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LISTA DE SIGLAS

ARR = Atividade de retirada de radical.

AT = Acido tanico.

CCD = Cromatografia em camada delgada.
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D1AE- Extrato em acetato de etila dos galhos de Byrsonima coccolobifolia parcela

sombra.
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D1M = Extrato metandlico dos galhos de Byrsonima coccolobifolia parcela sombra.
D2AE = Extrato em acetato de etila dos galhos de Byrsonima coccolobifolia parcela sol.
D2H = Extrato hexanico dos galhos de Byrsonima coccolobifolia parcela sol.

D2M = Extrato metanolico dos galhos de Byrsonima coccolobifolia parcela sol.

D3AE = Extrato em acetato de etila dos galhos de Byrsonima coccolobifolia parcela

cerrado intacto.
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DPPH - 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl.
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RESUMO

ESTUDO QUIMICO E FARMACOLOGICO DE GALHOS DE BYRSONIMA
COCCOLOBIFOLIA (MALPIGHIACEA) - Este trabalho apresenta o estudo
fitoquimico dos galhos de Byrsonima coccolobifolia (coletada em Itamarandiba-MG).
Espécies do género Byrsonima sio conhecidas popularmente como “muricis” e ha
relatos na literatura de muitos usos medicinais dessas plantas, alguns deles ja
comprovados, como atividade anti-inflamatéria e antioxidante. Os extratos em acetato
de etila e metanolico foram submetidos a testes antioxidantes. O extrato metandlico foi
testado através de espectrometria de massas com ionizagéo por electrospray-ESI-MS e
foram determinados os principais compostos quimicos presentes. Foi identificado o
galato de metila (m/z 183), um derivado de &cido fenolicos, o acido quinico (m/z 191),
derivados do é&cido galoilquinico destacando-se os 4&cidos digaloilquinico,
trigaloilquinico e tetragaloilquinico (m/z 495, 647 e 799, respectivamente). Também
foram detectadas as seguintes proantocianidinas: dimero epicatequina (m/z 577), galato
do dimero epicatequina (m/z 729) e trimero epicatequina (m/z 865) e foi elucido o Unico
flavondide quercetina-3-O-a-L-arabinopiranosideo (m/z 433). Neste estudo foi
evidenciado que o0s extratos em metanol e em acetato de etila da espécie
B.coccolobifolia possuem compostos polares com bom potencial antioxidante, o que
justifica dar continuidade aos estudos quimicos e bioldgicos com espécies desse género.
Além disso a técnica de ESI-MS com insercdo direta da amostra mostrou-se uma
ferramenta rapida, eficiente e de grande sensibilidade para o conhecimento da

composicao quimica.



ABSTRACT

CHEMICAL AND PHARMACOLOGICAL STUDIES THE BRANCHES THE
BYRSONIMA COCCOLOBIFOLIA (MALPHIGHIACEAE) - This work describes the
Branches phytochemical studies of Byrsonima coccolobifolia (collected in
Itamarandiba-MG). Species of the genus Byrsonima are known popularly as "murici"
and there are reports in the literature of many medicinal uses of these plants, some of
them already proven as anti-inflammatory and antioxidant. These extracts of ethyl
acetate and methanol were tested antioxidants. The methanol extract was tested by mass
spectrometry with electrospray ionization-ESI-MS were determined and the main
chemical compounds. Was identified methyl gallate (m / z 183), a phenolic acid
derivative, the quinic acid (m / z 191), acid derivatives galoilquinico highlighting
digaloilquinico acids, and trigaloilquinico tetragaloilquinico (m / z 495, 647 and 799,
respectively). We detected the following proanthocyanidins, epicatechin dimer (m / z
577), epicatechin gallate dimer (m / z 729) and epicatechin trimer (m / z 865) and was
only elucidates the flavonoid quercetin-3-O-a-L arabinopyranosyl-(m / z 433). Our
study has shown that the extracts in methanol and ethyl acetate species B.coccolobifolia
have good polar compounds with antioxidant potential, which justified continuing the
studies with chemical and biological species in the genus. In addition to ESI-MS with
direct insertion of the sample proved to be a quick, efficient and sensitive to the

knowledge of chemical composition.
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1. INTRODUCAO

Segundo Kinghorn (1993) a Organizacdo Mundial de Salde (OMS) tem
estimulado a utilizagdo terapéutica de plantas medicinais. Em funcdo desse estimulo
tem-se observado um crescimento significativo do nimero de profissionais da area de
salde que reconhecem, tanto a facilidade de acesso aos fitoterapicos como a sua eficacia
e consideram 0 uso de plantas como um recurso adequado para a cura de moléstias.
Além disso, compostos organicos naturais tém sido utilizados como ponto de partida
para a obtencdo de derivados que mostram grande potencial farmacoldgico e, nesse
contexto, as plantas superiores tém sdo empregadas como fonte priméaria desses agentes
terapéuticos.

O Brasil possui uma situacdo bastante privilegiada em relacdo a possibilidade de
desenvolvimento de produtos fitoterapicos ou de obtencdo de substancias puras
biologicamente ativas. O pais possui cerca de 60.000 espécies de plantas, o que
corresponde a cerca de 20% de toda a flora mundial conhecida e, no minimo, 75% de
todas as espécies existentes nas grandes florestas. Detem ainda em seu territorio
populacdes conhecedoras das propriedades medicinais das plantas, grande parte ja
adaptada ao uso das mesmas para fins medicamentosos (FUNARI e FERRO, 2005).
Tais atributos sdo significativos e mostram a importancia dos estudos das plantas
medicinais e como se faz necessaria a investigacdo de estudos minuciosos sobre uma
maior gama de espeécies.

Ainda ndo foram encontrados relatos na literatura em relacdo ao estudo
fitoquimico da B. coccolobifolia. Sendo assim, pretende-se, neste projeto, coletar
galhos e tronco da espécie e fazer um estudo fitoquimico e farmacoldgico minuciosos a
fim de contribuir com o estudo da flora de Minas Gerais, em especial a flora do cerrado
e campo rupestre, vegetacao caracteristica da Cadeia do Espinhaco e detentora de téo

rica biodiversidade.



2.0 Referencial Tedrico

2.1 Plantas medicinais no Brasil: seu emprego, utilizagéo.

A cultura do uso de plantas e de outras fontes naturais com propriedades
terapéuticas vem sendo valorizada pela sociedade do mundo inteiro e retornou ao status
de uma fonte de produtos medicinais devido a busca por habitos mais saudaveis de vida
e pelo dificil tratamento de certas doencas e pela resisténcia microbiana. Ainda segundo
Moreira (2010) o interesse em todo o0 mundo em torno dos produtos naturais vem
aumentando consideravelmente, muito embora 0s centros menos desenvolvidos sempre
apresentam uma forte dependéncia aos medicamentos fitoterapicos. Esta dependéncia
ndo é somente justificada pelo fator econdmico, mas geralmente a transmissdo secular
das tradicdes culturais de cada comunidade.

