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Introducao Geral




Resumo

Rutaceae pertence a ordem Sapindales, compreendendo cerca de 155
géneros e 1.600 espécies, sendo descritos no Brasil 32 géneros e 194 espécies.
Muitos membros dessa familia possuem importancia econémica, notadamente as
espécies do género Citrus com frutos comestiveis (diversas variedades e cultivares
de laranja, limdes, tangerinas, limas). Além disso, varias espécies sao utilizadas
na medicina popular, tais como Citrus sinensis, cujo extrato das folhas apresenta
propriedades analgésicas e digestivas, além de espécies de Pilocarpus que séo
fonte de pilocarpina, alcaloide utilizado no tratamento de glaucoma. Rutaceae
apresenta grande variedade de metabdlitos secundarios, sendo muitos de grande
complexidade estrutural e com grande diversidade de atividades biol6gicas. Dentre
as diversas classes de metabdlitos secundarios encontrados se destacam o0s
alcaloides, em especial os derivados de acido antranilico, como o0s
furanoquinolinicos e acridénicos, sendo estes ultimos exclusivos de Rutaceae.
Conchocarpus, um dos géneros dessa familia, possui 47 espécies, sendo a maioria
endémica do Brasil. Dentre as 47 espécies, apenas sete ja foram investigadas em
estudos fitoquimicos, tendo sido relatados alcaloides do tipo furoquinolinicos e
quinolicos, flavonoides, cumarinas, entre outros metabdlitos. Diversas atividades
biolégicas também ja foram associadas a essas espécies, entre elas, antioxidante,
anticolinesterasica e antiproliferativa. Dessa forma, reconhecendo-se a
importancia econémica de Rutaceae, assim como os dados ja relatados para
Conchocarpus, o principal intuito deste trabalho foi analisar a composicéo quimica
e o potencial biologico dos extratos etandlicos foliar e caulinar de Conchocarpus

macrocarpus.

Palavras-chave: Conchocarpus, composi¢cdo quimica, atividades bioldgicas,

Rutaceae



Rutaceae belongs to Sapindales, comprising about 155 genera and 1,600
species. In Brazil 32 genera and 194 species are described. This family contains
many members with economic importance, notably species of the genus Citrus due
its edible fruits (several varieties and cultivars of oranges, lemons, tangerines and
limes). In addition, several species are used in folk medicine, such as Citrus
sinensis, from which leaf extract has analgesic and digestive properties, as well as
species of Pilocarpus which are source of pilocarpine, an alkaloid used in the
treatment of glaucoma. Rutaceae presents a wide variety of secondary metabolites,
many with great structural complexity and with a great diversity of biological
activities. Among these secondary metabolites, the alkaloids stand out, especially
those derived from anthranilic acid, such as furoquinolinic and acridinic, the latter
exclusive of Rutaceae. Conchocarpus, one of the genus of this family, has 47
species, most of which endemic to Brazil. Among the 45 species, only seven have
been chemically investigated, with furoquinolinic and quinolic alkaloids, flavonoids,
coumarins, among other metabolites beeing reported. Several biological activities
have also been associated with these species, including antioxidant,
anticholinesterase and antiproliferative. Thus, recognizing the economic
importance of Rutaceae as well as the data already reported for Conchocarpus, the
main purpose of this study was to analyze the chemical composition and biological

potential of foliar and stem ethanolic extracts of Conchocarpus macrocarpus.

Keywords: Conchocarpus, chemical composition, biological activities, Rutaceae



Introducéo

Atualmente, observa-se o ressurgimento da medicina natural enfatizando as
plantas medicinais para restabelecimento da saude humana. Um dos fatores que
contribui para a larga utilizagéo de plantas para fins medicinais no Brasil € o grande
namero de espécies vegetais encontradas no pais (BORBA; MACEDO, 2006). O
uso milenar de plantas relacionado ao seu potencial medicinal serve como base de
estudo para a producdo de novos farmacos (MACEDO; PACHECO, 2001), sendo
a maioria desses compostos oriunda do metabolismo secundario vegetal (Santos,
2015).

1.1 Metabdlitos secundarios — visao geral

Define-se como metabolismo vegetal o conjunto de reac¢des quimicas
gue ocorrem no interior das células e pode ser dividido, didaticamete, em
primario e secundéario. Entende-se por metabolismo primario, oS processos
metabdlicos que desempenham uma fungéo essencial nos vegetais, tais como a
fotossintese e a respiracdo, ao passo que considera-se como metabolismo
secundario a biossintese de estruturas complexas como alcaloides, terpenoides
e derivados de fenilpropanoides, encontrados em grupos especificos de
organismos e que se constituem como uma expressdo da individualidade da
espécie (ALVES, 2001).

As plantas possuem uma grande variedade de compostos quimicos
distintos dos produtos do metabolismo primario nomeados conjuntamente de
metabdlitos secundarios ou especiais, 0s quais, no passado, eram vistos como
desperdicio resultante de “erros” do metabolismo primario e, portanto, de pouca
importancia no desenvolvimento e crescimento das plantas (BENNETT,;
WALLSGROVE, 1994). Entretanto, estudos atuais demonstram que essa grande
diversidade de metabdlitos secundarios tem papel crucial como componentes de

defesa contra herbivoros e/ou microrganismos, uma vez que plantas sao sésseis
4



e ndo podem fugir quando atacadas por predadores e parasitas. Além disso,
atuam como componentes sinalizadores para atrair polinizadores e animais

dispersores de sementes, entre outras funcdes (WINK, 2013).

Os produtos naturais (ou metabolitos secundarios) podem ser divididos,
de maneira simplificada, em trés grandes grupos: os terpenoides, os alcaloides
e 0s compostos fendlicos, formados por poucas vias biossintéticas que utilizam
precursores provenientes do metabolismo primario (Figura 1).

CO,

i, fotossintese
METABOLISMO PRIMARIO

eritrose 4-fosfato \ 3-fosfoglicerato
fosfoenolpiruvato piruvato
Ciclo de acido Acetil CoA
tricarboxilico
o W
aminodcidos alifaticos
y L4
VIADO ACIDO VIADO ACIDO VIADO ACIDO VIADO MEP
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aminoacidos l
aromaticos _l
substéncias SUb?;i::ms terpenoides
nitrogenadas g
!
substancias
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METABOLISMO SECUNDARIO

Figura 1. Esquema geral das vias de sintese dos metabdlitos secundarios e suas

ligacdes com o metabolismo priméario. Baseado em Taiz & Zeiger (2009).

Os terpenoides constituem a maior classe de produtos secundarios. As
diversas substancias dessa classe sédo, em geral, insoliveis em agua e
sintetizadas pelas vias do acetato-mevalonato (MEV) e/ou do metil-eritritol
fosfato (MEP) a partir de acetil-CoA ou de intermediarios glicoliticos (TETALI,
2019)

A via do MEV ocorre no citosol das células, enquanto a via do MEP

ocorre dentro dos cloroplastos sendo, portando, presente apenas em organismos



fotossintetizantes. Tanto por uma via, ou por outra, sdo formadas unidades de
cinco carbonos, denominadas isopentenilpirofosfato (IPP), popularmente
conhecidas como isoprenos (CHAVES; MELIS, 2018). A quantidade de unidades

isoprénicas dara nome aos diferentes grupos de terpenoides.

Certos terpenos desempenham funcdo bem caracteristica no crescimento
e desenvolvimento do vegetal (MEWALAL et al., 2017), como por exemplo, as
giberelinas, importantes na germinacdo de sementes, alongamento caulinar e
expanséao foliar de espécies vegetais (YAMAMURA et al., 2018). Os terpenoides
também podem atuar na coloracdo de partes das plantas, como o caso dos
carotenoides, que dao a coloragdo vermelha, amarela e laranja, ajudando na

atracdo de um grande numero de insetos, por exemplo (BONCAN et al., 2020).

Limonoides, por exemplo, constituem uma classe de terpenos oxigenados,
amplamente conhecidos por sua acgao anti-herbivoria. Assim como as lactonas
sesquiterpénicas, essas substancias apresentam um sabor amargo para
humanos e outros mamiferos, causando um impacto negativo comercialmente
para, por exemplo, certas variedades de Citrus, como laranja, toranja e liméo
(BUCHANAN; GRUISSEM; JONES, 2000; ROY; SARAF, 2006). Em um estudo
feito por (SZCZEPANIK et al., 2005), foi determinado que o anel furano e o grupo
epoxi presente nos limonoides de Citrus, como a limonina, estdo intimamente
ligados com a alta atividade biolégica dessas substancias, como por exemplo, a
atividade anti-herbivorica contra Leptinotarsa decemlineata Say, conhecido
popularmentre como besouro colorado. A azadiractina, atualmente
comercializada pelo seu alto poder de repeléncia de insetos, é um limonoide
extraido originalmente de Azadirachta indica A. Juss (Meliaceae) (BUCHANAN;
GRUISSEM; JONES, 2000).

No caso dos 6leos volateis (OV), os principais terpenos encontrados sao
monoterpenos e sesquiterpenos, sendo de grande importancia para as plantas na
atracao de polinizadores ou mesmo na repeléncia de insetos e pragas (BONCAN
et al., 2020). Estima-se que existam cerca de 300 OV de grande importancia
comercial no mundo, sendo que um dos principais € o 6leo volatil de laranja (Citrus

sinensis (L.) Osbeck), produzido no Brasil como subproduto da industria de sucos



(BIZZO; HOVELL; REZENDE, 2009). O limoneno é seu principal componente,
muito utilizado na industria farmacéutica em medicamentos usados na
neutralizacdo da azia, além de ser utilizado na prevencdo e tratamento contra
alguns tipos de cancer (CHEN; DA FONSECA; SCHONTHAL, 2018). Além do
limoneno, outros monoterpenos presentes no OV da laranja, como o0 mirceno e a
1,2-epodxi-pulegona, apresentam atividade inseticida decorrente da inibicdo de
acetilcolinesterase nos insetos (BRUNO et al., 1999).

Outro grande grupo de metabolitos secundarios sdo os nitrogenados,
como é o caso dos alcaloides, os glicosideos cianogénicos e os glicosinolatos,

muito importantes devido a toxicidade e usos medicinais (VETTER, 2000).

Os alcaloides sdo compostos organicos ciclicos que apresentam, pelo
menos, um atomo de nitrogénio ligado ao seu anel derivado de um aminoacido
percursor. Os principais aminodcidos que déo origem a quase totalidade dos
alcaloides s&o a ornitina, a lisina, a tirosina e o triptofano (BUSH; FANNIN, 2009).
Os alcaloides podem ser encontrados em cerca de 20% das espécies de plantas
vasculares, sendo a maior parte deles associados a defesa contra predadores,
principalmente mamiferos (BABBAR, 2015). Quando ingeridos em grande
guantidade, praticamente todos os alcaloides sao toéxicos para humanos, como
por exemplo, a estricnina, a atropina e a coniina, obtidos da cicuta (Conium
maculatum L. - Apiaceae). Muitos, entretanto, sdo farmacologicamente Uteis
como a codeina, a morfina e a escopolamina. Além disso, existem varios outros
exemplos de alcaloides de uso ndo medicinal no dia-a-dia, como a cafeina e a
nicotina (BABBAR, 2015).

Testes de atividades bioldgicas com alcaloides foram feitos com muitas
espécies vegetais. Atividades citotoxica, antimicrobiana, antiparasitica, além de
inibidoras contra tripanossomas foram relacionadas a alcaloides do tipo

acridinicos, comuns em espécies de Rutaceae (MICHAEL, 2017).

Outra grande classe de metabdlitos secundarios sdo 0s compostos
fendlicos (CARTEA et al., 2011), substancias que apresentam pelo menos um

grupo hidroxila funcional em um anel aromatico. Em plantas, estas substancias



sao principalmente sintetizadas pela via do acido chiquimico, havendo, porém,

véarias substancias fenodlicas formadas pela via do acetato-malonato.

Esse grupo quimicamente diverso apresenta uma variedade de fungoes
nos vegetais. Muitos agem na defesa contra herbivoros e patdgenos, enquanto
outros tém funcdo como atrativos de polinizadores e dispersores de sementes,
na protecado contra radiacao ultravioleta, no suporte mecéanico ou mesmo agindo
como composto alelopatico, reduzindo o crescimento de plantas competidoras
adjacentes (Taiz & Zeiger, 2009).

Os compostos fendlicos apresentam diversas atividades biolégicas, como
propriedades anti-inflamatdrias, antibacterianas, antivirais, antialérgicas e
antitumorais (SOTO-HERNANDEZ; TENANGO; GARCIA-MATEQOS, 2017), além
de possuirem atividade antioxidante e inibirem a atividade de muitas enzimas,

como as xantina-oxidases (PIETTA, 2000).

As cumarinas, uma classe de substancias fenolicas, sdo derivadas do acido
chiquimico, via orto-hidroxilacdo catalisada pela enzima trans-cinamato 4-
hidroxilase, isomerizacdo cis-trans da dupla ligagdo da cadeia lateral e
consequente lactonizacdo (BOURGAUD et al., 2006). As rutaceas sdo grandes
produtoras de cumarinas, em especial, furanocumarinas, nas quais ha a ligacéo de
uma unidade terpénica, seguida de ciclizacdo e origem do anel furano (STANJEK;
PIEL; BOLAND, 1999).

Os flavonoides formam uma grande classe de compostos fendlicos, com
mais de 4.500 compostos distintos. Essa classe € determinante na coloracao de
varias flores, além de apresentar a funcdo de protecdo das plantas contra
radiacdo ultra-violeta. Esses compostos, caracterizados pelo arranjo C6-C3-C6,
sao biossintetizados por via mista, sendo a parte C6-C3 originada da via do acido
chiquimico e o outro anel aromatico (C6) formado pela ligacdo de trés unidades
de malonil-CoA, proveniente da via do acetato-malonato (BUCHANAN;
GRUISSEM; JONES, 2000).

Esses compostos sdo principalmente distribuidos em angiospermas e

gimnospermas. Alguns grupos vegetais, como Rutaceae, Lamiaceae,
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Zingiberaceae, Scrophulariaceae e Fabaceae sdo excelentes produtores de
flavonoides, nos quais essas substancias ocorrem em abundéancia (SHAO et al.,
2020). Rutaceae, assim como Asteraceae e Fabaceae, sdo grupos com maior
abundancia de flavanonas, flavonas e dihidroflavonois (IWASHINA, 2000; YORO
et al., 2020).

1.2 Potenciais atividades biolégicas dos metabdlitos secundarios

Extratos ou substancias isoladas de espécies vegetais podem ser
aplicados de diversas formas, como, por exemplo, em suplementos alimentares,
na industria de cosmeéticos, como inseticidas naturais, ou mesmo proporcionar a

descoberta e caracterizacdo de novas moléculas (Santos, 2015).

O surgimento de diversas doencgas associadas ao envelhecimento, como
catarata, cancer, doencas cardiovasculares, declinio do sistema imune e
disfuncbes cerebrais (PISOSCHI; POP, 2015) esta relacionado ao aumento do
estresse oxidativo no corpo humano (VELLOSA et al., 2007) proporcionado pela
formacdo excessiva de radicais livres gerados por diversos processos
metabolicos.

Em linhas gerais existem duas categorias basicas de antioxidantes, os
naturais e os sintéticos. Recentemente, tem aumentado consideravelmente a
busca por antioxidantes naturais para uso em alimentos e/ou fins medicinais
visando substituir os antioxidantes sintéticos, uma vez que a esses ultimos
podem ser associados alguns efeitos colaterais, como carcinogenicidade
(ZHENG; WANG, 2001). Os compostos fendlicos, como ja mencionado, sdo
amplamete  conhecidos por apresentarem  atividade  antioxidante,
desempenhando um importante papel na absor¢cédo e neutralizacédo de radicais
livres (ZHENG; WANG, 2001). Além disso, outras substancias nao fendlicas,
como ascorbatos, tocoferois e carotenoides também apresentam atividade
antioxidante e sdo consolidados por diversas publicacdes relacionado ao seu

papel fundamental na saide humana (DIMITRIOS, 2006).

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude, em 2015, 8,8 milhdes
de pessoas no mundo perderam a vida em decorréncia do desenvolvimento de

algum tipo de céncer, o que corresponde a uma em cada seis mortes na



populacdo em geral (WHO). De acordo com uma revisao feita por Ferlay et al.
(2021), foi estimado um aumento de 19,3 milhdes novos casos em 2020, sendo
o cancer de mama o disgnoéstico mais comum e o cancer de pulméo o principal
responsavel pelas mortes. Dessa forma, a busca por novas drogas visando o
tratamento e/ou cura dessas doencas é sempre um topico de grande relevancia,
incluindo investigages com produtos naturais. Exemplos de substancias usadas
no tratamento de cancer derivados de vegetais sao a doxorrubicina e o paclitaxel
(SAJADIMAJD; KHAZAEI, 2018). Aléem disso, drogas como vincristina e a
vimblastina, isoladas do Catharantus roseus L. G. Don, sdo utilizadas na
quimioterapia (CARVALHAES et al., 2002)

Descobertas importantes como essas despertam cada vez mais 0
interesse dos pesquisadores a buscarem alternativas na cura e prevencao do
cancer, a fim de desenvolver novos medicamentos antiproliferativos que ajudem
no combate dessa doenca (DE SILVA; REID, 2003). Componentes do 0leo
volatil de Citrus paradise Macfad. induziram fortemente a apoptose de células
tumorais (HATA et al., 2003). Além disso, flavonoides encontrados em extratos
dos frutos de espécies de Citrus tém demonstrado resultado de inibicdo em
células de adenocarcinomas (LUO; GUAN; ZHOU, 2008; XIAO et al., 2009).

O Alzheimer é uma doenca neurodegenerativa de grande impacto
socioeconémico e estd associado a um déficit nos neurotransmissores do
cérebro (GAULA; MESULAM, 1994). O tratamento sintomatico envolve a
restauracdo da funcéo colinérgica (TERESA et al., 2003). Atualmente, a inibicao
da atividade da enzima acetilcolinesterase tem sido o método terapéutico mais
efetivo para melhorar o sistema colinérgico em pacientes com essa doenca.
Muitas drogas derivadas de plantas, como rivastigmina e galantamina sdo
utilizadas como inibidores de colinestarases no tratamento de estagios iniciais
de Alzheimer (SCOTT; GOA, 2000).

Alguns estudos tém demonstrado diversos alcaloides como inibidores da
enzima acetilcolinesterase (BARBOSA FILHO et al., 2006). Estudos fitoquimicos
com diferentes extratos e substancias isoladas de Conchocarpus fontanesianus

(A.St.-Hil.) Kallunki & Pirani demonstraram efeito inibitério da atividade da
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acetilconinasterase, sendo mais intenso com a fracdo hexéanica e com o0s
alcaloides isolados (CABRAL et al., 2012a).

1.3 Rutaceae — visao geral

Rutaceae apresenta cerca de 150 géneros e 1.600 espécies, com
distribuicdo relativamente cosmopolita, embora seja mais centrada na regiéo
neotropical, onde ocorrem cerca de 52 géneros, sendo 32 géneros nativos do
Brasil (MORTON; TELMER, 2014).

Muitos dos membros dessa familia possuem importancia econdmica,
notadamente espécies do género Citrus, com frutos comestiveis (diversas
variedades e cultivares de laranja, limdes, tangerinas, limas). Espécies de
Flindersia, Zanthoxylum, Balfourodendron e Euxylophora sdo utilizadas na
industria madeireira, sendo algumas consideradas de excelente qualidade. Além
desses usos, espécies de Boronia, Choisya, Clausena, Correa, Murraya,
Poncirus, Ravenia, Skimmia e Triphasia, entre outras, sdo utilizadas como

ornamentais em vérias partes do mundo (Pirani, 1999).

A utilizacdo de espécies de Rutaceae como agentes promotores da
saude é cada vez maior. Muitos representantes sdo utilizados na medicina
popular como, por exemplo, as folhas de Citrus sinensis L. Osbeck usadas como
analgésico e digestivo, além de serem fontes de 0leos volateis (Pirani, 1999).
Espécies de Pilocarpus sdo fonte de pilocarpina (alcaloide utilizado no
tratamento de glaucoma) e também utilizadas popularmente contra perda de
cabelo (OLIVEIRA; KFFURI; CASALI, 2010).

Rutaceae é famosa dentre os pesquisadores de produtos naturais devido
sua vasta diversidade de metabdlitos secundarios (HAQUE et al., 2013). Dentre
algumas caracteristicas quimicas de Rutaceae inclui-se a ocorréncia regular de
Oleos volateis, a presenca de alcaloides derivados de acido antranilico, sugeridos
como marcadores quimiotaxondmicos da familia (ALLEVATO et al., 2019),
inumeras cumarinas, notadamente as furanocumarinas, caracteristica
compartilhada com Apiaceae, além de tetranorterpenos do tipo limonoides, que
também ocorrem em Meliaceae e Simaroubaceae (EPIFANO et al., 2015). Essa
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diversidade quimica torna essa familia uma fonte potencial de substancias de

importancia medicinal.

Dentre os representates de grandes produtores de 6leos volateis (OV)
na familia destaca-se Ruta graveolens L., popularmente conhecida como arruda
(LORENZI; MATOS, 2002). O 6leo volétil desta espécie € amplamente utilizado
na medicina tradicional no tratamento e/ou prevencgéo de desordens menstruais,
inflamacbes de pele, cdlicas, dor de ouvido e dor de cabeca (MEJRI,
ABDERRABBA; MEJRI, 2010; RATHEESH et al., 2011). A posi¢cdo do Brasil
entre 0s maiores produtores de OV no mundo se deve principalmente aos OV de
citricos, que sao subprodutos da industria de sucos, sendo o 6leo volatil de
laranja (Citrus sinensis), considerado o 6leo volatil de maior importancia mundial
(BIZZO; HOVELL; REZENDE, 2009).

Em relacdo aos alcaloides, os principais encontrados na familia s&o
dictamina, esquimiamina e kokusaginina, sendo esses do tipo furanoquinolinicos
(ADAMSKA-SZEWCZYK; GLOWNIAK; BAJ, 2016). Além desses, outra classe de
alcaloides também derivados de &cido antranilico e amplamente encontrados no
grupo, sdo os quinolinicos, como arborinina, metil-arborinina, acridona e
xanthoxolina (BELLETE et al., 2012).

Cumarinas de esqueleto simples sdo amplamente encontradas em
Rutaceae, na qual ocorrem com grande diversidade estrutural. Dentre as
cumarinas ja relatadas para a familia encontram-se escopoletina (BELLETE et al.,
2012), umbeliferona, escoparona (Mafezoli et al., 2000) entre outras. Além disso,
Rutaceae esta entre as quatro mais importantes familias na producédo de
cumarinas lineares (furanocumarinas), junto com Apiaceae, Moraceae, Fabaceae
(BOURGAUD; OLRY; HEHN, 2014). Dentre as principais furanocumarinas
encontradas na familia, se destaca a marmesina amplamente encontrada no grupo
(ISIDORO et al., 2012).

Os limonoides sdo compostos de sabor bastante amargo, encontrados em
Citrus, principalmente na casca (KHALIL; MAATOOQ); EL SAYED, 2003). Esse

género, assim como outros géneros proximos, sao conhecidos pela vasta presenca
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de limonoides nas formas de agliconas e glicosideos, sendo a linomina, o limonoide
mais conhecido (MANNERS et al., 2003).

A grande maioria dos trabalhos relacionados a quimiotaxonomia de
Rutaceae é centrada principalmente em dois grandes grupos de metabdlitos
secundérios: os fenilpropanoides, que incluem os acidos fendlicos, flavonoides,
lignanas, etc., e os terpenoides, em especial, os limonoides (BERHOW et al.,
2000).

Rutaceae, devido a sua grande diversidade quimica, é uma fonte potencial
de substancias bioativas. Pesquisas mostrando aplicacdes de produtos naturais
no tratamento de diversas condicfes, como Alzheimer e depressao, assim como
também no tratamento de céncer e infeccdes (ADAMSKA-SZEWCZYK;
GLOWNIAK; BAJ, 2016) tém sido realizadas por diversos grupos. Em estudo
feito por Moraes et al. (2006) com o 6leo volatil de Citrus aurantim L. foram
encontrados bons resultados quanto sua capacidade de diminuir a ansiedade.
Além disso, flavonoides presentes nesta mesma espécie exibiram forte acao
antiproliferativa contra o cancer de prostata (PARK et al., 2014). As lignanas,
estudadas por Wu et al. (2012) apresentaram atividade anti-HIV,
anticancerigena, antioxidante e atividades anti-inflamatorias. Cumarinas
mostraram forte potencial antioxidante, antiproliferativo, inibidor enzimatico, vaso

relaxante, anti-inflamatorio, anti-HIV, citotoxico, redutor lipidico e anticoagulante.

1.4 Género Conchocarpus (J.C.Mikan)

Conchocarpus é o maior género da subtribo neotropical Galipeinae (tribo
Galipeeae, subfamilia Rutoideae, Rutaceae), composto por arbustos ou
pequenas arvores de até sete metros de altura, com folhas alternas,
inflorescéncia geralmente terminal ou extra-axilar, calice relativamente pequeno
e uma corola tubular formada por pétalas coerentes. Em uma reviséo feita por
Kallunki & Pirani (1998), foram reconhecidas 45 espécies de Conchocarpus,
duas novas espécies foram descritas e uma nova combinacao foi feita (PIRANI;
GROPPO; KALLUNKI, 2011). Além disso, trés espécies de Almeidea foram
transferidas para Conchocarpus (POLESELLI BRUNIERA; KALLUNKI;
GROPPO, 2015). Posteriormente, Groppo e colaboradores (2021) descreveram
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uma nova espécie para o género, totalizando 52 espécies. Entretanto, um estudo
filogenético recente revelou Conchocarpus sensu lato como um grupo nédo
monofilético, sendo proposto a separacdo em dois clados distintos:
Conchocarpus sensu stricto com 47 espécies e um novo género Dryades
Groppo, Kallunki & Pirani com cinco espécies, restaurando o monofiletismo em
Conchocarpus (GROPPO et al.,, 2021). Das 47 espécies do género, 37 sao
endémicas do Brasil. O género esté distribuido da Nicardgua ao norte da Bolivia
e em varios estados do Brasil, ocorrendo em varios dominios fitogeogréficos,
como Amazobnia, Caatinga, Cerrado e Mata Atlantica (GROPPO et al., 2008,
2021) (Figura 2).

