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RESUMO

Miraruira ou cipé-miraruira é uma liana medicinal utilizada na regido Amazodnica para
o tratamento de diversas doencas, incluindo o diabetes. Contudo, sua natureza botanica
€ imprecisa, ja que pelo menos duas espécies vegetais, Salacia impressifolia e Connarus
ruber, recebem esse nome popular. Portanto, o presente trabalho teve como objetivo
identificar a natureza botanica do cipé-miraruira comercializado no estado do
Amazonas através da andlise do perfil quimico de amostras comerciais de miraruira, e
auténticas de S. impressifolia e C. ruber, além de investigar o potencial antioxidante
dessas amostras. Inicialmente, dez amostras comerciais (A-J) foram compradas em
mercados, feiras e emporios distribuidos pela cidade de Manaus AM, e, juntamente com
amostras auténticas de S. impressifolia e C. ruber, tiveram seus extratos aquosos
preparados por decoccdo. Em seguida, todos os extratos aquosos foram submetidos ao
procedimento de clean up através da técnica de extracdo em fase solida (SPE), sendo as
fracdes metandlicas resultantes analisadas por espectrometria de massas (EM).
Finalmente, os perfis quimicos obtidos foram submetidos as andlises de PCA e HCA.
Por outro lado, o contetido de fendlicos totais (CFT) dos extratos aquosos foi avaliado,
assim como seu potencial antioxidante através dos ensaios DPPH e FRAP. O
procedimento de clean up dos extratos aquosos removeu interferentes prejudiciais as
andlises por EM, tais como frutose ou glucose e sacarose, garantindo uma andlise
satisfatoria do perfil quimico das amostras investigadas. A andlise por EM revelou
perfis quimicos distintos entre as amostras S. impressifolia e C. ruber, além de apontar
marcadores quimicos caracteristicos para cada amostra: mangiferina para S.
impressifolia e epicatequina para C. ruber. Além disso, com base na andlise de PCA,
todas as amostras comerciais de miraruira apresentaram perfis quimicos semelhantes a
espécie C. ruber, o que sugere que esta espécie € comercializada como miraruira no
estado do Amazonas. Ja a andlise de HCA apontou variabilidade quimica entre as
amostras comerciais, o que pode indicar que outras espécies do género Connarus, tal
como C. perrottetii, ou mesmo espécies de outros géneros da familia Connaraceae, tal
como R. cuspidata, podem estar sendo comercializadas como miraruira. Por outro lado,
o CFT de C. ruber (46,52 mg EAG/g) foi significativamente superior ao observado para
S. impressifolia (8,91 mg EAG/g). Além disso, C. ruber também apresentou maior
potencial antioxidante com base nos ensaios de DPPH (CS50 = 171,36 pg/ml) e FRAP
(266,52 pumol de Fe(Il)/g), o que sugere que produtos a base de C. ruber t€m maior
capacidade antioxidante do que aqueles a base de S. impressifolia, e, portanto, devem
trazer maior beneficio terapéutico para o tratamento de doencas relacionadas ao
processo oxidativo, tal como o diabetes.

Palavras-Chave: Connarus ruber, Epicatequina, Mangiferina, plantas medicinais,
perfil quimico, Salacia impressifolia



ABSTRACT

Miraruira or cipé-miraruira is a medicinal liana used in the Amazon region for the
treatment of various diseases, including diabetes. However, its botanical nature is
imprecise, as at least two plant species, Salacia impressifolia and Connarus ruber, have
this popular name. Therefore, the present study aimed to identify the botanical nature of
the miraruira marketed in the state of Amazonas through the analysis of the chemical
profile of commercial miraruira and authentic samples of S. impressifolia and C. ruber,
in addition to investigating their antioxidant potential. Initially, ten commercial samples
(A-J) were purchased in markets, fairs and emporiums distributed throughout the city of
Manaus-AM, and, along with authentic samples of S. impressifolia and C. ruber, had
their aqueous extracts prepared by decoction. Then, all the aqueous extracts were
subjected to a clean-up procedure using the solid phase extraction (SPE) technique, and
the resulting methanolic fractions were analyzed by mass spectrometry (MS). Finally,
the chemical profiles obtained were submitted to PCA and HCA analyses. On the other
hand, the total phenolic content (TPC) of the aqueous extracts was evaluated, as well as
their antioxidant potential through DPPH and FRAP assays. The clean-up procedure of
the aqueous extracts removed interferences to MS analysis, such as fructose or glucose
and sucrose, ensuring a satisfactory analysis of the chemical profile of the investigated
samples. The MS analysis revealed distinct chemical profiles for the S. impressifolia
and C. ruber samples, and pointed out characteristic chemical markers for each sample:
mangiferin for S. impressifolia and epicatechin for C. ruber. Moreover, based on PCA
analysis, all commercial samples of miraruira showed chemical profiles similar to the
species C. ruber, suggesting that the species C. ruber is marketed as miraruira in the
state of Amazonas. In turn, the HCA analysis showed chemical variability among
commercial samples, which may indicate that other species of the Connarus genus, such
as C. perrottetii, or even species of other genera of the Connaraceae family, such as R.
cuspidata, may be used as miraruira. On the other hand, the TPC of C. ruber (46.52 mg
GAE/g) was higher than that observed for S. impressifolia (8.91 mg GAE/g). In
addition, C. ruber also showed the highest antioxidant potential based on the DPPH
(CS50 = 171.36 pg/ml) and FRAP (266.52 umol Fe (I1)/g) assays, which suggests that
products based on C. ruber have greater antioxidant capacity than those based on S.
impressifolia, and therefore should bring greater therapeutic benefit for the treatment of
diseases related to the oxidative process, such as diabetes.

Keywords: Chemical profile, Connarus ruber, Epicatechin, Mangiferin, Medicinal
plants, Salacia impressifolia
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1. INTRODUCAO

Produtos derivados de plantas medicinais sao comercializados em todo o mundo,
principalmente em mercados e feiras livres, devido ao seu baixo custo e supostas
propriedades terapéuticas. Estima-se que 65% a 80% da populacdo dos paises em
desenvolvimento utilizam plantas medicinais como remédios naturais (PALHARES et
al., 2015). Essa prética crescente tem estimulado muitos grupos de pesquisa a
investigarem os efeitos farmacoldgicos e a composicao quimica de diversas espécies de
plantas supostamente utilizadas na medicina tradicional (ALBUQUERQUE et al., 2007;
LEITAO et al., 2013; BITU et al., 2015; LIMA et al., 2016).

O estudo aprofundado de plantas medicinais busca confirmar seus beneficios
teraputicos e identificar seus principios ativos, contribuindo assim com o
desenvolvimento de produtos derivados de plantas para o tratamento das mais diversas
doencas. Por outro lado, é sabido que uma das principais dificuldades deste tipo de
investigacdo € a identificacdo correta da espécie utilizada no preparo destes produtos
(SOUZA-MOREIRA et al.,, 2010; PALHARES et al., 2015). De acordo com as
farmacopeias, a identificacdo correta da espécie, juntamente com a confirmagdo da
presenca e concentragdo minima dos principios ativos sdo etapas determinantes para
garantir a qualidade de produtos a base de plantas medicinais (SOUZA-MOREIRA et
al., 2010; PALHARES et al., 2015).

Dentre as diversas espécies comercializadas na regido amazonica para fins
terapéuticos, destaca-se a miraruira ou cipd-miraruira, uma liana medicinal utilizada
principalmente para o tratamento dos sintomas do diabetes, uma doenga cronica causada
por disfun¢des metabdlicas devido ao aumento de glicose no sangue, o que desencadeia
a glicagdo de proteinas levando ao desenvolvimento de sérios danos a diversas partes do
corpo, e que poderd afetar 592 milhdes em 2035 (GUARIGUATA et al., 2014; BLAIR,
2016; ARANHA et al., 2021).

No estado do Amazonas, o nome popular miraruira é associado as espécies
Salacia impressifolia (Celastraceae), Connarus (Connaraceae) e Connarus ruber
(AMARAI, 2008; ACHO, 2018; PAZ et al., 2018; RODRIGUES et al., 2019;
ARANHA et al., 2021). No que diz respeito ao potencial farmacoldgico destas espécies,
S. impressifolia tem potencial anticancerigeno e agao antidiabetes, enquanto C. ruber

tem potencial para reduzir o risco de carcinogénese e para o tratamento do diabetes,
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com base, entre outras coisas, no seu potencial antioxidante (NAKAMURA et al., 2011;
CHINCHANSURE et al., 2015; ACHO, 2018; RODRIGUES et al., 2019, ARANHA et
a., 2020). Surpreendentemente, embora apresentem atividades bioldgicas semelhantes,
sua composi¢do quimica é distinta, sendo S. impressifolia considerada uma fonte
promissora de triterpenos quinonametideos e C. ruber de compostos fendlicos como
flavonoides (NAKAMURA et al., 2011; SILVA et al., 2016).