No Brasil, a fitoterapia € uma op¢do medicamentosa que se adequa as
necessidades de varios municipios no atendimento primario a saude, o que ¢é
corroborado pela biodiversidade vegetal do pais, que contribui ndo s6 para o consumo
medicamentos fitoterapicos, mas também de plantas medicinais (MOREIRA et. al.
2010). Segundo Rodrigues (2008) também resalta que o Brasil possui a maior
diversidade genética vegetal do mundo, contando com mais de 55.000 espécies
catalogadas de um total estimado entre 350.000 e 550.000 plantas. Mais da metade
dessas espécies se encontra nas florestas tropicais, cuja area corresponde a 7% da
superficie da terra. Entretanto, muitas dessas espécies de plantas ainda permanecem
pouco conhecidas sob o ponto de vista quimico, botanico e farmacoldgico
principalmente. Contudo, nosso pais ndo tem um desempenho destacado como deveria
no mercado mundial de fitoterapicos, ficando inclusive atras de paises menos
desenvolvidos tecnologicamente (MOREIRA et. al. 2010).

Percebendo-se o grande potencial dos fitoterapicos e notando que o mesmo
ainda carecia de estudos significativos que compravassem sua verdadeira eficacia, os
grandes centros de pesquisa passaram a isolar e sintetizar as substancias responsaveis

pelos atividade biolégica das plantas de uso popular, para produzir novos farmacos. No
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entanto, é necessario observar que cada planta é constituida de inimeros principios
ativos que podem agir em sinergia, ou seja, o resultado do conjunto é muitas vezes mais
potente e com menos efeitos colaterais que cada principio ativo isolado. Assim, 0s
tratamentos a base de fitoterapicos tém demonstrado cada vez mais a sua eficacia, mas
como qualquer outro tipo de terapia, requer antes uma analise correta da doenga para

que a planta utilizada tenha realmente a eficiéncia que se espera (RODRIGUES, 2008).

2.2 Bioma Cerrado

Segundo Déres (2007) o bioma Cerrado é considerado unidade ecoldgica tipica
da zona tropical, abrigando vegetacdo de fisionomia e flora bem caracteristica,
constituindo rico patriménio de diversidade adaptado as condicGes climaticas, edaficas e
piricas. O termo “Cerrado” origina-se do espanhol e significa fechado, vedado, denso e

provavelmente foi empregado na designacédo de formacéo vegetal de dificil travessia.

2.2.1 Localizacao

O Cerrado constitui a segunda maior formacédo vegetal brasileira em extenséo,
caracterizado como vegetacdo de savana na classificacdo internacional. Esse bioma
estende-se por cerca de 2 milhGes de quildbmetros quadrados, representando 22% do
territorio brasileiro. Localiza-se predominantemente no Planalto Central do Brasil,
ficando entre 5° e 20° de latitude Sul e 45° e 60° de longitude Oeste, com altitudes
variando de quase 0 a 1.800 m, ocupando diferentes bacias hidrograficas (Amazonas,
Tocantins, Parana, Paraguai, Sdo Francisco e Parnaiba) e exibindo grande diversidade
de solos e climas que se refletem numa biota diversificada; distribuida nos Estados de
Goiés, Tocantins e o Distritro Federal, parte dos Estados da Bahia, Ceara, Maranhdo,

Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, Piali, Rondbnia e Sao Paulo e
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também ocorre em areas disjuntas ao norte dos Estados do Amapa, Amazonas, Paré e
Roraima, e ao Sul, em pequenas “ilhas” no Parand (DORES, 2007).

No Estado de Minas Gerais, a area de Cerrado, segundo o IEF (1996), ¢é de
3.111.987,38 (ha), correspondendo a 10,3% da &rea original que era de 30,8 milhdes de
hectares distribuidos nas areas das regides Alto e Médio Jequitinhonha, Alto e Médio
Sdo Francisco, Campo das Vertentes, Zona Metallrgica, Tridangulo e Alto Paranaiba,
ocupando relevo plano a suavemente ondulado (DORES, 2007).

Fatores temporais (tempos geoldgico e ecolédgico) e espaciais (variagbes locais)
sdo responsaveis pela ocorréncia das formacgdes florestais deste bioma. Na escala
temporal, grandes alteracBes climéticas e geomorfoldgicas teriam causado expansoes e
retratacOes das florestas imidas e secas da América do Sul originando-o. Paralelamente,
na escala espacial, essas formacdes seriam influenciadas por variagdes locais em
parametros como hidrografia, topografia, profundidade do lencol freatico e fertilidade e
profundidade dos solos (DORES, 2007).

O clima ¢ estacional, caracterizado por invernos secos e verdes chuvosos, com
precipitacdo média anual de 1.500 mm, variando de 750 a 2000mm com grandes
variacdes intraregionais. As temperaturas médias anuais variam do minimo de 20 a 22°
até o maximo de 24 a 26°. A umidade relativa do ar atinge niveis muito baixos no
inverno seco (20 a 40%), e niveis muitos altos no verdo chuvoso (95 a 97%) (DORES,
2007).

2.3 A familia Malpighiaceae e 0 género Byrsonima

Muitas plantas pertencentes as mais variadas familias possuem grande relevancia
para a fitoterapia. E o caso da Malpighiaceae, que compreende cerca de 60 géneros e
1.100 espécies, sendo composta de arvores e arbustos, de ampla ocorréncia nas regides
tropicais. O género Byrsonima, cujas espécies sdo conhecidas popularmente como
murici, esta distribuido nos campos cerrados e savanas neotropicais. Varias das suas
espécies sdo encontradas na Amazonia, sugerindo que esse género tenha ai 0 seu centro
de origem e dispersédo (BENEZAR et. al. 2006).
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O género Byrsonima € amplamente encontrado na regido do México e em toda a
América do Sul. Segundo Gomes (2005), sdo plantas de facil adaptacdo, se
desenvolvem bem em solos areno-argilosos, com clima quente e boa ventilagdo. S&o
plantas do cerrado com caracteristicas tipicas, geralmente arbdreas, com galhos
retorcidos e porte médio, podendo chegar a 5 metros de altura. Os “muricis” do Brasil
sdo muitos e variados, distinguem-se pelas cores e locais de ocorréncia. Assim, sdo
conhecidos como “murici”, “murici vermelho”, “murici cascudo”, entre outros
(AGUIAR et. al. 2005).