[ Auséncia do género

Figura 2. Distribuicdo do género Conchocarpus. As areas coloridas no mapa do
Brasil correspondem a regides de ocorréncia do género. Fonte: Adaptacdo de
Discover Life e Flora do Brasil, acessado em 23 de Setembro de 2021.

Das 47 espécies descritas, apenas sete foram estudadas quanto a sua
composicdo fitoquimica e/ou atividades bioldgicas e seis em relacdo a
composicdo da cera cuticular (SILVEIRA et al., 2021) sendo elas todas nativas
(Tabela 1). De maneira geral, ja foram identificados cerca de 30 alcaloides,
principalmente derivados de acido antranilico, como furanoquinolinicos e

acridinicos, 12 cumarinas e furanocumarinas, além de outras classes de
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metabdlitos secundarios como flavonoides, esteroides e triterpenos (Figura 3)
(Santos et al., 1998; Mafezoli et al., 2000; Cortez et al., 2009; Ambrozim et al.,
2008; Bellete et al., 2012; Cabral et al., 2012). Atividades tripanocida e de inibicéo
da atividade da enzima acetilcolinesterase ja foram descritas para extratos brutos,
fases de particdo e metabdlitos isolados (Ambrozim et al., 2008; Cortez et al.,
2009; Bellete et al., 2012; Cabral et al., 2012).
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Tabela 1. Relagdo dos metabdlitos secundarios encontrados em espécies de Conchocarpus.

Espécie

Parte da planta
estudada

Classe de substéancia
investigada

Substéancias identificadas

Atividade biol6gica
promissora

Extrato
testado

Referéncia

C. fontanesianus

Caule

Alcaloide

Dicatimina, y-fagarina,
esquimiamina,
2-fenil-1-metil-4-quinolina

Cumarina

Marmesina

Acetilcolinesterase

Cabral et al., 2012

Folha

Componentes de 6leo volatil

T-muurolol, (+)-epi-
bicyclosesquiphellandrene, 6-3-
careno, germacreno D, a-humuleno,
-cubebeno, a-cadinol, (E)-
calameneno, 3-mirceno, espatuleno

Antifingica e citotdxica

Cabral et al., 2016

C. gaudichaudianus

Folha

Alcaloide

3-(2-(7,7-dimetil-3,7-diihidropirano

[3,2-elindol-1-il)etil)quinolina-2,4
(1H, 3H)-diona,
3-(2-(7,7-dimetil-3,7-di-hidropirano
[3,2-eindol-1-il)etil)-1-

hidroxiquinolina-2,4 (1H, 3H)-diona,

3-(2-(7,7-dimetil-3,7-diidropirano
[3,2-€] indol-1-il)etil-1-metil
quinolina-2,4 (1H, 3H)-diona,
(E)-3-(6,7-dihidroxi-3,7-dimetiloct-2-
enil)-4-metoxi-1-metilquinolin-2 (1H)-
ona

Tripanocida

Hexanico

Cortez et al., 2009

C. heterophyllus

Caule e folha

Flavonoide

7-metoxiflavona, 5-hidroxiflavona

Alcaloide

Haplotusina, 2-fenil-1-metil-4-
quinolona

Esteroide

B-sitosterol, estigmasterol

Tripanocida

Hexanico,
metandlico

Ambrozim et al., 2008

C. marginatus

Folha

Alcaloide

2-fenil-1-metil-quinolin-4-ona,
2-fenil-1-metil-7-metoxi-quinolin-4-
ona, 1-hidroxi-3-metoxi-N-
metilacridona, arborinina,
1-hidroxi-3,6-dimetoxi-N-
metilacridona, 1,2,3,6-tetrametoxi-
acridona,
1-hidroxi-2,3,6-trimetoxi-N-
metilacridona

Tripanocida

Hexanico

Bellete et al., 2012
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4,6-dimetoxi-2-quinolona, 6-
metoxihaplotusina, N-

C. longifolius Folha Alcaloide metilhaplamina, N-metoxihaplamina,
esquimiamina
3-metoxiangelicina, A
3,6-metoxiangelicina, esfodina, Tripanocida Zte;(r?glli?:g’ Mafezoli et al., 2000
quiahucumarina-D, pimpinelina,
Cumarina isobergapteno, umbeliferona,
escoparona, 5,6-diamino-4,9-
dimetoxi-furo[3,2-g]cromen-7-ona,
aurapteno
7-metoxi-8-(3,3-dimetilalil)-dictamina,
Alcaloide 7-O-acetilhaplofilidina, dutadrupina,
C. coeruleus Folha isodutadrupinav arborinina Santos et aI., 1998
Triterpeno 3B-O-tiglyl-24-metilcicloartanol
Arborinina, 1-hidroxi-3-metoxi-N-
Alcaloide metilacridona, xantoxilina,
1,2,3,5-tetrametoxi-N-metilacridona, Tripanocida Metanolico Bellete et al., 2012
toddaliopsina C
Cumarina Marmesina, escopoletina
C. inopinatus Folha Alcano (EP) Tritriacontano
Acido graxo (EP) Acido hexadecanoico I |
p Silveira et al., 2021
Alcool primario (EP) Tetratriacontanol
Fitoesteroide (EP) B-sitosterol, sitostenona
Alcano (EP) Hentriacontano
Acido graxo (EP) Acido hexadecanoico
C. macrocarpus Folha Alcool priméario (EP) Tetratriacontanol Silveira et al., 2021
Fitoesteroide (EP) B-sitosterol, colesterol, campesterol
Triterpeno (EP) B-Amyrin
Alcano (EP) Tritriacontano
Acido graxo (EP) Acido hexadecanoico o
C. macrophyllus Folha Silveira et al., 2021

Alcool priméario (EP)

Tetratriacontanol

Fitoesteroide (EP)

Sitosterol, colesterol, sitostenona
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Alcano (EP)

Hentriacontano

Acido graxo (EP)

Acido hexadecanoico

C. mastigophorus Folha . — - Silveira et al., 2021
Alcool primario (EP) Tetratriacontanol
Fitoesteroide (EP) Sitosterol, estigmasterol, colesterol
Alcano (EP) Hentriacontano
Acido graxo (EP) Acido hexadecanoico
C. obovatus Folha - Silveira et al., 2021
Alcool primario (EP) Docosanol
Fitoesteroide (EP) B-sitosterol, colesterol
Alcano (EP) Hentriacontano
Acido graxo (EP) Acido hexadecanoico o
C. ruber Folha Silveira et al., 2021

Alcool priméario (EP)

Tetratriacontanol

Triterpeno (EP)

a-Amyrina, lupeol

EP= classes de substancias identificadas na cera epicuticular. Os compostos apresentados sdo 0s majoritarios de cada classe.
A caracterizagdo completa pode ser encontrada no artigo de referéncia.
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HaC

Figura 3. Exemplos das principais classes e subclasses de metabdlitos
secundarios encontrados em espécies de Conchocarpus. (1) 6-
metoxihaplotusina (alcaloide quinolinico); (2) Esquimiamina (alcaloide
furanoquinolinico); (3) Arborinina (alcaloide acridinico); (4) Escopoletina
(cumarina); (5) Marmesina (furanocumarina); (6) 7-metoxiflavona (flavonoide);
(7) B-sitosterol (esteroide) e (8) a-humuleno (terpenoide).

1.5 Uso de redes moleculares na caracterizacao fitoquimica

Embora o nimero de novos produtos naturais descobertos por ano venha
sendo constante ao longo das duas ultimas décadas, o indice de descoberta de
novos esqueletos quimicos encontra-se em declinio (PYE et al., 2017). Nos
altimos anos, diversas metodologias surgiram com o proposito de facilitar a
exploragdo de perfis quimicos em extratos complexos, principalmente visando
minimizar o alto indice de redescoberta de metabdlitos ja identificados (SPICER
et al., 2017).

Dentre essas ferramentas, se destaca a rede molecular (Molecular

Networking), a qual vem demonstrando uma grande eficiéncia na derreplicacdo
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de misturas complexas. Seu conceito baseia-se na organizagao e vizualizacéo
de dados espectrométricos (MS?) através de um mapa de similaridade e
agrupamento espectral (OLIVON et al., 2018). Com isso, extratos brutos podem
ser analisados, assim como fracdes, individualmente ou em conjunto. Com 0s
dados obtidos, substancias ja conhecidas (derreplicacdo) e seus analogos,
assim como potenciais compostos inéditos podem ser identificados, poupando
tempo no trabalho de isolamento para uma posterior identificacdo
(HOSTETTMANN; WOLFENDER; TERREAUX, 2001). Outra vantagem no uso
da técnica é que além de poder ser utilizada para a identificacdo de produtos
naturais, pode também ser empregada na identificacdo de amostras biolégicas,
farmacos, proteinas e genoma (Watrous et al., 2012; Allard et al., 2016). As
técnicas cromatogréaficas CLAE-EM e CLAE-DAD-EM usualmente sdo as mais
utilizadas para o processo de derreplicacdo (HOSTETTMANN; WOLFENDER,;
TERREAUX, 2001).

Com a obtencdo dos espectros EM/EM, esses dados podem ser
convertidos e inseridos, por exemplo, na plataforma do GNPS (Global Natural
Products Social Molecular Networking) e, de acordo com a similaridade dos
fragmentos, tais como o ion molecular e fragmentos de ion, esses espectros sao
agrupados formando as redes moleculares (Watrous et al., 2012; Chen et al.,
2013; Allard et al., 2016). O grau de parentesco entre as substancias presentes
na amostra é medida por uma série de parametros, como o valor do co-seno
entre as substancias da amostra e do banco de dados, que pode variarde 0 a 1,
sendo que quanto mais préximo de 1 for o grau de similaridade, maior o
parentesco entre as substancias (Watrous et al., 2012; Chen et al., 2013; Allard
et al., 2016).

2 JUSTIFICATIVA

A busca por substancias bioativas provenientes de fontes naturais, entre
elas as plantas, tem sido objeto de diversos estudos em diferentes areas. Esses
estudos afirmam que a busca por agentes antioxidantes em produtos naturais é
de suma importancia, pois, como dito anteriormente, antioxidantes de origem
sintética tém sido responsaveis por efeitos colaterais indesejados (ZHENG;
WANG, 2001). Da mesma forma, ha grande interesse na busca de produtos
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naturais com atividade antiproliferativa. Estima-se que mais de 60% dos
farmacos utilizados atualmente no tratamento do cancer sejam derivados de
fontes naturais. No caso de doencas infecciosas essa porcentagem € ainda
maior (> 75%) (CRAGG; NEWMAN, 2013). No Brasil, apesar da ampla
diversidade de espécies, estima-se que menos de 5% da flora nativa tenham
sido submetidos a investigacdes especificas relacionadas a sua constituicdo

fitoquimica (Luna et al., 2005).

Como ja mencionado, Rutaceae € uma familia de grande importancia
econdmica, além de ser conhecida por possuir uma vasta diversidade de
metabdlitos secundarios. Dentro dessa familia, pouco se sabe a respeito da
composicao quimica de Conchocarpus. Das 47 espécies desse género, apenas

sete foram estudadas quimicamente.

Dessa forma, o estudo fitoquimico de espécies nativas, como por
exemplo, Conchocarpus macrocarpus, apresenta grande potencial na
descoberta de novas substancias e/ou novas aplica¢des, além de possibilitar um
maior conhecimento a respeito da diversidade quimica de espécies da flora
brasileira. Cabe salientar que, considerando os dados disponiveis para
Conchocarpus, espécies deste género parecem promissoras para investigacdes

fitoquimicas e/ou de atividades biolégicas.

3 OBJETIVO GERAL

Analisar a composicdo quimica e algumas atividades bioldgicas
potenciais do extrato etandlico das folhas e caules de Conchocarpus

macrocarpus.

21



4 Referéncias bibliograficas

Adamska-Szewczyk, A., Glowniak, K., & Baj, T. (2016). Furochinoline alkaloids
in plants from Rutaceae family - a review. Current Issues in Pharmacy
and Medical Sciences, 29(1), 33-38.

Albarici, T. R., Vieira, P. C., Fernandes, J. B., Silva, M. F. D. G. F. D., & Pirani, J.
R. (2010). Cumarinas e alcaléides de Rauia resinosa
(Rutaceae). Quimica Nova, 33(10), 2130-2134.

Allard, M. W., Strain, E., Melka, D., Bunning, K., Musser, S. M., Brown, E. W., &
Timme, R. (2016). Practical value of food pathogen traceability
through building a whole-genome sequencing network and database.
Journal of Clinical Microbiology, 54(8), 1975-1983.

Alves, H. de M. (2001). A diversidade quimica das plantas como fonte de
fitofarmacos. Cadernos Tematicos de Quimica Nova Na Escola, 3,
10-15.

Ambrozin, A. R. P., Vieira, P. C., Fernandes, J. B., Silva, M. F. D. G. F. D., &
Albuquerque, S. D. (2008). Piranoflavonas inéditas e atividades
tripanocidas das substancias isoladas de Conchocarpus
heterophyllus. Quimica Nova, 31, 740-743.

Barbosa Filho, J. M., Medeiros, K. C. P., Diniz, M. de F. F. M., Batista, L. M.,
Athayde-Filho, P. F., Silva, M. S., da Cunha, E. V. L., Almeida, J. R.
G., & Quintans-Janior, L. J. (2006). Natural products inhibitors of the
enzyme acetylcholinesterase. Revista Brasileira de Farmacognosia,
16, 258-285.

Bellete, B. S., S4, I. C. G. de, Mafezoli, J., Cerqueira, C. do N., Silva, M. F. das
G. F. da, Fernandes, J. B., Vieira, P. C., Zukerman-Schpector, J., &
Pirani, J. R. (2012). Fitoquimica e quimiossistematica de
Conchocarpus marginatus e C. inopinatus (Rutaceae). Quimica Nova,

35, 2132-2138.
22



Bennett, R. N., & Wallsgrove, R. M. (1994). Secondary metabolites in plant
defence mechanisms. New Phytologist, 127(4), 617-633.

Berhow, M. A., Hasegawa, S., Kwan, K., & Bennett, R. D. (2000). Limonoids and
the chemotaxonomy of Citrus and the Rutaceae family. ACS
Symposium Series, 758, 212-229.

Bizzo, H. R., Hovell, A. M. C., & Rezende, C. M. (2009). Oleos essenciais no
Brasil: aspectos gerais, desenvolvimento e perspectivas. Quimica
Nova, 32, 588-594.

Borba, A. M., & Macedo, M. (2006). Plantas medicinais usadas para a saude
bucal pela comunidade do bairro Santa Cruz, Chapada dos
Guimaraes, MT, Brasil. Acta Botanica Brasilica, 20, 771-782.

Bourgaud, F., Olry, A., & Hehn, A. (2014). Recent advances in molecular genetics
of furanocoumarin synthesis in higher plants. Recent Advances in
Redox Active Plant and Microbial Products, 363—-375.

Bruno, M., Ciriminna, R., Piozzi, F., Rosselli, S., & Simmonds, M. S. J. (1999).
Antifeedant activity of neo-clerodane diterpenoids from Teucrium
fruticans and derivatives of fruticolone. Phytochemistry, 52(6), 1055—
1058.

Buchanan, B. B., Gruissem, W., & Jones, R. L. (2000). Biochemistry & molecular
biology of plants (2° ed.). American Society of Plant Physiologists.

Cabral, R. S., Sartori, M. C., Cordeiro, I., Queiroga, C. L., Eberlin, M. N., Lago, J.
H. G., Moreno, P. R. H., & Young, M. (2012). Anticholinesterase
activity evaluation of alkaloids and coumarin from stems of
Conchocarpus fontanesianus. Revista Brasileira de Farmacognosia,
22(2), 374-380.

Carvalhaes, S. F. de, Costa, D. L., Mazzei, J. L., Taddei, L. E. M., & d’Avila, L. A.
(2002). Alternative extraction of alkaloid anticarcinogens from
Brazilian "Vinca rosea" using ion exchange chromatography. Revista

Brasileira de Farmacognosia, 12, 83-85.

23



Chen, T. C., da Fonseca, C. O., & Schonthal, A. H. (2018). Intranasal perillyl
alcohol for glioma therapy: molecular mechanisms and clinical
development. International Journal of Molecular Sciences, 19(12),
3905.

Chen, T., Yang, W.-H., Wang, D., & Wan, L.-J. (2013). Globally homochiral
assembly of two-dimensional molecular networks triggered by co-
absorbers. Nature Communications, 4(1), 1-8.

Colli-Silva, M., & Pirani, J. R. (2019). Biogeographic patterns of Galipeinae
(Galipeeae, Rutaceae) in Brazil: Species richness and endemism at
different latitudes of the Atlantic Forest “hotspot.” Flora: Morphology,
Distribution, Functional Ecology of Plants, 251, 77-87.

Cortez, D., E. Ranieri Cortez, L., B. Fernandes, J., C. Vieira, P., G. Ferreira, A.,
& Fatima das G. F. da Silva, M. (2009). New Alkaloids from

Conchocarpus gaudichaudianus. Heterocycles, 78(8), 2053.

Cragg, G. M., & Newman, D. J. (2013). Natural products: a continuing source of
novel drug leads. Biochimica et Biophysica Acta (BBA)-General
Subjects, 1830(6), 3670-3695.

de Moraes Pultrini, A., Galindo, L. A., & Costa, M. (2006). Effects of the essential
oil from Citrus aurantium L. in experimental anxiety models in mice.
Life Sciences, 78(15), 1720-1725.

de Silva, M. V. C., & Reid, R. (2003). Gastrointestinal stromal tumors (GIST): C-
kit mutations, CD117 expression, differential diagnosis and targeted
cancer therapy with Imatinib. Pathology Oncology Research, 9(1), 13—
19.

Devakumar, C., Dev, S., Randhawa, N. S., & Parmar, B. S. (1993). Neem

research and development. Society of Pesticide Science, India.

Dewick, P. M. (2002). Medicinal natural products: a biosynthetic approach. John
Wiley & Sons.

Dimitrios, B. (2006). Sources of natural phenolic antioxidants. Trends in Food

Science & Technology, 17(9), 505-512.
24



Epifano, F., Fiorito, S., Genovese, S., Granica, S., Vitalini, S., & Zidorn, C. (2015).
Phytochemistry of the genus Skimmia (Rutaceae). Phytochemistry,
115, 27-43.

Ferlay, J., Colombet, M., Soerjomataram, I., Parkin, D. M., Pifieros, M., Znaor,
A., & Bray, F. (2021). Cancer statistics for the year 2020: An overview.
International Journal of Cancer, 149(4), 778-789.

Gaula, C., & Mesulam, M. M. (1994). Cholinergic systems and related
neuropathological predilection patterns in Alzheimer's disease.
Alzheimer’s Disease, 263-291.

Groppo, M., de Lemos, L. J. C., de Lima Ferreira, P., Ferreira, C., Bruniera, C.
P., de Castro, N. M., Pirani, J. R., el Ottra, J. H., & Kallunki, J. A.
(2021). A tree nymph of the Brazilian Atlantic Forest: Dryades
(Galipeinae, Rutaceae), a new neotropical genus segregated from

Conchocarpus. Molecular Phylogenetics and Evolution, 154, 106971.

Groppo, M., Pirani, J. R., Salatino, M. L. F., Blanco, S. R., & Kallunki, J. A. (2008).
Phylogeny of Rutaceae based on two noncoding regions from cpDNA.
American Journal of Botany, 95(8), 985—-1005.

Haque, M. M., Begum, S., Sohrab, M. H., Ahsan, M., Hasan, C. M., Ahmed, N.,
& Haque, R. (2013). Secondary metabolites from the stem of Ravenia

spectabilis Lindl. Pharmacognosy Magazine, 9(33), 76.

Hata, T., Sakaguchi, I., Mori, M., Ikeda, N., Kato, Y., Minamino, M., & Watabe, K.
(2003). Induction of apoptosis by Citrus paradisi essential oil in human
leukemic (HL-60) cells. In Vivo (Athens, Greece), 17(6), 553-559.

Hostettmann, K., Wolfender, J.-L., & Terreaux, C. (2001). Modern screening
techniques for plant extracts. Pharmaceutical Biology, 39(supl), 18—
32.

Isidoro, M. M., Silva, M. F. das G. F. da, Fernandes, J. B., Vieira, P. C., Arruda,
A. C., & Silva, S. da C. (2012). Fitoquimica e gquimiossistematica de
Euxylophora paraensis (Rutaceae). Quimica Nova, 35, 2119-2124.

25



Iwashina, T. (2000). The structure and distribution of the flavonoids in plants.
Journal of Plant Research, 113(3), 287.

Kallunki, J. A., & Pirani, J. R. (1998). Synopses of Angostura Roem. & Schult.
and Conchocarpus JC Mikan (Rutaceae). Kew Bulletin, 257-334.

Lorenzi, H., & Matos, F. J. A. (2002). Plantas medicinais no Brasil: nativas e
exoticas, Editora Instituto Plantarum. Nova Odessa, Sao Paulo, 512.

Luo, G., Guan, X., & Zhou, L. (2008). Apoptotic effect of citrus fruit extract
nobiletin on lung cancer cell line A549 in vitro and in vivo. Cancer
Biology & Therapy, 7(6), 966—973.

Macedo, M., & Pacheco, |. B. (2001). Uso odontoldgico de plantas medicinais por
idosos em Cuiab4, Mato Grosso, Brasil. Cadernos de Saude-Cuiab4,
UNIC-CPG, 2, 63-73.

Mafezoli, J., Vieira, P. C., Fernandes, J. B., da Silva, M. F. G. F., & de
Albuquerque, S. (2000). In vitro activity of Rutaceae species against
the trypomastigote form of Trypanosoma cruzi. Journal of
Ethnopharmacology, 73(1-2), 335-340.

Manners, G. D., Breksa, A. P., Schoch, T. K., & Hidalgo, M. B. (2003). Analysis
of bitter limonoids in citrus juices by atmospheric pressure chemical
ionization and electrospray ionization liquid chromatography-mass
spectrometry. Journal of Agricultural and Food Chemistry, 51(13),
3709-3714.

Mejri, J., Abderrabba, M., & Mejri, M. (2010). Chemical composition of the
essential oil of Ruta chalepensis L: Influence of drying, hydro-
distillation duration and plant parts. Industrial Crops and Products,
32(3), 671-673.

Michael, J. P. (2017). Acridone alkaloids. The Alkaloids: Chemistry and Biology,
78, 1-108.

Morton, C. M., & Telmer, C. (2014). New subfamily classification for the
Rutaceae. Annals of the Missouri Botanical Garden, 99(4), 620—-641.

26



Oliveira, H. B. de, Kffuri, C. W., & Casali, V. W. D. (2010). Ethnopharmacological
study of medicinal plants used in Rosario da Limeira, Minas Gerais,

Brazil. Revista Brasileira de Farmacognosia, 20(2), 256—260.

Olivon, F., Apel, C., Retailleau, P., Allard, P. M., Wolfender, J. L., Touboul, D.,
Roussi, F., Litaudon, M., & Desrat, S. (2018). Searching for original
natural products by molecular networking: Detection, isolation and
total synthesis of chloroaustralasines. Organic Chemistry Frontiers,
5(14), 2171-2178.

Park, K.-I., Park, H.-S., Kim, M.-K., Hong, G.-E., Nagappan, A., Lee, H.-J,,
Yumnam, S., Lee, W.-S., Won, C.-K., & Shin, S.-C. (2014). Flavonoids
identified from Korean Citrus aurantium L. inhibit Non-Small Cell Lung
Cancer growth in vivo and in vitro. Journal of Functional Foods, 7,
287-297.

Pietta, P.-G. (2000). Flavonoids as antioxidants. Journal of Natural Products,
63(7), 1035-1042.

Pirani, J. R. (1999). Two new species of Esenbeckia (Rutaceae, pilocarpinae)
from Brazil and Bolivia. Botanical Journal of the Linnean Society,
129(4), 305-313.

Pirani, J. R., Groppo, M., & Kallunki, J. A. (2011). Two new species and a new
combination in Conchocarpus (Rutaceae, Galipeeae) from eastern
Brazil. Kew Bulletin, 66(4), 521-527.

Pisoschi, A. M., & Pop, A. (2015). The role of antioxidants in the chemistry of
oxidative stress: A review. European Journal of Medicinal Chemistry,
97, 55-74.

Poleselli Bruniera, C., Kallunki, J. A., & Groppo, M. (2015). Almeidea A. St.-Hil.
belongs to Conchocarpus JC Mikan (Galipeinae, Rutaceae): evidence
from morphological and molecular data, with a first analysis of subtribe
Galipeinae. PloS One, 10(5), e0125650.

Pye, C. R., Bertin, M. J., Lokey, R. S., Gerwick, W. H., & Linington, R. G. (2017).

Retrospective analysis of natural products provides insights for future

27



discovery trends. Proceedings of the National Academy of Sciences,
114(22), 5601-5606.

Ratheesh, M., Shyni, G. L., Sindhu, G., & Helen, A. (2011). Inhibitory effect of
Ruta graveolens L. on oxidative damage, inflammation and aortic
pathology in hypercholesteromic rats. Experimental and Toxicologic
Pathology, 63(3), 285-290.