Plantas medicinais com potencial antioxidante tem cada vez mais atraido o
interesse de grupos de pesquisa em todo o mundo. Isso é devido, em parte, a sua
capacidade de extinguir espécies reativas de oxigénio (ERO), as quais acabam
interagindo com diversos componentes celulares e extracelulares e resultando no
desenvolvimento de doengas diversas, tal como o diabetes mellitus (PIETTA et al.,
1998; BAYR, 2005). Embora a maioria dos organismos vivos possuam mecanismos de
defesa contra o excesso de ERO, sua capacidade de resposta diminui com o tempo.
Assim, antioxidantes naturais tém sido apontados como fortes candidatos para
prevencdo e/ou combate a doencas relacionadas ao processo oxidativo (RICE-EVANS
et al., 1997; PIETTA et al., 1998; MIGUEL, 2009).

As espécies vegetais tém metabdlitos capazes de regular a glicose sanguinea de
diversas formas, podendo agir no figado, muisculos, pancreas e intestino. Devido a isso,
o consumo de moléculas antioxidantes tais como os alcaloides, os quais agem no
epitélio intestinal, diminuindo o transporte de glicose; os flavonoides estimulam a
secrecdo de insulina; as saponinas inibem a atividade do glucagon; as cumarinas
apresentam atividade hipoglicemiante e auxiliam na prevencdo de algumas
complicacOes causadas pelo diabetes ao exercerem efeitos sobre a enzima aldose
redutase e na agregacdo plaquetdria; além dos compostos que t€m agdo antioxidante,
eles sdo de grande valor no manejo da doenca, pois agem diminuindo o estresse
oxidativo nas células (CRUZ, 2021).

Dentre os diversos ensaios existentes capazes de mensurar o potencial
antioxidante em plantas naturais, os ensaios de DPPH e FRAP tém se destacado devido
a simplicidade de execug¢do do protocolo e ampla utilizagdo em estudos envolvendo
plantas medicinais no tratamento da diabetes mellitus (KATALINIC et al., 2006;
HASAN et al., 2009; SONG et al., 2010; FAZAL et al., 2011).

A espectrometria de massas é considerada uma das técnica analitica mais
completas na investigagao quimica de matrizes vegetais, incluindo plantas medicinais.

A partir da andlise do perfil quimico por inser¢ao ou infusdo direta da amostra no
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espectrometro de massas € possivel atribuir a formula molecular e propor a estrutura
quimica ao maior nimero possivel de compostos presentes nasespécie. Essa abordagem,
em conjunto com ferramentas quimiométricas, tem permitido a prospec¢do de
substancias bioativas e a caracterizacdo quimica de produtos de origem vegetal
(NUNES e GUERREIRO, 2012; BASTOS et al., 2020; SILVA-FILHO et al., 2021).
Portanto, o presente trabalho teve como objetivo identificar a espécie vegetal
utilizada no preparo do cipo-miraruira através da analise do perfil quimico de amostras
comerciais e auténticas de S. impressifolia e C. ruber, além de investigar o potencial

antioxidante dessas amostras.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Miraruira

Miraruira ou cipé-miraruira € o nome popular, ou vernacular, de lianas
medicinais utilizadas na regido amazoOnica para o tratamento de diversas doengas,
incluindo o diabetes e inflamacdes diversas (ARANHA et al., 2021). Devido as suas
supostas propriedades medicinais, sua comercializa¢do ocorre indiscriminadamente em
todo estado do Amazonas, sendo possivel encontrar diferentes produtos com diferentes

apresentacdes em mercados populares, feiras e emporios (Figura 1).

Figura 1. Exemplos de amostras de miraruira comercializadas no estado do Amazonas.
Fonte: Acervo pessoal.

Por outro lado, parece haver consenso quanto ao preparo do chd para consumo,
sendo recomendada a decoc¢do de uma colher de sopa do material vegetal para 1 litro
de 4dgua por 10-15 minutos (Figura 2). Embora diversos trabalhos académicos tenham
sugerido que esta liana medicinal seja a espécie Salacia impressifolia (Miers) A.C. Sm.
(Celastraceae) (ACHO, 2018; PAZ et al., 2018; RODRIGUEs et al., 2019), alguns
trabalhos apontam que espécies do género Connarus (Connaraceae) também sdo
conhecidas popularmente como miraruira (AMARALI 2008; ARANHA et al., 2021).

Mais recentemente, Rourea cuspidata (Connaraceae) Benth. ex Baker foi
arbitrariamente descrita na literatura como miraruira, cip6 miraruira e muiraruira

(LAIKOWSKI et al., 2017), entretanto os autores ndo apresentaram qualquer referéncia
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que justificasse essa atribui¢ao. Desde entdo, outros trabalhos académicos tém associado
0 nome popular miraruira ou cipé miraruira a espécie R. cuspidata (OSMAN et al.,

2019; PAIM et al., 2020). Vale destacar que o espécime R. cuspidata descrito como
miraruira por Laikowski e colaboradores (2017) foi primeiramente classificado como S.
impressifolia (LAIKOWSKI, 2015), demonstrando a dificuldade de identificacdo
botinica da miraruira no estado do Amazonas, principalmente devido as similaridades
morfoldgicas e anatdmicas entre individuos de S. impressifolia e individuos da familia
Connaraceae, o que pode resultar na comercializagdo de plantas sem as propriedades

medicinais desejadas ou mesmo téxicas para 0 consumo.

Figura 2 . Instrucdes para o preparo do chd de miraruira contidas em amostras
comercializadas no estado do Amazonas. Fonte: Acervo pessoal.

2.2. A espécie Salacia impressifolia (Miers) A.C. Sm.

Salacia impressifolia é uma espécie de liana, volivel, ou trepadeira, nio
endémica do Brasil, pertencente ao género Salacia L. (Celastraceae R.Br.). No Brasil
sua ocorréncia se da principalmente nos estados do Acre, Amazonas, Pard, Rondonia,
Roraima e Mato Grosso (Figura 3), em campos ou florestas de varzea, florestas ciliares,
de igap6é e de terra firme (BIRAL e LOMBARDI, 2020). De acordo com dados
disponiveis no Herbario do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazo6nia (INPA), S.
impressifolia € a espécie do género Salacia com maior ocorréncia na Regido Norte, com

87 registros na instituicdo (Herbdrio online INPA, 2021).
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] Regido Norte

Figura 3.Distribuicao geogréfica da espécie Salacia impressifolia no Brasil. Fonte:
Biral e Lombardi, 2020.

Salacia impressifolia apresenta como principais caracteristicas botanicas o caule
do tipo ereto ou escandente, com ramos jovens achatados; folhas de filotaxia opostas
com formato eliptico, oval ou oboval (Figura 4A), margem inteira, consisténcia
coridcea, nervura secunddria na face abaxial impressa ou plana, cor da face abaxial
marrom quando seca e cor da nervura seca na face abaxial esverdeada; inflorescéncia de
posi¢ao axilar ou ramiflora do tipo fasciculada a inconspicuo ramificada e indumento
glabro; flor de forma rotdcea com 2 l6culos (Figura 4B), anteras no formato triangular
ou rOmbica, conectivos triangulares; disco pateliforme, estigmas nao lobados e 6 a 8
ovulos por léculos; fruto de formato esferoide (Figura 4C e 4D) (BIRAL e
LOMBARDI, 2020).