Neste ambito, o Brasil possui 32 géneros e aproximadamente 300 espécies,
distribuidas por varias regifes (VALLILO, et. al. 2007). A maior parte das espécies da
familia Malpighiaceae é conhecida por ser utilizada com finalidade terapéutica e como
alimento. Desse modo, ha uma crescente necessidade de mais estudos fitoquimicos com
essas espécies (DAVID e SANTOS, 2003).

Byrsonima coccolobifolia Kunth (Figura 1), é frequente nas areas de vegetacao
aberta da América do Sul, havendo registros de sua ocorréncia no Brasil, Bolivia,
Venezuela e Republica Cooperativa da Guiana. Na Amaz6nia, esta espécie ocorre em
areas de mata, cerraddo e cerrado aberto, constituindo-se numa das cinco principais

espécies lenhosas do ambiente de savana no Estado de Roraima (BENEZAR et. al.
2006).




Figura 1 - Foto de partes aeréas de B. coccolobifolia coletadas no cerrado intacto (arquivo do

pesquisador)

Segundo Benezar e Pessoni (2006), a espécie B. coccolobifolia amplamente
encontrada no cerrado do Brasil Central, tem o seu periodo de floracdo com duragéo de
dois meses aproximadamente, com inicio nos meses de setembro ou outubro e final nos
meses de novembro ou dezembro. No Pantanal a floracdo também se concentra no
periodo de outubro a dezembro, com frutificacdo na estacdo das chuvas.

Essa espécie tem grande importancia no ponto de vista fitoquimico e
farmacolégico a medida que possui caracteristica antioxidante conforme comprovado
em estudos quimicos em laboratorio (BENEZAR e PESSONI, 2006).

2.4 Compostos fenolicos como antioxidantes

Os compostos fendlicos de plantas enquadram-se em diversas categorias, como
fendis simples, acidos fendlicos derivados de acidos benzdico e cinamico, cumarinas,
flavondides, estilbenos, taninos condensados e hidrolisaveis, lignanas e ligninas
(SOUSA, 2007).

A atividade antioxidante de compostos fendlicos deve-se principalmente as suas
propriedades redutoras e estrutura quimica. Estas caracteristicas desempenham um
papel importante na neutralizacdo ou sequestro de radicais e quelacdo de metais de
transicdo, agindo tanto na etapa de iniciagio como na propagacdo do processo
oxidativo. Os intermediarios formados pela acdo de antioxidantes fendlicos sdo
relativamente estaveis, devido a ressonancia do anel aromatico presente na estrutura
destas substancias (SOUSA, 2007).

Em funcdo dos possiveis problemas provocados pelo consumo de antioxidantes
sintéticos, as pesquisas tém-se voltado no sentido de encontrar produtos naturais com
atividade antioxidante, os quais permitirdo substituir os sintéticos ou fazer associacdo
entre eles (SOUSA, 2007).
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2.5 Potenciais medicinais e constituintes quimicos caracterizados das plantas do

género Byrsonima.

O género Byrsonima esta distribuido pela América Tropical, apresentando cerca
de 150 espécies e encontrada frequentemente na zona da mata, em florestas Umidas, no
Estado de Pernambuco, nordeste do Brasil (RODRIGUES, 2008).

No Nordeste brasileiro, ocorrem vérias espécies do género Byrsonima que sao
principalmente conhecidas pela utilizacdo dos seus frutos na alimentacdo e pelo
emprego com fins medicinais. Espécies deste género sdo comumente empregadas como
antiasmaticas, contra febre e infeccdo de pele. Ja foram isolados do género Byrsonima
alguns derivados flavonoidicos e triterpenos classes de substéncias naturais de
ocorréncia no género (RODRIGUES, 2008).

Por exemplo, a espécie Byrsonima verbascifolia € utilizada na medicina popular
para o tratamento de problemas de estbmago e ja foi relatado o isolamento de
substancias como quercetina e 3-O-galoil-(-) epicatequina-[4p—8]-3-O-galoil-(+)-
epicatequina-4a-benzil-tio-éter (Figura 2, p.9), isoquercetina, quercetina-3-arabinosil e
taninos galicos, sendo tais compostos com atividades antioxidantes ja conhecidas
(RODRIGUES, 2008).
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OH

R = galoil

Figura 2 — Férmula estrutural do composto 3-O-galoil-(-)-epicatequina-[43—8]-3-O-galoil-(+)-
epicatequina-4a. benziltio-éter isolado em B. verbascifolia. (Fonte: Patricia de Aradjo Rodrigues, UFCE,
RODRIGUES, 2008)

Outra planta do género, B. coccolobifolia, tém comprovada a sua atividade
moluscicida contra Biomphalaria glabrata, e bactericida para Staphylococcus aureus,
Bacillus cereus e Pseudomonas aeruginosa (RODRIGUES, 2008).

B. crassa € utilizada no tratamento de infec¢bes cutaneas e disfuncdes
gastrintestinais. Estudos comprovam a presenca de taninos e flavondides como
quercetina-3-O-f Darabinopiranosideo (RODRIGUES, 2008).

Ha relatos na literatura sobre efeitos antifingicos, bactericidas e convulsivos de
B. crassifolia, sendo caracterizada a presenca de compostos isolados quercetina,
quercetina-3-O-a-D-glicopiranosideo,  quercetina-3-O-B-D-arabinopiranosideo,  (-)-
epicatequina e (+)-catequina (Figura 3, p.10) (RODRIGUES, 2008).
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Ro=H R = - D - arabinopiranosideo

(-)-epicatequina Rq=H
R, = OH

Figura 3 - Flavonoides presentes em B. crassifolia (Fonte: Patricia de Araljo Rodrigues, UFCE,
RODRIGUES, 2008)

2.6 Espectrometria de massas com ionizacao por electrospray-ESI-MS

Segundo Araujo (2005) a técnica de ionizacdo por electrospray tem como
principio transferir os ions existentes em uma solucdo para a fase gasosa, de uma
maneira branda e suave. Esta versatilidade tem aumentado significativamente a gama de
substancias capazes de serem analisadas, possibilitando, por exemplo, que polipeptidios,
que seriam instaveis em condi¢bes de andlise por Impacto de Elétrons/ lonizacao
Quimica (EI/CI), possam ser analisados sem que haja sua decomposi¢do. A ionizacao
por electrospray envolve a formacao de um spray eletrolitico de uma solugdo, que gera

pequenas gotas carregadas e destas sdo liberados os ions.
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2.6.1 O processo electrospray

A ionizagdo por eletrospray (ESI) é uma fonte de ionizagdo & pressdo
atmosférica, que inicialmente foi considerada como uma fonte de ionizacdo destinada a
analise de proteinas. Mais tarde, seu uso foi estendido, ndo apenas a polimeros e
biopolimeros, mas também & andlise de moléculas polares de baixa massa molecular
(ARAUJO, 2005).