Ribeiro, C. V. C., & Kaplan, M. A. C. (2002). Tendéncias evolutivas de familias
produtoras de cumarinas em Angiospermae. Quimica Nova, 25, 533—
538.

Roy, A., & Saraf, S. (2006). Limonoids: overview of significant bioactive
triterpenes distributed in plants kingdom. Biological and
Pharmaceutical Bulletin, 29(2), 191-201.

Sajadimajd, S., & Khazaei, M. (2018). Oxidative stress and cancer: the role of
Nrf2. Current Cancer Drug Targets, 18(6), 538-557.

Santos, C. S., Januério, A. H., Vieira, P. C., Fernandes, J. B., Silva, M., & Pirani,
J. R. (1998). Cycloartane triterpenoid and alkaloids from Ameidea spp.

Journal of the Brazilian Chemical Society, 9, 39-42.

Santos, D. Y. A. C. (2015). Botanica aplicada: metabdlicos secundarios na
interacdo planta-ambiente. Tese de livre docéncia. Universidade de

Séo Paulo.
Scott, L. J., & Goa, K. L. (2000). Galantamine. Drugs, 60(5), 1095-1122.

Shao, S. Y., Ting, Y., Wang, J., Sun, J., & Guo, X. F. (2020). Characterization
and ldentification of the Major Flavonoids in Phyllostachys edulis Leaf
Extract by UPLC-QTOF-MS/MS. Acta Chromatographica, 32(4), 228—
237.

Silveira, E. R., Roma, L. P., Pirani, J. R., & dos Santos, D. Y. A. C. (2021).
Contrasting leaf cuticular wax composition of Conchocarpus and
Dryades species (Rutaceae) from the Atlantic Forest and “Restinga.”
Brazilian Journal of Botany. https://doi.org/10.1007/s40415-021-
00743-7

28



Soto-Hernandez, M., Tenango, M. P., & Garcia-Mateos, R. (2017). Phenolic

compounds: biological activity. BoD—Books on Demand.

Spicer, R., Salek, R. M., Moreno, P., Cafiueto, D., & Steinbeck, C. (2017).
Navigating freely-available software tools for metabolomics analysis.
Metabolomics, 13(9), 1-16.

Stanjek, V., Piel, J., & Boland, W. (1999). Biosynthesis of furanocoumarins:
mevalonate-independent prenylation of umbelliferone in Apium
graveolens (Apiaceae). Phytochemistry, 50(7), 1141-1146.

Szczepanik, M., Obara, R., Szumny, A., Gabrys, B., Halarewicz-Pacan, A.,
Nawrot, J., & Wawrzenczyk, C. (2005). Synthesis and insect
antifeedant activity of precocene derivatives with lactone moiety.
Journal of Agricultural and Food Chemistry, 53(15), 5905-5910.

Taiz, L. & Zeiger, E. (2009). Fisiologia vegetal. 42 Edicado. Artmed, Porto Alegre

Trevisan, M. T. S., Macedo, F. V. V., Meent, M. V. D., Rhee, I. K., & Verpoorte,
R. (2003). Selecao de plantas com atividade anticolinasterase para

tratamento da doenca de Alzheimer. Quimica Nova, 26, 301-304.

Vellosa, J. C. R., Barbosa, V. de F., Khalil, N. M., Santos, V. A. de F. F. M. dos,
Furlan, M., Brunetti, I. L., & Oliveira, O. M. M. de F. (2007). Profile of
Maytenus aquifolium action over free radicals and reactive oxygen

species. Revista Brasileira de Ciéncias Farmacéuticas, 43, 447-453.

Waterman, P. G. (1975). Alkaloids of the Rutaceae: their distribution and
systematic significance. Biochemical Systematics and Ecology, 3(3),
149-180.

Watrous, J., Roach, P., Alexandrov, T., Heath, B. S., Yang, J. Y., Kersten, R. D.,
van der Voort, M., Pogliano, K., Gross, H., & Raaijmakers, J. M.
(2012). Mass spectral molecular networking of living microbial
colonies. Proceedings of the National Academy of Sciences, 109(26),
E1743-E1752.

Wink, M. (2013). Evolution of secondary metabolites in legumes (Fabaceae).
South African Journal of Botany, 89, 164-175.

29



Wu, B., Zhang, X., & Wu, X. (2012). New lignan glucosides with tyrosinase
inhibitory activities from exocarp of Castanea henryi. Carbohydrate
Research, 355, 45-49.

Xiao, Y., Gao, X., Taratula, O., Treado, S., Urbas, A., Holbrook, R. D., Cavicchi,
R. E., Avedisian, C. T., Mitra, S., & Savla, R. (2009). Anti-HER2 IgY
antibody-functionalized single-walled carbon nanotubes for detection
and selective destruction of breast cancer cells. BMC Cancer, 9(1), 1-
11.

Yamamura, Y., Taguchi, Y., Ichitani, K., Umebara, I., Ohshita, A., Kurosaki, F., &
Lee, J.-B. (2018). Characterization of ent-kaurene synthase and
kaurene oxidase involved in gibberellin biosynthesis from Scoparia
dulcis. Journal of Natural Medicines, 72(2), 456—463.

Yoro, T., Diallo, A., Ndoye, I., Yin, Y., Renucci, F., Gueye, R. S., Baldé, M.,
Diédhiou, A., Fall, D., & Seck, M. (2020). The flavonoid compounds
from Zanthoxylum leprieurii Guill. et Perr (Rutaceae) extracts and their
antioxidant activity against ABTS++. Journal of Drug Delivery and
Therapeutics, 10(2-s), 120-124.

Zheng, W., & Wang, S. Y. (2001). Antioxidant activity and phenolic compounds
in selected herbs. Journal of Agricultural and Food Chemistry, 49(11),
5165-5170.

30



31



Capitulo |

32

Diversidade quimica de Conchocarpus
macrocarpus



Conchocarpus macrocarpus (Rutaceae) € uma espécie endémica da Mata
Atlantica brasileira. Em literatura, nada se sabe a respeito de sua composicao quimica,
despertando o interesse na realizacdo de um estudo fitoquimico. Para tal, folhas e
galhos de individuos dessa espécie foram coletados em Cachoeiro do Itapemirim,
Espirito Santo, compondo uma amostragem complexa. O material vegetal foi seco em
estufa a 60 °C por 10 dias e triturado, separadamente, em moinho de facas. O p6
resultante foi submetido ao processo de extragdo exaustiva por maceragdo a frio em
etanol 70% e os extratos obtidos foram filtrados e concentrados em rotaevaporador. Em
seguida, os extratos foram ressuspendidos em etanol 20% e particionados com
solventes de polaridade crescente (hexano, diclorometano, acetato de etila e butanol).
As fases de particdo foram avaliadas quanto seu potencial biolégico e as mais ativas
foram caracterizadas quimicamente. Para isso, as fases mais apolares (hexano e
diclorometano) foram analisadas em cromatografia a gas acoplada a espectrometria de
massas (CG-EM), possibilitando a identificacdo de N-metil-prolina, docosano,
estigmasterol, sitostenona em todas amostras analisadas, além de um alcaloide
acridinico nao identificado. Além disso, coniferol e o alcaloides furanoquinolinicos
esquimiamina e dutadrupina também foram encontrados nessas fases de particdo
apolares. O fitoesteroides sitostenona foi encontrado em todas amostras, enquanto 3-
sitosterol esta presente apenas na fase de particdo hexanica do caule. Posteriormente,
as fases de particdo em diclorometano, hexano e butanol obtidas do extrato foliar foram
analisas em CLAE-DAD acoplado a espectdbmetro de massas de alta resolucdo. Os
espectros de massas obtidos foram utilizados para criacdo de redes moleculares pelo
GNPS (The Global Natural Product Social Molecular Networking). Com isso, na fase
butandlica foi possivel a sugestdo de identificagdo das flavonas isovitexina-2”-O-
ramnosideo, isovitexina 2”-O-arabinosideo, vitexina e saporanina e amidas como
feruloil putrescina, feruloil agmatina e p-coumaroil agmatina, além de alcaloides

quinolinicos nas fases de particdo mais apolares, semelhantes a cloroaustralasinas.

Palavras-chave: alcaloides, flavonas, Conchocarpus, caracterizacao quimica
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Conchocarpus macrocarpus (Rutaceae) is an endemic species of the Brazilian
Atlantic Forest. In the literature, there is not any information about its chemical
composition. In this context, leaves and stems of some specimens were collected in
Cachoeiro do Itapemirim, Espirito Santo, composing a complex sample. The plant
material was oven dried at 60 °C for 10 days. The dryed materials (leaves and branches,
separately) were crushed in a knife mill. The resulting powder was submitted to the 70%
ethanolic exhaustive maceration and the extracts were filtered and concentrated in a
rotaevaporator. Then, the extracts were resuspended in 20% ethanol and partitioned
with increasing polarity solvents (hexane, dichloromethane, ethyl acetate and butanol).
The partition phases were evaluated for their biological activities and the most active
samples were chemically characterized. The most apolar phases (hexane and
dichloromethane) were analyzed by gas chromatography coupled with mass
spectrometry (GC-MS), enabling the identification of N-methyl-proline, docosane,
stigmasterol, sitostenone in all analyzed samples, in addition to an acridine alkaloid not
identified. Coniferol and the furanoquinolinic alkaloids skimamine and dutadrupin were
also found in these apolar partition phases. The phytosteroid sitostetone was found in all
samples, while (3-sitosterol was present only in the stem hexane partition phase. In
addition, the hexanic, dichloromethanic and butanolic partition phases from leaf extract
were analysed by HPLC-DAD coupled to a high resolution mass spectrometer. The mass
spectra obtained were used to create molecular networks by GNPS (The Global Natural
Product Social Molecular Networking). Thus, the flavones isovitexin-2"-O- rhamnoside,
isovitexin 2”-O-arabinoside, vitexin and saporanin and the amides feruloyl putrescine,
feruloyl agmatine and p-coumaroyl were identified in the butanolic phase. Quinoline

alkaloids similar to chloroaustralasin were detected at the apolar partition phases.

Keywords: alkaloids, flavones, Conchocarpus, chemical caracterization
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Diversidade quimica de Conchocarpus
macrocarpus

1 Introducéo

Rutaceae € caracterizada por grande diversidade de metabdlitos
secundarios, como cumarinas, limonoides, flavonoides, lignanas, 6leos volateis
e alcaloides (Ribeiro & Kaplan, 2002; Regina Albarici et al., 2010).

Conchocarpus é um dos 150 géneros pertencentes a Rutaceae,
subfamilia Rutoideae, sendo o maior género dentro da subtribo Galipeinae
(GROPPO et al., 2021), distribuido da Nicaragua ao norte da Bolivia e sul do
Brasil, com grande diversidade na Mata Atlantica (COLLI-SILVA; PIRANI, 2019).
E composto por arbustos ou pequenas arvores de até sete metros de altura, com
folhas alternas, inflorescéncia geralmente terminal ou extra-axilar, célice
relativamente pequeno e uma corola tubular formada por pétalas coerentes
(KALLUNKI; PIRANI, 1998). De acordo com estudos recentes, séo reconhecidas
47 espécies de Conchocarpus (GROPPO et al., 2021). Dentre essas espécies,

apenas sete tiveram sua composi¢cao quimica analisada.

De modo geral, entre as classes de metabolitos encontradas no género,
os alcaloides destacam-se como substancias mais diversificadas no grupo,
podendo ser encontrados alcaloides quinolinicos (Conchocarpus fontanesianus
Kallunki & Pirani — Cabral et al., 2012; C. gaudichaudianus (A.St.-Hil.) Kallunki &
Pirani [atualmente = Dryades gaudichaudiana (A.St.-Hil.) Groppo, Kallunki &
Pirani] — Cortez et al. 2009; C. heterophyllus (A.St.-Hil.) Kallunki & Pirani -
Ambrozim et al., 2008 e C. longifolius (A.St.-Hil.) Kallunki & Pirani - Mafezoli et
al., 2000), indoloquinazolbénicos (C. gaudichaudianus - Cortez et al. 2009),
furanoquinolinicos (C. inopinatus Pirani - Bellete et al., 2012) e acridinicos (C.
coeruleus (A.St.-Hil.) Bruniera & Groppo - Santos et al., 1998; C. inopinatus e C.

marginatus (Rizzini) Kallunki & Pirani - Bellete et al., 2012), sendo esses ultimos
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restritos a Rutaceae. Além disso, outras classes também ja foram encontradas
como cumarinas (C. longifolius - Mafezoli et al. 2000), flavonoides (C.
heterophyllus - Ambrozin et al. 2008), esteroides (C. heterophyllus - Ambrozim
et al., 2008) e triterpenos (C. coeruleus - Santos et al., 1998). Maiores detalhes
sobre compostos identificados em Conchocarpus estao descritos na introducéo

geral deste trabalho.

2 Objetivos

1. Obter o extrato etandlico das folhas e galhos de Conchocarpus

macrocarpus,

2. Prosseguir o fracionamento desses extratos de maneira
biomonitorada utilizando a capacidade antioxidante e as atividades

acetilcolinesterasica e antiproliferativa como indicativos;

3. ldentificar, se possivel, 0s componentes majoritarios associados as

potenciais atividades biologicas testadas.

3 Materiais e Métodos

3.1 Obtencéo do material

Folhas e galhos de Conchocarpus macrocarpus foram coletados de varios
individuos em Cachoeiro do Itapemirim — Espirito Santo (J.R.Pirani et al. 3530)
pela Profa. Dra. Gladys Flavia A. M. de Pinna. Esse material foi mantido em
estufa a 60 °C até a secura. Em seguida, o material foi triturado em moinho de

facas.

3.2 Preparacao do extrato etandlico bruto (EB) e fases de particao
(FP)

O po resultante do material coletado em Cachoeiro do Itapemirim (800 g de
folhas e 17 g de galhos) foi submetido a maceracao a frio com etanol 70% na
proporcdo 1g:100mL, sob agitacdo constante por 10 dias, com trés trocas de
solvente. O extrato foi filtrado, concentrado em evaporador rotativo e liofilizado
até completa secura (EB), rendendo 100g (12,6%) para as folhas e 2,025g

(16,6%) para os caules.
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Em seguida, o extrato bruto foi dissolvido em etanol 20% e particionado
com solventes de polaridade crescente (hexano - Hx, diclorometano - DCM,
acetato de etila — AcOEt e butanol — BuOH), com trés lavagens consecutivas de
cada solvente, sendo utilizado para cada lavagem 150 mL para o extrato foliar e

20 mL para o caulinar, conforme indicado na Figura 1.

Extrato bruto
Fo-EB: 100 g
C-EB:2,025¢

1) Suspengso em Etanol 20%
2) Particdo com Hexano: 3 x 150 mL

2+ 2

[ 1

FP hidroalcodlica

FP hexano

Fo-Hx: 9,644 g
C-Hx: 2,025 ¢

3) Particdo com Diclorometano: 3 x 150 mL

] 3x20mL

FP diclorometano
Fo-DCM: 5846 g FP hidroalcoolica

C-DCM: 0,088 g
| 4) ParticSo com Acststo de etila: 3 x 150 mL
3x20mL

FP Acetato de Etila
Fo-AcOEt 3,003 g FP hidroalcodlica
C-AcOEt: 0,047 g

5) Particio com Butanol: 2 x 150 mL
— 3x20mL
FP Butanol FP hidroalcodlica
Fo-BuOH: 11641 g Fo-HA: 58,49 g
C-BuOH: 0,286 g C-HA: 0,736 g

Figura 1. Processo de particdo do extrato bruto com solventes de polaridade
crescente. Em preto estdo representados 0S processos em comum para o
extrato foliar (Fo) e caulinar (C); em verde encontra-se as informacdes referente
ao extrato e fases de particdo (FP) foliares e em laranja referente ao extrato e

FP caulinares.

3.3 Analises Cromatograficas

Todas fases de particdo (FP) obtidas foram submetidas a ensaios de

atividades biologicas e analises cromatograficas preliminares.

3.3.1 Cromatografia a Gas acoplada a espectrometria de massas (CG-
EM)
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Duas aliquotas com aproximadamente 1 mg cada das Fo-Hx, Fo-DCM, C-
Hx e C-DCM foram separadas para analise. Uma delas foi derivatizada utilizando
uma solucdo de 50:50 pL de N,O-Bis(trimetilsilil)trifluoroacetamida (BSTFA) :
Piridina, seguido de aquecimento a 70 °C por 1 hora em banho seco (modificado
de Jetter et al., 2000). ApGs a derivatizacdo, as amostras foram injetadas em
cromatografo a gas acoplado a espetrémetro de massas (CG-EM). Foi utilizado
o conjunto Agilent 6850/Agilent 5975C, coluna Agilent HP5-MS (30 m x 250 pum
x 0.25 um), volume de injecdo 1 pL, gas de arraste hélio com fluxo de 1 mL/min
com metodo de impacto eletrébnico em 70 eV. As temperaturas do injetor,
qguadrupolo e fonte foram de 300 °C, 230 °C e 150 °C, respectivamente. A rampa
de aguecimento da coluna seguiu a seguinte programacao: temperatura inicial
de 100 °C por 5 minutos seguido de aquecimento de 5 °C. por minuto até 320 °C
(temperatura final), mantida por 8 minutos. O tempo total de andlise foi de 57

minutos.

3.3.2 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com deteccdo por
arranjo de diodos (CLAE-DAD)

Os EB e todas as FP foram suspensos em MeOH grau HPLC e

preparados na concentracdo de 2 mg/mL para serem analisadas.

As andlises por CLAE-DAD foram feitas utilizando o sistema Agilent 1260.
Os cromatogramas foram obtidos com deteccdo em 352 nm e 280 nm,
empregando-se a coluna Zorbax C18 (150 mm x 4.6 mm x 3.5 um) a 45 °C.
Como fase mével foi empregado gradiente de acido acético 0,1% (AcOH) e
acetronitrila (CHsCN), comecando a corrida com 10% de CHsCN (0-6 min),
aumentando para 15% (6-7 min), mantendo isocratico por 15 min, seguido de
aumento para 50% (22-32 min) e para 100% (32-42 min) mantendo-se isocratico
por mais 8 minutos. O fluxo de solvente foi de 1,0 mL/min. O volume de amostra

injetado para analise foi de 3 pL.

3.3.3 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia acoplada a
espetrometria de massas de alta resolu¢céo (CLAE-MS/MS)

Para essa analise foram submetidas as amostras Fo-BuOH e Fo-HxDCM.

As andlises foram desenvolvidas em um cromatografo (Shimadzu - modelo)

acoplado a um espectrometro de massas (Maxis - modelo) equipado com uma
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fonte de ionizacéo por elétron-spray (ESI) operando em modo positivo na Central
Analitica do 1Q-USP. A coluna empregada foi uma Zorbax-C18 column (150 mm
x 4,6 mm x 3,5 um) a 40 °C. A fase mével, o fluxo e o volume de injecéo fora os
mesmos usados na analise por CLAE-DAD. As condi¢des do espectrémetro de
massas foram ionizacdo em modo positivo, com potencial capilar de 4000 V,
temperatura de secagem da amostra de 200°C e fluxo do gas nebulizador
(Nitrogénio) de 5 L.min"t com presséo de 35 psi. Os espectros de massas foram
adquiridos em modo de total scan na faixa de m/z 50 a 1200. Uma rampa de 20
a 75 eV de energia de colisdo foi empregada nas analises.

3.4 Obtencéao das redes moleculares

As redes moleculares foram construidas usando o fluxo de trabalho online
“online workflow” (https://ccms-ucsd.github.io/GNPSDocumentation/) disponivel
na pagina do GNPS (http://gnps.ucsd.edu). Os dados foram filtrados removendo
todos os ions de fragmento de MS/MS dentro de +/- 17 Da do precursor m/z. Os
espectros de MS/MS foram filtrados por janela, escolhendo apenas os seis ions
de fragmento superiores na janela de +/- 50 Da em todo o espectro. A tolerancia
de massa do ion precursor foi fixada em 2,0 Da e a tolerancia de fragmento de
ion MS/MS de 0,5 Da.

Uma rede foi criada na qual as bordas foram filtradas para ter uma
pontuacao de cosseno acima de 0,7 e mais de seis picos correspondentes. Além
disso, as bordas entre dois no6s foram mantidas na rede somente se cada um
dos nds aparecesse nos respectivos 10 nés mais semelhantes. Finalmente, o
tamanho maximo de uma familia molecular foi definido como 100 e as bordas de
pontuacdo mais baixas foram removidas das familias moleculares até que o

tamanho da familia molecular estivesse abaixo desse limite.

Os espectros na rede foram entdo pesquisados nas bibliotecas espectrais
do GNPS. Os espectros da biblioteca foram filtrados da mesma maneira que os
dados de entrada. Todas as correspondéncias mantidas entre os espectros da
rede e 0s espectros da biblioteca deveriam ter uma pontuagéo acima de 0,7 e

pelo menos seis picos correspondentes.
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4 Resultados e Discusséao

4.1 Anélise do Perfil Cromatogréafico dos extratos por CLAE-DAD

Os extratos foliares e caulinares de Conchocarpus macrocarpus, assim
como as fases de particdo obtidas, foram analisadas em CLAE-DAD. Na tabela
1 pode ser observado o tempo de retengcdo e porcentagem relativa dos picos

obtidos e na Figura 2 os espectros de abor¢cdo em UV-Vis desses compostos.

Com base nesses resultados preliminares € possivel observar que alguns
padrdes de espectros de absorcdo UV-visivel sdo mais frequentes nas amostras
analisadas, tanto em termos qualitativos quanto quantitativos. Dentre o0s
espectros de UV-visivel que mais se repetem e que se referem a substancias
majoritarias, destacam-se o espectro 1, 4, e 13, que se referem a alcaloides,
flavonas e amidas derivadas de acido hidroxicinAmico, respectivamente.
Observa-se também que enquanto o espectro 1 esté presente nas fracbes mais
apolares (hexano e dicloromentano), os espectros 4 e 13 sdo mais frenquentes

na fracdo de butanol.

4.2 ldentificagdo das substancias majoritarias

Apés avaliacdo das fases de particdo (FP) quanto seu potencial
antioxidante, antiacetilcolinesterasico e citototoxico, as FP de hexano,
diclorometano e butanol oriundas do extrato foliar e caulinar apresentaram os
resultados mais promissores e, por isso, foram submetidas as técnicas para

identificagdo dos componentes principais.

Para identificacdo das substancias foram utilizados os dados obtidos a
partir da analise por CLAE-DAD e CLAE-EM/EM, assim como CG-EM. Além
disso, os espectros de massas das amostras foliares foram analisados na
plataforma GNPS. A maioria das sugestdes de identificacdo das classes e
substancias presentes nas fracdes de hexano, diclorometano e butanol foi feita
a partir de analises do extrato foliar, entretando, 0s extratos caulinares
apresentaram uma certa semelhanca no perfil cromatografico, sendo que muitas
substancias com identificacdo sugerida podem também ser encontradas nas

amostras de caule.
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Tabela 1. Tempo de retencéo (TR) e porcentagem relativa dos picos obtidos através da técnica de CLAE-DAD, no comprimento de
onda (A) de 352nm. Espacos preenchidos com (*) Ié-se auséncia do pico. Os picos encontram-se organizados por ordem de elui¢cao.
# 0s numeros na coluna “UV” correspondem aos espectros de UV-Vis representados na Figura 2.

Fases de particao

#
" Fo-H CH  Fo-DCM CDCM  Fo-AcOEt C-AcOEt Fo-BuOH C-BUOH Fo-HA  C-HA >
1207 *err werr wwer wwen P P P sxex 3973 8384 7
1382 KRR wkke kkex ek sxkx 4563 ***x 4618 3973 23,396 8
1479 Rxx wkks kkex ek — —_— —_— sekx kwxx g 71] 9
1,516 ~ ****  exxx ekkx 1904 10902 9,513 3,537 35504 23504 38,093 2
1711 RERR wRk kkex ek — skkx 1048 10,905  KERR wkks 10
L T a— sekx 4048 1731 2015  **** 5719 10
1,922 wRER . RRRE kR * k% 6595 1865 5451 11,931 8,616 11
2707 | RRER wmke kkex ek —_— T 12
Y T T shkx 11107 *RRE 6,104 RRRE kees 13
L L - sikx 2351 3425 2236  FERE  kxs 13
4000  FrRx kwkx kwex 157 shkx 9571 wRk 4104 RRRE kees 13
3512 RERR L meRk ks e * %% 6125 5659 10148 1523  2.586 13
4393 FrRR RwRx keex kees sxxx 10583 wkx 12478 wekx  wks 13
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33,678 * ok k% 1,064 * ok % % 33,088 * %k % % * ok % % * ok % % * ok % % * ok % % * ok % % 17

34,077 RRrx 1371 RRex ek xxkk - - . 1
34,222 1,615 *kokk 5,096 *kkk * %ok % * %k * %ok * %ok * ko * ko 1
34301  ***x wekx 5030 keks 1732 e N axx wwxx ke 3
34,700 6.992 * k¥ 8,160 * kK ¥ 3,385 * kK ¥ * kK ok * kK ok * kK K * kK ok 1
35233  *kkx  wkkx pggg ek . . soxn rxx wEkx ke 1
35762 ***r 1866 FrRx 12307 ek . soxn srxx wmkx ke 18
37661 FRER wxkx kkex 3976 kkes - - . 19
38,683 65.838 77,457 8525  **xx 4036  rxx i L AL I 1
30008  **** 7341  *rex 27D . soxn soxn rxx wmkx ke 20
40,824 4,372 1,126 * % ok ok * % ok ok * ok ok K * % ok ok * % ok ok * % ok ok * % ok ok * % ok ok 1
42,545  ***x k1391 1983 1,004 11,807 1,312 ***x 8354 kxxx 21
43,537 1,584 1,646 2,872 * %k K - * %k K * %k % * %k % * %k % * %k % 22
43944 2271 ARk wRkx ke xxkk - - Kaxx Rkkx ke 99
A5241  FRRE RwRk kkek ke xxxk - - axx wwxx wkes 53
45502 RrRx kwRk kemk kees . . . T 94

Fo: folha, C: caule, H: fase de particdo em hexano, DCM: fase de particdo em diclorometano, ACOEt: fase de particdo em acetato de etila, BUOH: fase
de particdo em butanol, HA: fase hidroalcodlica.
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Figura 2. Espectros de absor¢do UV-visivel dos picos indicados na tabela 1.
Figura continua na pagina seguinte.
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Figura 2. Continuagéo

por CG-EM

4.3 Analise do perfil cromatografico das fases de particdo apolares

Visando a obtencao dos espectros de massas e padrao de fragmentacao,

as fases de particio mais apolares de caule e folhas de Conchocarpus
macrocarpus (Fo-Hx, Fo-DCM, C-Hx, C-DCM) foram analisadas em CG-EM. O
perfil cromatografico das amostras de hexano e diclorometado do caule (C-Hx e
C-DCM) e das folhas (Fo-Hx e Fo-DCM), podem ser observados na Figura 3. Os

espectros de massas dessas substancias, mesmo as nao identificadas,

encontram-se no Apéndice A numerados por ordem de eluicdo conforme

representado no cromatrograma da Figura 3.
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Figura 3. Perfil cromatografico das fases de particdo Fo-Hx, C-Hx, Fo-DCM e C-
DCM obtidas a partir do extrato bruto foliar e caulinar de C. macrocarpus
analisadas em CG-EM. Os picos cromatograficos encontram-se numerados por
ordem de eluicdo, sendo que 0s numeros dos picos que se repetem nos
cromatogramas relativos a mesma substancia. C: caule, Fo: folha, DCM:

diclorometano, Hx: hexano.

