
carbono C-2 e C-3 do anel C da aglicona. Os sara@maticos endy 6,74 @, J = 1,2 Hz)
com integral para dois hidrogénios e em 638Bs@o carcteristicos dos atomos de hidrogénio
do anel B trissubstituido dioxigenado em C-& 146,5) e C-4’ §c 146,9). Os sinais ey
5,87 @,J=2,0 Hz) H-6 &4 5,89 (@, J = 2,0 Hz) H-8 evidenciam a dissubstituicdo do #nel
nas posicoes C-B¢96,2) e C-7§c 96,8).

O dubleto endy 4,05 @, J = 0,9 Hz) equivalente a um hidrogénio anoméricmtiap
sinais de atomos de hidrogénio carbindlicosdgr3,34 (m),04 3,41 @d, J = 9,6 e 3,0 Hz))y
3,13 ¢, J = 9,6 Hz) edy 3,88 (g, J = 9,3 Hz e 6,3) e um dubleto na regido dos atoteos
hidrogénio metilicody 1,05 (3Hd, J = 6,3 Hz) corroboram com os dados descritos na
literatura para a identificacdo de uma unidadeoglitica do tipo ramnose (Harboratal,
1975). A posicdo da ligacdo do substituinte ranthosipode ser determinada com base na
analise do mapa de correlagdMBC (Figura 49, pg. 99) o qual evidencia a cogatado
H-1" (hidrogénio anomérico) com C-3 da aglicodg 16,3). A magnitude da constante de
acoplamento J = 0,9 Hz) do hidrogénio anomérico sugere que aclg entre o
dihidroflavonol e a ramnose sejarglicosidica, os dados espectrais obtidos d@abela 5)
sdo compativeis com os dados da literatura pardnidrafuercetina 3-a-L-ramnosideo
(Figura 22, pg. 67) (Harborret al, 1975). Ao contrario da maioria dos monossacasidge
ocorrem naturalmente na forma dextrdgitg, (a2 rhamnose € encontrada naturalmente na
forma levégira coma.-rhamnose (Dewick, 2009). A analise polarimétriessa substancia
evidenciou o desvio da luz plano-polarizada padaeita {[a]3’ = +14,94 (c. 10 mg/mL)}, o

gue esta em conformidade para a substancia R:3RP-astilbina (Haigivet al, 2011).
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Figura 22. Principais correlagcées observadas nos experimeeigidMBC para3.

Tabela 5 Dados de RMN®C e'H da substancia (14,1 T, DMSOd)

Posicao
2

©ooo~NOoOOh~ W

WN P B

&

5!

3
Y¥c* (3) 1H (mult., Jem HZ) gHMBC (1H- 13C)
82,2 5,234, 9,6) H-3, H-2', H-6'
76.4 4,63 @, 9,6) H-2
195,3 H-2, H-3
163,5 11,8 H-Od)) H-6
96,2 5,874, 2,0) H-8
168,1 H-6
96,8 5,894, 2,0) H-6
164,5 H-8
101,9 H-6
127,9 H-2, H-3, H-5', H-6'
115,6 6,889 H-2, H-6'
146,5 H-5' H-6'
146,9 H-2'
116,2 6,74d, 1.2)
119,6 6,74d, 1.2) H-2, H-2'
100,8 4,05d, 0,9) H-3, H-5"
70,8 3,3410) H-1", H-4"
71,1 3,41dd, 9,6, 3,0) H-1", H-4"
72,3 3,131( 9,6, 9,6) H-2", H-3", H-6"
69,6 3,88dq, 9,6, 6,3, 6,3, 6,3) H-1", H-4", H-6"
1,05 (3Hd, 6,3) H-4"
18,24

*Os dados de RMNC foram atribuidos com auxilio dos experimentogld8QC egHMBC.
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Ainda ndo se encontra descrita na literatura aréooia desta substancia em espécies
de Myrtaceae. Segundo a literatura essa substapoisenta atividades anti-inflamatoria e
inseticida (Haiqiu et al., 2011).