Segundo Aradjo (2005) um eletrospray é produzido pela aplicacdo de um forte
campo elétrico a um liquido bombeado através de um tubo capilar com um fluxo baixo
(geralmente de 1 a 10 pL.min™), & pressdo atmosférica. Este campo elétrico é obtido a
partir da aplicacdo de uma diferenca de potencial de 3 a 6 kV entre este capilar e um
contra-eletrodo, separados por uma distancia de 0,3 a 2 cm. Se um potencial positivo,
por exemplo, é aplicado no tubo capilar, os ions positivos tenderdo a se afastar para uma
regido menos positiva, isto €, em direcdo ao contra-eletrodo (negativo).

O mecanismo global pode ser dividido em: formacéo da gota, contracdo da gota
e formacdo do ion gasoso. A gota formada na ponta do capilar, sob um potencial
positivo, estara enriquecida de ions positivos. Quando a densidade de carga aumenta na
gota, o campo elétrico formado entre o capilar e o contra-eletrodo provoca a deformacao
da gota, que adquire a forma de um cone, chamado de cone de Taylor (Figura 4, p.12).
A gota na forma de cone conserva-se junto ao capilar até que a repulsdo entre os ions de
mesma carga supere a tensdo superficial do liquido, ocorrendo entdo a liberacdo de
pequenas gotas com alta densidade de carga. O didmetro das gotas € influenciado por
diversos parametros, incluindo o potencial aplicado, a taxa de fluxo da solucdo e as
propriedades do solvente (ARAUJO, 2005).

As gotas desprendidas da ponta do capilar passam por um processo de
dessolvatacdo, na medida em que atravessam a regido de gradiente de pressdo em
direcdo ao analisador de massas. Esta evaporacdo é facilitada pela energia térmica do
ambiente (capilar aquecido) ou pelo uso de um géas inerte secante (N,). Durante este
percurso, entre a ponta do capilar e o analisador de massas, ocorre a transferéncia dos
fons positivos da fase condensada para a fase gasosa, gerando assim 0S ions gasosos

(ARAUJO, 2005), 0 mesmo acontece com o equipamento no modo negativo, a gota fica
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carregada de cargas negativas. Gerando assim 0s ions gasosos, 0 modo negativo foi o

modo utilizado em nossas analises.

gota Contra-eletrodo

Ponta do Cone de
capilar Taylor

multiplamente
carregada

Explosao + F4
Dessolvatagdo 4+, Coulémbica +.+ +
++ A + 9%
> - >
+ + +
5 @
& A
Limite de
Moléculas Rayleigh lons
do analito do analito

+ 3 kV

Figura 4 — Producdo das gotas e processo de dessolvatacdo na fonte Electrospray (arquivo

do pesquisador)

Uma importante caracteristica do processo electrospray é a habilidade de
produzir ions multiplamente carregados a partir de grandes moléculas com varios sitios
ionizaveis. Foi esta caracteristica que o0 tornou muito popular na andlise de
biomoléculas, como por exemplo, as proteinas.

O principal resultado do processo electrospray é a transferéncia do analito,
geralmente ionizado na fase condensada, para a fase gasosa como uma entidade isolada.
As espécies idnicas observadas podem ser protonadas [M+nH]™, desprotonadas [M-
nH]™, cationizadas, por exemplo [M+Na]", ou anionizadas, por exemplo [M+CI]", além
de possiveis clusters com moléculas do solvente, por exemplo [M+nMeOH+H]". Por
esse motivo alguns pesquisadores ndo se consideram esta interface como uma fonte de
ionizacdo. No entanto, uma vez que no electrospray ocorre um processo eletroforético, a
fonte pode ser considerada uma célula eletrolitica e assim oxidacGes eletroquimicas
podem ocorrer. Por exemplo, cations ou anions radicais (M** ou M*) podem ser gerados
a partir de espécies neutras e assim a fonte electrospray atua como uma verdadeira fonte
de ionizagdo (ARAUJO, 2005).
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Realizar o estudo fitoquimico e farmacoldgico dos galhos de Byrsonima
coccolobifolia (Malpighiaceae).

3.2 Objetivos Especificos

— Obtencéo e elaboracdo de fracionamento dos extratos hexanico e em acetato de

etila.

— Auvaliacdo e comparacdo da possivel atividade farmacologica dos extratos em

acetato de etila, hexanicos e metanolico de Byrsonima coccolobifolia.

— Coletar as amostras em diferentes ambientes (area de recuperacdo do plantio de
eucalipto na sombra (amostra 1), area de cerrado de recuperacdo do plantio de
eucalipto no sol e area de cerrado intacto (amostra 3) para se obter uma

amostragem mais significativa.
— Elucidar as substancias presentes no extrato metandlico da planta através de

técnicas espectrométricas (Espectrometria de massas com ionizacdo por

electrospray-ESI-MS).
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4. METODOLOGIA.

4.1 Materiais e Métodos

4.1.1 Métodos Gerais

Nos processos de cromatografia em coluna utilizou-se silica gel 60 (0,063-
0,02mm, Macherey-Nagel) como fase estacionaria para colunas de fracionamento dos
extratos em acetato de etila e metanolico. Na preparacdo das cromatoplacas utilizou-se
suspencdo de silica gel 60 G (0,045mm, Merck) formando camada de 1 mm de
espessura, sobre suporte de vidro. Apds secagem parcial em temperatura ambiente, as
placas foram ativadas em estufa a 100 °C/60 minutos. Como revelador de
cromatoplacas foi utilizado pulverizacdo com solucdo de vanilina em alcool etilico
(2:99) com acido perclérico em agua (3:97) recém misturadas na propor¢do 1:1 v/v,
seguida de aquecimento da placa na estufa a 130 °C.

Na identificacdo dos compostos presentes no extrato metanolico, os espectros de
massa por electrospray (ESI-MS) foram obtidos em espectrometro LCQFleet da
Thermo-Scientific, utilizando as seguintes condicGes: velocidade de fluxo de
15microlitro/min usando uma bomba de seringa, voltagem spray de 4,0-6,5V voltagem
capilar de 11,0 volts, temperatura capilar de 275°C e nitrogénio foi empregado como
gas nebulizador. Esses experimentos foram realizados no Departamento de Quimica da
Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG) em colaboracdo com os professores

Dra. Lilian Lucia Rocha e Silva e Dr. Rodinei Augusti.
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4.1.2 Estudo fitoquimico de Byrsonima coccolobifolia

Partes aéreas da planta foram coletadas na area de cerrado de reserva natural
para pesquisa por projetos financiados pela empresa ArcelorMittal, na cidade de
Itamarandiba - MG, em 06 de janeiro de 2009. O material coletado foi identificado pelo
Prof. Dr. Carlos Victor Mendonga, do Departamento de Botanica da Universidade
Federal dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri (UFVJM). Uma exsicata do material
encontra-se depositada no Herbario Dia do Departamento de Botanica da UFVJM sob o
namero 1900.