Em comparacdo com a literatura e banco de dados, como o Instituto

Nacional de Padrdes e Tecnologia (NIST), sugestbes de identificacdo de alguns
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espectros de massa puderam ser feitas para as fases de particdo apolares

(hexano e diclorometano) de caule e folhas.

O pico 1, presente em todas amostras analisadas teve sua identificagao
sugerida como 1-metil prolina, com base em sua fragmentacdo e comparacéo
dos fragmentos mais abundantes com a biblioteca da NIST. Prolinas sao
aminoacidos comumente encontrados em plantas, sendo que algumas espécies
se caracterizam por apresentar um baixo nivel dessas substancias em condi¢cfes
Otimas ou seu acumulo sob algum estresse, seja salinico, estresse hidrico,
deficiéncia de nitrogénio no solo, entre outros (RAMANJULU; BARTELS, 2002).
E sabido que esses aminoacidos est&o envolvidos na biossintese de compostos
relacionados a protecdo contra tais estresses (SERVILLO et al., 2011). Além
disso, prolinas, como por exemplo 1-metil prolina e outras substancias derivadas
deste mesmo metabolismo, ja foram relatadas em outra espécie de Rutaceae,
como por exemplo em bergamota (Citrus bergamia Risso et Poit.) (SERVILLO et
al., 2011).

O padréo de fragmentacéo observado para o pico 5, presente nas duas
amostras de diclorometano, sugere que esse composto seja um coniferol.
Fragmentos resultantes de quebras caractéristicas, como por exemplo o pico
base de m/z 137, atribuido ao rearranjo molecular de um ion precursor e perda
subsequente do radical neutro CH2CHO, além do segundo pico mais abundante
de m/z 180, referente ao ion molecular desse composto sdo descritos para esse
composto (TAKAHASHI et al., 2011). A comparagdo do espectro de massas
dessa substancia com a NIST corroborou com a identificacdo sugerida. Esse
composto e/ou substancias derivadas ja foram relatadas em diversas espécies
de Rutaceae, como nas raizes de Zanthoxylum chalybeum (Anza et al., 2014),
ou em casca de espécies de Citrus, como em laranja (C. sinensis L. Osbeck),
tangerina (C. reticulata L. Blanco), toranja (C. paradisi L. Macf.) e lim&o (C. limon
L. Burm (MANTHEY; GROHMANN, 2001). Entretanto, ndo foi encontrado na

literatura nenhuma descri¢do de coniferol para espécies de Conchocarpus.

O pico 10, presente em todas amostras analisadas apresenta
fragmentacdo caracteristica de alcano, com perda de fragmentos de m/z 14.
Além disso, o fragmento M* de m/z 310 permitiu a identificacdo desse composto

como docosano. A presenca dessa substancia ja foi relatada por Silveira et al.,
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(2021) na cera cuticular das folhas de diversas espécies de Conchocarpus. Em
outras Rutaceae, Tagad et al. (2018) descreveram a presenca de docosano no
extrato de éter de petroleo das frutas de Aegle marmelos (L.). Além disso,
docosano também foi reportado no extrato de CO: liquido das flores de Murraya
paniculata Linn (ROUT; RAO; NAIK, 2010).

O pico 12 apresentou uma fragmentacdo muito semelhante ao composto
3-metoxi-10H-fenotiazina (Figura 4 a), de acordo com comparacao da biblioteca
da NIST e o banco de dados do PubChem (2021), onde os fragmentos m/z 229,
m/z 186 e m/z 214 aparecem como mais abundantes nessa substancia.
Entretanto, até onde vai nosso conhecimento, nada se encontra na literatura a
respeito da presenca desse composto em plantas de Rutaceae. Por outro lado,
alcaloides acridinicos (Figura 4 b), caracteristicos dessa familia (WAINWRIGHT,
2001), apresentam um esqueleto quimico bastante semelhante a fenotiazina.
Fenotiazinas nunca foram relatadas em Conchocarpus, por outro lado, varios
alcaloides acridinicos ja foram descritos por Mafezoli et al. (2001) em C.
inopinatus e em C. marginatus por Bellete et al. (2012). Portanto, para que seja
possivel afirmar se esse pico é uma fenotiazina ou um alcaloide acridinico, o
isolamento dessa substancia para posterior elucidacédo estrutural por RMN é

necessaria.
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Figura 4. Representacéo das estruturas do composto 3-metoxi-10H-fenotiazina

(A) e do esqueleto basico de um alcaloide acridinico (B).

O pico 14 foi identificado como esquimiamina por comparacdo com a
biblioteca da NIST e em comparagdo com 0 espectro desse alcaloide
furanoquinolinico encontrado por Cabral et al. (2011) em C. fontanesianus. A
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Figura 5 representa a comparacdo do espectro de massas encontrado neste
trabalho (A) com o espectro de massas da esquimiamina identificada por Cabral
et al. (2011) (B).

Esquimiamina € um alcaloide amplamente encontrado em Rutaceae,
descrito em espécies como Almeidea coerulata (Cortez et al., 2009), Spiranthera
odoratissima (TEREZAN et al., 2010), Raulinoa echinata (BIAVATTI et al., 2002),
Boninia glabra (INADA et al., 2008), Conchocarpus fontanesianus (CABRAL et
al., 2012b), entre outras. Segundo Iwashina (2000), esquimiamina é um dos

alcaloides mais comuns na familia.
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Figura 5. Comparacao entre o espectro de massas da esquimiamina identificada
em Conchocarpus macrocarpus (pico 12) (A) com espectro de massas da
mesma substancia identificada por Cabral et al. (2011) em C. fontanesianus (B).
As setas em vermelho indicam importantes fragmentos comuns para essa

substancia.
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Com base no padréo de fragmentagdao do pico 15, em comparagdo com
espectro de massas da NIST, a identificacdo para esse composto foi sugerida

como sendo o alcaloide furanoquinolinico dutadrupina (Figura 6).

Figura 6. Representacao da estrututura da dutadrupina.

Em uma busca na literatura foi observado que o alcaloide dutadrupina esta
principalmente distribuido em espécies de Rutaceae, familia a qual esse
composto foi descrito pela primeira vez por Baudouin e colaboradores (1981)
(BAUDOUIN et al., 1981) em Dutaillyea drupacea Guill.

Assim como em C. macrocarpus, em Comptonella sessilifoliola Guill, esse
alcaloide foi encontrado nas fases de particdo mais apolares do extrato etandlico
de caule, junto com outros alcaloides furanoquinolinicos (Pusset et al., 1991).
Além disso, a dutadrupina também foi descrita em outras espécies de Rutaceae,
como no extrato de dicloromentano das folhas de Almeidea caerulea (Nees &
Mart.) A.St.-Hil., (SANTOS et al.,, 1998) [=Conchocarpus guyanensis (Pulle)
Kallunki & Pirani (Pirani & Groppo, 2020)] e nas fases de particdo apolares do
extrato foliar de Conchocarpus coeruleus (A.St.-Hil.) Bruniera & Groppo (Santos
et al., 1998).

Os picos 19, 22 e 23 foram identicados como fitoesteroéides. O pico 19 foi
identificado como estigmasterol por apresentar como pico base o ion 83, além
de picos caracteristicos m/z 129 e M* 484. O pico 22 foi identificado como B-
sitosterol por apresentar como pico base o ion m/z 129, além de fragmentos m/z
357, 396, 471 (M* -15) e M* 486. Por ultimo, o pico 23 foi identificado como
sitostenona por apresentar como pico base o ion m/z 124 e o fragmento M* 412.

A presenca de fitoesteroides em fases de particdo apolares é esperada, uma
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vez que sao componentes comuns em extratos vegetais, distribuidos em uma
grande variedade de plantas (TULASI; REDDY; RAO, 1992). Estigmasterol e -
sitosterol sdo os principais fitoesteroides encontrados em ceras cuticulares,
inclusive ja descritos para espécies de Conchocarpus (SILVEIRA et al., 2021),
embora esses compostos também possam estar presente em extratos e fases
de particdo, como ja descritos no extrato hexanico e fase de particio de
diclorometano de Conchocarpus heterophyllus (Ambrozim, 2008), assim como
na fase de particdo de dicloromentano de C. gaudichaudianus (Cortez et al.,
2009).

4.4 |dentificacdo das substancias da fase de particao butandlica (Fo-
BuOH) por CLAE-EM/EM

A Fo-BuOH foi avaliada através de CLAE-DAD e os picos foram
numerados de acordo com a ordem de eluicédo (Figura 7). Valores de absorcao
maxima em UV-visivel e dados referentes ao espectro de massas para cada
substancia sdo apresentados na tabela 2. Além disso, os espectros de massa
(EM/EM) e de UV-visivel, assim como as estruturas das substancias, constam
no APENDICE B. A rede molecular obtida com os dados de espectrometria de
massas com auxilio da plataforma GNPS esta representada na Figura 8, na qual
€ possivel observar os diferentes grupos de metabdlitos secundarios que se
juntaram devido a familiaridade de fragmentacao.
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Figura 7. Cromatograma obtido por analise em CLAE-DAD no comprimento de
onda de 352nm da fase de particdo butandlica (Fo-BuOH) obtida a partir do

extrato foliar de Conchocarpus macrocarpus.
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Tabela 2. Compostos identificados na fracdo Fo-BuOH.

Pico t.r. Substancias Massa Diferenca de Erro de lonizacao positiva UV max
(min) [M+H]* massa massa (PPM) EM/EM (nm)
1 1.6 - - - - - -
2 2.0 -- - - - - -
3 3.0 p-Coumaroil agmatina 277.1643 1.004 3609 277 = 260; 218; 147; 220; 316
119; 114
4 3.5 Feruloil putrescina 265.1521 0.002 5 265 = 248; 177; 145; 222; 316
117; 106
5 5.9 Feruloil agmatina 307.1752 0.001 3 307 — 248; 177; 145; 226; 316
117
6 10.6 Saponarina 595.1611 0.003 5 595 = 415: 397; 379; 230;
367; 337; 313; 283; 183; | 270; 334
165; 121
7 13.9 Isovitexina 2”-O-arabinosideo 565.1519 0.003 5 565 = 433: 397; 283; 236;
183; 121 270; 332
8 14.6 Isovitexina-2”-O-ramnosideo 579.1691 0.003 4 579 = 433: 367; 313; 228;
283; 256; 121 268; 338
9 15.0 Vitexina 433.1095 0.004 9 433 = 313; 283; 165 228;
270; 338

Lé-se (--) para composto nao identificado.
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Figura 8. Rede molecular dos compostos da fase de particdo butandlica obtida
do extrato bruto foliar de Conchocarpus macrocarpus. Os circulos em azul
representam compostos minoritarios; em laranja e roxo 0s compostos
enumerados no cromatograma representado na Figura 6 e as linhas vermelhas

destacam a ligacao entre esses metabdlitos.

A ionizacdo dos picos 1 e 2 ndo foram encontradas na andlise de CLAE-
EM/EM, sendo assim, nenhuma sugestéo de identificacdo para esses compostos

pode ser feita.

Os picos 3, 4 e 5 apresentaram semelhanca no espectro de UV visivel,
com absor¢do maxima (A max) entre 220 e 316 nm, caracteristicas de

substéancias derivadas de acido cinamico (CALDAS et al., 2019).

O pico 3 foi identificado como p-coumaroil agmatina. De acordo com a
literatura (National Center for Biotechnology Information, 2021), esse composto
apresenta massa exata de 276.158626 g/mol. No presente trabalho esse

fenilpropanoide aparece protonado, sendo observada uma diferenca de massa
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de 1 u.m.a., correspondente a massa do hidrogénio. Em relacao a fragmentacéo,
essa substancia apresenta como pico majoritario o fragmento em MS? de m/z
147 [M+H-130]*, correspondente a perda do residuo agmatina (CsH14N4), como

ja foi previamente reportado por Pihlava (2014).

O pico 4 foi identificado como feruloil putrescina. Em relacdo a
fragmentacdo, essa substancia apresenta quebras caracteristicas como o
fragmento em MS? de m/z 177, correspondente ao ion feruloil, e um fragmento
de m/z 145, proveniente de perdas neutras de espermidina (LI et al., 2018). Além
disso, o pico 4 apresentou espectro de MS e fragmentacdo MS? similar a dados

previamente reportados por Pihlava (2014).

O pico 5 apresenta uma fragmentacao similar ao composto 4, entretanto
apresenta uma diferenca de m/z 42 maior que o pico anterior. Essa diferenca de
massa foi atribuida ao fragmento (NH-C=NH) na estrutura, destacado na Figura
8. Com isso, a sugestao de identificagdo para esse pico foi atribuido a feruloil

agmatina.

Além disso, é possivel notar a relagdo do ponto de vista biossintético das
trés substancias derivadas de acidos hidroxicindmicos identificadas (Figura 9). A
biossintese dessas substancias justifica a similaridade na fragmentacao,
consequentemente, seus agrupamentos no mesmo cluster da rede molecular.
Na Figura 10 esta representado a interligacdo por rede molecular dessas
substancias, com destaque em linha vermelha para a ligagao entre elas.
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Figura 9. Esquema biossintético dos derivados de &cidos hidroxicinamicos
identificados e sua interligagdes. A exposi¢cao a “Luz” indica possibilidade de
isomeria do tipo trans. AtACT = coumaroiltransferase. Fonte: adaptado de Muroi

et al. (2012).
55



[o}
o) NH,
- S
CHs D/\/LNH
OH
/

Feruloil putrescina

0
o. £ NH_NH,
A /\/\/
CHy N NH
NH

Feruloil agmatina

x NH/\/\/NH NH;
NH
p-Coumaroyl agmatina

Figura 10. Conexao das amidas derivadas de acidos hidroxicinamicos presentes

na fase de particdo Fo-BuOH.

Amidas derivadas de acido hidroxicinamico como as identificadas na fase
de particdo butandlica sdo substancias antifUngicas conhecidas, sendo que
muitas sdo descritas como fitoalexinas, sintetizadas por plantas em resposta a
infeccdes causadas por patégenos (MUROI et al., 2012; KUMAR et al., 2018).
Um grande nimero de amidas oriundas de fontes vegetais tem sido reportado
para varias plantas, principalmente Piperaceae e Rutaceae, que sao familias
conhecidas como boas produtoras dessa classe de metabdlitos secundarios
associados ao processo de defesa das plantas (KUMAR; BHATT; KUMAR,
2018). Segundo Dala-Paula e colaboradores (2019), espécies de Citrus
infectadas por patdgenos tendem produzir uma grande quantidade desses
compostos, como feruloil putrescina, resultando em um sabor mais amargo ao
suco. Algumas amidas ja foram descrita para espécies de Conchocarpus, como
por exemplo N-trans-feruloiltiramina (moupinamida) em C. gaudichaudianus
(Cortez et al., 2009) e C. fontanesianus (Cabral et al., 2016). Entretando, até
onde vai hosso conhecimento, esse é o primeiro relato de p-coumaroil agmatina,

feruriloil putrecina e feruloil agmatina nesse género.
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Os picos cromatograficos 6, 7, 8 e 9 apresentaram espectros de absorcéo
UV-Vis semelhantes, com abor¢ado maxima (A max) em torno de 270 nm e 334
nm, valores descritos para varios flavonoides do tipo flavona, derivados de
apigenina (OSZMIANSKI et al., 2020).

Aléem da semelhanca no espectro de UV-Vis, essas substancias
apresentaram fragmentacdo em MS? semelhante, com muitos fragmentos em
comum, como a quebra em m/z 313 na maioria das moléculas, referente a parte
Ci17H1206 da estrutura. Além disso, o fragmento m/z 283 referente a parte

Ci16H100s5 foi encontrado em todas flavonas identificadas.

Os fragmentos encontrados foram agrupados e comparados com a
bliblioteca do GNPS, permitindo a sugestédo de identificacdo de quatro flavonas
glicosiladas: saponarina (6), Isovitexina 2”-O-arabinosideo (7), Isovitexina-2"-O-
ramnosideo (8) e vitexina (9). Os dados de fragmentacao foram comparados com
flavonas identificadas por Abranké e colaboradores (2011).

Na Figura 11 esta representado a conexdo por rede molecular das 4
flavonas presentes na fase de particdo Fo-BuOH, destacadas em roxo. As linhas
vermelhas destacam a ligagdo dessas substancias entre elas.

Flavonoides sdo descritos em literatura como compostos amplamente
distribuidos nas plantas, sendo muito comuns em espécies de Rutaceae,
Zingiberaceae, Scrophulariaceae, Leguminosae, Ranunculaceae e Myrtaceae
(lwashina, 2000; Wang et al., 2019).

As flavonas encontradas nesse trabalho ja foram relatadas para outras
espécies de Rutaceae. Vitexina foi descrita por Noori e colaboradores (2019) em
Ruta graveolens L., em Erythrochiton brasiliensis Nees & Mart (BAJ et al., 2017)
e em Euodia daniellii (Benn.) Hemsl. (YOO et al., 2002). A isovitexina-2"-O-
arabinosideo e isovitexina-2”-O-ramnosideo foram encontrados na casca do
fruto de Fortunella margarita (Lour.) Swingle (sinbnimo de Citrus japonica
Thunb.) (SADEK; MAKRIS; KEFALAS, 2009). Saponarina foi encontrada no
extrato etanolico de Feronia limonea Scheff., além de vitexina e outros
flavonoides (INTEKHAB; ASLAM, 2009; KULKARNI et al., 2021). Além disso, em
Limonia acidissima Groff, esse flavonoide também foi reportado no extrato foliar

(DHAKAR et al., 2019), assim como em Citrus hystrix DC (UMRAN et al., 2020),
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dentre outras espécies da familia. Até onde podemos afirmar, esses flavonoides
ndo foram previamente descritos em outras espécies de Conchocarpus,
entretanto nesse género outras C-glicosilflavonas ja foram descritas, como por
exempo isoswertisina,; 6,8-di-C-arabinosilapigenina; 6-C-glucosil-8-C-
arabinosilgenkwanina em Conchocarpus guyanensis (Pulle) Kallunki & Pirani
(WIRASUTISNA et al., 1986).
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Figura 11. Flavonas presentes na fase de particdo Fo-BuOH (em roxo), com
destaque em linha vermelha para a conexdo entre elas. Em azul estdo
representadas os compostos minoritarios.

4.5 Identificacdo dos picos cromatograficos das fases de particdo em
Hexano e em Diclorometano (Fo-HxDCM) por CLAE-EM/EM

As duas fases de particAo mais apolares (Hexano e Diclorometano)
apresentaram similaridade qualitativa em relacdo aos seus constituintes. Com
isso, essas duas fases foram agrupadas formando uma uUnica amostra (Fo-
HXDCM).
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A parte solavel em metanol do grupo Fo-HXDCM foi avaliada através de
CLAE-DAD e os picos foram numerados de acordo com a ordem de eluicdo
(Figura 12).
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Figura 12. Cromatograma da amostra Fo-HxDCM oriunda da jun¢édo de duas
fases de particéao foliares (Fo-Hx e FO-DCM) obtido por CLAE-DAD em 352 nm.
Os picos cromatograficos foram numerados por ordem de eluicdo. Fo: folha,

DCM: diclorometano, Hx: hexano.

Todos os dados que serdo apresentados e discutidos a seguir na
identificacdo das substancias referentes a cada pico cromatografico estdo
expostos em maior detalhe da tabela 4, onde consta todos os dados de absorcéo
UV-Vis e espectrometria de massas. Além disso, 0s espectros de massa
(EM/EM) e de UV-Vis obtidos, assim como as estruturas das substancias,
constam no APENDICE C.

As substéncias presentes na fragdo Fo-HxDCM foram agrupadas pelo
GNPS de acordo com a similaridade de fragmentacao e a rede molecular (Figura

14) foi gerada pelo programa Cytoscape.
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Tabela 4. Dados de fragmentacdo de massas e absorcdo maxima de UV-visivel
de susbtancias encontradas na porc¢éao soltuvel do grupo Fo-HXDCM obtido pela

juncao das fases de particdo Fo-Hx e Fo-DCM. Fo: folha, DCM: diclorometano,

Hx: hexano.
Pico t.r. Massa lonizacéo positiva UV max
(min) [M+H]* EM/EM (nm)
1 - - - -
2 - - - -
3 31.5 344.1851 344 — 326; 308; 266; 256; 254; 202; 240; 348
188; 176; 160; 134; 106

4 31.6 687.3599 688 = 344, 326; 308; 256; 254; 202; | 240; 348

188; 176; 160; 134; 106

3) 32.7 312.1590 312 = 294; 252; 228; 214; 212, 188; 174 | 242; 348

6 32.9 312.1590 312 = 294; 252; 212; 188; 174 242; 348

7 | 334 - - -

8 | 342 | 358.2006 358 — 312; 294; 252; 242; 240; 188; | 242; 348
174; 162

9 34.2 312.1567 312 = 294; 252; 190; 174; 213 242; 348

10 34.3 310.1415 310 = 292; 240; 188; 174; 162 244; 348

11 | 34.6 312.1580 312 = 294; 252; 242; 188; 174; 162 240; 348

12 35.0 326.1731 326 — 308; 266; 202; 188; 134; 106 244; 348

13 36.8 326.1735 326 = 308; 266; 256; 238; 214; 202 240; 350

14 38.5 296.1646 296 — 254: 240; 228; 216; 188; 174; 240; 350
120; 95

Lé-se (--) para composto nao identificado.

As substancias encontradas nesse grupo apresentaram espectros de
absorcdo no UV-Vis bastante semelhantes entre si, 0 que sugere que todas
pertecem a mesma classe de metabdlitos secundarios. Além disso, esses
espectros, que podem ser observados na Figura 13 B e no Apéndice C, sdo
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bastante parecidos com os encontrados por Olivon e colaborados (2018)
referentes a alcaloides quinolinicos derivados de cloroaustralasinas (Figura 13

A), composto sugerido pelo GNPS por apresentar similaridade na fragmentacéao.
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Figura 13. Espectro de absor¢céo UV-VIS de (A) quatro monoterpenil-quinolin-2-
onas. Cpd 2 a 4 referem-se a cloroaustralasinas A-C, respectivamente. Cpd 5
refere-se ao espectro UV do composto hidrato trans-erioaustralasina e (B)
alcaloides presente nas fases de particdo apolares de C. macrocarpus. Fonte:
Olivon et al., 2018 (material suplementar).

Além disso, todas essas substancias foram agrupadas pelo GNPS
mostrando a similaridade na fragmentacao (Figura 14). Com base no banco de
dados da plataforma, o esqueleto basico dessas substancias possui uma
fragmentacdo semelhante a cloroaustralasina B. Com isso, as substancias
encontradas no grupo Fo-HXDCM possivelmente sdo estruturalmente

semelhantes a esse alcaloide.
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Figura 14. Rede molecular dos compostos do grupo Fo-HXDCM obtido da juncdo das fases departicdo Fo-Hx e Fo-DCM do extrato
bruto foliar de Conchocarpus macrocarpus. O valor dentro dos circulos correspode a massa do composto e os circulos verdes
represenram o0s picos majoritarios no cromatograma. Fo: folha, DCM: diclorometano, Hx: hexano.
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Os esqueletos do tipo quinolinicos (Figura 15 A), como 0s que estdo
sendo propostos nesse trabalho, s@o principalmente oriundos de espécies de
Rutaceae (ASAHARA; NAGAMATSU, 2004). Além disso, especificamente os
alcaloides com esqueleto 3-monoterpenil-quinolin-2-ona (Figura 15 B) , sugerido
pela biblioteca do GNPS para as substancias presentes em Fo-HXDCM, sé&o
ainda mais restritos. Olivon et al. (2018) descreveu pela primeira vez a presenca
desses alcaloides do tipo cloroaustralasina em espécies de Euphorbiaceae, pois
até entdo esse raro grupo de metabolitos secundarios so tinha sido descrito duas
vezes em espécies de Rutaceae, especificamente em Eriostemon australasius
Pers. subsp. banksii (A. Cunn. ex Endl.) P. G. Wilson (Dacunha et al., 1993) e
Halfordia kendack (Mountr.) Guillaumin (SULTANA; WATERMAN, 2001).