Do ponto de vista farmacoldgico, extratos, fracdes e substdncias puras de S.
impressifolia ttm demonstrado elevado potencial anticincer frente as mais diversas
linhagens de células cancerigenas (RODRIGUES et al., 2019, ARANHA et a., 2020).
Rodrigues e colaboradores (2019) demonstraram que o extrato acetato de etila da casca
do caule da espécie, suas fragdes e alguns triterpenos quinonametideos exibiram
atividade in vitro e in vivo frente a células da leucemia promielocitica aguda humana
(HL-60). Além disso, Aranha e colaboradores (2020) demonstraram que o triterpeno
quinonametideo 22p-hidroxitingenona, isolado dos troncos e galhos da espécie,

apresentou significativa atividade frente a células de melanoma (SK-MEL-28).
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Figura 4. Folhas (A), flor (B) e frutos (C e D) da espécie S. impressifolia. Fonte:
http://www.plantsoftheworldonline.org/ e http://www.ecologia.ib.usp.br

N

No que diz respeito a investigacdo do potencial de S. impressifolia para o
tratamento do diabetes, Acho (2018) recentemente demonstrou que os extratos hexanico
(EHSI), acetato de etila (EASI), metandlico (EMSI) e hidroetandlico (EhSI) das cascas
de S. impressifolia nao apresentaram potencial de inibicdo frente a enzima a-
glucosidase. Entretanto, o extrato hexanico (EHSI) apresentou significativa atividade
contra a enzima lipase e também inibiu a glicag@o por via oxidativa e ndo oxidativa. Nas
andlises bioquimicas, o extrato hexanico (EHSI) promoveu a diminuicdo da glicose,
insulina, TGO, triglicerideos, além do aumento da creatinina em camundongos,
sugerindo que este extrato, rico em priestimerina, tingenona, & € f-amirina, apresenta
elevado potencial antiglicante in vitro e hipoglicemiante in vivo.

Embora os resultados farmacoldgicos apontem S. impressifolia como uma fonte
promissora de substancias com potencial para o desenvolvimento de fitoterdpicos,
principalmente anticancer, pouco se conhece sobre a sua composi¢do quimica. Silva e
colaboradores (2016) reportaram o isolamento dos triterpenos friedelina, regeol A,
lupeol, 24,3f-dihidroxilup-20(29)-eno, pristimerina, 30-hidroxipristimerina, o-amirina,
[-amirina, 2-0x0-20(29)-lupen-3f-ol, salicinina, isoiguesterina, tingenona, 22f-
hidroxitingenona, netzahualcoieno, além do esterdide B-sitosterol (Figura 5), do tronco e
galhos da espécie. Além disso, Paz e colaboradores (2018) reportaram o isolamento de

alguns destes triterpenos, além de dacido quindvico, 4cido cinchdlico, acido 35-O-6-

16



deoxi-f-D-glicopiranosideo cinchélico e acido 3f-0-f-D-glicopiranosideo quindvico

(Figura 6), ainda nao reportados no género Salacia, a partir das raizes da espécie.

2.3. A espécie Connarus ruber

Connarus ruber é uma espécie de liana, volivel, ou trepadeira, ou arbustos
escandente, ndo endémica do Brasil, pertencente ao género Connarus L. (Connaraceae
R.Br.). De acordo com Forero (1983), existem trés variedades para esta espécie, sendo
elas: Connarus ruber var. acutissimus (G.Schellenb.) Forero, Connarus ruber var.
sprucei (Baker) Forero e Connarus ruber (Poepp.) Planch. var. ruber. No Brasil sua
ocorréncia se dd principalmente nos estados do Acre, Amazonas, Pard, Ronddnia e
Mato Grosso (Figura 7), em &reas antrOpicas, florestas ciliares e de terra firme
(TOLEDO e SOUZA, 2020). De acordo com dados disponiveis no Herbério do Instituto
Nacional de Pesquisas da Amazonia (INPA), Connarus ruber (Poepp.) Planch,
sinonimia de Connarus ruber (Poepp.) Planch. var. ruber, é a espécie do gé€nero
Connarus com maior ocorréncia na Regido Norte, com 74 registros na instituicao
(Herbario online INPA, 2021).

Connarus ruber apresenta como principais caracteristicas botinicas: ramos sem
tricomas dendrdides; 1-3 foliolos de lamina eliptica, base simétrica, consisténcia
carticea, margem plana, nervura secunddria broquidédroma; nervura tercidria
percorrente; inflorescéncia tipo axilar com indumento sericeo dendroide de cor
ferrugineo ou marrom e raque com mais de 10 cm (Figura 8); flor com sépalas com
pontos glandulosos preto e pétalas com pontos glandulosos preto numerosos; fruto com
formato semi orbicular apiculado, indumento de face externa sericea, face interna sem
tricoma glandular, estipes de 1-3 mm e célice com sépala reflexa (TOLEDO e SOUZA,
2020.).
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Figura 5. Substancias isoladas do tronco e galhos de Salacia impressifolia.
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Ri R R3s3 Ra Rs
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acido 3B-0-6-deoxi- B-D-glicopiranosideo cincholico Glu* H H CH; CHj
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Figura 6. Substancias isoladas das raizes de Salacia impressifolia.

[} Regido Norte
O Regido Centro-Oeste

Figura 7. Distribuicdo geogrifica da espécie Connarus ruber no Brasil. Fonte:
TOLEDO e SOUZA, 2020.
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Figura 8. Exsicatas de Connarus ruber (Poepp.) Planch depositadas no Herbario do
INPA sob os cédigos: (A) INPA 103890 e (B) INPA 10587. Fonte: Herbdrio online
INPA, 2021.

Do ponto de vista farmacoldgico, o extrato aquoso de C. ruber demonstrou
potencial de supressdo de genotoxicidade in vitro e in vivo (NAKAMURA et al., 2011).
Foi sugerido que esse mesmo potencial poderia reduzir o risco de carcinogénese
causada pelo consumo de tabaco, o que estaria relacionado ao elevado potencial
antioxidante do extrato aquoso (NAKAMURA et al., 2015). Por outro lado. uma revisao
realizada por Chinchansure e colaboradores (2015) sobre o desenvolvimento recente de
produtos vegetais com atividade antiglicante apontou o extrato aquoso de C. ruber
como promissor para o tratamento do diabetes com base, entre outras coisas, no seu
potencial antioxidante.

Os dados relativos ao conteido fitoquimico de C. ruber sdo escassos, existindo
um Uunico trabalho publicado que aborda a composicdo quimica do extrato aquoso
(NAKAMURA et al., 2011). Nakamura e colaboradores (2011) demonstraram que o
extrato aquoso € constituido predominantemente por taninos (1140 mg/100g de extrato),

epicatequina (77 mg/100g de extrato) e catequina (12 mg/100g de extrato) (Figura 9).
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Figura 9. Substancias reportadas no extrato aquoso de Connarus ruber.

2.4. Atividade antioxidante de plantas medicinais

A investigacdo do potencial antioxidante de plantas medicinais tem se tornado

uma pratica cada vez mais comum no campo da quimica de produtos naturais e em
areas afins (PIETTA et al., 1998; KRISHNAIAH et al., 2011; BANOTHU et al., 2017;
NOREEN et al., 2017; AKHTAR, et al., 2018; SEKHON-LOODU e RUPASINGHE,
2019). Esse interesse crescente deve-se a capacidade que plantas antioxidantes t€ém de
extinguir espécies reativas de oxigénio (ERO) radicalares, tais como os radicais
superéxido (027), hidroxil (OH’), peroxil (RO;) e hidroperoxil (HO;), e ndo
radicalares, tais como o peréxido de hidrogénio (H,O,) e o 4cido hipocloroso (HCIO)
(PIETTA et al,, 1998; BAYR, 2005).

ERO sao naturalmente geradas em células animais a partir de uma variedade de
processos enzimdaticos € ndo enzimaticos € acabam interagindo com diversos
componentes celulares e extracelulares, incluindo DNA, RNA, lipidios, proteinas e
enzimas, o que pode ocasionar o desenvolvimento de doencas neurodegenerativas,
vasculares, cancer, diabetes, entre outras (PIETTA et al., 1998; PALM et al., 2003;
BAYR, 2005; KANETO et al., 2010; LIOU et al., 2010; SAEIDNIA ¢ ABDOLLAH,
2013). Embora a maioria dos organismos vivos possuam mecanismos de defesa contra o
excesso de ROS, diferentes fatores externos, incluindo o consumo de tabaco e alcool, e
o envelhecimento, diminuem a sua capacidade de resposta, resultando em perturbacdes
do equilibrio redox da célula. Portanto, antioxidantes naturais, tais como vitaminas e
compostos fendlicos, incluindo 4cidos organicos e flavonoides diversos (Figuras 10 e

11), t&m sido apontados como fortes candidatos para prevencao e/ou combate a doencas
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relacionadas ao processo oxidativo (RICE-EVANS et al., 1997; PIETTA et al., 1998;
MIGUEL, 2009).

vitamina E

OH
vitamina C acido galico acido protocateico

Figura 10. Exemplos de vitaminas e 4cidos organicos previamente descritos como
antioxidantes naturais.