5.7. Determinacédo estrutural de 4.

A substancia4 (contendo 7,7 mg) apresenta-se como um solido fanae cor
amarela. O Espectro de Massas dessa substandia oo dan/z447,23 [M-H]. Os dados
espectrais de RMN 1D (Figuras 50 e 51, pgs. 100¢ d 2D (Figuras 52 -55, pgs. 102 - 105)
da substancid evidenciam sinais que corroboram com valores déodamento quimico e
constantes de acoplamento caracteristico de flavdoeis dubletos com acoplamento em
meta[dy 6,38 @, J = 1,8 Hz) e 6,20d, J = 1,8 Hz)] compativeis respectivamente com H-6 e
H-8 do anel A tetrassubstituido e oxigenado nag@es C-5 e C-7; os sinais eém7,31 d, J
= 2,4 Hz),046,87 d,J = 8,2 Hz) &y 7,26 @dd, J = 8,2 e 2,4 Hz) atribuidos ao H-2’, H-5" e
H-6' do Anel B 3,4-dihidroxilado. Os sinais com hbEmmentos quimicos na regidao dos
atomos de hidrogénio carbindlicayb,26 @, J = 1,2 Hz),043,98 @d, J = 3,0 e 1,8 Hz))y
551dd, J=9,6 e 3,6 Hz))43,15¢ J=9,6 € 9,0 Hz) &, 3,22 )] e um sinal na regido dos
atomos de hidrogénio metilicay; 0,82 @, J = 6,0 Hz) equivalente a trés atomos de
hidrogénio evidenciam a presenca de uma rhamnosgaééo entre o flavonol e a ramnose
foi determinada com base na correlacéo observadgHMBC entre o H-1" e o C-3 (Figura
54 e Figura 55, pgs.104 e 105).

Os deslocamentos quimicos dos atomos de carbaménws, secundarios e terciarios
da substancid (Tabela 6) foram atribuidos com base nos mapaodelacdogHSQC, os
deslocamentos dos carbonos quaternérios foranuitoi® com base no mapa de correlacéo a
longa distanciagHMBC. Com base nos dados espectrais obtidos poddesgificar a
substanciad como a quercetina @-a-L-rhamnosideo (Figura 23, pg. 69) (Harboeteal,
1975; Agrawal, 1989). Essa substancia apresentamade hipoglicemiante (Varedat al,
2014) e ocorre nas espéciklyrcia belag M. palustris e M. multiflora (Saldanha, 2013;
Waubshet, 2015; Matsuda, 2002).
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Figura 23. Principais correlacdes observadas nos experime@gHMBC para4.

Tabela 6 Dados de RMN°C e’H da substancia (14,1 T, DMSOd).

4

POSICA0 1304 ) 4 (mult,, J em HZ) (g:LEIMIBSCC:)

2 158 H-2', H-6'

3 135,2 H-1

4 178,7

5 162,3 H-6

6 99,5 6,204, 1,8) H-8

7 165,4 H-6, H-8

8 94,4 6,384, 1,8) H-6

9 157,5 H-8

10 104,9 H-6, H-8

1 122,1 H-2'

2 116,4 7,31d, 2,4)

3 146,2 H-5, H-6'

4 149,5 H-5, H-6'

5' 116,2 6,874, 8,2) H-6'

6' 121,9 7,26dd, 8,2, 2,4) H-5'

1" 101,7 5,264 1,2) H-2"

2" 69,9 3,98dd, 1,8, 3,0)

3" 70,3 3,51dd, 9,6, 3,6)

4" 71,1 3,151 9,6, 9,0) H-2", H-3", H-5",

5" 70,5 3,2210) H-1", H-4", H-6"

- 18.37 0,82 ¢, 6,0) H-4

*Os dados de RMNC foram atribuidos com auxilio dos experimentogld8QC egHMBC.