Embora possamos sugerir a classe dos compostos presentes em Fo-
HxDCM, ndo conseguimos afirmar com mais de precisao a correta identificacéo
dessas substancias devido a poucos dados na literatura referente a framentacéo
desses metabolitos. Para isso, para publicacbes futuras, pretendemos
submenter a andlises de ressonancia nucler de hidrogénio (RMN) alguns desses
alcaloides que foram isolados. Com isso, poderemos afirmar com exatiddo a

estrutura dessas substancias.
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Figura 15. Esqueleto basico de um alcaloide quinolinico (A) e alcaloide com

esqueleto 3-monoterpenil-quinolin-2-ona (cloroaustralasina) (B).
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Em geral, os dados encontrados nesse trabalho corroboram com dados
disponiveis para espécies proximas a Conchocarpus. Amidas e flavonoides,
notadamente flavonas, sdo relatadas para espécies desse género, e sao
amplamente conhecidas em espécies de Rutaceae. Além disso, essa familia
também é reportada por diversos autores como uma fonte rica em alcaloides, em
especial os derivados de 4cido antranilico, como os que estdo sendo sugeridos
nesse trabalho. Vale ressaltar que apenas as fases de particdo que demostraram
alguma atividade biologica foram objetos de estudo para identificacdo dos
compostos quimicos, com isso, a caracterizacdo quimica de Conchocarpus
macrocarpus pode ser dita parcial, sendo que outras substancias né&o
mencionadas nesse trabalho podem estar presente em outras amostras, como
por exemplo cumarinas, que apesar de amplamente comum em Rutaceae, ndo

foram encontradas para a espécie estudada.
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Capitulo 11

Atividades biologicas de extratos e fases de
particdo de Conchocarpus macrocarpus
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Conchocarpus € o maior género na subtribo Galipeinae, tribo Galipeeae, com 47
espécies distribuidas predominantemente em regides neotropicais. Apesar de diverso,
pouco de conhece a respeito de sua constituicdo quimica, assim como seu potencial
biolégico. Com isso, o principal objetivo desse trabalho foi avaliar potenciais atividades
biol6gicas dos extratos brutos, fases de particdo e fracdes obtidos de Conchocarpus
macrocarpus. Para tal, folhas e galhos foram coletados em Cachoeiro do Itapemirim,
Espirito Santo. O material vegetal foi triturado e submetido ao processo de extracdo
exaustiva. Os extratos brutos (EB) foram particionados com solventes de polaridade
crescente (hexano, diclorometano, acetato de etila e butanol). Os EB e as fases de
particdo foram avaliados quanto ao potencial inibitorio da atividade in vitro da enzima
acetilcolinesterase, potencial antioxidante in vitro pelo sequestro do radical DPPH e
ensaio de Folin-Ciocalteu e atividade antiproliferativa de células de carcinoma de célon
(HCT-116) e de adenocarcinoma de mama (MCF-7). As amostras mais ativas seguiram
com fracionamento em coluna de topo aberto. As fases de particdo selecionadas e as
fracbes obtidas foram avaliadas em relacdo a toxicidade e atividade antioxidante em
células RAW com base no método MTT e atividade antimicrobiana com Staphylococcus
aureus, Escherichia coli e Candida albicans. Nos ensaios antioxidantes, as fracdes
foliares mais polares, ricas em flavonas, apresentaram os melhores resultados,
principalmente a fragdo Fo-BuOH G2.1 com valores de 1238,1 * 6,4 umol/g equivalente
a Trolox e 945,3 + 12,5 umol/g equivalente a acido galico, nos ensaios DPPH e Folin-
Ciocalteu, respectivamente. Entretanto, ndo foi observado efeito de protecédo contra o
peroxido de hidrogénio para qualquer uma das amostras nos ensaios antioxidantes in
vivo. No entanto, essas flavonas presentes na amostra Fo-BuOH G2.1 foram
relacionadas a inibicéo de C. albicans com CIM = 1,25 mg/mL na maior carga microbiana
(1,5x10° UFC/mL). Os alcaloides presentes na amostra Fo-DCM G5 foram associados
a efetiva inibicdo de Staphylococcus aureus, com CIM = 0,312 mg/mL nas duas maiores
cargas de microrganismos testadas (1,5x10° e 1,5x10* UFC/mL). Os ensaios de inibicdo
de acetilcolinesterase e antiproliferativo n&o apresentaram resultados promissores

associados aos compostos majoritarios.

Palavras-Chave: Antioxidante, antimicrobiano, alcaloide, flavona
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Abstract

Conchocarpus is the largest genus in the subtribe Galipeinae, tribe Galipeeae, with
47 species distributed predominantly in neotropical regions. Despite the great diversity,
little is known about its chemical composition, as well as its biological potential. Thus,
the main goal of this work was to evaluate the biological activities of crude extracts,
partition phases and fractions obtained from Conchocarpus macrocarpus. For this
purpose, leaves and stems were collected in Cachoeiro do Itapemirim, Espirito Santo.
The plant material was crushed and subjected to an exhaustive extraction process witn
70% ethanol. The crude extracts (EB) were partitioned with increasing polarity solvents
(hexane, dichloromethane, ethyl acetate and butanol). The EB and the partition phases
were evaluated for inhibitory potential of the in vitro activity of the enzyme
acetylcholinesterase, in vitro antioxidant potential by DPPH radical scavenging and
Folin-Ciocalteu assays and antiproliferative activity of colon carcinoma (HCT-116) and
breast adenocarcinoma (MCF-7) cells. The most active samples were selected for
fractionation in an open top column. The selected partition phases and the fractions
obtained were evaluated in relation to citotoxicity and antioxidant activity in RAW cells
based on the MTT method and for antimicrobial activity with Staphylococcus aureus,
Escherichia coli and Candida albicans. In the antioxidant assays, the more polar leaf
fractions, rich in flavones, presented the best results, mainly the Fo-BuOH G2.1 fraction
with values of 1238.1 + 6.4 umol/g equivalent to Trolox and 945.3 + 12 .5 umol/g
equivalent to gallic acid, in the DPPH and Folin-Ciocalteu tests, respectively. However,
no protection against hydrogen peroxide was found for any of the samples in the in vivo
antioxidant assay. Furthermore, flavones present in the Fo-BuOH G2.1 sample were
related to inhibition of C. albicans with MIC = 1.25 mg/mL at the highest microbial load
(1.5x10° CFU/mL), while alkaloids, present in the Fo- DCM G5, were associated with
effective inhibition of Staphylococcus aureus, with MIC = 0.312 mg/mL in the two highest
loads of microorganisms tested (1.5x10° and 1.5x10* CFU/mL). Acetylcholinesterase
and antiproliferative inhibition assays did not show promising results associated with the

major compounds.

Key-Words: antioxidant, antimicrobial, alkaloid, flavone

73



Atividades biologicas de extratos e fases de
particdo de Conchocarpus macrocarpus

1 Introducéo

A intima relacdo milenar entre 0 homem e as plantas ndo se deve apenas
ao uso alimenticio, mas também como principal meio de prevenc¢éo e/ou cura de
diversas enfermidades e conservacdo da salude humana (BERNARDINI et al.,
2018).

O Brasil é o0 pais que apresenta o maior niamero de espécies de
angiospermas no planeta. Entretanto, apesar da ampla diversidade de espécies,
estima-se que apenas cerca de 5% da flora nativa tenham sido submetidos a
investigacbes especificas relacionadas a sua constituicdo fitoquimica e
atividades biologicas (CRAGG; NEWMAN, 2013).

Rutaceae é amplamente conhecida pela complexidade estrutural e
diversidade de seus metabdlitos secundarios, tais como lignanas, cumarinas,
flavonoides, 6leos volateis e alcaloides, principalmente os derivados de acido
antranilico (DE ANDRADE et al., 2020). Muitos desses metabdlitos secundarios
ja foram relacionados a uma vasta diversidade de atividades biolégicas de
grande importancia farmacol6gica, mostrando a importancia dessa familia na
investigacao fitoquimica (COIMBRA; FERREIRA; DUARTE, 2020).

O género Conchocarpus abrange, de acordo com estudos recentes, 47
espécies encontradas predominantemente em regiées neotropicais (GROPPO
etal., 2021). Apesar de diverso, pouco de conhece a respeito de sua constituicdo

guimica, assim como seu potencial biolégico.

Dentre as 47 espécies do género, apenas seis foram avaliadas quanto
seu potencial bioldgico. Atividade antiacetilcolinesterasica foi descrita para o
extrato e substancias isoladas do caule de C. fontanesianus (A.St.-Hil.) Kallunki

& Pirani (CABRAL et al., 2012); atividade tripanocida para o extrato hexanico das
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folhas de C. gaudichaudianus (A.St.-Hil.) Kallunki & Pirani [atualmente = Dryades
gaudichaudiana (A.St.-Hil.) Groppo, Kallunki & Pirani] (Cortez et al., 2009),
extrato metandlico foliar e caulinar de C. heterophyllus (A.St.-Hil.) Kallunki &
Pirani (Ambrozim et al., 2008), extrato metandlico foliar de C. inopinatus Pirani
(BELLETE et al., 2012), extrato hexanico foliar de C. marginatus (Rizzini) Kallunki
& Pirani (Bellete et al., 2012) e extrato hexanico foliar de C. longifolius (A.St.-Hil.)
Kallunki & Pirani (MAFEZOLI et al., 2000). Além disso, atividades antioxidante,
citotoxica, antimicrobiana e antifungica foram verificadas para o 6leo volatil de C.
fontanesianus (CABRAL et al., 2016).

De maneira geral, os principais compostos encontrados para espécies
desse género sdo alcaloides, principalmente derivados de acido antranilico,
como furanoquinolinicos, quinolilicos e acridinicos. Além disso, outras classes
como cumarinas, furanocumarinas, flavonoides, esteroides, triterpenos e
diversos componentes apolares das ceras cuticulares também foram descritas
(Santos et al., 1998; Mafezoli et al., 2000; Ambrozim et al., 2008; Cortez et al.,
2009; Cabral et al., 2012; Bellete et al., 2012; Silveira et al., 2021).

Conchocarpus macrocarpus (Engl.) Kallunki & Pirani € uma espécie
endémica do Brasil, com ocorréncia nos estados do Rio de Janeiro e Espirito
Santo. Essa espécie € bem distinta pelas flores sésseis, botdo cbnico, em
inflorescéncias robustas eretas e néo ramificadas, pelos frutos relativamente
grandes e verrucosos, e pelas folhas unifolioladas coriaceas e reticulado-
venosas (Pirani & Groppo, 2020). Até onde vai nosso conhecimento, o Unico
estudo quimico encontrado para essa espécie caracterizou a composi¢cao da
cera cuticular das folhas (SILVEIRA et al., 2021), entretando nenhum estudo de

atividades bioldgicas de seus metabolitos é reportado.

O uso de plantas na inspiracdo e descoberta de novas drogas promove
uma infusdo de novos compostos com potencial cura de uma infinidade de
doencas que comprometem a saude humana (Cragg & Newman, 2013). Nesse
contexto, o presente estudo tem como principal objetivo avaliar o potencial dos
extratos foliares, caulinares, fases de particdo e fracbes de C. macrocarpus
frente a algumas atividades biologicas e, se possivel, relacionar essas atividades

com 0S cCompostos majoritarios presentes nas amostras.
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2 Materiais e Métodos
2.1 Coleta do material e preparacao dos extratos e fases de particao

Conforme ja descrito no capitulo 1, folhas e caules finos de Conchocarpus
macrocarpus (J.R.Pirani et al. 3530) foram coletados de varios individuos em
Cachoeiro do Itapemirim — Espirito Santo pela Profa. Dra. Gladys Flavia A. M. de
Pinna, do laboratdrio de Anatomia Vegetal do IB-USP. Esse material foi mantido
em estufa a 60 °C até a secura. Em seguida, o material foi triturado em moinho

de facas.

O po resultante do material coletado (800 g de folhas e 17 g de galhos) foi
submetido a maceracao a frio com etanol 70% na propor¢do 1g:100mL, sob
agitagéo constante por 10 dias, com trés trocas de solvente. O extrato foi filtrado,
concentrado em evaporador rotativo e liofilizado até completa secura (EB). Em
seguida, o extrato bruto foi solubilizado em etanol 20% e particionado com
solventes de polaridade crescente (hexano - Hx, diclorometano - DCM, acetato
de etila — AcOEt e butanol — BuOH), com trés lavagens consecutivas de cada
solvente. Maiores detalhes s&o descritos no Capitulo 1.

2.2 Cromatografia em coluna de silica de topo aberto

As fases de particdo mais apolares (Fo-Hx e Fo-DCM) foram submetidas
a cromatografia em coluna de silica de topo aberto, usando como fase mavel
uma série de eluentes em ordem crescente de polaridade:
hexano:diclorometano (7:3, 1:1, 3:7, 0:10), diclorometano:acetato de etila (7:3,
1:1, 3:7, 0:10), acetato de etila:metanol (7:3, 1:1, 3:7, 0:10), sendo o metanol
puro usado até limpeza completa da coluna. As fracdes obtidas foram
concentradas, monitoradas em cromatografia em camada delgada (CCD) e
agrupadas por similaridade de eluicdo, rendendo dois (Fo-Hx) e 13 (Fo-DCM)

grupos.
2.3 Cromatografia em coluna de Sephadex

A Fo-BuOH foi submetida a cromatografia em coluna de Sephadex LH20.
Como fase movel foi empregada a mesma série de eluentes descrita acima. As
fracOes obtidas foram concentradas, monitoradas em cromatografia em
camada delgada (CCD) e agrupadas por similaridade de eluicdo, tendo sido

obtidos sete grupos.
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Na Figura 1 encontra-se um organograma esquematizando as etapas de
fracionamento e identificando as amostras que foram avaliadas quanto seu

potencial bioldgico.
2.4 Ensaio da inibicdo da atividade da enzima acetilcolinesterase

Esse ensaio foi realizado em colaboracdo com a Dra. Priscila Bezerra
Torres, do Departamente de Botanica — USP, utilizando as amostras Fo-EB,
Fo-Hex, Fo-DCM, Fo-AcOEt, Fo-BuOH, Fo-HA, C-EB, C-Hex, C-DCM, C-
AcOEt, C-BuOH, C-HA (Figura 1).

O ensaio da inibicdo da atividade da enzima acetilcolinesterase foi
realizado conforme Mathew & Subramanian (2014), com modificagdes.
Tampao Tris-HCI (50 mM, pH 8) foi usado para preparar todas as solucdes
usadas neste ensaio. Foi preparada uma solucéo contendo DTNB (acido 2,2'-
dinitro-5-5'-ditio-dibenzéico) (10 mM), cloreto de sédio (0,1 M) e cloreto de
magnésio (0,02 M). A enzima acetilcolinesterase (Sigma-Aldrich®) foi
dissolvida a 1026 U/mL e armazenada em freezer -80 °C (solucao estoque).
As diluicbes posteriores na concentracdo de 0,26 U/mL foram feitas em

albumina do soro bovino (BSA) 0,1% em tampao Tris-HCI.

Para o ensaio, foram adicionados em cada poco, 20 yuL de amostraa 1
mg/mL em DMSO 10%, ou controle positivo (fisostigmina, 0 a 8 pg/mL em
DMSO 10%), ou controle negativo (DMSO 10%), 50 pL da solu¢do contendo
DTNB, 10 pL da enzima acetilcolinesterase diluida (0,26 U/mL) e 110 uL de
tampao Tris-HCI. A placa foi incubada por 15 min a temperatura ambiente sob
agitacao constante e, em seguida, realizada a leitura a 405 nm. Esta primeira
leitura corresponde ao branco das amostras. A seguir foram adicionados
automaticamente 10 puL de iodeto de acetiltiocolina (15 mM) e novas leituras
foram realizadas apdés 20 min em temperatura ambiente sob agitacdo

constante.

Os resultados foram expressos em porcentagem de inibicdo da enzima,
calculados com a seguinte férmula: (Ac - Aa) x 100 / Ac, onde Ac é
absorbéancia do controle negativo e Aa absorbancia da amostra, sendo estas

obtidas através da diferenca entre os valores de absorbancia da leitura apos
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a adicao do iodeto de acetiltiocolina menos os valores das mesmas amostras
antes da adicao (branco das amostras).
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Fases de particido

Fragdes/Grupos

Subfragées

Figura 1. Esquema dos processos de obtencdo dos extratos e fases de particdo de Conchocarpus macrocarpus. Em destaque vermelho as
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amostras avaliadas quanto seu potencial biolégico.




2.5 Ensaio da atividade antioxidante in vitro

Esse ensaio foi realizado em colaboracdo com a Dra. Priscila Bezerra
Torres, do Departamento de Botanica — USP.

Todas as fases de particdo e extratos brutos obtidos (Fo-EB, Fo-Hx, Fo-
DCM, Fo-AcOEt, Fo-BuOH, Fo-HA, C-EB, C-Hx, C-DCM, C-AcOEt, C-BuOH, C-
HA) foram avaliados pelos ensaios do sequestro do radical DPPH (FURLAN et
al., 2015) e de Folin-Ciocalteu (WATERMAN; MOLE, 1994). Para isso, as
amostras foram solubilizadas em metanol na concentracdo de 20 mg/mL. Os
protocolos foram realizados em microplaca de 96 pocos e as leituras de
absorbancia realizadas em leitor para microplacas (Synergy™ H1). Os ensaios

foram feitos em triplicatas procedimentais.

Para o ensaio de DPPH, uma solugédo 80 uM de DPPH em metanol foi
preparada no momento do teste. Em cada poco da microplaca foram
acrescentados 200 uL da solugdo de DPPH e 20 pyL de cada amostra. Apds
incubacédo da microplaca por 30 min a temperatura ambiente, a absorbancia foi
verificada a 517 nm. Os valores foram calculados em equivalente de trolox por

grama de extrato (umol/g).

No ensaio com o reagente de Folin-Ciocalteu, em cada poco da
microplaca uma aliquota de 20 pyL das amostras foi adicionada a 200 uL de
agua ultrapura e 20 pL do reagente Folin-Ciocalteu (Dinamica®). Entre 5-8 min,
foi adicionada a essa mistura 60 pyL de uma solucdo saturada de carbonato de
sédio (250 mg/mL utilizada apés formacao de um precipitado). Apds 30 min, as
absorbancias foram lidas a 760nm. Através de uma curva de calibracdo de
acido galico (0-120 pg/mL), os valores foram calculados em equivalente de

acido galico (EAG) por grama de extrato (umol/g).
2.6 Ensaio de atividade antiproliferativa

A atividade antiproliferativa das amostras Fo-EB, Fo-Hx, Fo-DCM, Fo-
ACoet, Fo-BuOH, Fo-HA, C-EB, C-Hx, C-DCM, C-ACoEt, C-BuOH, C-HA
(Figura 1) foi avaliada em colaboracdo com a doutoranda Larrisa Costa de
Almeida e a Profa Dra Leticia Lotufo do Departamento de Farmacologia do

Instituto de Ciéncias Biomédicas — USP.
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As linhagens celulares utilizadas foram HCT-116 (carcinoma de célon,
ATCC CCL-247) e MCF-7 (adenocarcinoma de mama ATCC HTB22). As
células foram cultivadas a 37 °C em uma atmosfera de 5% de CO2. As células
HCT-116 foram cultivadas em meio RPMI-1640 (Roswell Park Memorial
Institute Medium) contendo 2g/L de NaHCOs3, enquanto as células MCF-7 foram
cultivadas em meio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) GlutaMAX
suplementado com 2 mM de glutamina. Ambos o0s meios foram suplementados
com 10% de soro fetal bovino, 100 mg/mL de estreptomicina e 100 U/mL de
penicilina. A doxorrubicina foi utilizada como controle positivo e dimetilsulféxido

(DMSO) como controle negativo.

ApGs o periodo inicial de incubacgédo, as amostras foram adicionadas em
concentracbes de 5 mg/mL e 50 mg/mL, cada concentracdo em duplicata, e
incubadas por 72 h. Em seguida, o sobrenadante foi substituido por meio de
cultura contendo MTT (0,5 mg/mL). Trés horas mais tarde, o sobrenadante foi
removido e, apds secagem da placa, o precipitado contendo azul de formazan
de MTT foi dissolvido em 150 yL de DMSO 0,5%, e a absorbancia foi medida
a 570 nm (Mosmann, 1983). Os valores de concentracao inibitéria média (ICso)
juntamente com intervalos de confianca de 95% foram calculados por

regressao néo linear usando GraphPad Prism 8.

2.7 Avaliacao datoxicidade e atividade antioxidante das amostras em
células RAW
A atividade antioxidante foi medida através do ensaio de reducdo do MTT
(brometo de 3-4,5-dimetil-tiazol-2-il-2,5-difeniltetrazdlio), tendo sido realizado
em colaboracdo com o Prof. Dr. Hugo Alexandre de Oliveira Rocha e a Profa
Dra. Katia Castanho Scortecci, ambos da Universidade Federal do Rio Grande

do Norte.

Primeiramente, as células RAW (macrofagos murinicos) foram mantidas
em meio DMEM contendo 10% de soro fetal bovino (SFB) e antibioticos
(estreptomicina 10 mg/mL e penicilina 10.000 unidades) e incubadas a 37 °C e
5% de COz. As células foram subcultivadas a cada 10 dias.

Para avaliar a citotoxicidade das amostras, células RAW (macrofagos
murinicos) foram colocadas em microplacas de 96 pocos (1x10% células por
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poco) em meio DMEM com SFB (10%) e deixadas em repouso por 24 h em
estufa a 37 °C com 5% de saturagéo de CO2. Posteriormente, o0 meio de cultivo
foi aspirado e em seu lugar foi adicionado DMEM sem SFB . Decorrido 24 h, o
meio foi aspirado e em seu lugar foram adicionadas as amostras diluidas (0,5
mg/mL) em meio DMEM contendo 10% de SFB. Apds mais 24 h, a capacidade
antioxidante das amostras foi determinada pelo teste colorimétrico de MTT
(Mosmann, 1983). Para tal, o meio foi removido e adicionou-se DMEM sem SFB
contendo MTT a 1 mg/mL. Apés 4 h, o sobrenadante foi removido e os cristais
de formazan formados pela reducéo do MTT foram solubilizados em 100 pL de
etanol. A placa contendo este material permaneceu sob lenta agitacdo por 15
minutos, a temperatura ambiente. Posteriormente, a placa foi levada a um leitor
de microplacas e as absorbancias das solugdes contidas em cada pocgo foi
determinada em 570 nm. Os resultados foram apresentados em porcentagem de
reducdo do MTT, considerando-se a absorbancia do controle negativo (células

nao expostas a amostras ou peroxido) como 100% de reducéao.

Para a determinacdo de condicdo da injuria, foi usado um método
adaptado de Ouyang (2011). Inicialmente, as células RAW foram transferidas
para placas de 96 pocos da mesma forma da primeira etapa descrita acima. Em
seguida, o meio foi trocado por uma solugcdo sem SFB, contendo diferentes
concentracdes de perédxido de hidrogénio (0,1 até 5 mM), ficando em repouso
por 1 h. Posteriormente, 0 meio com perdxido de hidrogénio foi retirado e foram
adicionados de meio de cultura DMEM com SFB. Apds 24 h de incubacéao, a
capacidade das células em reduzir o MTT foi avaliada como descrito acima,
sendo observado que na condicdo de 3 mM as células sofriam dano suficiente

para diminuir a reducdo do MTT em 50%.

Por fim, foi realizada a avaliacdo da atividade antioxidante das amostras
provenientes de C. macrocarpus (Figura 1) em células concomitantemente
tratadas com peroxido de hidrogénio 3 mM. Para isso, células RAW (4x103
células/pogo) em meio DMEM com SFB (10%) foram transferidas para placas de
96 pocos e deixadas em repouso por 24 h em estufa a 37 °C com 5% de
saturacdo de CO2. Posteriormente, o meio foi aspirado e substituido por meio
DMEM + SFB, contendo as amostras (Fo-DCM G1; Fo-DCM G2; Fo-DCM G3;

Fo-DCM G4; Fo-DCM G5; Fo-DCM G6; Fo-DCM G7; Fo-DCM G8; Fo-DCM G9;
82



Fo-DCM G10; Fo-DCM G11; F-DCM 179; Fo-DCM; Fo-EB; Fo-Hx G1; Fo-Hx
G2; Fo-Hx; Fo-BuOH; Fo-BuOH G4; Fo-BuOH F65; Fo-BuOH G2.1; Fo-BuOH
G2.2) nas concentragfes de 0,1 mg/mL e 0,25 mg/mL mais 3 mM de peréxido
de hidrogénio, permanecendo incubadas por 2 h. Em seguida, o meio foi retirado
e substituido por DMEM+SFB, a placa incubada por 24 h e a capacidade
antioxidante das amostras foi determinada pelo teste colorimétrico de MTT como
descrito acima. Para o controle positivo foi usado somente DMEM com SFB e

peroxido. Para controle negativo utilizou-se DMEM com SFB, sem perdéxido.

2.8 Ensaio antimicrobiano

Esse ensaio foi realizado em colaboracdo com a Profa Dra. Ivana
Barbosa Suffredini e o doutorando Jefferson de Souza Silva, do Nucleo de
Pesquisas em Biodiversidade, NPBio, da Universidade Paulista — UNIP.