OH

OH

OH O
campferol
(flavonol)
OH O
OH O @/OH naringenina
apigenina (flavanona)
(flavona) HO O
OH
OH OH ©/
OH HO O NGRS
HO O . afzalequina
(flavan-3-ol) OH
OH OH OH OH
OH O . leucopelargonidina
HO O (flavan-3,4-diol)
dihidrocampferol O ~
dihidroflavonol
( ) 2 oH
OH

pelargonidina
(antocianidina)

Figura 11. Exemplos de diferentes tipos de flavonoides previamente descritos como
antioxidantes naturais.
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No que diz respeito aos ensaios utilizados para avaliar o potencial antioxidante
de plantas medicinais, diversas abordagens t€ém sido utilizadas, incluindo ensaios que
avaliam a capacidade de absor¢do dos radicais oxigenados (ORAC), de sequestro do
cétion radicalar 2,2-azinobis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonato (ABTS™), de captura de
radicais livres de 2,2-difenil-picril-hidraxina (DPPH), e o poder antioxidante redutor
férrico (FRAP) de extratos diversos (PIETA et al., 1998; MIGUEL, 2010;
KRISHNAIAH et al., 2011). Dentre estas metodologias destacam-se os ensaios DPPH e
FRAP devido a simplicidade de execucdo do protocolo e ampla utilizacdo em estudos
envolvendo plantas medicinais (KATALINIC et al., 2006; HASAN et al., 2009; SONG
et al., 2010; FAZAL et al., 2011).

O método DPPH ¢é um dos métodos mais utilizados para avaliacao do potencial
antioxidante de amostras de plantas. O ensaio consiste em avaliar a capacidade
sequestradora do radical DPPH, o qual possui uma coloracdo purpura caracteristica
(absorvancia em 515 nm). Na presenca de um antioxidante ou espécie radicalar, o
DPPH ¢€ reduzido a difenil-picril-hidrazina, de coloragdo amarela (Figura 12). Assim, a
atividade é medida pela diminuicdo da absor¢do em 515 nm (KRISHNAIAH et al.,
2011).

) on axr

N—N N02 + R —> N_[\l N02
R
O,N Os5N
coloragao purpura coloragcao amarela

Figura 12. Reacdo de estabiliza¢do do radical DPPH.

Por outro lado, o ensaio FRAP, consiste na medida da capacidade da amostra em
reduzir Fe* para Fe®*, através da redu¢do do complexo metalico [Fe(III) (TPTZ),]*"
(ferritripiridiltriazina) para [(Fe(II) (TPTZ)2]2+ ferroso-tripiridiltriazina (Figura 13). O
complexo Fe’*-TPTZ tem uma cor azul intensa e pode ser monitorado a 593 nm

(VASCONCELOS et al., 2007).
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Figura 13. Reacdo de reducdo do complexo [Fe(IIl) (TPTZ)2]3+ para [(Fe(Il)
(TPTZ),)*.

2.5. Abordagens baseadas em espectrometria de massas na investigacio quimica de

plantas medicinais

A espectrometria de massas (EM) € uma técnica analitica que envolve o estudo de
ions em fase gasosa. Os fons formados em uma fonte de ionizagdo a pressao atmosférica
(API) (ex. ESI, APCI) ou sob alto vacuo (ex. EI, MALDI) sdo separados em um
analisador, de acordo com suas diferentes razdes de massa/carga (m/z). Devido a sua
alta sensibilidade, seletividade, limite de deteccdo, velocidade de andlise e diversidade
de aplicacdes, principalmente quando combinada a sistemas cromatograficos (ex. GC,
HPLC), a EM tem se destacado entre as técnicas analiticas modernas utilizadas no
estudo quimico de plantas medicinais (WOLFENDER e HOSTETTMANN, 1995; DE
HOFFMANN, 2000; ZHU et al., 2018).

Uma das abordagens baseadas em EM mais simples utilizada atualmente na
investigacdo de matrizes vegetais € a andlise do perfil quimico através de inser¢do ou
infusdo direta da amostra em espectrometro de massas, seguido da desreplicacdo dos
constituintes da amostra através da interpretacdo dos dados obtidos em experimentos de
fragmentacdo sequencial (EM/EM) ou de multiplos estdgios (EMn). Essa abordagem
tem permitido a rdpida identificagdo de substincias conhecidas em extratos ou outras
matrizes complexas sem a necessidade de isolamento, auxiliando nas etapas de selecao

cromatografica e permitindo o isolamento seletivo de novas substancias,
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potencializando a abordagem fitoquimica (SILVA et al., 2012, 2014; SOARES et al.,
2015).

Por outro lado, o processamento dos dados de perfil quimico através de
ferramentas quimiométricas, tal como PCA e HCA, tem permitido uma abordagem de
reconhecimento de padrao onde amostras quimicamente semelhantes sdo agrupadas e
marcadores quimicos sdo apontados. Essa abordagem tem sido utilizada em trabalhos
quimiossistematicos, de prospec¢do de substancias bioativas (ex. polifendis, alcaloides)
e na caracterizagdo quimica de produtos de origem vegetal, tal como o prépolis verde
(NUNES e GUERREIRO, 2012; SILVA et al., 2016; BASTOS et al., 2020; SILVA-
FILHO et al., 2021).
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3. OBJETIVOS

3.1. Geral

Identificar a natureza quimica do cipé-miraruira através da técnica analitica de
espectrometria de massa em amostras comerciais e auténticas de S. impressifolia e C.

ruber e investigar seu potencial antioxidante.

3.2. Especificos

* Realizar o preparo dos extratos aquosos de diversas amostras comerciais de
miraruira e amostras auténticas de S. impressifolia e C. ruber, baseado em
informacdes etnobotanicas;

* Realizar o clean up de todos os extratos aquosos através do uso da técnica de
extracdo em fase solida (SPE);

* Acessar o perfil quimico dos extratos aquosos e fracOes através de abordagens
baseadas em espectrometria de massas (EM);

* Realizar andlises multivariadas (PCA e HCA) do conjunto de dados obtidos
através das andlises por EM;

* Realizar a quantifica¢do de fendlicos totais das amostras comerciais e auténticas;

* Auvaliar o potencial antioxidante das amostras comerciais e auténticas.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Analises cromatograficas

4.1.1. Extracdo em fase solida (SPE)

Os procedimentos de SPE foram realizados utilizando pipetas Pasteur como

suporte ¢ KP-C18-HS (35-70 um) (Biotage, VA, EUA) como adsorvente.

4.1.2. Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

As anélises de HPLC foram realizadas em cromatégrafo modelo Acella (Thermo
Scientific, MA, EUA), equipado com bomba Acella Pump Plus, autoamostrador Acella
Autosampler Plus e vélvula de injecao Rheodyne (25uL).

4.2 Solventes

Metanol (MeOH) grau HPLC (Tedia, OH, EUA) e dgua ultrapura, obtida a partir
de um sistema Milli-Q (Millipore, MA, EUA), foram utilizados nas anélises de HPLC,
procedimento de SPE, bem como nas andlises por espectrometria de massas. Para o

preparo dos extratos aquosos utilizou-se dgua destilada.

4.3 Analises baseadas em espectrometria de massas (EM)

Os espectros de massas no modo full scan e sequencial (EM/EM) foram
registrados em espectrometro do tipo triplo-quadrupolo (QqQ), modelo TSQ Quantum
Acess (Thermo Scientific, MA, EUA), equipado com fonte de ioniza¢do quimica a
pressdo atmosférica (APCI) e operando nos modos positivo ou negativo. Os espectros
foram adquiridos e processados através do software Xcalibur® versdo 2.7 (Thermo

Scientific).
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4.4. Coleta das amostras comerciais de miraruira e obtencao de amostras

auténticas de S. impressifolia e C. ruber

As amostras comerciais de miraruira foram compradas em mercados, feiras e
emporios distribuidos pela cidade de Manaus-AM, sendo em seguida devidamente
codificadas (A-J) e armazenadas. Informacdes detalhadas sobre cada produto sdo

apresentadas da Tabela 1.

Tabela 1. Origem das amostras comerciais de miraruira e informag¢des disponiveis em
seus rotulos.

Amostras Origem Informacdes do rétulo

A Mercado Indicacgao terapéutica, modo de preparo e consumo.

B Feira Indicagao terapéutica, modo de consumo.

C Empdrio Sem rétulo.

D Empdério Nome botanico, indicagdo terapéutica, modo de

preparo € consumo.

E Empério Nome botanico, indicagdo terapéutica, modo de
preparo e consumo.

F Feira Nome botanico, indicagdo terapéutica, modo de
preparo e consumo.

G Empdério Modo de preparo e consumo.

H Empério Modo de preparo e consumo.

I Feira Sem rétulo.

J Mercado Sem rétulo.