5.8. Consideracdes biossintéticas sobre 1-4

A aglicona dos flavonoides isolados dos cauledvigecia bracteataapresentam o
mesmo intermediario biossintético, sugerindo a naesamfiguracdo absoluta para C-21de
3. A flavanona naringenina é formada pela ciclizagadetrahidroxichalcona catalisada pela
enzima chalcona isomerase, que induz o fechamsigoeeespecifico do anel C (adigdn
sobre a dupla ligacéoans) formando a (@-flavanona. E por subsequentes etapas de acdes
enzimaticas as flavanonas (ex. narigenina e etiojicdo convertidas a outros flavonoides
entre eles os dihidroflavonois, flavonadis e flavmn@ontudo, a literatura reporta o isolamento
do (29-eriodictiol-7-O-B-D-glicosideo juntamente com um diastereisomeig)-(riodictiol-

7-O-3-D-glicosideo (Pamt al, 2008).

A substancia8 apresenta valor de desvio da luz plano-polariZpd¥® = +14,94 (c.
10 mg/mL)} em conformidade com a substancia (H;8R)-astilbina (Haiqgiuet al, 2011).
Sugere-se portanto, que as substantias2 também apresentem a mesma configuracao
absoluta para C-Rj. Sendo assim, faz-se necessario realizar assde/®icroismo Circular
para as substancias3 e compara-las com as descritas na literatura {ié§11; Pan, 2008;
Moretti, 1998).

5.9. Avaliacdo da atividade antioxidante dos extratos d®lyrcia spp.

Os resultados de G$dos extratos foram obtidos com base na andlisewass de
calibracdo dos extratos que apresentaram Atividad®xidante (AA%) acima de 50% nas
concentracoes de 0,1 e 0,01 mg/mL. A ANOVA utildarm teste Tukey (p< 0,05) dos dados
de CSp revelaram que os extratos ndao aquosos das tr&iespdeMyrcia estudadas
apresentam valores abaixo do esperado como ressiididcapacidade sequestrante do radical
livre DPPHe, apesar disso, os espectros de RMMd#esses extratos evidenciam sinais com
deslocamentos quimicos caracteristicos de subatfendlicas/flavonoidicas (Figuras 56 -
63, pgs. 106 - 113). Os extratos aquosos das esgpresentam os maiores valores degCS
(Figura 24, pg. 71), bem como auséncia de sinmimfioidicos nos espectros de RMN'de
a boa atividade antioxidante pode estar relaciolcadaa presenca de substancias fendlicas

nestes extratos.
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Figura 24. Valores de C$ dos extratos delyrcia spp..

5.10. Avaliacao do potencial hipoglicemiante das substaras isoladas e dos extratos
de Myrcia spp. frente a enziman-glucosidase dé&Saccharomyces cerevisi&ede

intestino de ratos.

A partir das amostras que obtiveram resposta lidearibicdo enzimatica de-
glicosidase, obtida do fungdaccharomyces cerevisja®i possivel calcular os valores de
Clso (Concentracado de Inibicdo a 50%) (Figura 25, @). Ds resultados de inibicao
enzimatica daa-glicosidase ndo apresentam um padrdo de respostéipp de sistema
extrator, parte da planta ou por espécidlgecia spp.. Portanto, néo foi possivel realizar uma
ANOVA visto que os resultados ndo apresentam Hisgdo normal. A analise do grafico
(Figura 25) evidenciou que o extrato MBFpba e atuitial apresentam os melhores efeitos
inibitérios da atividade enzimética em 20,60+0,0823%27+1,86 %, respectivamente. O
resultado observado para essa dihidroflavona coraobom descritos na literatura, os quais
evidenciam que esse flavonoide glicosilado apraspatencial hipoglicemiante (Cho et al.,
2004).

O extrato aquoso das folhas Myrcia fenestrata(MFFa) foi a Unica amostra que
apresentou resposta inibitoria da atividade danesaiglicosidase de intestino de ratos acima
de 50% (55+3% de inibicdo enzimatica), no entardto foram identificadas as substancias
presentes no extrato capazes de inibir a ativigadénatica. O espectro de RMN desse
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extrato apresenta sinais na regido caracteristi¢adlogénio de acucares (Figura 64, pg.114).
A literatura, no entanto, relaciona a atividadebitdrio de tais enzimas a presenca de
flavonoides, glicosideos cianogénicos, compostoslieos, alcaldides, terpendides, entre
outros (Vareda et al., 2012; Vareda, P. M. P..et@all4; Negri, 2005).
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Figura 25. Valores de Gl dos extratos delyrcia spp..
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6. CONCLUSAO