O extrato bruto (Fo-EB) e fracdes (Fo-Hx G1, Fo-Hx G2, Fo-DCM G1,
Fo-DCM G2, Fo-DCM G3, Fo-DCM G4, Fo-DCM G5, Fo-DCM G6, Fo-DCM G7,
Fo-DCM G8, Fo-DCM G9, Fo-DCM G10, Fo-DCM G11, Fo-DCM F179, Fo-
BuOH F65, Fo-BuOH G4, Fo-BuOH G2.1, Fo-BuOH G2.2) (Figura 1) foram
preparados a uma concentracdo de 100 mg/mL em DMSO e depois diluidas
seis vezes em escala %, utiizando DMSO, obtendo as seguintes
concentragdes: 50 mg/mL, 25 mg/mL, 12,5 mg/mL, 6,25 mg/mL, 3,12 mg/mL,
1,56 mg/mL.

Para o ensaio foi utilizada a técnica de microdiluicdo em caldo, seguindo
o documento CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute, 2008). In6culos
foram preparados a partir de col6nias cultivadas em meio agar Mueller Hinton
(MH) (Oxoid) para Staphylococcus aureus e Escherichia coli e Sabouraud
dextrose (SD) (Oxoid) para Candida albicans. As colbnias foram suspensas em
solucéo salina estéril, homogeneizadas e ajustadas para as concentracdes
utilizadas. Cada microrganismo foi testado em quatro concetracdes, 1,5x10°
UFC/mL, 1,5x10* UFC/mL, 1,5x10% UFC/mL e 1,5x10%2 UFC/mL.

Utilizou-se diluicdo de 1:20 em meio caldo MH (para as bactérias) e SD
(para levedura), ao qual foram adicionadas aliquotas de 10 L as amostras em
190 pL de meio, nos pocos de microplacas de 96 pocos (Costar), obtendo as
concentracdes finais por poco de 5,00 mg/mL, 2,50 mg/mL, 1,25 mg/mL,
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6,25x101 mg/mL, 3,13x10' mg/mL, 1,56x10* mg/mL. Dois pocos foram
deixados como padrdes, um negativo (s6 meio de cultura, sem microrganismo)
e um positivo (meio de cultura mais inoculo). Como controle positivo foi usado
a Clorexidina (Chx) para S. aureus e E. coli e Anfotericina B (AmB) para C.
albicans. Todos os testes foram realizados em duplicata. Depois de
preenchidas, as microplacas foram incubadas a 36 °C por 24 h. Posteriormente,
foram transferidos 2 L de cada poco para placas de Petri contendo meios agar
MH e SD e realizou-se incubacéo a 36 °C por 24 h para leitura da concentracao

microbiana minima.

3 Resultados

Os extratos brutos, assim como as fases de particdo, obtidos de caules e
folnas foram submetidos aos ensaios antioxidantes in vitro (DPPH e Folin
Ciocalteu), antiacetilcolinesterase e antiproliferativo com as linhagens celulares
de carcinoma de colon (HCT-116) e de carcinoma de de Mama (MCF-7). Os
resultados desses ensaios iniciais embasaram os novos fracionamentos e

bioensaios especificos com as células RAW e com microrganismos.
3.1 Ensaios iniciais
3.1.1 Atividade antiacetilcolinesterasica

Os extratos brutos assim como as suas fases de particao foram avaliados
guanto seu potencial de inibir a enzima acetilcolinesterase. O maximo de
porcentagem de inibicdo observado foi em torno de 30% para a fase de particao
butanodlica do extrato foliar de C. macrocarpus. Outras amostras com alguma
atividade inibitéria foram extrato bruto de caule (9%), fases de particdo hexanica
e diclorometéanica de caule (17% e 26%, respectivamente), além das fases de
particdo em diclorometano (12%) e em acetato de etila das folhas (15%) (Figura
2). Com base nesses resultados, mesmo a baixa atividade inibitéria observada
para a fase de particdo butandlica do extrato foliar contribuiu para a selecao

dessa amostra para o prosseguimento no processo de fracionamento.
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Figura 2. Porcentagem de inibicdo da atividade da enzima acetilcolinesterase
pelas amostras obtidas de Conchocarpus macrocarpus. Todas as amostras
foram testadas na concentragéo de 1 mg/mL com concentracgéo final no poco de
0,02 mg/mL. As barras correspondem a média de trés repeticdes (média + SEM)
(n=3). C: caule, Fo: folha, EB: extrato bruto, Hx: fase de particdo em hexano,
DCM: fase de particdo em diclorometano, ACoEt: fase de particdo em acetato de
etila, BUOH: fase de particdo em butanol, HA: fase hidroalcodlica.

3.1.2 Potencial antioxidante in vitro

Os extratos brutos e as fases de particdo obtidas a partir deles foram
analisadas quanto ao potencial antioxidante in vitro através dos ensaios de
DPPH e Folin-Ciocalteu.

Os valores de atividade antioxidante com os ensaios DPPH e Folin
variaram entre 219,5 + 3,9 a 839,1 + 4,8 umol/g equivalente a trolox para o
primeiro e 35,9 + 3,6 a 367,6 = 10,2 umol/g equivalente a acido gélico para o
segundo. Nos dois ensaios, as fases de particdo mais polares, principalmente a
fase butandlica, apresentou os melhores resultados (Figura 3). Com isso, a fase
de particdo Fo-BuOH foi escolhida para seguir com fracionamento. O extrato
bruto e as fases de particdo obtidos de caule ndo foram fracionadas devido a

pouca quantidade (Figura 1).

85



1000 I caule B rolhas

800
600
400

200

umol/g equivalente a Trolox

0_
Q¢ o‘“o“ XV 28 N S 2F

GO0 o ot O Q) o
OQVQ Nal <<0<< V‘(( &
B
5001 Il caule B rFolhas

400+

300

200

1004

umol/g equivalente a acido gélico

D N S RPN <<, ~2~
0’(</ 032\,00 ooq,\?'o o’io'(‘@o’z\oo << Q\
1 Q QO Q

Figura 3. Avaliacdo da atividade antioxidante das fases de particdo e do extrato
bruto caulinar e foliar de Conchocarpus macrocarpus. Para o ensaio DPPH (A),
a atividade foi medida em comparacdo com o padrdo Trolox e os dados foram
expressos em pmol/g equivalente a trolox. No ensaio de Folin-Ciocalteu (B), a
atividade foi medida em comparacdo com o padréo acido gélico e os dados foram
expressos em pumol/g equivalente a acido galico. C: caule, Fo: folha, EB: extrato
bruto, Hx: fase de particdo em hexano, DCM: fase de particdo em diclorometano,
ACOoEt: fase de particdo em acetato de etila, BUOH: fase de particdo em butanol,
HA: fase hidroalcodlica.

O fracionamento da Fo-BuOH gerou sete grupos/fracdes (Figura 1), sendo
duas delas avaliadas quanto seu potencial antioxidante. Além disso, uma das
fragOes/grupos obtida do fracionamento (Fo-BuOH G2 — Figura 1) foi submetida

a nova particdo, sendo as duas subfracdes também avaliadas. Os resultados de
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atividade antioxidante in vitro dessas fracdes e das fases de particdo podem ser
observados na tabela 1. A particdo da fracdo/grupo Fo-BuOH G2 potencializou
a atividade antioxidante de uma das subfracfes Fo-BuOH G2.1, destacado em

negrito na tabela 1.

Tabela 1. Atividade antioxidante dos extratos brutos foliares e caulinares, com
suas fases particdo e fracbes obtidos de C. macrocarpus frente aos ensaios
DPPH e Folin-Ciocalteu.

Amostra* DPPH Folin-Ciocalteu
umol/g equivalente a umol/g equivalente a 4cido
Trolox galico

Fo-BuOH 839,1+4,8 367,6 £ 10,2
Fo-BuOH G4 137, 7+ 9,7 67,4+ 235
Fo-BuOH G7 124,4 + 75,9 10,31

Fo-BuOH G2.1 1238,1+6,4 945,3+125
Fo-BuOH G2.2 417,0+ 18,6 334,9+6,2

# Fo: folha, BUOH: fase de particdo em butanol. G4 e G7: grupos de fracoes
obtidas por coluna de topo aberta e agrupadas por similaridas de eluicdo. G2.1
e G2.2: fases de particdo em metanol e diclorometano, respectivamente, obtidas
a partir de Fo-BuOH G2.

3.1.3 Atividade antiproliferativa

As fases de particdo e os extratos brutos foram analisados quanto ao
potencial de inibicdo de crescimento de duas linhagens celulares: HCT 116
(carcinoma de célon) e MCF-7 (carcinoma de mama). Para isso as amostras

foram preparadas nas concentracfes de 5 pg/mL e 50 pg/mL.

Na maior concentracao testada (50 pug/mL) as fases de particdo obtidas
em hexano e em diclorometano, tanto das folhas como dos caules, foram as que
apresentaram os maiores valores de inibicdo tanto para a linhagem HCT 116
como para MCF-7. Ja na concentracdo de 5 pg/mL nenhuma das amostras
testadas atingiu 15% de inibicdo para qualquer uma das linhagens celulares
(Figura 4).
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De modo geral, assim como observado para o padrdo de atividade
antiacetilcolinesterasica, ndo foram verificados resultados promissores para as
amostras avaliadas. Entretanto, as fases de particdo hexanica e diclorometanica
das folhas, que apresentaram os melhores resultados, foram selecionadas para
continuidade no fracionamento. As amostras obtidas de caule ndo prosseguiram

devido a pequena quantidade de material.

Bl HCT-116 (5pg/mL)
100+ : B2 HCT-116 (50ug/mL)
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Figura 4. Inibicdo do crescimento celular (%) frente a duas linhagens celulares:
HCT-116 (carcinoma de célon, destacado em roxo) e MCF-7 (carcinoma de
mama, destacado em azul) com as amostras obtidas de C. macrocarpus em
duas concentragdes (5 ug/mL e 50 ug/mL). C: caule, Fo: folha, EB: extrato bruto,
Hx: fase de particdo em hexano, DCM: fase de particdo em diclorometano,
ACOoEt: fase de particdo em acetato de etila, BUOH: fase de particdo em butanol,

HA: fase hidroalcodlica.

3.2 Bioensaios especificos

As fases de particdo selecionadas com base nos ensaios iniciais para
prosseguir o processo de fracionamento (Fo-Hx, Fo-DCM e Fo-BuOH) , assim
como as fragdes obtidas (Fo-Hx G1, Fo-Hx G2, Fo-DCM G1, Fo-DCM G2, Fo-
DCM G3, Fo-DCM G4, Fo-DCM G5, Fo-DCM G6, Fo-DCM G7, Fo-DCM G8, Fo-
DCM G9, Fo-DCM G10, Fo-DCM G11, Fo-DCM F179, Fo-BuOH F65, Fo-BuOH
G4, Fo-BuOH G2.1, Fo-BuOH G2.2) (Figura 1) foram utilizadas em dois outros

88



ensaios: (1) avaliagcao da toxicidade e atividade antioxidante das amostras em

células RAW, (2) atividade antimicrobiana.

3.2.1 Avaliacao da toxicidade e atividade antioxidante das amostras
em células RAW

Células RAW (macréfagos murinicos) intactas foram cultivadas com
acréscimo das amostras na concentracdo de 0,5 mg/mL. Todas as amostras
mostraram sinais de citotoxicidade, sendo que as amostras Fo-DCM G1, Fo-
DCM G2, Fo-DCM G3, Fo-DCM G4, Fo-DCM G5, Fo-DCM G6, Fo-DCM G7, Fo-
DCM G8, Fo-DCM G10, Fo-EB, Fo-Hx G1, Fo-Hx G2, Fo-Hx e Fo-BuOH G2.2
(Figura 1) levaram a inviabilidade celular, com valores de reducédo do MTT abaixo
de 15% (Figura 5).

100

—= Sem viabilidade celular

== Moderado sinal de citotoxicidade

Reducéo de MTT (%)

Figura 5. Teste de viabilidade celular apds tratamento das células RAW com as
amostras obtidas de C. macrocarpus na concentracéo de 0,5 mg/mL pelo método
de MTT. Em azul estéo representadas as amostras que causaram maiores danos
as ceélulas e em roxo as amostras que causaram moderado sinal de
citotoxicidade. Fo: folha, EB: extrato bruto, Hx: fase de particAo em hexano,
DCM: fase de particdo em diclorometano, BUOH: fase de particdo em butanol,
G1 a G12: grupo de fragGes obtidas por coluna de topo aberto e agrupadas por
similatidade de eluicdo em cromatrografia em camada delgada, G2.1 e G2.2:

fases de particdo em metanol e cloroférmio, controle: meio DMEM com soro.
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Com isso, as amostras com sinal moderado de citotoxicidade, com valores
de reducdo do MTT entre 24% — 52%, foram avaliadas em concentracdes
menores (0,1 mg/mL e 0,25 mg/mL). Na concentracdo de 0,1 mg/mL todas as

amostras, exceto a Fo-BuOH G2.1, ndo foram citotoxicas (Figura 6).
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Figura 6. Teste de viabilidade celular apos tratamento das células RAW com as
amostras obtidas de C. macrocarpus nas concentracdes de 0,1 mg/mL e 0,25
mg/mL pelo método de MTT, onde quanto maior a reducdo, mais viaveis as
células. Fo: folha, DCM: fase de particio em diclorometano, BuOH: fase de
particdo em butanol, F: fracdo, G: grupo de fracdes obtidas por coluna de topo
aberto e agrupadas por similatidade de eluicdo em cromatrografia em camada

delgada, G.2.1: fase de particdo em metanol, controle: meio DMEM com SFB.

A atividade antioxidante das amostras néo citotoxicas a 0,1 mg/mL foi
avaliada em células RAW expostas ao peroxido de hidrogénio. Nao foi observada
acado protetora das células submetidas ao estresse oxidativo decorrente da
presenca das amostras (Figura 7), ou seja, ndo foi observada diferenca entre a
porcentagem de reducado do MTT no controle positivo (células RAW + peréxido)

e nas amostras (células RAW + peroxido + amostras).
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Figura 7. Viabilidade celular das células RAW frente exposicdo concomitante a
peroxido de hidrogénio e as amostras obtidas de C. macrocarpus na concentracao
de 0,1 mg/mL. Para o controle (+) foi usado somente meio DMEM com SFB e
peroxido, enquanto para o controle (-) utilizou-se DMEM com SFB, sem peroxido.
Fo: folha, DCM: fase de particdo em diclorometano, BUOH: fase de particdo em
butanol, F: fracdo, G: grupo de fracdes obtidas por coluna de topo aberto e

agrupadas por similatidade de eluicdo em cromatrografia em camada delgada.

3.2.2 Atividade antimicrobiana

Inicialmente, todas as amostras selecionadas para 0s bioensaios
especificos (Fo-Hx G1, Fo-Hx G2, Fo-DCM G1, Fo-DCM G2, Fo-DCM G3, Fo-
DCM G4, Fo-DCM G5, Fo-DCM G6, Fo-DCM G7, Fo-DCM G8, Fo-DCM G9, Fo-
DCM G10, Fo-DCM G11, Fo-DCM F179, Fo-BuOH F65, Fo-BuOH G4, Fo-BuOH
G2.1, Fo-BuOH G2.2) foram testadas na concentracao de 5 mg/mL para verificar
a capacidade de inibir o crescimento de Candida albicans, Staphylococcus
aureus e Escherichia coli preparados com em diferentes cargas de
microrganismos (1,5x10° UFC/mL, 1,5x10* UFC/mL, 1,5x10% UFC/mL e 1,5x10?
UFC/mL). De modo geral, foi observada a inibicdo do crescimento de Candida
albicans e Staphylococcus aureus por diversas amostras em diferentes cargas

de microrganismos. No entanto, para E. coli apenas a amostra Fo-DCM G1
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conseguiu ibinir o crescimento desse microrganismo e somente na menor carga
avaliada (1,5 x 102 UFC/mL) (Tabela 2).

92



Tabela 2. Triagem da atividade antimicrobiana das amostras obtidas de Conchocarpus macrocarpus na concentracdo de 5 mg/mL
frente aos microrganismos Candida albicans, Staphylococcus aureus e Escherichia coli em diferentes cargas.

Amostras”®

C. albicans

E. coli

S. aureus

Concentracéo de microrganismos (UFC/mL)

1,5x10°

1,5x104

1,5x103

1,5x10?

1,5x10°

1,5x10%

1,5x10°3

1,5x10?

1,5x10°

1,5x104

1,5x103

1,5x10?

Fo-EB

Fo-Hx G1
Fo-Hx G2
Fo-DCM G1
Fo-DCM G5
Fo-DCM G7
Fo-DCM G8
Fo-DCM G9
Fo-DCM G10
Fo-DCM G11
Fo-DCM F179
Fo-AcOEt

Fo-BuOH
Fo-BuOH G2.1
Fo-BuOH G2.2
Fo-BuOH G4

+

+ + + + + + A+ o+ 4

+ + +

+

+ + 4+ + F + + A+ + + + o+

+ + +

+

+ + 4+ + F + A+ + o+

+ + +

+

+ + +

+ + 4+ + + + + 4

+ + +

+

o+ 4+ 4+

+ + + + + + o+

+ + +

+

o+ o+ o+

+ + + + o+

+ + +

+

+ + + + + + o+

+ + + +

# Fo: folha, EB: extrato bruto, Hx: fase de particdo em hexano, DCM: fase de particdo em diclorometano, AcOEt: fase de particdo em acetato de
etila, BUOH: fase de particdo em butanol, ha: fase hidroalcodlica, G: grupo de fracdes obtidas por coluna de topo aberto e agrupadas por
similatidade de eluicdo em cromatrografia em camada delgada, G2.1 e G2.2: fases de particdo em metanol e cloroférmio. (-) Sem crescimento
do microrganismo, (+) com crescimento do microrganismo.
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A seguir, a concentragdo inibitoria minima das amostras que
apresentaram inibicdo no ensaio anterior foi determinada utilizando-se somente
Candida albicans e Staphylococcus aureus (Tabela 3). De maneira geral, foi
observada maior inibigdo de crescimento de C. albicans, mesmo nas cargas de
microrganismo mais elevadas, com valores de CIM menores associados as
menores concentracdes de microrganismos. A amostra Fo-BuOH G2.1 foi a mais
eficiente na inibicdo de C. albicans com CIM = 1,25 mg/mL na maior carga
microbiana (1,5x10° UFC/mL). No caso de Staphylococcus aureus a amostra
mais ativa na inibigdo do crescimento foi Fo-DCM G5 com CIM = 0,312 mg/mL
nas duas maiores cargas de microrganismos testadas (1,5x10° e 1,5x10%

UFC/mL).

Tabela 3. Concentracéo inibitéria minima (CIM) das amostras capaz de inibir o
crescimento de Candida albicans e Staphylococcus aureus. Os valores na tabela
correspondem a concentracdo das amostras em mg/mL. (-) amostra nao testada
nessa carga microbiana. (X) amostra testada sem atividade inibitoria. (*) Os
valores correspondem a todas concentracfes avaliadas.

Candida albicans | Staphylococcus aureus
Amostras® Concentragdo de microrganismos (UFC/mL)
1,5x10° 1,5x104 1,5x10% 1,5x102 1,5x105 1,5x10* 1,5x10% 1,5x102
Fo-EB 5 2,5 - - - - - -
Fo-Hx G1 X 1,25 - - - - 2,5 1,25
Fo-Hx G2 5 <0,156 - - - - - 2,5
F-DCM G1 2,5 0,625 - - 5 5 - -
Fo-DCM G5 5 2,5 - - 0,312 0,312 - -
Fo-DCM G7 - 2,5 <0,156 - - - - -
Fo-DCM G8 - - 1,25 0,625 - - - -
Fo-DCM G9 - 2,5 2,5 - - - - -
Fo-DCM G10 - 2,5 1,25 - - - - -
Fo-DCM G11 X 1,25 - - - - - -
Fo-DCM F179 - X X - - - - -
Fo-AcOEt - X 1,25 - - - - -
Fo-BuOH - X - - - - - -
Fo-BuOH G2.1 1,25 X - - - - X 5
Fo-BuOH G2.2 2,5 X - - - - - -
Fo-BuOH G4 X X - - - - - -
Clorexidina <0,18*
Anfoterecina B <0,15*

# Fo: folha, EB: extrato bruto, Hx: fase de particio em hexano, DCM: fase de particio em
diclorometano, AcOEt: fase de particdo em acetato de etila, BUOH: fase de particdo em butanol,
HA: fase hidroalcodlica, G: grupo de fracGes obtidas por coluna de topo aberto e agrupadas por
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similatidade de eluicdo em cromatrografia em camada delgada, G2.1 e G2.2: fases de particdo em
metanol e cloroférmio.

4 Discussao

4.1 Atividade antiacetilcolinesteréasica

Forte acdo anticolinesterasica ja foi relatada para extratos e compostos
isolados de espécies de Rutaceae. Em Esenbeckia leiocarpa, os compostos
obtidos a partir da fracdo enriquecida em alcaloides apresentaram uma forte
acao anticolinesterasica, em especial o alcaloide leptomerina (ICso 2.5 uM), que
se aproximou ao controle positivo fisostigmina (ICso 1.7 pM) (Cardoso-Lopes et
al., 2010). Cabral e colaboradores (2012) isolaram compostos ativos, como
alcaloides quinolinicos e furanoquinolinicos e cumarinas do extrato etandlico
caulinar de Conchocarpus fontanesianus utilizando fracionamento

biomonitorado guiado pela atividade antiacetilcolinesterase.

Nenhuma das amostras testadas de Conchocarpus macrocarpus foi
eficiente na inibicdo da atividade da acetilcolinesterase. Segundo Coz et al.
(2006), extratos em concentracdo de 100 pg/mL com inibicdo superior a 50%
indicam boa atividade nesses ensaios in vitro. No nosso caso, mesmo a fase de

particdo mais eficiente ndo atingiu 40% de inibicdo da atividade enzimética.

Murraya e colaboradores (2013) afirmaram que alcaloides oriundos de
fontes naturais sdo o0s compostos mais potentes na inibicdo de
acetilcolinesterase. Nesse sentido, era esperado que as fases de particdo
obtidas com hexano e com diclorometano dos extratos de caule e folhas
apresentassem boa atividade antiacetilcolinesterasica devido a ocorréncia de
varios alcaloides (ver Capitulo 1).

A fase de particdo que apresentou a maior porcentagem de inibicdo neste
estudo foi a butandlica obtida a partir do extrato foliar, na qual estao presentes,
em maioria, flavonoides do tipo flavonas. Gali & Bedjou (2019) demonstraram
gue a fase butandlica obtida a partir do extrato etandlico de folhas de Ruta
chalepensis L. (Rutaceae) apresentou uma boa acdo antiacetilcolinesterasica

devido a presenca de flavonoides.
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4.2 Potencial antioxidante

O ensaio do radical DPPH € um dos ensaios mais comuns para avaliacao
da capacidade antioxidante in vitro (TAN; LIM, 2015). Muitos autores
recomendam a utilizacdo desse ensaio por ser um recurso facil e preciso para a
avaliacdo da atividade antioxidante de produtos naturais (Ribeiro et al., 2002;
Aaby et. al., 2004; Atoui et al., 2005; Cardoso et al., 2005; Anagnostopoulou et
al., 2006; Stratil et al., 2006; Termentzi et al., 2006; Surveswaran et al., 2007;
Jayaprakasha et al., 2007).

O ensaio antioxidante de DPPH mostrou bons resultados com a fase de
particdo butandlica do extrato foliar de C. macrocarpus e algumas fracdes
obtidas. Li et al. (2014) consideram o valor de 216 + 0,066 pmol/g equivalente a
trolox encontrado para Zanthoxylum avicennae como uma boa capacidade
antioxidante. Apds um fracionamento da Fo-BuOH, algumas fracdes
apresentaram valores ainda mais expressivos. Quando se compara a atividade
antioxidante da amostra Fo-BuOH (831,3 + 13,7 ymol/g equivalente a trolox) com
o resultado obtido de uma das fracdes (Fo-BuOH G2.1 - 1238,1 + 6,4 pmol/g
equivalente a trolox) fica evidente esse aumento na capacidade antioxidante da
amostra. Esse aumento na atividade pode esta relacionado com a eliminacéo de
compostos presente na fracdo butandlica que nao estdo associados com a
atividade antioxidante, consequentemente, um maior teor na concentracao de

flavonoides relacionados a esta atividade.

Algumas espécies de Rutaceae, principalmente as que apresentam uma
significativa importancia econ6mica, como espécies de Citrus, ja foram
ensaiadas quanto seu potencial antioxidante. Gorinstein e colaboradores (2006)
analisaram a capacidade antioxidante de frutos de Citrus de diferentes espécies
e/ou cultivares, detectando valores de 722 + 33 pymol/g equivalente a trolox para
Citrus sinesis, 783 £ 40 umol/g equivalente a trolox para Citrus paradise e 1007
+ 85 pmol/g equivalente a trolox para Citrus paradisi var Jaffa Sweetie, sendo
esse Ultimo o que mais se aproxima da capacidade antioxidante da amostra Fo-

BuOH G2.1 de C. macrocarpus.

Os resultados do presente trabalho também foram superiores aos dados

encontrados para espécies de Zanthoxylum (Rutaceae). Os frutos de Z.
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bungeanum Maxim analisados por Shan et al. (2005) apresentaram uma
atividade antioxidante de 369 + 5 umol/g equivalente a trolox. O extrato etandlico
foliar e a fase de particdo butandlica obtidos de Z. avicennae apresentaram
baixa atividade antioxidante (52 + 0,006 umol/g equivalente a trolox e 55 + 0,065
pmol/g equivalente a trolox, respectivamente) (LI et al., 2014).