Os galhos de Byrsonima coccolobifolia (Figura 5) foram devidamente separados
e, logo a seguir, submetidos a secagem sobre papel Kraft em local arejado e em
temperatura ambiente. Apds secagem completa, os galhos foram moidos e pesados no
laboratério da Profé. Nisia Andrade Villela Dessimoni Pinto, colaboradora do projeto,
obtendo-se uma massa de 372,4 g.

Figura 5 - Fotos de partes aéreas de Byrsonima coccolobifolia (arquivo do pesquisador)
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Os extratos em acetato de etila e hexanico obtidos foram submetidos com
procedimentos cléssicos de fitoquimica nos laboratorios do Departamento de Quimica
da UFVJM. Dentre as técnicas foram utilizadas o fracionamento dos extratos obtidos
em colunas cromatogréficas, a cromatografia em camada delgada (CCD) com as fracGes
obtidas do fracionamento na tentativa de isolamento de substéncias desses extrato.

Para a identificacdo de substancias presentes no extrato metandlico, este foi

submetido a uma analise direta de ESI-MS.

4.1.2.1 Obtencdo dos extratos dos galhos de Byrsonima coccolobifolia area de

recuperacao do plantio de eucalipto na sombra (amostra 1).

Os galhos de Byrsonima coccolobifolia coletados na parcela de recuperacao de
eucalipto na sombra (Figura 6), foram secos e moidos, submetidas a extracdo exaustiva
por maceragdes, em temperatura ambiente, primeiro com hexano, depois com acetato de
etila e finalmente com metanol. Apés filtracdo e remocdo do solvente extrator, por
destilacéo a presséo reduzida, foram obtidos os respectivos extratos (Figura 7, p.20) que

foram utilizados nos ensaios de fenélicos totais e testes antioxidantes.

Figura 6 - Foto de Byrsonima coccolobifolia coletadas na sombra em regido de recuperacao do plantio de

eucalipto (arquivo do pesquisador)
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Figura 7 - Fluoxograma da obtencéo dos extratos dos galhos de Byrsonima coccolobifolia ( amostra 1)

4.1.2.2 Preparacdo dos extratos dos galhos de Byrsonima coccolobifolia area de

cerrado de recuperacéo do plantio de eucalipto no sol (amostra 2)

Os galhos de Byrsonima coccolobifolia coletados na parcela de recuperagdo de
eucalipto no sol (Figura 8, p.21), foram secos e moidos, submetidos & extracéo

exaustiva por maceragdes, em temperatura ambiente, primeiro com hexano, depois com
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acetato de etila e finalmente com metanol. Apdés filtracdo e remocdo do solvente
extrator, por destilacdo a pressdo reduzida, foram obtidos os respectivos extratos (Figura
9, p.22) que foram utilizados nos ensaios de fenolicos totais e testes antioxidantes.

Figura 8 - Foto de Byrsonima coccolobifolia coletadas no sol em regido de recuperacéo do plantio de

eucalipto (arquivo do pesquisador)
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Figura 9 - Fluoxograma da obtencéo dos extratos dos galhos de Byrsonima coccolobifolia (amostra 2)

4.1.2.3 Preparacdo dos extratos dos galhos de Byrsonima coccolobifolia area de

cerrado intacto (amostra 3).

Os galhos de Byrsonima coccolobifolia area de cerrado intacto (Figura 10, p.23),
secos e moidos, foram submetidas a extracdo exaustiva por maceragdes, a temperatura

ambiente, primeiro com hexano, depois com acetato de etila e finalmente com metanol.
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Apos filtracdo e remocdo do solvente extrator, por destilagdo a pressdo reduzida, foram

obtidos os respectivos extratos (Figura 11, p.24).

Figura 10 - Foto de Byrsonima coccolobifolia coletadas do cerrado intacto (arquivo do pesquisador)
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Figura 11 - Fluoxograma da obtencdo dos extratos dos galhos de Byrsonima coccolobifolia &rea de

cerrado intacto (amostra 3).

4.1.2.4 Elaboracdo do extrato em acetato de etila dos galhos.

Do extrato em acetato de etila obtido dos galhos de Byrsonima coccolobifolia,
10,0 g foram submetidos a cromatografia em coluna de Silica Gel 60 (70-230 mesh) da
MN (300g), utilizando como eluentes hexano, AcOEt e depois MeOH, puro ou em

misturas e em ordem crescente de polaridade. Foram coletadas 38 fracdes de
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aproximadamente 150 mL. Por CCD (cromatografia em camada delgada) comparativa
das fracBes coletadas foi possivel reuni-las em 17 grupos similares.

Avaliando estes resultados, verificou-se que todos os grupos obtidos pelo
fracionamento desse extrato apresentaram um perfil cromatografico complexo quando
analisados por CCD. Alem disso, as massas obtidas em cada grupo foram pequenas, por
isso nenhum grupo foi trabalhado. Somado a isso, como o0 extrato em acetato de etila é
relativamente polar, boa parte dos compostos presentes nele ficaram adsorvidos na fase
estacionaria (silica gel). Tendo isso em vista, tentou-se fracionar esse extrato utilizando
sephadex, mas sem sucesso.

Durante o fracionamento cromatografico em acetato de etila, notou-se que,
mesmo aumentando a polaridade da fase mdvel, o fluxo da coluna foi reduzindo com o
passar do tempo, até que ela coluna parou de gotejar. Assim, a partir destas constatacoes
experimentais, pOode-se observar que 0S compostos presentes no extrato possuiam
relativa polaridade, o que explicou a adsorgao das substéncias na fase estacionaria e nao

permitiu uma elaboracdo eficiente do extrato.

4.1.3 Avaliacdo da atividade antioxidante de extratos dos galhos de Byrsonima

coccolobifolia.

4.1.3.1 Determinacao de fenolicos totais.

Os extratos obtidos foram analisados de acordo com metodologia descrita por
Singh et al. (2002), a escolha por essa metodologia foi baseada em uma revisao de
literatura, onde os artigos com a mesma linha de trabalho dispunham dessa
metodologia. Os extratos obtidos em acetato de etila e metanol foram dissolvidos em
metanol e o extrato obtido em hexano foi solubilizado em cloroférmio. A concentracéo
das amostras testadas foi de 300 ppm (As amostras foram preparadas solubilizando 3

mg de extrato em 10 mL de solvente).
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Aliquotas de 0,6 mL das amostras previamente preparadas foram misturadas a
0,3 mL de reagente de Folin Ciocalteu diluido de 10 vezes em metanol e 2,4 mL de
solucdo de carbonato de sodio 7,5% .