O material vegetal (cascas do tronco) de C. ruber foi coletado na cidade de
Maués (lat: -3.38361001014709 long: -57.7186012268066 err: +447092 WGS84) de
individuo previamente identificado. Sua exsicata encontra-se depositada no herbario do
Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia (INPA) sob o N° 230896. Por outro lado,
o material vegetal (cascas do tronco) de S. impressifolia foi cedido pelo Dr. Hector
Henrique Ferreira Koolen. Este material foi previamente coletado na Reserva Florestal
Adolfo Ducke (RFAD), na cidade de Manaus (lat: -2.883333 long: -59.966667
WGS84), de individuo previamente identificado, estando sua exsicada depositada no
herbario do INPA sob o N° 193803. O acesso as amostras comerciais de miraruira, bem

como ao material vegetal da espécie C. ruber encontra-se registrado no Sistema
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Nacional de Gestdao do Patrimonio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado
(SisGen) sob o codigo AOS8AFE. Por outro lado, o acesso ao material vegetal de S.

impressifolia foi previamente registrado no SisGen sob o cédigo A715C2F.

4.5. Obtencao dos extratos aquosos das amostras comerciais de miraruira (A-J) e

auténticas de S. impressifolia e C. ruber

Para a obtencdo dos extratos aquosos, aproximadamente 1g de cada amostra
comercial e auténtica, previamente pulverizada em moedor analitico modelo 80374
(Hamilton Beach, SP, Brasil), foi submetido a extracdo com dgua destilada (50 mL) por
decocg¢do por 15 minutos. Esse procedimento foi adotado levando-se em consideragdao
as instrucdes contidas nos rétulos de algumas amostras comerciais de miraruira (Figura
2), bem como experiéncias prévias do nosso grupo de pesquisa com o preparo de
extratos aquosos de plantas medicinais (SILVA et al., 2019; SANTOS et al., 2020).
Ap6s o periodo de 15 minutos, os extratos foram filtrados através de papel de filtro
Whatman 43 (Sigma Aldrich, MO, EUA) e secos em liofilizador modelo Alpha 1-2
LDplus (Martin Christ, Osterode am Harz, Germany). Apds secos, todos os extratos
foram devidamente pesados e armazenados sob refrigeracdo. O experimento foi

conduzido em triplicata e descrito na Figura 14.

1 g de amostra previamente triturada em
moinho analitico;

Extracdo com 50 mL de dgua destilada
por decocc¢ao por 15 min;

Filtracdo em de papel de filtro Whatman
43;

Produto seco, pesados e armazenados sob
refrigeragao.

Figura 14. Esquema extracdo aquosa das amostras comerciais de miraruira (A-J) e
auténticas de S. impressifolia e C. ruber.
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4.6. Clean up dos extratos aquosos das amostras comerciais e auténticas por meio

de SPE

A fim de remover interferentes prejudiciais as anélises por EM, tais como sais e

actcares, um procedimento de clean up dos extratos foi realizado de acordo com Silva e

colaboradores (2019). Inicialmente, 15 mg de cada extrato foram solubilizados em 1 ml

de agua Milli-Q e passados através de uma pipeta Pasteur contendo 300 mg de

adsorvente (KP-C18-HS) previamente ativado com MeOH HPLC (3 ml) e condicionado

com 4gua Milli-Q (5 ml). Em seguida, cada coluna foi lavada com dgua Milli-Q (3 mL)

(frac@o aquosa) e posteriormente eluida com MeOH HPLC (1 mL) para um vial de 2 ml

(fracdo metandlica). Finalmente, cada fracdo metandlica foi seca sob corrente de

nitrogénio gasoso (N3), conforme ilustrado na Figura 15.

Ativacao 15 mg/1 mL H,O

Condicionamento Carregamento Lavagem Eluicao

WUr 4 4 i

Algodao
KP-C18-HS — —
300 mg
Algodao ' b . ko
Fracao
Metandlica

Corrente de N,

Figura 15. Esquema do clean up dos extratos aquosos das amostras comerciais e

auténticas por meio de SPE.
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4.7. Andlise por CLAE-EM dos extratos aquosos e fracoes da SPE de S.

impressifolia e C. ruber

Os extratos aquosos e fragdes provenientes da SPE (aquosas e metandlicas) de S.
impressifolia e C. ruber foram analisados por CLAE-EM a fim de confirmar a remocado
de interferentes prejudiciais as andlises por EM (Figura 16). Utilizou-se um sistema
constituido por um CLAE, modelo Acella, acoplado a um espectrometro de massas do
tipo triplo-quadrupolo, modelo TSQ Quantum Access, equipado com fonte APCI
operando no modo negativo.

As amostras foram preparadas com uma mistura de dgua-metanol (50:50, v/v) na
concentracdo de 1 mg/mL e injetadas (10 uL) em uma coluna Phenomenex Luna C18
(2) (5 um, 150 mm x 4,6 mm id) (Torrance, CA, EUA). Agua milli-Q (A) e MeOH (B)
foram utilizados como fases moéveis. Utilizou-se o seguinte gradiente de elui¢do: 0-15
min, 20-80% B; 15-25 minutos, 80% de B a um fluxo de 1 mL/min. Os parimetros
analiticos utilizados no EM foram os seguintes: discharge current: 5 ©A; vaporizer
temperature: 350 °C; capilary temperature: 270 °C; sheath gas: 35 psi; aux gas: 15 arb,
mass range, m/z 150-1000.

Armazenamento Dados

A: H20 Fase Movel
B: MeOH

A:B (80:20)
=(0-15 min
B: 100 = 15-25

10 uL Img/mL

H,0:MeOH : - L :
Injeg3o Amostra

Figura 16. Andlise por CLAE-EM dos extratos aquosos e fracdes da SPE de S.
impressifolia e C. ruber.

31



4.8. Analise por APCI-EM das fracoes metandlicas e tratamento quimiométrico

dos dados

Solugdes estoque (1 mg/mL) das fragcdes metandlicas das amostras comerciais
(A-J) e auténticas de S. impressifolia e C. ruber foram preparadas em MeOH HPLC.
Aliquotas (10 puL) das solugdes estoque foram posteriormente transferidas para vials
contendo 1 mL de MeOH. Finalmente, 10 uL das solucdes diluidas (10 ppm) foram
analisadas por insercdo direta no espectrometro de massas do tipo triplo-quadrupolo,
modelo TSQ Quantum Access, equipado com fonte APCI operando no modo negativo.
Os parametros analiticos utilizados foram os seguintes: discharge current: 5 UA;
vaporizer temperature: 320 °C; capilary temperature: 220 °C; sheath gas: 30 psi; aux
gas: 10 arb, mass range, m/z 150-1000. Os espectros de EM/EM foram obtidos através
de dissociacao induzida por colisdo (CID) utilizando-se argdnio como gas de colisdo e
energias de colisdo variando entre 30 a 35 eV.

Para a andlise de componentes principais (PCA), pelo menos 10 espectros de
cada amostra foram processados no modo full scan, sendo em seguida convertidos em
uma lista de ions (spectrum list) contendo valores de intensidade absoluta e relativa para
cada fon na faixa de m/z 150 a 1000. Os dados de intensidade relativa para todos os ions
na faixa de m/z 150 a 1000 foram tabulados no Excel e os fons com intensidade abaixo
de 5% em relagdo ao ifon mais abundante foram posteriormente negligenciados (SILVA
et al., 2016; BASTOS et al., 2020). A matriz resultante foi analisada através do software
Chemoface (versdao 1.5) (NUNES et al., 2012). Por sua vez, a andlise de agrupamento
hierarquico (HCA) foi calculada através do uso da distancia Euclidiana e tipo de ligacdo
média. As quatro primeiras componentes principais (PC1-PC4) foram consideradas na

analise de HCA.

4.9. Determinacao do conteido de fendlicos totais e avaliacido da atividade

antioxidante pelos métodos DPPH e FRAP

4.9.1. Contetido de fendlicos totais (CFT)

O conteudo de fendlicos totais (TPC) de cada extrato aquoso foi determinado em
uma microplaca de 96 pocos usando reagente de Folin-Ciocalteu de acordo com

metodologia previamente descrita (BASTOS et al., 2020) (Figura 17). Resumidamente,
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20 pL de cada extrato na concentracio de 1 mg/mL foi misturado com 150 pL de
reagente de Folin-Ciocalteu (previamente diluido 10 vezes com dgua destilada). Apds 5
min, 150 pL de solucdo de bicarbonato de s6dio a 6% foram adicionados a mistura e
deixados em repouso por 90 min em temperatura ambiente no escuro. A absorbancia da
mistura foi medida a 750 nm com um leitor de microplaca modelo ELX 808 (Biotek,
Burlington, VT). Uma curva de calibragdo foi preparada usando uma solucao padrio de
acido gélico e o conteddo fendlico total (TPC) foi expresso em equivalentes de dcido

gélico (mg GAE/100 g).