O estudo do perfil quimico dos 35 extratos obtidgsartir de caules e de folhas de
Myrcia bracteata M. citrifolia e M. fenestrataempregando métodos cromatogréaficos e
espectrométricos, assistidos por ferramentas quigtioccas, mostrou-se eficiente na selecéo
da espécie e dos extratos ricos em flavonoideegillacios. Os extratos em acetato de etila de
caules e de folhas dBl. bracteata apresentaram baixo rendimento em massa e baixa
complexidade quimica o que os tornou propicio acidnamento cromatografico. Conclui-se
gue, utilizando o solvente acetato de etila e atmnelo o tempo de extracdo poder-se-a

melhorar os rendimentos obtidos para esses domsext

O método cromatografico de isolamento mostrou-g@eafe para o isolamento de
duas dihidroflavonas [naringeninac¥glucosideo 1) e eriodictiol-7O-glucosideo 2)], um
dihidroflavonol (astilbina3) e um flavonol (quercitrina}) a partir dos extratos de caules e de
folnas de M. bracteata cujas as estruturas quimica foram identificadasn cbase
principalmente nas analise por RMN 1D, 2D e EM.fl@gonoidesl e 2, bem coma3 e 4
apresentam tempos de retencdo cromatogréaficos mdiomos, justificando o emprego de
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia.

A andlise estatistica dos resultados da capaciskegieestrante frente ao radical livre
DPPHe evidenciou que os extratos etandlicos possuammaior atividade antioxidante em
relacdo aos extratos agquosodigcia spp., 0 que pode ser explicado em parte pelampyase

majoritaria de substancias fenodlicas/flavonoiditesses extratos.

A partir dos resultados de inibicdo enzimaticacdglicosidase deSaccharomyces
cerevisiaepode-se observar que o extrato aquoso sequemrctallths deMyrcia bracteatae
1 (naringenina-M™-glucosideo) apresentam os melhores efeitos imib&d O resultado
observado para essa dihidroflavona corrobora caorities na literatura, os quais evidenciam

gue esse flavonoide glicosilado apresenta ativitgateglicemiante (Cho et al., 2004).

Diversas espécies ddyrcia conhecidas como insulina vegetal e pedra-ume-&ada s
encontradas em varios locais da Amazoénia (Sétval, 2015), e oferecem alternativas no
combate aos sintomas da hiperglicemia. Consideranmiencial hipoglicemiante descrito na
literatura para algumas espécies desse géneramderde a necessidade de estudos mais
detalhados com as espéchMygrcia bracteata M. fenestratae M. citrifolia. Em especial a
espécieM. bracteata a qual evidencia os melhores potenciais antioxe@la hipoglicemiante,
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bem como se mostra rica em constituintes flavono&dlicosilados, cujos potenciais anti-

inflamatorio, inseticida, antioxidante e antidiabétsdo significativos.

Este estudo é de grande relevancia para o conh&cimientifico do géneryrcia,
pois descreve o isolamento e a determinacédo esthuda quatro flavonoides glicosilados,
sendo trés ainda n&o identificados nesse génex@déas na familia Myrtaceae. E importante
ressaltar que as espécies estudadas ainda nderapnesestudos quimicos envolvendo seus
constituintes fixos. Portanto, este trabalho cbotricom o conhecimento da quimica de

produtos naturais de matrizes vegetais da Amazonia.
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This report was created by ACD/NMR Processor Academic Edition. For more information go to www.acdlabs.com/nmrproc/
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Figura 26. Espectro de RMNH do extrato MBGt
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Figura 45. Ampliaces do espectro de RMN da substancia.
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Figura 61. Espectro de RMNH do extrato etanélico sequenciadoMigrcia citrifolia folhas (MCH).
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Figura 62. Espectro de RMNH do extrato etanélico sequenciadoMigrcia fenestratacaules (MFGR).
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