Esta mistura foi deixada em repouso por 30 min a temperatura ambiente e as
absorvéancias foram medidas a 765 nm em Espectrofotdmetro (Shimadzu). A curva de
calibragdo foi realizada utilizando &cido tanico como padréo, sendo os resultados

encontrados expressos em equivalentes de &cido tanico, usando a equacéo linear:

A =0,8879 +9,6219 x 10*C, R = 0,9913

Onde A = absorvancia e C= concentragéo de 4cido tanico (AT) em ppme R=
coeficiente de correlacéo

Todos os testes foram realizados em triplicata.
Para encontrar a quantidade de AT na solugéo, utilizou-se a equagéo abaixo:

mg AT em 10 mL =10 x ppm AT / 1000

Finalmente, para encontrar o valor de mg/g de fendlicos totais no extrato, bastou

utilizar a equacéo abaixo, sendo que a massa de extrato utilizada no ensaio foi 3 mg:

mg/g de fenolicos no extrato = 1000 x mg AT em 10 mL / 3

4.1.3.2 Atividade de retirada de radical (ARR) usando o método de DPPH

Seguindo a metodologia descrita por Singh et al. (2002) e Blois (1958),
aliquotas de 100 puL de amostras a 200 e 300 ppm em etanol, foram colocadas em tubos
de ensaio. Como padrdo utilizou-se 100 uL de solucéo alcoodlica de acido galico a 200 e
300 ppm, em um tubo de ensaio separado. Solu¢do metandlica de DPPH 0,1 mM (5
mL) foi adicionada aos tubos que em seguida foram agitados vigorosamente. Os tubos
foram deixados em repouso a 27 °C por 20 min. Um tubo controle contendo a mistura

acima, sem o extrato, foi usado como controle e metanol usado como corretor da linha
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de base; as absorvancias foram medidas a 517 nm em Espectrofotometro (Shimadzu).
Todos os testes foram realizados em triplicata e a atividade de retirada de radical (ARR)

expressa como a porcentagem de inibicdo e calculada usando a formula:

% ARR = (Abs. controle — Abs. Amostra)/Abs. controle x 100
Onde Abs. = absorvancia.

4.1.3.3 Poder redutor

Aliquotas de 1 mL das amostras de 200 e 300 ppm e 1 mL de solucdo de acido
galico a 100 ppm, ambos em etanol, foram preparadas como descrito anteriormente e
analisadas de acordo coma metodologia descrita por Yildirin et al. (2001). Acrescentou-
se as aliquotas. 1,0 mL de tampéo fosfato (0,2 mol/L, pH 6,6) e 1,5 mL de [KsFe(CN)g]
(1%). Em seguida, as amostras foram incubadas a 50 °C por 30 min. Posteriormente
adicionou-se 1,5 mL de acido tricloroacético (10%) e a mistura foi centrifugada a 2500
rpm por 8 min. Retirou-se 2,0 mL da camada superior, que foram acrescidos de 2,0 mL
de agua destilada e 0,5 mL de FeCl; aquoso (0,1 %). A absorbancia foi medida a 700
nm em Espectrofotémetro (Shimadzu). O aumento do poder redutor foi avaliado com o
aumento da absorbancia (YILDIRIN et al., 2001).

4.1.4 Analises por Espectrometria de massa de Electrospray do extrato metandlico

dos galhos de Byrsonima coccolobifolia.

As amostras de extrato metandlico seco (10 mg) dos galhos de B. coccolobifolia
(D3M) foram diluidas com MeOH até o volume final de 1mL e analisadas nos modos
MS-ESI(+) e MS-ESI(-). Os espectros de MS-ESI(-) encontrados para os extratos dos

galhos de B. coccolobifolia permitiram inferir sobre a composicdo quimica dessa
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espécie. Nao foi feito o fracionamento deste extrato por métodos cléssicos de

cromatografia.

4.1.5 Analise estatistica

Os resultados dos ensaios de atividade antioxidante e dos testes de fendlicos
totais foram expressos como médias de trés medi¢des (n=3) + desvio padrdo. Os dados
foram submetidos a andlise de variancia unidirecional (ANOVA) e, em seguida, as
médias foram comparadas por testes multiplos de Tukey. Foram considerados
estatisticamente diferentes os resultados que apresentaram p-valor menor que o nivel de
significancia de 5%, isto €, P<0,05 (ANOVA e teste Tukey). Para realizar essa analise
estatistica, foi utilizado o programa R (versdo 2.10.1) e utilizando DOS como sistema

operacional.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO.

5.1 Caracterizacdo dos constituintes organicos identificados no extrato metandlico de
Byrsonima coccolobifolia (Malpighiaceae) através de espectrometria de massas

com ionizagao por electrospray (ESI-MS)

As amostras de extrato metandlico foram testadas em modo negativo, pois
quando comparado ao modo positivo (Figura 12, p.30) de ESI-MS produziu resultados
mais informativos para o Fingerprint do extrato de B. coccolobilofia analisado. Embora
0 modo positivo tenha sido testado, somente os resultados obtidos no modo negativo
serdo previamente mostrados e discutidos.

Além disso, 0 modo negativo foi escolhido tendo em vista o conhecimento
prévio da composicdo quimica do género Byrsonima, que apresenta muitos derivados
fendlicos os quais se ionizam facilmente pela desprotonagdo das hidroxilas fendlicas,
sendo estas as moléculas transferidas para a fase gasosa como ions negativos
(SANNOMIYA et.al, 2007b).

Os resultados sugerem que muitos dos componentes presentes nos extratos sao
acidos fendlicos, proantocianidinas e flavonoides. Portanto, eles foram facilmente
desprotonados e entdo transferidos eficientemente para a fase gasosa como ions

negativos [M — HJ".
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Figura 12 - Espectro ESI-MS no modo negativo para o extrato metandlico dos galhos de B.

coccolobifolia area de cerrado intacto

O espectro foi gerado apos a unido de varios espectros e analise prévia, onde se
baseando na literatura os pontos que aparecem no espectro Sao 0s mais importantes para
o trabalho, os mais relevantes. No espectro de ESI-MS(-) foram determinados os
principais compostos quimicos presentes no extrato metanolico dos galhos de B.
coccolobifolia. Foi identificado o galato de metila (m/z 183; Figura 13, p.31), um
derivado de &cido fendlicos, nas espécies B. bucidaefolia, B. crassa, B. crassifolia, B.
microphylla (GUILHON-SIMPLICIO e PEREIRA, 2011), B. fagifolia ( LIMA et al;
2008) e B. intermedia (SANNOMIYA, et. al. 2007a). J4 o e acido quinico (m/z 191;
Figura 13, p.31) foi detectado em B. fagifolia (LIMA, et. al. 2008) e B. intermedia
(SANNOMIYA, et. al. 2007a).