Figura 17. Determinagdo do contetddo de fendlicos totais (CFT).

4.9.2. Atividade antioxidante pelo método DPPH

A determinagdo da atividade antioxidante pelo método de captura de radicais
livres de 2,2-difenil-picril-hidraxina (DPPH) foi realizada de acordo com metodologia
previamente descrita (BASTOS et al., 2020) (Figura 18). Resumidamente, 30 uL de
cada solucdo de extrato em vdrias concentragdes (1000-6,25 pg/mL) foram misturados
com 270 uL. de DPPH (100 uM) e deixados em repouso por 30 min em temperatura
ambiente no escuro. A absorbincia da mistura foi medida a 515 nm com um leitor de
microplaca modelo ELX 808. Uma curva de calibracdo foi preparada usando uma

solucdo padrdo de dcido galico (100-1,56 pg/ mL).

Figura 18. Determinagdo da atividade antioxidante pelo método DPPH.
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4.9.3. Atividade antioxidante pelo método FRAP

A determinacdo da atividade antioxidante por meio do poder antioxidante
redutor férrico (FRAP) foi realizada de acordo com metodologia previamente descrita
(RUFINO et al., 2010, 2011) (Figura 19). Inicialmente, foram preparadas solucdes
metandlicas na concentragdo de 1 mg/mL dos extratos aquosos, as quais foram
reservadas. Preparou-se entdo o reagente FRAP, que € obtido através da mistura de uma
solucdo 20 mM de FeCl;.6H,O com solu¢ao 10 mM TPTZ [2,4,6- tri(2-pridil)-1,3,5-
triazina] e solu¢do tampao acetato pH 3,6, na proporcdo de 1:1:10. Foram transferidos
100 uL das solugdes previamente preparadas das amostras, 300 uL. de dgua Milli-Q e 3
mL do reagente FRAP para um frasco ambar. Em seguida, colocou-se o frasco ambar
ao abrigo da luz durante 4 min a temperatura ambiente. Por fim, mediu-se a absorbancia
a 593 nm em espectrofotdmetro UV/Visivel modelo 800XI (FEMTO, SP, Brasil). Os
resultados foram expressos em pmol de Fe(Il)/mg de extrato seco e calculados por meio
da equacgdo de regressdo linear, obtida a partir da constru¢do de uma curva analitica de
sulfato ferroso nas concentracdes de 250, 500, 1000, 1250, 1500 e 2000 uM. As
andlises dos extratos foram realizadas em triplicatas utilizando solventes com grau
HPLC. Além disso, foi determinada a capacidade antioxidante FRAP de um padrdo

(acido galico).

Mlstu~rar 100 uL da Re.:pouso por 4 Medida de
solucdo preparada, min. em bsorbanc:
300 uL de H20 ¢ 3 ambiente AbSOIbANCld
mL de FRAP escuro SR

Figura 19. Determinagdo da atividade antioxidante pelo método FRAP.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Rendimento dos extratos aquosos das amostras comerciais e auténticas

Os extratos aquosos das amostras auténticas de S. impressifolia e C. ruber
apresentaram rendimento de 4,19% e 4,36%, respectivamente, em relacdo ao material
vegetal seco. Por outro lado, as amostras comerciais de miraruira tiveram rendimento do
extrato aquoso variando entre 1,25-7,20%. Amostras coletadas em feiras (B, F, e I)
tiveram rendimento entre 3,04-6,15%, empérios (C, D, E, G e H) entre 1,29-7,20% e
mercados populares (A e J) entre 1,25-2,19%. Os maiores rendimentos foram
observados para as amostras C (7,20%) e I (6,15%), ambas sem rétulo. Portanto, nio foi
possivel correlacionar o rendimento dos extratos aquosos com o local de coleta, ou

mesmo com a forma de apresentacdo do produto.

Tabela 2. Rendimentos dos extratos aquosos obtidos a partir do procedimento de
decoc¢do.

Amostras Material extraido (g)* Extrato liofilizado (g)b Rendimento (%)

A 1,0082 0,0126 1,25
C 1,0124 0,0729 7,20
D 1,0058 0,0328 3,26
E 1,0050 0,0285 2,83
G 1,0114 0,0131 1,29
H 1,0266 0,0150 1,46
J 1,0037 0,0220 2,19
SAL® 1,0187 0,0427 4,19
CON° 1,0112 0,0441 4,36
famostras coletadas em feiras , emporios [, mercados M e auténticas

®média de trés replicatas.

5.2. Avaliacao do procedimento de clean up dos extratos aquosos por CLAE-EM

As andlises por CLAE-EM dos extratos aquosos de S. impressifolia (Figura
20A) e C. ruber (Figura 20C) revelaram a presenca de picos majoritdrios com tempo de

retencdo de 1,60 minutos em ambas as amostras. Através da andlise do espectro de
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massas (full scan) destes picos (Figura 21) foi possivel observar a presenca de fons

caracteristicos de agucares, tais como frutose ou glicose (m/z 179 e 225) e sacarose (m/z

341 e 387), comumente encontrados em matrizes vegetais (GUIGNARD et al., 2005).

Por outro lado, as fracdes metandlicas de S. impressifolia (Figura B) e C. ruber (Figura

20D), resultantes do protocolo de clean up com SPE, tiveram uma redugao significativa

do pico cromatogréfico referente aos agucares, confirmando a eficiéncia do protocolo na

remocdo de interferentes prejudiciais as andlises por EM. Uma andlise comparativa

permitiu ainda verificar que o efeito de clean up foi significativamente maior para o

extrato aquoso de S. impressifolia, o qual teve um ganho expressivo de sinal apds a

remocgdo dos agucares (Figura 20A e 20B).
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Figura 20. Cromatograma dos extratos aquosos de S. impressifolia (A) e C. ruber (C) e
de suas fragdes metandlicas provenientes do protocolo de SPE (B e D).
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Figura 21. Espectro de massas do pico cromatografico com tempo de retengao de 1,60
minutos presente no extrato aquoso de C. ruber.

5.3. Caracterizacdo do perfil quimico das fracoes metanélicas por APCI-EM e

analises quimiométricas

A analise por inser¢do direta das fracdes metanodlicas de S. impressifolia e C.
ruber, na faixa de m/z 150-1000, revelou perfis distintos para ambas as espécies (Figura
22A e 22B). Para a amostra de S. impressifolia foi observado o ion de m/z 421 como
pico base, enquanto que para C. ruber foi observado o ion de m/z 289. Diversos outros
fons de menor intensidade foram observados em ambas as amostras. As amostras
comerciais (A-J) por sua vez apresentaram perfis quimicos semelhantes entre si, tendo o
ion de m/z 289 como pico base (Figuras A3 a A12 do material anexo).

No grafico de escore de PCA (Figura 23A), gerado a partir da abundancia
relativa dos 114 fons que permaneceram apos eliminacio dos fons abaixo de 5% (Tabela
S1), foi observada a formacdo de dois grupos principais, sendo o grupo I constituido
pela amostra SAL (S. impressifolia), e o grupo II pela amostra CON (C. ruber) e demais

amostras comerciais (A-J).
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Figura 22. Espectro de massas da fracdo metandlica de S. impressifolia (A) e C. ruber
(B) com * denotando o pico base.

De acordo com o gréfico biplot de PCA (Figura 23B), os fons de m/z 289 e 421
foram os principais responsaveis pela segregacao entre os grupos I e II. Portanto, seus

espectros de EM/EM foram analisados na tentativa de caracterizar estas substancias.
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Figura 23. Grificos de escore de PCA (A) e biplot (B) baseados no perfil quimico por
APCI-EM.

O espectro de EM/EM do ion de m/z 421 (Figura 24A) apresentou um pico base
de m/z 331, um ion intenso de m/z 331, além de outros ions de menor intensidade de m/z

271 e 259, sendo estes fragmentos consistentes com a estrutura da xantona mangiferina
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(TREVISAN et al., 2016), previamente reportada em diversas espécies de Salacia, tais
S. roxburghii e S. reticulata (GIRON et al., 2009;
SHIMADA et al., 2011; SELLAMUTHU et al., 2013a; KALIAPPAN et al., 2014), mas

como S. chinensis, S. oblonga,
ainda nao reportada em S. impressifolia. Magiferina tem sido apontada como
promissora para o tratamento do diabetes, devido ao seu potencial de reduzir o estresse
oxidativo, o que esta relacionado as suas caracteristicas antioxidantes (SELLAMUTHU

et al., 2013a, 2013b; PAL et al., 2014).
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Figura 24. Espectro de EM/EM dos ions de m/z 421 (A) e 289 (B) com * denotando
ions fragmentos previamente descritos para mangiferina e epicatequina.