Neste estudo, o método Folin-Ciocalteu foi usado como indicativo da
capacidade antioxidante das amostras. Entretando, muitos trabalhos utilizam
esse método para quantificar os fenois totais (Blainski et al., 2013; Derakhshan
et al., 2018; Aryal et al., 2019), sendo, na maioria das vezes, esses compostos
0S responsaveis pela atividade antioxidante mensurada (LUZIA; JORGE, 2010;
FEJZIC; CAVAR, 2014). Essa relacdo foi observada no presente estudo, uma
vez que as amostras com melhores resultados medidos pelo Folin-Ciocalteu
foram as que apresentam maior capacidade antioxidante no método DPPH.
Fejzic & Cavar (2014) encontou resultados semelhantes analizando a
capacidade antioxidante em espécies de Citrus, uma vez que dentre as amostras
avaliadas, o extrato de casca de laranja apresentou o maior conteudo de fenois
totais (232,5 mg GAE/g) e um dos menores ICso (19.15 £ 0.24 mg/mL) e, ao
contrario, o suco de limdo apresentou o maior ICso (78.11 = 6.70 mg/mL) e o

menor conteudo de fenois totais (102.2 mg GAE/Q).

Como ja mencionado, a amostra Fo-BuOH G2.1 apresentou a maior
atividade antioxidante dentre as fases de particdo e fracBes obtidas. Como
apresentado no Capitulo 1 deste trabalho, a fase butandlica apresentou como
principais constituintes, compostos fendlicos, em especial flavonas que sao os
principais flavonoides descritos para espécies de Rutaceae (YORO et al., 2020).
Compostos fendlicos, como flavonoides, sdo amplamente descritos na literatura
como produtos naturais com forte acao antioxidante (Moure et al., 2001; Heim et
al., 2002; Souza et al., 2020).

Apesar das amostras obtidas a partir da fase de particdo butandlica terem
apresentado atividade antioxidante in vitro, ndo ofereceram protecéo ao estresse
oxidativo provocado pela exposi¢cao de células RAW (macréfagos murinicos) ao
peroxido de hidrogénio. A protecdo celular contra o peréxido de hidrogénio ja foi
reportada para algumas espécies de Rutaceae, como por exemplo em Clausena

excavata Burm. f., para a qual Albaayit et al. (2015) relaciona a presenca de
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quercetina e miricetina nos extratos com essa forte protecédo. Resultado similar
€ descrito por Alam et al. (2020) em um estudo realizado com o extrato foliar de
Zanthoxylum armatum DC, em que a boa atividade antioxidante (DPPH) assim
como uma boa protec¢édo celular contra o peréxido de hidrogenio sédo associadas
ao alto teor de compostos fendlicos, sobretudo quercetina. Entretanto, em Citrus
paradisi Macf., segundo Lado et al. (2016), apesar do potencial antioxidante
frente ao ensaio DPPH, essa atividade nao foi relacionada com a protecao contra
perdxido de hidrogénio, uma vez que nao foi verificado uma protecéo significante
nas ceélulas avaliadas, resultado similar ao encontrado no presente estudo.
Segundo Zhang et al. (2008), favonois, como por exemplo rutina, apresentam
trés requisitos estruturais importantes na efetividade da protecéo celular, como
o grupo 3-hidroxila no anel C, o grupo 3', 4'-ortodihidroxi (estrutura catecol) no
anel B, bem como a ligacao 2,3-dupla conjugada com a funcao 4-oxo no anel C.
Ja as flavonas derivadas de apigenina, como as identiticadas em C.
macrocarpus, ndo apresentam dois desses requisitos, fazendo com que tenham
baixa ou nenhuma atividade de protecdo celular, como ja descrito por
Surveswaran et al. (2007).

4.3 Ensaio antimicrobiano

Os extratos avaliados foram mais ativos contra a bactéria Gram-positiva
S. aureus e o fungo C. albicans e praticamente inativos contra E. coli (Gram-
negativa). Variacdo no padréo de inibicdo de crescimento entre bactérias Gram-
positivo e Gram-negativo pode ser atribuida a diferenca na composicdo da
parede celular bacteriana, sendo as Gram-negativas muito mais complexas,

permitindo uma menor permeabilidade de drogas (LEE; KIM; KIM, 2008).

Espécies de Rutaceae tém sido amplamente investigadas quanto seu
potencial antimicrobiano. A concentracdo minima inibitéria (CMI) do extrato
etandlico de Coleonema album (Thunb.) Bartl. & H.L.Wendl. variou de 0,195
mg/mL a 0,234 mg/mL para C. albicans e foi de 0,729 mg/mL para S. aureus. Ja
a CIM do extrato em acetona variou de 0,299 mg/mL a 0,338 mg/mL e 1,666
mg/mL a 2,083 mg-mL para os dois microrganismos, respectivamente. Nesse
caso, agliconas de cumarinas foram as responsaveis por essa atividade
(ESTERHUIZEN; MEYER; DUBERY, 2006). O extrato metandlico e alcaloides

furanoquinolinicos isolados de Teclea afzeli Engl. (Rutaceae) também
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apresentaram uma forte ag&o antimicrobiana sobre uma diversidade de
microrganismos, como E. coli, Pseudomonas aeruginosa, S. aureus, C. albicans,
entre outros (KUETE et al., 2008). Além disso, o extrato em diclorometano de
Conchocarpus fontanesianus apresentou agdo antifingica frente a C. albicans,
sendo os alcaloides flindersina e metoxiflindersina os responsaveis por essa
acao (Cabral et al., 2016).

Neste estudo foi observado que para S. aureus, o extrato bruto foliar (Fo-
EB) n&o exibiu nenhum resultado de inibigdo, assim como as fases de particdo
mais polares, exceto Fo-BuOH G2.1, que apresentou uma fraca atividade na
maior concentracdo de extrato (5mg/mL) e menor carga microbiana avaliada
(1,5x102 UFC/mL). Nessas amostras mais polares foram identificados
flavonoides como vitexina, saponarina, isovitexina 2”-O-arabinosideo,
isovitexina-2"-O-ramnosideo ou amidas como feruloil putrescina, feruloil
agmatina e p-coumaroil agmatina (ver Capitulo 1), podendo ser responsaveis
pela atividade, ainda que baixa, da amostra Fo-BuOH G2.1. Todavia, essas
amostras mais polares se mostram mais ativas contra C. albicans, mesmo que
moderadamente, com CMI da amostra Fo-BuOH G2.1 de 1,25 mg/mL. Um
estudo feito por Ivanov et al. (2021) mostra que flavonas apresentam potencial
antifiingico contra C. albicans, o que pode explicar o fato de Fo-BuOH G2.1 ser

mais ativa entre as amostras avaliadas.

Por outro lado, as amostras mais apolares como Fo-Hx G1, Fo-Hx G2, Fo-
DCM G1 e Fo-DCM G5, principalmente essa Ultima, apresentaram uma inibi¢cao
significativa do crescimento de S. aureus, com um CIM de 0,312 mg/mL da
amostra Fo-DCM G5 na maior carga de microrganismo avaliada (1,5x10°
UFC/mL). Suffredini et al. (2006) ja consideram extratos vegetais ativos contra
microrganismos quando inibem o crescimento microbiano em concentra¢des
inferiores a 200 mg/mL em uma carga de microrganismos de 1,5x102 UFC/mL.
Nessa fragdo mais ativa, dois picos majoritarios atribuidos a alcaloides
quinolinicos do grupo das cloroclaustalaginas (ver Capitulo 1) podem estar
relacionados com o potencial antimicrobiano. Alcaloides com nucleo quinolinico
apresentam atividade antimicrobina frente e uma ampla diversidade de
bactérias, tendo sido demonstrada relacdo estrutura-bioatividade dependente
dos substituntes ligados ao esqueleto quinolinico (GOMEZ; KOUZNETSOV, 2013).
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Alcaloides quinolinicos foram associados a forte atividade antimicrobiana
descrita para Cryptolepis sanguinolenta Lindl. Schltr. (Periplocaceae) (SAWER
et al., 1995) e Ruta chalepensis L. (Rutaceae) (Cho et al., 2005).

4.4 Atividade antiproliferativa

Espécies de Rutaceae vém se mostrando uma boa fonte para obtencéo
de produtos naturais na cura e tratamento de cancer, uma vez que muitas de
suas espécies sao descritas como fontes potenciais de agentes capazes de inibir
a proliferacdo de células cancerigenas. Dentre alguns relatos de atividade
citotoxica em espécies de Rutaceae, pode-se citar os alcaloides isolados de
Aegle marmelos (L.) Corréa (RIYANTO et al., 2001) ou de Clausena lansium
Lour. Skeels (PENG et al., 2020), além das amidas e lignanas encontradas na
casca do caule de Fagara heitzii Aubrév. & Pellegr (MBAZE et al., 2009), entre

outros.

Em Zanthoxylum buesgenii (Rutaceae), os alcaloides derivados de
quinolinas, como isoquinolinicos e furanoquinolinicos, desempenharam um
efeito satisfatorio frente a células tumorais, em especial um alcaloide
benzilisoquinolinico (1-metoxi-12-metil-13H-[1,3]benzodioxolo[5,6-C]
fenantridina-2,13-diol) que foi capaz de inibir nove linhagens de células
cancerigenas com poder de acao proximo a doxorrubicina, usada como controle
positivo (SANDJO et al., 2014).

Uma atividade significativa foi descrita para o extrato hexanico e
diclorometénico da casca do caule de Citrus reticulata (Rutaceae) contra a
linhagem celular de cancer de mama (MCF-7) (TAHSIN et al., 2017). Esse dado
corrobora com o que foi encontrado nesse trabalho, uma vez que as fases de
particdo em hexano e diclorometano foram as mais ativas contra essa linhagem
celular, ainda que ndo de forma significativa. Além disso, nessas amostras estéo
concentrados os alcaloides quinolinicos, e como ja mencionado anteriormente,
esses compostos desempenharam efeito satisfatio frente a linhagens celulares.
Entretando, para entender melhor a capacidade antiproliferativa desses extratos,
as substéancias dessas fracdes mais ativas deveriam ser isoladas, incluindo os
compostos minoritarios. Devida a baixa atividade, provavelmente ndo sdo o0s

compostos majoritarios que estao relacionados nessa bioatividade.
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De modo geral, nos ensaios antioxidantes, as fragbes foliares mais
polares, ricas em flavonoides do tipo flavona, apresentaram os melhores
resultados, principalmente a fracdo Fo-BuOH G2.1 com valores de 1238,1 + 6,4
umol/g equivalente a Trolox e 945,3 + 12,5 umol/g equivalente a &acido galico,
nos ensaios DPPH e Folin-Ciocalteu, respectivamente. Entretanto, nenhuma
protecdo contra o peréxido de hidrogénio foi encontrada para qualquer uma das
amostras nos ensaios antioxidantes in vivo. Além disso, flavonas presentes na
amostra Fo-BuOH G2.1 foram relacionadas a inibigéo de C. albicans com CIM =
1,25 mg/mL a maior carga microbiana (1,5x10° UFC/mL), enquanto alcaloides
presentes na amostra Fo-DCM G5 foram associados a efetiva inibicdo de
Staphylococcus aureus, com CIM = 0,312 mg/mL nas duas maiores cargas de
microrganismos testadas (1,5x10° e 1,5x10* UFC/mL). Os ensaios de inibicdo de
acetilcolinesterase e antiproliferativo ndo apresentaram resultados promissores

associados aos compostos majoritarios.
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Conchocarpus J.C. Mikan é o maior género da subtribo Galipeinae, tribo
Galipeeae (Rutaceae), distribuido da Nicaragua ao norte da Bolivia e sul do Brasil, com
centro de diversidade de espécies na Mata Atlantica brasileira. Apesar da grande
diversidade de espécies de Conchocarpus, até 0 momento, poucos aspectos quimicos
foram explorados. Apenas Conchocarpus fontanesianus (A. St.-Hil.) Kallunki & Pirani ja
foi analisada quanto a composi¢cédo do 6leo volatil (OV) e suas potenciais atividades
biol6gicas. Portanto, o objetivo principal do presente estudo foi investigar a composicao
quimica do Oleo volatil das folhas de Conchocarpus macrocarpus, uma espécie
endémica do Brasil, coletada em Cachoeiro do Itapemirim (ES) e em S&o Paulo (SP).
Os compostos volateis foram extraidos por hidrodestilacdo e analisados por
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (CG-EM - Agilent
6850/Agilent 5975C). Comparando o perfil quimico das amostras, hidrocarbonetos como
heptano, nonano e n-octano foram exclusivos da amostra de SP, sendo (+)-epi-
biciclosesquifelandreno (15,14%), 1,3-xileno (11,04%) e cariofileno (10,42%) os
compostos majoritarios. Por outro lado, sesquiterpenos oxigenados como a-cadinol,
espatulenol e B-selineno foram detectados apenas na amostra do ES, na qual
germacreno D (14,0%), B-elemeno (13,09%) e copaeno (6,22%) foram os compostos
principais. A composi¢éo quimica do OV da amostra de SP apresenta semelhanca com
aguela descrita para C. fontanesianus. O 6leo volatil da amostra de SP foi avaliado
contra Candida albicans, Staphylococcus aureus e Escherichia coli por meio de ensaio
de microdiluicdo em caldo. Uma forte atividade antimicrobiana foi encontrada contra
Candida albicans (CBM = 0,312mg/mL) para a carga de microrganismos de 1,5x10*
UFC/mL e uma atividade fraca contra Staphylococcus aureus (CBM = 2,5 mg/mL) para
a carga de 1,5x10® UFC/mL. Concluindo, foi detectada variacdo na composicéo dos OV
nas amostras de Conchocarpus macrocarpus. Entretanto, se essa variacdo esta
relacionada a localidade de coleta, ao processamento das amostras, ou a ambos é uma

questao que necessita mais estudos.

Palavras-chave: Candida albicans, Staphylococcus aureus, Sapindales, Inibicéo

microbiana
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Conchocarpus J.C. Mikan is the largest genus of the subtribe Galipeinae, tribe
Galipeeae (Rutaceae) distributed from Nicaragua to northern Bolivia and southern Brazil,
with the center of species diversity in the Brazilian Atlantic Forest. Despite the great
diversity of Conchocarpus species, few chemical aspects have been explored. Only
Conchocarpus fontanesianus (A. St.-Hil.) Kallunki & Pirani has been analyzed regarding
the essential oil (EO) composition and its potential biological activities. Therefore, the
main objective of this study was to investigate the chemical composition of EO from
leaves of Conchocarpus macrocarpus, an endemic species from Brazil, collected in
Cachoeiro do Itapemirim (ES) and Sao Paulo (SP). Volatile compounds were extracted
by hydrodistillation and analyzed by gas chromatography coupled with mass
spectrometry (GC-MS - Agilent 6850/Agilent 5975C). Comparing the chemical profile of
the samples, hydrocarbons such as heptane, nonane and n-octane were exclusive to
the SP sample, with (+)-epi-bicyclosquiphelandrene (15.14%), 1,3-xylene (11.04%) and
caryophyllene (10.42%) as major compounds. On the other hand, oxygenated
sesquiterpenes such as a-cadinol, spathulenol and B-selinene were detected only in the
ES sample, in which germacrene D (14.0%), B-elemene (13.09%) and copaene (6.22 %)
were the main compounds. The chemical composition of the EO from the SP sample
was similar to that described for C. fontanesianus. The EO from the SP sample was
evaluated against Candida albicans, Staphylococcus aureus and Escherichia coli by
broth microdilution test. A strong antimicrobial activity was found against Candida
albicans (MIC = 0.312mg/mL) for the microorganism load of 1.5x10* CFU/mL and a weak
activity against Staphylococcus aureus (MIC = 2.5 mg/mL) for the microorganism load of
1.5x10° CFU/mL. In conclusion, variation in EO composition was detected in
Conchocarpus macrocarpus samples. However, whether this variation is related to the
collection location, sample processing, or both is an issue that needs further

investigation.

Key-words: Candida albicans, Staphylococcus aureus, Sapindales, microbial
inhibition
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Composicéo e atividade antimicrobiana dos 0leos
volateis de Conchocarpus macrocarpus
(Rutaceae)

1 Introducéo

Conchocarpus J.C. Mikan € o maior género na subtribo Galipeinae, tribo
Galipeeae (Rutaceae), com 47 espécies distribuidas da Nicardgua ao norte da
Bolivia e sudeste do Brasil, com centro de diversidade de espécies na Mata
Atlantica brasileira (Groppo et al. 2021). Apesar da ampla diversidade
morfolégica das espécies desse género, poucos aspectos quimicos tém sido

explorados.

Silveira et al. (2021) realizam o primeiro estudo sobre a composicao da
cera cuticular em folhas de Conchocarpus, relatando principalmente alcanos de
cadeia longa em Conchocarpus inopinatus Pirani, Conchocarpus macrocarpus
(Engl.) Kallunki & Pirani, Conchocarpus macrophyllus J.C. Mikan, Conchocarpus
mastigophorus Kallunki, Conchocarpus obovatus (Nees & Mart.) Kallunki & Pirani
e Conchocarpus ruber (A.St.-Hil.) Bruniera & Groppo. Além disso, alcaloides
quinolinicos foram descritos para Conchocarpus fontanesianus (A.St.-Hil.)
Kallunki & Pirani, C. gaudichaudianus (A.St.-Hil.) Kallunki & Pirani [atualmente =
Dryades gaudichaudiana (A.St.-Hil.) Groppo, Kallunki & Pirani], C. heterophyllus
(A.St.-Hil.) Kallunki & Pirani e C. longifolius (A.St.-Hil.) Kallunki & Pirani (Mafezoli
etal. 2001; Ambrozin et al. 2008; Cortez et al. 2009; Cabral et al. 2012), enquanto
alcaloides acridinicos foram identificados em C. inopinatus Pirani e C.
marginatus (Rizzini) Kallunki & Pirani (Bellete et al. 2012). Em relacdo a
compostos fendlicos, diversos flavonoides foram descritos em C. heterophyllus

(Ambrozin et al. 2008) e cumarinas em C. longifolius (Mafezoli et al. 2000).

Em Conchocarpus, pouco se sabe a respeito da constituicdo quimica e

potenciais atividades bioldgicas de Gleos volateis. Cabral et al. (2016) analisaram
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a composicdo dos Oleos volateis de folhas e frutos de Conchocarpus
fontanesianus (A. St.-Hil.) Kallunki & Pirani. Nesse estudo, os pesquisadores
detectaram espatulenol e a-cadinol como majoritarios nas folhas, enquanto nos
frutos B-mirceno, (+)-epi-biciclosesquifelandreno e biciclogermacreno foram
predominantes. A avaliagdo através de bioautografia em cromatoplacas mostrou
inatividade do OV dos frutos contra Cladosporium cladosporioides (Fres.) de
Vries, oposto ao observado para o OV das folhas. A presenca marcante de
sesquiterpenos oxigenados nas amostras foliares foi atribuida, pelos autores,
como responsavel pela inibicdo do crescimento do fungo.

Os Oleos volateis apresentam uma grande aplicacado e alta demanda nas
industrias de alimento, perfumaria, cosméticos, farmacéutica, entre outras
(Magwa et al. 2006). Muitos deles sao de grande importancia devido a suas
atividades bioldgicas como antibacteriana, antifingica e antioxidante (Graven et
al. 1992; Gundidza 1993; Rabe e van Staden, 1997; Burits et al. 2001; Lee et al.,
2003).

Os OV obtidos a partir de espécies de Rutaceae tém apresentado
resultados promissores frente as atividades biolégicas citadas anteriormente.
Uma forte atividade antioxidante foi descrita para o OV de Murraya paniculata
(L.) Jack, espécie utilizada frequentemente na medicina tradicional (Silva et al.
2020), e também para Ruta montana L. (Kambouche et al. 2008). Gong et al.
(2007) demonstraram que o OV de Zanthoxylum bungeanum Maxim pode ser
uma fonte de compostos antifingicos para o controle de doencas de plantas,
especialmente quando aplicados na preservagcao de frutas e outros vegetais.
Atividade antibacteriana foi verificada para OV de Ruta graveolens L. (Orlanda &
Nascimento 2015), Aegle marmelos (L.) Corr., Toddalia asiatica (Linn.) Lan. e
Zanthoxylum budrunga Wall. ex Hook.f. (Kamkaen at al., 2008). Entretanto,
grande parte do conhecimento da composicéo dos 6leos volateis de espécies de
Rutaceae esta principalmente voltada para Citrus L. Devido ao seu aroma Unico,
caracterizado pela abundancia de compostos como linalool e limoneno, e a
grande importancia econdmica de varias espécies desse género, o OV dessas
espécies € também um produto valorizado (Esfahani et al. 2017; Hardjono et al.

2021). O OV de Citrus aurantium L., por exemplo, ja foi amplamente investigado
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em amostras de folhas (p. ex. Azhdarzadeh et al., 2016; Farahmandfar et al
2020) ou casca (p. ex. Farahmandfar et al. 2020; Sevindik et al. 2021).

Nesse contexto, o principal objetivo desse trabalho foi descrever a
composicdo quimica dos oleos volateis (OV) das folhas de C. macrocarpus
coletadas em Cachoeiro do Itaperimim — ES e em S&o Paulo — SP, além de

avaliar a potencial atividade antimicrobiana do OV dos espécimes de SP.

2 Materiais e métodos

Folhas de Conchocarpus macrocarpus (J.R. Pirani et al. 3530 - NY, SPF)
foram coletadas de varios individuos em Cachoeiro do Itapemirim — Espirito
Santo pela Profa. Dra. Gladys Flavia A. M. de Pinna. Paralelamente, foram
coletadas folhas de trés individuos cultivados no Fitotério do Departamento de
Botanica do Instituto de Biociéncias da USP (latitude: -23.565840°; longitude: -
46.73175016°).

2.1 Obtencéo dos oleos volateis

Para andlise de 6leo volatil, foram utilizados 20 gramas de folhas secas
em estufa do material coletado em Cachoeiro do Itapemirim — Espirito Santo,
além de outros 200 gramas de folhas frescas obtidas no fitotério. Os dois
materiais foram submetidos ao mesmo processo de extracdo. O material vegetal
foi triturado em moinho de facas e colocado em baldo de destilagdo adaptado ao
extrator de Clevenger juntamente com 1 L de agua destilada, permanecendo em
aguecimento por 4 horas. O 6leo foi recolhido em microtubo de 2 mL e
armazenado em congelador até o momento de analise e a realizacdo dos

ensaios biolégicos.

2.2 Cromatografia a gas acoplada a espectrometria de massas (CG-
EM)

Uma aliquota do 6leo volatil foi solubilizada em hexano e submetida a
analise em cromatografia a gas acoplada a espectrometria de massas (CG-EM)
em um conjunto Agilent 6850/Agilent 5975C equipado com coluna Agilent HP5-
MS (30 m x 250 pm x 0,25 pm). O volume de injecéo foi de 1 pL em modo splitless
e hélio foi empregado como gas de arraste com fluxo de 1mL/min. A temperatura
do injetor foi de 250 °C e o aquecimento da coluna obedeceu ao programa: 40
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°C por 5 min, elevacéo de 3 °C/min até chegar em 160 °C, totalizando 45 minutos
de corrida. Os espectros de massas foram detectados por impacto eletrdnico em
70 eV em modo de aquisicdo em varredura completa variando entre 50 e 800
m/z e 2,66 varreduras s™'. A temperatura da fonte e do quadrupolo foram
ajustadas para 230 °C e 150 °C, respectivamente.

A identificacdo dos componentes foi feita por comparacao dos respectivos
espectros de massas com os da biblioteca NIST (versao 2.0, 2008) e pelo célculo
do indice de retencéo linear (IRL) conforme descrito por Viegas & Bassoli (2007).
Para isso, 1 L de uma mistura padréao de n-alcanos (Sigma-Aldrich C8-C20) foi
injetado no sistema CG-EM, operando nas mesmas condi¢cdes de analise dos
Oleos. Os tempos de retencdo de cada homélogo foram usados como padréo
externo de referéncia para o calculo do IRL, juntamente com os tempos de
retencdo de cada composto de interesse. O IRL de cada componente foi
calculado conforme a seguinte equacédo: IRL = 100 X [((tc — tn)/(tn+1 — tn))+n].
Onde: IRL - indice de retencdo linear; tc - tempo de retencdo do composto de
interesse; tn — tempo de retencdo do hidrocarboneto anterior ao composto de
interesse; tn+1 - tempo de retencéo do hidrocarboneto posterior; n - nUmero de

carbonos do hidrocarboneto anterior.

Todos os valores de IRL obtidos foram comparados com os valores
presentes em Adams (2007) e na literatura especifica de 6leos volateis em
Conchocarpus (Cabral el al. 2016). Para a identificagcdo, foram consideradas

as substancias com porcentagem relativa no 6leo volatil maior ou igual a 1% .

2.3 Ensaio antimicrobiano
Esse ensaio foi realizado em colaboragcdo com a Profa. Dra. lvana
Barbosa Suffredini e o doutorando Jefferson de Souza Silva, do Nucleo de

Pesquisas em Biodiversidade, NPBio, da Universidade Paulista — UNIP.

2.4 Preparo das amostras

O oleo volatil da amostra de Sao Paulo foi solubilizado em dimetilsulféxido
(DMSO, Synth) em concentragéo de 40 mg/mL. Para o ensaio de microdilui¢ao,
0 Oleo volatil foi diluido seis vezes em razéo %, utilizando DMSO, obtendo as
seguintes concentragfes: 20mg/mL, 10mg/mL, 5mg/mL, 2,5mg/mL, 1,25mg/mL
e 0,625mg/mL.
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2.5 Microdiluicdo em caldo

Para realizar o teste, foi utilizada a técnica de microdiluicdo em caldo,
seguindo o documento CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute 2008).
Indculos foram preparados a partir de coldnias cultivadas em meio agar Mueller
Hinton (MH) (Oxoid) para Staphylococcus aureus Rosenbach e Escherichia coli
Castellani & Chalmers e em meio Sabouraud dextrose (SD) (Oxoid) para
Candida albicans (C. P. Robin) Berkhout. As col6nias foram suspensas em
solucdo salina estéril, homogeneizadas e ajustadas por contagem para as
concentracOes utilizadas. Cada microrganismo foi testado quatro vezes em
quatro concentra¢ées, 1,5x10° UFC/mL, 1,5x10* UFC/mL, 1,5x10%® UFC/mL e
1,5x102 UFC/mL.