Também foi identificado derivado do acido galoilquinico (Figura 13, p.31), que
sdo acidos fenolicos cujo ndcleo principal é o acido quinico, que pode estar esterificado
com uma ou mais unidades de acido galico, destacando-se os acidos digaloilquinico,
trigaloilquinico e tetragaloilquinico (m/z 495, 647 e 799, respectivamente). Estes
derivados do acido galoilquinico foram encontrados em extratos de B. crassa
(SANNOMIYA, et. al. 2005) e B. fagilofia (SANNOMIYA, et. al. 2007b)
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Também foram detectadas as seguintes proantocianidinas (Figura 13, p.31):
dimero epicatequina (m/z 577), galato do dimero epicatequina (m/z 729) e trimero
epicatequina (m/z 865). Estas proantocianidinas foram encontradas em extratos de B.
crassa (SANNOMIYA, et. al. 2005) e B. crassifolia (GEISS, et. al. 1995)

No extrato metandlico de B. coccolobifolia foi elucidado o unico flavonoide
(figura 11) quercetina-3-O-a-L-arabinopiranosideo (m/z 433). Esta substancia foi
detectada em extratos de B. crassa (SANNOMIYA, et. al. 2005), B. basiloba, B.
crassifolia, B. intermedia e B. verbascifolia (GUILHON-SIMPLICIO e PEREIRA,
2011).

Assim, a técnica de ESI-MS com insercdo direta da amostra mostrou-se uma
ferramenta rapida, eficiente e de grande sensibilidade para o conhecimento da
composicdo quimica de extratos de plantas. A (Tabela 1, p.32) descreve as principais
substéancias observados durante a analise de ESI-MS.

0 0
~CHy
HO

T HO 1

P HO — ]z COOH
HO OH Ho —

OH a

Galato de Metila Acido Quinico

4
0 —R:, HO OH
R,—0 — COOH
R—0

R, e R, = Galoil ; R; e R, = H = Digaloilguinico
R, .R; e R, = Galoil; R, = H = Trigaloilquinico

R+, Rz, Rz e Ry = Galoil = Tetragaloilquinico

R=a.- L - arabinopiranose

Proantocianidina (exemplo de dimero)

Figura 13 - Compostos detectados no extrato metandlico dos galhos de B. coccolobifolia
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Tabela 1 — Dados espectrométricos das substancias identificadas durante os
experimentos da ESI-MS no modo negativo.

lon Percusor m/z Fragmentacdo MS/MS Atribuicao
Acidos Fenolicos e Derivados
183 Galato de metila
191 Acido Quinico
495 169,12; 191,20; 343,16 Acido digaloilquinico
647 343,18; 477,21; 495,21 Acido trigaloilquinico
799 477,28, %911721% 629,10; Acido tetragaloilquinico
Proantocianidinas
577 559; 451; 425; 407; 289 Dimero Epicatequina
729 711; 577; 559; 451; 425; 407 Galato do Dimero Epicatequina
865 847; 739; 713; 695; 587; 577 Trimero Epicatequina
Flavonoides
433 255,41; 271,12; 300,18 Quercetina-3-0-a-L-arabinopyranosideo

5.2 Fragmentacdo MS/MS

Os espectros de  MS/MS de ions precursores confirmaram que derivados de
acidos fendlicos, proantocianidinas e flavondides foram as principais classes de
metabolitos encontrados no extratos metandlico dos galhos de B. coccolobifolia.

A fragmentacdo MS/MS da molécula desprotonada de m/z 495 resultou no
espectro mostrado na (Figura 14, p.33) que ilustra a informacéo estrutural consistente o

acido digaloilquinico.
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Figura 14 — Espectro ESI-MS/MS do &nion de m/z 495
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Depois de analisado o espectro foi observado a formacdo do pico base em m/z

343 e o fragmento em m/z 191, que foram gerados pela perda sequencial de grupos
galoil [M — 152 —H] e [M — 2 x 152 — H]', respectivamente. O pico base de m/z 343 foi

formado através de clivagem homolitica ilustrada no esquema 1. Houve também outro

fragmento de m/z 169, referente a quebra do acido digaloilquinico e formacdo do anion

galoil [M — 326 — H]".

OH
HO OH
OH
]
HO OH
JH
oH COOH —|-H
—_— 0 0 . CO0OH
SN 0
et
HO OH
rridz 343
JH
iz 495

HO

N

oH
OH

Esquema 1 — Clivagem homolitica para a formagao do anion radical de m/z 343
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Figura 15 — Espectro ESI-MS/MS do &nion de m/z 433

Ja a fragmentacdo de segunda ordem da molécula desprotonada de m/z 433 [M —
H]" resultou no espectro mostrado na Figura 15, que ilustra a informacdo estrutural de
um derivado de quercetina glicosilado, quercetina—3—-O-a-L-arabinopiranose

Foi obervada a formacao do pico base em m/z 300 [M — 133 — H]" referente ao

anion-radical de quercetina que é formado pela clivagem homolitica, evidenciado no

esquema 2.
OH OH —|
-H
OH OH
= | = OH
| | OH
0 e HO ] o 0
| T I L — + .
0 —0 o* OH
OH O v OH O
A HO
iz 433 vz 300

Esquema 2 — Clivagem homolitica para a formagao do anion-radical de m/z 300

E finalmente, a partir da técnica de espectrometria de massas por electrospray
seguida da fragmentacdo dos ions moleculares por MS/MS, foi possivel confirmar as
estruturas moleculares dos compostos que apresentaram uma relacdo m/z especifica,
comparando-se os resultados obtidos com os dados da literatura (SANNOMIYA, et. al.
2005; 2007Db).
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5.3 Atividade de retirada de radical (AAR), poder redutor e fendlicos totais dos

extratos dos galhos de B. coccolobifolia.

Por meio de técnicas espectrofotométricas, determinou-se o contetdo de
fendlicos totais seguindo a metodologia descrita por Singh et. al (2002). A atividade
antioxidante foi avaliada a partir da atividade de retirada de radical (ARR) usando o
método DPPH descrito por Singh et. al (2002) e Blois (1958) e a partir da analise do
poder redutor (PR) conforme metodologia descrita por Yildirin et. al. (2001).

Foi possivel observar um grande contetdo fendlico no extrato em metanol e em
acetato de elila, o que indica uma atividade antioxidante promissora. No teste de poder
redutor foi verificado que a reducdo de ferro pela amostra é concentracdo-dependente,
isto &, o seu valor eleva-se com 0 aumento da concentracdo do extrato. Este teste auxilia
nos resultados da atividades antioxidante. A descricdo dos resultados dos testes de
DPPH dos extratos dos galhos de B. coccolobifolia encontram-se na (Figura 15).