Por outro lado, o espectro de EM/EM do ion de m/z 289 (Figura 24B) se
apresentou mais complexo, com diversos ions fragmentos intensos na regido de m/z
109-203, destacando-se o pico base de m/z 109, e os ions de m/z 125, 137, 151, 161,
179, 187 e 203, os quais s@o consistentes com fragmentos previamente reportados para
o flavonoide epicatequina (SOUZA et al., 2008). Epicatequina foi previamente descrita
como constituinte majoritdrio do extrato aquoso de C. ruber (NAKAMURA et al.,
2011). Epicatequina também tem sido apontada como promissora para o tratamento de
diversas doengas, incluindo o diabetes, devido ao seu potencial de reduzir o estresse
oxidativo, o que também estd relacionado as suas caracteristicas antioxidantes
(RAMIREZ-SANCHEZ et al., 2013; MARTIN et al., 2014; ABDULKHALEQ et al.,
2017; KELLER et al., 2020).
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Através da andlise do dendrograma de HCA (Figura 25) foi possivel observar a
formagdo de subgrupos dentro do grupo II, o que sugere a existéncia de variabilidade

quimica entre as amostras comerciais.
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Figura 25. Dendrograma de HCA das amostras comerciais de miraruira (A-J) coletadas
em diferentes estabelecimentos e auténticas de S. impressifolina (SAL) e C. ruber
(CON).

As amostras comerciais B, C, D e E apresentaram forte similaridade quimica
entre si, baseada no perfil quimico por APCI-EM, assim como as amostras A e CON (C.
ruber). Esses subgrupos acabaram se conectando devido a maior similaridade entre si
do que com o subgrupo que contem as amostras G, H e I. Por sua vez, as amostras F e J
foram as que apresentaram menor similaridade quimica entre as amostras comerciais.
Essa variabilidade quimica pode ser devido a comercializacdo de produtos a base de
outras espécies do género Connarus, tal como C. perrottetii, cuja ocorréncia €
significativa na Regido Norte (Herbario online INPA, 2021), ou mesmo espécies de
outros géneros da familia Connaraceae, tal como R. cuspidata (LAIKOWSKI et al.,
2017), recentemente sugerida como miraruira. Mais uma vez, ndo foi possivel

correlacionar a similaridade quimica entre as amostras comerciais com o local de coleta.
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5.4. Contetado de fendlicos totais e atividade antioxidante dos extratos aquosos das

amostras comerciais e auténticas

Os resultados do contetido de fendlicos totais (CFT) e atividade antioxidante dos
extratos aquosos das amostras comerciais (A-J) e auténticas de C. ruber (CON) e S.
impressifolia (SAL) encontram-se apresentados na Tabela 3.

Através do método de Folin-Ciocalteau foi possivel observar que o extrato de C.
ruber apresentou CFT (46,52 mg EAG/g) significativamente superior ao observado para
S. impressifolia (8,91 mg EAG/g). Estas observacdes estdo de acordo com dados
previamente publicados sobre espécies dos géneros Connarus e Salacia. Em estudo
realizado com o extrato metandlico das folhas de C. semidecandrus foi observado CFT
de 39,7 mg EAG/g (MACHANA et al., 2017), enquanto Silva e colaboradores (2016)
reportaram CFT de 25.83 mg EAG/g para o extrato aquoso das cascas de C. favosus.
Por outro lado, Santana e colaboradores (2015) demonstraram que o extrato aquoso de
S. impressifolia apresenta baixo CFT (1,2 a 3,5 mg de equivalentes de 4cido
pirogalico/g). Resultado semelhante foi observado para o extrato aquoso das frutas de S.
chinensis (CFT = 1,22 mg EAG/g) (CHAVAN et al., 2013) e para o extrato
hidroetandélico das folhas de S. kraussii (CFT = 5,0 mg EAG/g) (ZIMILA et al., 2020).

Dentre as amostras comerciais, as amostras H (53,00 mg EAG/g) e J (51,29 mg
EAG/g), compradas respectivamente em empoério e feira, apresentaram os melhores
valores de CFT, enquanto as amostras F (12,22 mg EAG/g) e J (12,48 mg EAG/g),
compradas respectivamente em feira e mercado, apresentaram os valores mais baixos de
CFT. Entretanto, todas as amostras comerciais apresentaram valores de CFT superior ao
observado para S. impressifolia. Em relacdio ao CFT de plantas medicinais com
potencial para o tratamento do diabetes, Wongsa e colaboradores (2012) avaliaram os
extratos aquosos de diversas espécies e observaram CFT variando entre 2,89 e 75,26 mg
EAG/g, sendo as mais promissoras Solanum xanthocarpum (75,26 mg EAG/g), Ocimum
sanctum (70,88 mg EAG/g) e Acacia pennata (66,48 mg EAG/g). J& o cha verde
(Camellia sinensis), notoriamente conhecido devido aos seus beneficios para o
tratamento do diabetes (GOMES et al., 1995; ISLAM, 2011), apresentou CFT entre
4,80 e 26,20 mg de pirogalol/g em amostras comerciais (PEREIRA et al., 2009).
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Tabela 3. Contetido de fendlicos totais (CFT) e atividade antioxidante dos extratos
aquosos pelos métodos DPPH e FRAP.

Amostras® CFT (mg EAG/g)” DPPH (ug/ml)™  FRAP (umol de Fe(II)/g)™"

A 39,77 124,04 268,90

C 22,76 176,77 127,00

D 25,72 112,72 143,19

E 17,23 60,15 716,52

G 13,33 217,95 398,90

H 53,00 134,45 525,57

J 12,48 124,77 115,10

SAL’ 8,91 244,80 30,33

CON° 46,52 171,36 266,52

famostras coletadas em feiras , emporios [l , mercados [l e auténticas ;

média de trés replicatas; “padrio de dcido gélico = 8,41 pg/ml; d padrdo de 4cido gélico
= 1822,38 umol de Fe(Il)/g.

Através dos ensaios de DPPH e FRAP foi possivel observar maior potencial
antioxidante para o extrato aquoso de C. ruber (CS50 = 171,36 pg/ml e FRAP = 266,52
umol de Fe(Il)/g) em comparagdo ao extrato de S. impressifolia (CS50 = 244,80 pg/ml e
FRAP = 30,33 umol de Fe(Il)/g). A atividade antioxidante observada para C. ruber esta
de acordo com dados previamente publicados para a espécie. Nakamura e colaboradores
(2005) demonstraram que o extrato aquoso de C. ruber apresenta concentracio capaz de
sequestrar 50% dos radicais livres de DPPH (CS50) < 200 pg/ml. O potencial
antioxidante do extrato aquoso de C. ruber, o qual € devido em grande parte a presenca
de epicatequina (NAKAMURA et al., 2005), tem sido apontado como responsavel pelos
possiveis beneficios terapéuticos desta planta no tratamento do diabetes
(CHINCHANSURE et al., 2015). Como mencionando anteriormente, epicatequina tem
sido apontada como promissora para o tratamento do diabetes, devido ao seu potencial
de reduzir o estresse oxidativo (RAMIREZ-SANCHEZ et al., 2013; MARTIN et al.,
2014; ABDULKHALEQ et al., 2017; KELLER et al., 2020).

Por outro lado, a atividade antioxidante observada para S. impressifolia estd de
acordo com dados publicados para outras espécies do género. Como exemplo, Chavan e
colaboradores (2013) descreveram o extrato aquoso dos frutos de S. chinensis como
pouco ativo. Roopa e colaboradores (2015) também reportaram baixa atividade

antioxidante para o extrato aquoso das folhas de S. macrosperma (CS50 > 1 mg/ml).
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Embora magiferina esteja presente no extrato aquoso de S. impressifolia, e esta
substancia tenha sido apontada como promissora para o tratamento do diabetes, devido
ao seu potencial de reduzir o estresse oxidativo (SELLAMUTHU et al., 2013a, 2013b;
PAL et al., 2014), sua concentracdo parece nao ser suficiente para garantir uma elevada
capacidade antioxidante.