Utilizou-se diluicdo de 1:20 em meio caldo MH (para as bactérias) e SD
(para levedura), ao qual foram adicionadas aliquotas de 10uL das diluicbes do
OV em 190uL de meio, nos pocos de microplacas de 96 pocos (Costar), obtendo
as concentracdes finais por poco de 0,156mg/mL a 5mg/mL. Todos os testes
foram realizados em duplicata. Depois de preenchidas, as microplacas foram
incubadas a 36 °C por 24 h. Posteriormente, foram transferidos 2 pyL de cada
poco para placas de Petri contendo agar MH e SD e realizou-se incubacao a 36
°C por 24 h para verificacdo da presenca de microrganismos viaveis nos meios
liguidos tratados e consequente determinacdo da concentracdo bactericida
minima (CBM). Dois pogos foram deixados como padrdes, um negativo (sé meio

de cultura, sem indculo) e um positivo (meio de cultura mais indculo).

3 Resultados e Discussao

3.1 Identificacdo dos compostos de 6leo voléatil

Os picos cromatograficos foram identificados através do seu padrdo de
fragmentacao e comparacao com a biblioteca da NIST (verséo 2.0, 2008) e pelo
IRL (Adams, 2007) (Tabela 1). Na amostra de Cachoeiro do Itapemirim foram
identificados 17 sesquiterpenos, sendo trés oxigenados. Ja na amostra de Sao
Paulo foram identificados trés hidrocarbonetos, seis monoterpenos e 10

sesquiterpenos.

Contrastando a composicao quimica dos Oleos volateis dos dois pontos

de coleta, hidrocarbonetos como heptano, n-octano e nonano e monoterpenos
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Tabela 1. Porcentagem relativa dos compostos identificados no 6leo volatil de

Conchocarpus macrocarpus coletados no Espirito Santo e em Séo Paulo.

Substancia IRL  ColetaES Coleta SP
MONOTERPENOS -
1,3-xileno - 11,04
Ciclogeraniolano 1307 - 1,65
Hemimeliteno 1356 - 1,58
Indano 1340 - 1,64
Metil-p-xileno - - 4,13
p-xileno - - 3,57
TOTAL - 23,60
SESQUITERPENOS
(+)-epi-biciclosesquifelandreno 1487 2,04 15,14
1,5-Cadinadieno 1523 1,70 -
Aromadendreno 1430 2,52 1,55
Azuleno 1498 0,95 -
Biciclogermacreno 1492 6,16 5,36
Cariofileno 1406 3,13 10,42
Copaeno 1366 6,22 3,67
B-Bourboneno 1374 1,00 -
Germacreno D 1470 14,00 -
Octahidronaftaleno - - 1,59
Oxido de cariofileno 1570 3,83 -
a-Cariofileno 1410 3,13 -
B-Cubebeno 1376 - 1,47
-Elemeno 1380 13,09 5,03
0-Cadineno 1513 4,53 1,77
0-Elemeno 1327 5,06 2,71
TOTAL 67,36 45,17
SESQUITERPENOS OXIGENADOS
a-Cadinol 1641 1,41 -
Espatulenol 1557 3,11 -
B-Selineno 1476 3,26 -
TOTAL 7,77 -
HIDROCARBONETOS
Heptano - - 6,16
n-octano - - 6,52
Nonano - - 3,24
TOTAL - 14,57
NI 3,24 13,13

IRL= indice de retencdo linear. ES = Cachoeiro do Itapemirim/ES. SP = Fitotério do
Departamento de Botanica - IBUSP

foram exclusivos da amostra de Sao Paulo, na qual (+)-epi-
biciclosesquifelandreno (15,14%), 1,3-xileno (11,04%) e cariofileno (10,42%)
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foram os compostos majoritarios. Por outro lado, sesquiterpenos oxigenados,
como a-cadinol, espatulenol e B-selineno foram detectados apenas em na
amostra do Espirito Santo, sendo germacreno D (14%), B-elemeno (13,09%) e
copaeno (6,22%) encontrados em maior abundancia. Os sesquiterpenos nao
oxigenados, que corresponderam a maioria dos compostos identificados, foram
detectados na composicao dos Oleos volateis dos individuos de ambos pontos

de coleta.

Compostos presentes em Oleos volateis podem facilmente sofrer
variacbes mesmo se forem obtidos a partir da mesma espécie, seja devido a
influéncia da sazonalidade (Martins et al., 2019), do 6rgédo vegetal analisado
(Cabral et al., 2016), do ciclo fenoldgico (Mirjalili et al., 2006), ou de diferentes
estagios de desenvolvimento do vegetal (Sefidkon et al. 2003). Além disso, Okoh
et al. (2008) demostraram que a obtencao de o6leos volateis a partir de folhas

frescas ou secas também pode ocasionar diferencas na composicao.

Em termos de diversidade de substancias, comparando-se as duas
amostras, foram detectados somente dois componentes a menos no OV obtido
das folhas secas (Cachoeiro do Itapemirim — ES) em relagdo aquele obtido da
amostra de folhas frescas (Sao Paulo). Alguns autores reportam que a secagem
do material vegetal antes da obtencdo de OV pode ocasionar uma reducdo de
até 50% dos componentes (Raghavan et al. 1997; Fatemeh et al. 2006). No caso
do presente estudo essa perda foi muito menor, assim como observado em outro

estudo com plantas de alecrim (Ibanez et al. 1999).

Segundo Loughrin & Kasperbauer (2003), as mudancas dos compostos
volateis durante a secagem dependem de varios fatores ligados ao método de
secagem, ou mesmo qual espécie esta sendo analisada. Moyler (1994) sugere
gue os componentes dos OV que se perdem em amostras obtidas de material
seco sao principalmente aqueles armazenados na superficie das folhas ou
proximos a ela. A principal diferenca que pode ser observada em relacdo a
composicdo dos OV de folhas secas e frescas nesse estudo, é a auséncia de
monoterpenos e hidrocarbonetos nas primeiras. Khangholi & Rezaeinodehi
(2008) observaram uma correlacdo entre aumento da temperatura de secagem

de amostras de Artemisia annua com a queda no contetdo de monoterpenos.
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A presenca de espatulenol e a-cadinol, detectados na amostra de
Cachoeiro do Itaperim, ja havia sido descrita nas folhas de Conchocarpus
fontanesianus (Cabral et al. 2016). Biciclogermacreno e (+)-epi-
biciclosesquifelandreno abundantes nos frutos de Conchocarpus fontanesianus
(Cabral et al. 2016) foram detectados nas folhas das duas amostras de C.

macrocarpus (Tabela 1).

Os compostos obtidos nas amostras de OV deste estudo sdo semelhantes
aos encontrados nos 0leos volateis de espécies de Esenbeckia (Rutaceae),
segundo uma revisédo feita por Carvalho et al. (2021). Entretanto, uma grande
diferenca em termos de composicdo de OV € observada quando comparado com
espécies de Citrus, género mais estudado pelo ponto de vista quimico dentre as
Rutaceae. Diferentemente de Conchocarpus fontanesianus (Cabral et al. 2012)
ou de C. macrocarpus, analisado nesse estudo, em geral, os 6leos volateis de
espécies de Citrus se caracterizam principalmente pela abundancia de linalool e
acetato de linalil nas folhas (Hojjati et al. 2017; Zareiyan et al. 2021) e da
predominéncia de limoneno nas cascas (Gultepe et al. 2020; Hardjono et al.
2021).

3.2 Atividade antimicrobiana
O dleo volatil da amostra de S&o Paulo foi avaliado quanto seu potencial

antimicrobiano.

Inicialmente, os microrganismos Candida albicans, Staphylococcus
aureus e Escherichia coli, em diferentes cargas, foram avaliados frente ao
acréscimo do OV na concentracdo de 2 mg/mL (Tabela 2).

Tabela 2. Atividade antimicrobiana do 6leo volatil de Conchocarpus macrocarpus

frente a Candida albicans, Escherichia coli e Staphylococcus aureus em
diferentes concentragdes de microrganismos.

Microrganismos Concentracdo de microrganismos (UFC/mL)
1,5x10° 1,5x104 1,5x103 1,5x102

C. albicans + - - -

E. coli + + + +

S. aureus + -

(+) = amostra ndo inibiu o crescimento de microrganismos, (-) = inibiu o crescimento de
microrganismos.
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O OV apresentou inibicdo do crescimento de C. albicans e S. aureus em
todas as cargas de microrganismos testadas abaixo de 10° UFC/mL. Entretanto,
nao apresentou qualquer atividade sobre E. coli, mesmo na menor carga
avaliada dessa bactéria (1,5x10> UFC/mL). Essa variacdo de inibicdo
crescimento entre bactérias Gram-positiva (S. aureus) e Gram-negativa (E. coli)
ja foi observada por diversos autores (Chrysoula e Nychas 1995; Bosni¢ et al.
2006; Djihane et al. 2016; Semeniuc et al. 2016) e pode estar associada a maior
complexidade da parede celular das bactérias Gram-negativa, como E. coli,
permitindo uma menor permeabilidade ao composto testado (Breijyeh 2020).

Os dois microrganismos que sofreram a acédo inibitéria do OV foram
novamente avaliados a fim de calcular concentragdo bactericida minima (CBM)

(Tabela 3) para diferentes cargas de microrganismos.

Tabela 3. Concentracdo bactericida minima (CBM) do Oleo volatil de
Conchocarpus macrocarpus frente a Candida albicans e Staphylococcus aureus

em diferentes concentracées de microrganismos.

Microrganismos Concentracdo de microrganismos (UFC/mL)
1,5x104 1,5x103
C. albicans 0,312 <0,156
S. aureus X 2,5
Padrdes
CHX <0,18
AmB <0,15

Os valores na tabela se referem a menor concentracdo de extrato ou padrdo
(mg/mL) capaz de inibir o crescimento bactericida. (x) sem inibicdo do
crescimento. Padrdes apresentaram a mesma concentra¢do de inibicdo nas
duas cargas de microrganismos avaliadas. CHX = Clorexidina usada para S.
aureus e AmB = Anfotericina B usada para C. albicans.

Viljoen et al. (2006) analisaram a atividade antimicrobiana dos OV de 17
espécies de Agathosma (Rutaceae), sendo observada, para a maioria das
espécies, maior atividade frente a C. albicans (CBM: 3mg/mL) do que S. aureus
(4mg/mL), com carga de microrganismo de 10° UFC/mL, resultado também
encontrado no presente estudo. Como ndo foram avaliadas concentragbes
superiores a 2mg/mL do OV de Conchocarpus macrocarpus, nao foi possivel

calcular a CBM para a carga microrganismo de 1,5x10° UFC/mL.
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OV obtidos a partir de outras espécies de Rutaceae ja foram reportados
com uma boa acéo antimicrobiana (CBM: <0,5 mg/mL) contra C. albicans, como,
por exemplo, Citrus aurantium L. (Nidhi et al. 2020) e Ruta graveolens L.
(Haddouchi et al. 2013). No caso do OV de Zanthoxylum monogynum St. Hill.
essa inibicao foi menos expressiva (CBM: 3 mg/mL) (Silva et al. 2017). O OV de
C. macrocarpus apresentou uma boa atividade de inibicdo para os dois
microrganismos testados, com CBM = 0,312 mg/mL na maior carga microbiana
de C. albicans (1,5x10*UFC/mL) e CBM = 2,5 mg/mL para S. aureus em 1,5x10°
UFC/mL.

Até onde vai nosso conhecimento, somente C. fontanesianus ja foi
previamente estudada quanto a composi¢cao do OV e suas potenciais atividades
biologicas (Cabral et al. 2016), tendo sido observada boa atividade antifingica,
contra Cladosporium cladosporioides, associada a presenca predominante de

sesquiterpenos oxigenados nos OV de folhas.

Apesar da auséncia de sesquiterpenos oxigenados no OV de C.
macrocarpus coletado em SP, uma boa acao antimicrobiana foi observada. Esse
fato pode ser explicado devido a presenca de outros compostos que ja foram
descritos em literatura como potenciais agentes antimicrobianos, como
aromadendreno encontrado no OV de Eucalyptus globulus Labill. (Mulyaningsih
et al. 2010), biciclogermacreno como composto majoritario de espécies de
Origanum (Tabanca et al. 2001), cariofileno presente no rizoma de Zingiber
nimmonii J. Graham (Sabulal et al. 2006), B-elemeno no OV de Nigella
damascena L. (Sieniawska et al. 2018), dentre outros.

Com base no exposto, foi verificado que h& variagdo na composicao dos
OV nas amostras de Conchocarpus macrocarpus coletadas em Cachoeiro do
Itapemirim e S&o Paulo, principalmente pela auséncia de monoterpenos e
hidrocarbonetos na primeira. Se essa variacao esta relacionada a localidade de
coleta, ao processamento das amostras, ou a ambos € uma questao que
necessita mais estudos. Biciclogermacreno, copaeno, germacreno D e [-
elemeno sdo os componentes principais na amostra Cachoeiro do Itapemirim,
enquanto 1,3-xileno, (+)-epi-biciclosesquifelandreno, cariofileno, n-octano e

heptano sdo os majoritarios na amostra de Sado Paulo. Além disso, o OV de C.
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macrocarpus coletado em S&o Paulo apresentou boa atividade antimicrobiana
(CBM = 0,312 mg/mL) na maior carga microbiana testada de C. albicans (1,5x10*
UFC/mL).

Os dados apresentados neste capitulo sdo preliminares. Pretendemos
realizar novas coletas de material vegetal em Cachoeiro do Itapemirim e em S&o
Paulo e submete-los ao mesmo procedimento de pré-extragcdo. Com isso, a
composicdo desses OV podera ser comparada com maior seguranga, assim

como poderemos avaliar a atividade antimicrobiana para as duas amostras.
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Consideracoes finais

Rutaceae desperta o interesse em pesquisadores de produtos naturais
por ser uma familia com grande importancia econémica e conhecida por sua
diversidade quimica e complexidade estrutural de seus constituintes.
Conchocarpus € um dos 150 géneros pertencentes a Rutaceae, subfamilia
Rutoideae, sendo o maior género dentro da subtribo Galipeinae. Entretanto
poucas espécies foram investigadas até o momento em relagcdo a composicao

quimica e atividades bioldgicas.

A investigagdo do metabolismo secundario de Conchocarpus
macrocarpus permitiu a identificagdo de uma diversidade de substancias, desde
fitoesterdides como estigmasterol, B-sitosterol e sitostenona; alcano como
docosano, N-metil-prolina, alcaloides furanoquinolinicos como esquimiamina e
dutadrupina, além da sujestdo de alcaloides quinolinicos e acridinico.
Flavonoides do tipo flavonas também foram identificados, como isovitexina-2-O-
ramnosideo, isovitexina 2”-O-arabinosideo, vitexina e saporanina e amidas
como feruloil putrescina, feruloil agmatina e p-coumaroil agmatina. As fases de
particdo e fracdes onde estdo presente 0s compostos mencionados foram
ensaiadas frente algumas atividades biolégicas, sendo os alcaloides
relacionados a uma boa atividade antimicrobina e os flavonoides a uma atividade
antioxidante in vitro satisfatoria. O isolamento de algumas algumas substancias,
em especial os alcaloides que néo puderam ser identificados sera realizado para
que seja possivel a analise por RMN. Pensamos também em submeter as

substancias isoladas aos bioensaios especificos.

Este estudo também contribui com a caracterizagdo quimica e atividade
antimicrobiana dos o6leos volateis (OV) dessa espécie. Até 0 momento, somente
uma espécie, Conchocarpus fontanesianus, havia sido investigada quanto ao

perfil dos OV e potenciais atividades biologicas. Nossos dados mostras diferenca
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no perfl de OV em amostras provenientes de localidades diferentes,
evidenciadas pela presenca exclusiva de hidrocabonetos nas folhas frescas da
amostra de Sao Paulo e sesquiterpenos oxigenados nas folhas secas coletadas
no Espirito Santo. A real contribuicdo do local de coleta e/ou do tratamento
diferencial das folhas antes da extragdo nessa diferenca necessita de
investigacbes adicionais. O O6leo volatil da amostra de SP apresentou bom
resultado contra Candida albicans (CBM = 0,312mg/mL) para a carga de

microrganismos de 1,5x10* UFC/mL.

De forma geral, acreditamos que os dados reportados e discutidos neste
trabalho contribuem com um maior conhecimento da biodiversidade brasileira,

abrindo portas para investigagoes futuras.
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Resumo Geral

Conchocarpus é o maior género na subtribo Galipeinae, tribo Galipeeae
(Rutaceae), com 47 espécies distribuidas predominantemente em regifes
neotropicais, sendo a maioria endémica do Brasil. Apesar de diverso, pouco de
conhece a respeito de sua constituicdo quimica, assim como seu potencial
biolégico. Dentre as 47 espécies, apenas sete ja foram investigadas em estudos
fitoquimicos, tendo sido relatados alcaloides do tipo furoquinolinicos e
quinolicos, flavonoides, cumarinas, entre outros metabdlitos. Diversas atividades
biolégicas também j& foram associadas a essas espécies, entre elas,
antioxidante, anticolinesterasica e antiproliferativa. Dessa forma, reconhecendo-
se a importancia econdmica de Rutaceae, assim como os dados ja relatados
para Conchocarpus, o principal intuito deste trabalho foi analisar a composicéo
quimica e o potencial biolégico dos extratos etandlicos foliar e caulinar de
Conchocarpus macrocarpus, espécie endémica do Brasil. Nas fases de particdo
foliares e caulinares mais apolares (hexano e diclorometano), analisadas em
cromatografia a gas acoplada a espectrometria de massas (CG-EM), foi
reportado a presenca de N-metil-prolina, docosano, estigmasterol, sitostenona
em todas amostras analisadas, além de um alcaloide acridinico ndo identificado.
Além disso, coniferol e os alcaloides furanoquinolinicos esquimiamina e
dutadrupina também foram encontrados nessas fases de particdo apolares. O
fitoesteroide B-sitosterol estd presente apenas na fase de particdo hexanica do
caule. Posteriormente, as fases de particdo em diclorometano, hexano e butanol
obtidas do extrato foliar foram analisas em CLAE-DAD acoplado a espectémetro
de massas de alta resolucdo. Os espectros de massas obtidos foram utilizados
para criacdo de redes moleculares pelo GNPS (The Global Natural Product
Social Molecular Networking). Com isso, na fase butandlica foi possivel a
sugestdo de identificacdo das flavonas isovitexina-2”-O-ramnosideo, isovitexina

2”-O-arabinosideo, vitexina e saporanina e das amidas feruloil putrescina, feruloil
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agmatina e p-coumaroil agmatina, além de alcaloides quinolinicos nas fases de
particdo mais apolares, semelhantes a cloroaustralasinas. Os componentes de
Oleos volateis, obtidos a partir de Conchocarpus macrocarpus coletado em
Cachoeiro do Itapemirim (ES) e Sdo Paulo (SP) também foram analisados,
sendo essas amostras diferenciadas pela presenca exclusiva de hidrocabonetos
nas folhas frescas da amostra de Sdo Paulo e sesquiterpenos oxigenados nas
folhas secas coletadas no Espirito Santo. O extrato bruto e fases de particdo
foram avaliadas quanto ao potencial antioxidante in vitro, antiproliferativo e
antiacetilcolinesterasico. Posteriormente, as amostras e fracdes mais ativas
foram submetidas a bioensaios especificos: antimicrobiano e antioxidante in vivo
e in vitro. As fracdes polares foram mais promissoras quanto a atividade
antioxidante in vitro, especialmente a fragdo Fo-BuOH G2.1 com valores de
1238,1 + 6,4 umol/g equivalente a Trolox e 945,3 + 12,5 umol/g equivalente a
acido galico, nos ensaios DPPH e Folin-Ciocalteu, respectivamente. Entretanto,
nenhuma amostra apresentou resultados significativos na protecédo de células
RAW a acdo oxidativa do perdxido de hidrgénio no ensaio in vivo. Além disso,
flavonas presente na amostra Fo-BuOH G2.1 foram relacionadas a inibigdo de
Candida albicans com CIM = 1,25 mg/mL na maior carga microbiana (1,5x10°
UFC/mL), enquanto alcaloides presentes na amostra Fo-DCM G5 foram
associados a efetiva inibicdo de Staphylococcus aureus, com CIM = 0,312
mg/mL nas duas maiores cargas de microrganismos testadas (1,5x10° e 1,5x104
UFC/mL). Em relacao aos 6leos volateis, uma forte atividade antimicrobiana foi
encontrada contra Candida albicans (CIM = 0,312mg/mL) para a carga de
microrganismos de 1,5x10* UFC/mL e uma atividade fraca contra
Staphylococcus aureus (CIM = 2,5 mg/mL) para a carga de 1,5x103 UFC/mL. Os
ensaios de inibicdo de acetilcolinesterase e antiproliferativo ndo apresentaram
resultados promissores associados aos compostos majoritarios. Por fim,
esperamos que este estudo possa estimular mais trabalhos investigativos quanto
a diversidade quimica de espécies de Conchocarpus e suas atividades
bioldgicas.

Palavras-Chave: Antioxidante, antimicrobiano, composi¢ao quimica, Sapindales
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Abstract

Conchocarpus is the largest genus in the Galipeinae subtribe, tribe
Galipeeae (Rutaceae), with 47 species distributed predominantly in neotropical
regions, most of them endemic to Brazil. Despite the great diversity, little is known
about its chemical composition, as well as its biological potential. Among the 47
species, only seven have been investigated in phytochemical studies, being
reported mainly furoquinolinic and quinolic alkaloids, flavonoids, coumarins,
among other metabolites. Several biological activities have also been associated
with these species, including antioxidant, anticholinesterase and antiproliferative.
Thus, recognizing the economic importance of Rutaceae, as well as the data
already reported for Conchocarpus, the main purpose of this work was to analyze
the chemical composition and biological activities of the leaf and stem ethanolic
extracts of Conchocarpus macrocarpus, an endemic species in Brazil. In the
more apolar leaf and steam partition phases (hexane and dichloromethane),
analyzed by gas chromatography coupled with mass spectrometry (GC-MS), the
presence of N-methyl-proline, docosan, stigmasterol, sitostenone was reported
in all analyzed samples, in addition to an unidentified acridine alkaloid.
Furthermore, coniferol and the furanoquinoline alkaloids skimiamine and
dutadrupin were also found in these nonpolar partition phases. The phytosteroid
B-sitosterol was found only in the stem hexane partition phase. Subsequently, the
partition phases in dichloromethane, hexane and butanol obtained from the leaf
extract were analyzed using HPLC-DAD coupled to a high resolution mass
spectrometer. The mass spectra obtained were used to create a molecular
networks using GNPS (The Global Natural Product Social Molecular Networking).
Thus, in the butanolic phase, it was possible to suggest the identification of the
flavones isovitexin-2"-O-rhamnoside, isovitexin 2"-O-arabinoside, vitexin and
saporanin and the amides feruloyl putrescine, feruloyl agmatine and p-coumaroyl

agmatine, in addition to quinoline alkaloids in the more apolar partition phases,
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similar to chloroaustralasines. The volatile oil components obtained from
Conchocarpus macrocarpus collected in Cachoeiro do Itapemirim (ES) and Séo
Paulo (SP) were also analyzed, and these samples being differenciated mainly
by the exclusive presence of hydrocarbons in the fresh leaves of the S&o Paulo
sample and oxygenated sesquiterpenes in dryed leaves from specimens of
Espirito Santo. The crude extract and partition phases were evaluated for in vitro
antioxidant, antiproliferative  and antiacetylcholinesterase potential.
Subsequently, the most active samples and fractions were submitted to specific
bioassays: antimicrobial and antioxidant in vivo and in vitro. The polar fractions
were more promising for in vitro antioxidant activity, especially the Fo-BuOH G2.1
fraction with values of 1238.1 + 6.4 umol/g equivalent to Trolox and 945.3 +12.5
umol/g equivalent to Gallic acid, in the DPPH and Folin-Ciocalteu assays,
respectively. However, any of the analysed samples showed significant results in
protecting RAW cells from the oxidative action of hydrogen peroxide in the in vivo
assay. Furthermore, flavones present in the Fo-BuOH G2.1 sample were related
to inhibition of Candida albicans with MIC = 1.25 mg/mL at the highest microbial
load (1.5x10° CFU/mL), while alkaloids present in the Fo-DCM G5 were
associated with effective inhibition of Staphylococcus aureus, with MIC = 0.312
mg/mL in the two highest loads of microorganisms measured (1.5x10° and
1.5x10* CFU/mL). Regarding essential oils, a strong antimicrobial activity was
found against Candida albicans (MIC = 0.312mg/mL) for the microorganism load
of 1.5x10* CFU/mL and only a weak activity against Staphylococcus aureus (MIC
= 2.5 mg/mL) for a load of 1.5x10° CFU/mL. Acetylcholinesterase and
antiproliferative inhibition assays did not show promising results associated with
the major compounds. Finally, we hope that this study could stimulate more
investigative work concerning the chemical diversity of Conchocarpus species

and their biological activities.

Key-Words: Antioxidant, antimicrobial, chemical composition, Sapindales
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