A tabela 2 descreve os resultados do teste de fenodlicos totais para os extratos a
300 ppm, usou-se essa concentracdo que facilitaria para preparar a solucdo, pois

utilizando outras concentracdes o resultado é o mesmo.

Tabela 2 - Resultados do teste de fendlicos totais para os extratos a 300ppm.

Ext. 1: Acetato etila 1,055 578,89 +- 24,25 b
B. coccolobifolia-galhos
Ext. 1: MeOH 1,004 403,36 +- 20,88 d

B. coccolobifolia-galhos

Ext. 2: Acetato etila 1,022 465,72 +- 17,78 ¢
B. coccolobifolia-galhos

Ext. 2: MeOH 0,995 369,87 +- 17,43d
B. coccolobifolia -galhos

Ext. 3: Acetato etila 1,108 762,50 +- 11,31 a
B. coccolobifolia-galhos

Ext. 3: MeOH 1,068 623,92 +- 14,96 b
B. coccolobifolia-galhos

*Meédias seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (5%).
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Amostras que apresentam a mesma letra sdo estatisticamente iguais, apresentam
a mesma média e desvios padroes. A seguir sdo apresentados os célculos utilizados para
a obtencéo da curva:

*Calculos para a curva |A = 0,8879 + 9,6219 x 10” C, R=0,9913}:

Ext. 5 Acetato etila > 1,105 = 0,8879 + 9,6219 x 10*C
0,2171 =9,6219 x 10 C
C = 225,63 ppm (mg/L)

225,63 ppm (mg/L) __ 1000mL
X 10mL
X =2,26mg AT

2,26mg AT ___ 3mg de extrato
Y ___1000mg de extrato

Y = 752,10mg/g de fendlicos no extrato

Os extratos avaliados apresentaram altos teores de compostos fendlicos, quando
comparados a dados de outras espécies descritos na literatura, como: T. brasiliensis T.
fagifolia, Q. grandiflora e C. Macrophyllum (SOUSA, 2007).

Considerando que substancias naturais podem ser responsaveis pelo efeito de
protecdo contra o0s riscos de muitos processos patologicos, os resultados descritos neste
trabalho estimulam a continuidade dos estudos para avaliar a acdo antioxidante em
plantas do genéro Byrsonima.

De acordo com os resultados descrito na Figura 16, p.37, pbde-se observar que
0 poder redutor para as diferentes amostras de B. coccolobifolia ndo apresentaram muita
diferenca entre si, mas os valores foram inferiores ao padrdo de acido galico. Entretanto,
0 extrato em acetato de etila da espécie coletada em cerrado intacto (3AE) mostrou
melhor atividade redutora, o que revela o potencial antioxidante dos compostos
presentes nesse extrato para reduzir metal.

Assim, os resultados do teste de poder redutor foram equivalentes ao resultados
de fendlicos totais, jA& que a amostra que apresentou o maior contetudo fendlico,

coincidiu com aquela de melhor agéo redutora. Portanto, esses achados mostraram haver
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uma relacdo entre capacidade redutora e contelddo fendlico, indicando que as
substancias fendlicos poderiam ser as principais contribuintes para a atividade
antioxidante das amostras testadas.

97 1AE
- 1M
—_ —— 2 AE
e 4+ —— 2 M
c —— 3AE
% - 3M
P~ 34 L .
e Padrio Acido Galico
o
Q
o
¢ -
‘8 2
| -
Q
W
0
< 1-
0 T T T T
D QD QD Q
® O D o

Concentracao (ppm)

Figura 16 - Poder redutor (PR) dos extratos dos galhos de Byrsonima coccolobifolia
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ARR (%)

Logo abaixo na figura 17 pode-se observar que amostras que apresentam a

mesma letra sdo consideradas estatisticamente iguais.

100 -
= 1 AE
80 - e 1M
Hm °AE
60 == oM
o d o de mm 3AE
40 f O M
== ‘Padrdo Acido Galico
20+
0-
) )
P o$

Concentragao (ppm)

Figura 17 - Atividade de retirada de radical (ARR) usando o método DPPH, amostras 1,2,3 e padréo de
Acido Galico, médias seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey
(5%)

Avaliando os dados de atividade de retirada de radical (Figura 17), observou-se
que a atividade foi elevada em todas as amostras testadas. Contudo, o extrato
metanolico de B. coccolobifolia coletada em éarea de eucalipto na sombra (1M)
apresentou o melhor resultado de atividade antioxidante por captura de radical. Outro
ponto relevante foi que as amostras em acetato de etila da espécie coletada em
diferentes ambientes (1AE, 2AE, 3AE) mostraram bom resultado para atividade
antioxidante e suas médias ndo diferem estatisticamente entre si.

Assim como outros trabalhos encontrados na literatura, que mostram haver uma
relacdo entre o conteido fendlico e atividade sequestradora de radical (DUDONNE
et.al., 2009; HODZIC et.al., 2009), os resultados da maioria das amostras analisadas

nesse estudo também evidenciaram a mesma correlacao.
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6. CONCLUSAO

Este trabalho mostrou a importancia de dar continuidade aos estudos
fitoquimicos de plantas do cerrado brasileiro. Além disso, sabe-se que devido ao
processo de extincdo de espécies vegetais, um grande numero de plantas com
propriedades medicinais corre o risco de desaparecer antes mesmo de terem seu valor
reconhecido, o que torna ainda mais urgente o avanco de pesquisas na area.

O genéro Byrsonima, que se encontra distribuido por todo a regido do Vale do
Jequitinhonha, confirmou seu grande potencial quimico e biolégico ao analisarmos a
espécie B. coccolobifolia, que foi escolhida por ser uma planta ainda sem estudos na
literatura.

Os dados obtidos no estudo realizado em electrospray (ESI-MS) no modo
negativo mostrou-se uma ferramenta rapida e poderosa para a caracterizacdo qualitativa
de extratos complexos de B. coccolobifolia, além disso o metodo permitiu detectar
simultaneamente diferentes constituintes polares presentes na amostra, como &cidos
fendlicos, prontoacinidinas e flavonoides.

E finalmente, nesse estudo foi evidenciado que 0s extratos em metanol e em
acetato de etila da espécie B.coccolobifolia possuem compostos polares com bom
potencial antioxidante, o que justifica dar continuidade aos estudos quimicos e
biologicos com espécies desse género. Ao considerar que substancias naturais podem
ser utilizadas como fontes para obtencdo de moléculas bioativas e que os extratos
vegetais analisados apresentaram uma boa atividade antioxidade, fica claro que a
espécie B. coccolobifolia poderia ser melhor explorada futuramente para investigar sua

utilidade no tratamento de diferentes patologias associadas a radicais livres.
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