Dentre as amostras comerciais, as amostras E (CS50 = 60,15 pg/ml — FRAP =
716,52 pmol de Fe(Il)/g) e I (CS50 = 80,98 pg/ml — FRAP = 535,10 umol de Fe(1l)/g ),
compradas respectivamente em emporio e feira, apresentaram as melhores capacidades
antioxidantes. No geral, as amostras comerciais apresentaram potencial antioxidante
superior ao observado para S. impressifolia. Em relagdo ao CFT, bem como o potencial
antioxidante observado para C. ruber e amostras comerciais, os resultados apresentados
sugerem que estas amostras devem trazer beneficio terapéutico para o tratamento de
doencas relacionadas ao processo oxidativo, tal como o diabetes. De fato, diversas
espécies apontadas como promissoras para o tratamento do diabetes tem apresentado
significativa atividade antioxidante, o qual tem mostrado elevada correlagdo com o CFT

dos extratos aquosos (WONGSA et al., 2012).
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6. CONSIDERACOES FINAIS

O procedimento de clean up dos extratos aquosos por SPE foi determinante para
a remocgdo de agucares, tais como frutose ou glicose e sacarose das amostras comerciais
de miraruira e auténticas de S. impressifolia e C. ruber. Portanto, a remocao destes
interferentes prejudiciais as andlises por EM garantiu uma andlise satisfatéria do perfil
quimico das amostras investigadas.

As andlises por EM revelaram que as fracdes metandlicas de S. impressifolia e
C. ruber tém perfis quimicos distintos, com marcadores caracteristicos: mangiferina
para S. impressifolia e epicatequina para C. ruber. Por outro lado, todas as amostras
comerciais de miraruira apresentaram perfis quimicos semelhantes a espécie C. ruber.
Portanto, esses resultados sugerem que a espécie C. ruber € utilizada como miraruira no
estado do Amazonas.

A variabilidade quimica observada para as amostras comerciais, através da
andlise de HCA, pode ser um indicativo de que outras espécies do género Connarus, tal
como C. perrottetii, ou mesmo espécies de outros géneros da familia Connaraceae, tal
como R. cuspidata, podem estar sendo utilizadas como miraruira.

Os resultados do CFT e do potencial antioxidante do extrato aquoso de C. ruber
sugerem que produtos a base de C. ruber tém maior capacidade antioxidante do que
aqueles a base de S. impressifolia, e, portanto, devem trazer maior beneficio terapéutico
para o tratamento de doencas relacionadas ao processo oxidativo, tal como o diabetes.
Esse beneficio € devido, em parte, a presenga de epicatequina, substancia previamente
apontada como promissora para o tratamento do diabetes e presente em todas as

amostras de miraruira comercializadas no estado do Amazonas.
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Figura A 1. Espectro de APCI-EM (modo negativo) da fracdo metandlica de S.
impressifolia.
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Figura A 2. Espectro de APCI-EM (modo negativo) da fracdo metandlica de C. ruber.
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Figura A 3. Espectro de APCI-EM (modo negativo) da fragdo metandlica da amostra
comercial A.
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Figura A 4. Espectro de APCI-EM (modo negativo) da fragdo metandlica da amostra
comercial B.
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Figura A 5. Espectro de APCI-EM (modo negativo) da fracdo metandlica da amostra
comercial C.
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Figura A 6. Espectro de APCI-EM (modo negativo) da fragdo metandlica da amostra
comercial D.
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Figura A 9. Espectro de APCI-EM (modo negativo) da fragdo metandlica da amostra
comercial G.
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Figura A 10. Espectro de APCI-EM (modo negativo) da fracdo metandlica da amostra
comercial H.
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Tabela A 1. Matriz utilizada na andlise de PCA, obtida apds a eliminacdo dos fons com
intensidade relativa abaixo de 5%.

SAL COM | A B C D E F G H I J

151 0 0 5.62 0 0 0 8 6.92 7.06 12.74 0 11.58
161 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 593
165 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 6.35
169 0 0 7.56 5.81 0 0 8.88 12.26 5.71 6.54 11.34 18.91
183 0 0 0 0 0 0 6.19 7.72 0 0 0 15.14
227 9.76 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
231 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 8.04
243 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 5.31
245 0 5.73 5.35 0 6.48 0 5.51 5.75 0 0 8.26 12.57
259 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 5.89
269 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 5.34 7.04
271 0 0 0 0 0 0 0 0 0 5.08 7.61 9.75
273 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 6.02
275 0 0 0 0 0 0 0 0 0 7.63 0 8.61
277 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 5.07
285 7.7 5.99 11.65 9.5 7.11 7.28 11.76 13.53 10.84 17.84 9.36 18.41
286 5.67 0 0 592 5.53 0 0 0 5.29 0 7.36 11.82
287 31.4 20.79 26.3 37.82 44.6 30.74 39.21 23.95 33.95 31.22 48.79 51.94
288 0 0 0 0 0 0 5.57 0 0 0 0 0
289 6.42 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
290 0 10.84 0 11.45 0 10.08 9.08 13.13 10.32 0 15.16 10.28
291 0 0 8 0 7.74 0 0 0 0 10.76 0 0
293 0 0 0 0 0 0 0 0 0 6.22 0 0
297 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 5.13
299 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 5.08
301 7.98 0 8.38 5.98 5.84 7.16 7.06 14.4 6.73 20.72 6.73 222
303 9.19 8.33 11.2 10.03 6.18 8.47 10.97 12.58 13.93 11.19 13.2 27.63
305 9.68 0 0 0 0 0 0 0 5.16 0 0 9.17
313 0 0 0 0 0 0 0 7.72 5.05 723 8.47 13.36
315 0 0 6.22 0 0 5.27 5.06 8.83 0 0 0 11.66
317 0 0 0 0 0 0 0 5.19 0 0 0 7.02
319 6.2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 6.92
321 0 0 6.76 0 0 0 0 0 797 6.12 0 8.28
325 0 6.02 6.08 8.34 0 8.26 8.45 8.73 7.52 11.81 7 6.21
327 5.53 0 7 0 8.26 5.84 55 6.35 7.87 11.49 0 15.42
329 9.17 0 5.01 0 0 0 5.97 5.79 6.65 7.53 0 10.48
331 7.55 5.07 6.04 5.6 0 5.79 5.28 7.84 5.89 9.76 0 9.46
343 8.7 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 521
347 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 5.7
365 9.21 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
371 18.86 0 0 7.95 5.28 8.32 7.68 9.3 0 0 0 7.01
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373 9.16 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
377 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 5.12
387 0 0 0 0 0 0 0 7.27 0 0 0 0
393 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 5.55
395 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 5.46
399 0 0 0 0 5.13 6.08 5.99 7.38 0 0 0 6.49
403 24.54 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
407 0 0 0 0 0 0 0 5.21 0 7.02 0 15.1
408 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 5.36
409 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 6.09
411 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 6.39
413 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 5.47
415 0 0 0 0 0 0 6.34 6.42 0 0 5.39 7.7
421 100 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 7.6
422 14.76 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
423 0 0 0 0 0 0 5.03 5.45 5.89 6.58 0 13.22
425 0 0 0 0 5.37 0 0 0 0 6.81 0 8.14
427 5.26 0 0 0 0 0 0 0 0 7.36 0 6.02
431 5.14 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
433 0 0 0 0 0 0 0 6.04 0 0 0 9.13
435 791 0 0 0 0 0 0 5.02 0 0 0 10.26
437 0 0 5.51 0 0 0 0 6.42 5.81 7.64 0 9.93
439 0 14.26 9.18 9.15 14.69 10.3 13.02 10.77 10.09 11.64 33.7 20.15
440 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 6.96
441 0 0 0 0 5.25 0 0 5.4 0 532 11.28 10.06
443 0 0 0 0 0 5.62 593 5.57 0 0 0 5.64
445 23.03 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
446 5.06 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
447 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 6.3
449 6.13 0 532 5.25 5.04 5.71 5.42 6.75 6.2 7.68 533 13
451 0 6.93 8.39 9.99 10.06 9.07 8.87 11.73 7.43 13.24 7.84 13.45
453 0 8.7 5 0 6.64 0 0 10.08 533 9.7 0 13.25
455 0 0 0 0 0 0 0 0 0 5.06 0 7.33
457 5.75 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
461 593 13.94 12.93 19.27 30.85 22.53 18.29 51.53 0 5.73 5.11 9.89
463 44.22 0 0 54 6.55 5.34 0 8.78 0 5.96 0 8.07
465 6.21 5.17 0 0 0 0 0 5.18 0 5.68 0 8.79
467 0 5.14 0 0 7.18 0 528 5.47 0 5.14 0 9.22
473 8.14 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
475 19.23 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
479 0 0 0 0 7.38 6.65 0 9.9 0 0 0 0
481 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 5.55
483 0 11.57 0 591 7.87 0 6.87 7.39 0 0 0 74
485 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 52
487 6.02 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
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