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RESUMO

NAVARRO, Jacqueline. Caracterizagdo de compostos fendlicos de frutas nativas
brasileiras e atividade inibitéria das enzimas digestorias a-amilase e a-glicosidase.
2021. 133 p. Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade Ciéncias Farmacéuticas, Universidade
de Séo Paulo, S&o Paulo, 2021.

A Dbiodiversidade brasileira é vasta e promissora, rica em frutas com potencial
econémico. Estas, possuem compostos bioativos, como compostos fendlicos que
apresentam capacidade antioxidante e tém a propriedade de inibir enzimas chaves para a
degradacdo de carboidratos, tais como a a-amilase e a a-glicosidase. I1sso as tornam
importantes agentes de reducdo do risco de desenvolvimento de doencas crénicas nao
transmissiveis. O objetivo deste trabalho foi caracterizar os compostos fenolicos e
potencial atividade bioldgica in vitro de duas frutas nativas brasileiras: a cereja-do-rio-
grande (Eugenia involucrata DC.) e a uvaia (Eugenia pyriformis). Os frutos foram
coletados em 2018 em diferentes regibes dos estados de S&o Paulo e Minas Gerais.
Foram analisados os pesos médios dos acessos (polpa + casca) e realizadas as analises
de acucares totais, acido elagico total, antocianinas monomeéricas totais (apenas para 0s
frutos vermelhos), fendlicos totais, DPPH e ORAC, ensaios da atividade de inibigdo de
a-amilase e a-glicosidase e identificacdo de flavonoides. Esta Ultima, realizada por LC-
gTOF-MS/MS e quantificada por CLAE-DAD. Os estudos de ancoramento molecular
permitiram sugerir um modelo de interacdo com os compostos fenolicos e a a-amilase.
Todos 0s acessos possuem alto teor de polpa e elevado contetido de agucares sollveis
em 100 g b.u. Os acessos CE035 (Salesopélis / SP) e Uvaia Comum (Rio Claro / SP)
foram as amostras que apresentaram melhor capacidade antioxidante. Os flavonoides
identificados na cereja-do-rio-grande vermelha pertencem as subclasses antocianinas,
flavon-3-ol e flavanol; ja a cereja-do-rio-grande amarela apresentaram as subclasses
flavan-3-ol e flavanol. A uvaia apresentou duas subclasses flavan-3-ol e flavanol. O
acido elagico foi detectado em maior contedo em 95% o0s acessos do que o conteido
de compostos fendlicos. Os acessos CE057 (Ibitinga / SP) e UV068 (Cabo Verde / MG)
foram as amostras mais eficientes em inibir a a-amilase. O extrato de uvaia que mais
inibiu a-glicosidase foi a de Uvaia Pera (Rio Claro / SP). Diante dos resultados de score
do ancoramento molecular, todos os compostos fendlicos obtiveram média de
ranqueamento mais significativa do que a acarbose (inibidor de a-amilase), exceto o

dimero de proantocianidina. Desta forma, conclui-se que frutos cereja-do-rio-grande e



uvaia possuem boa capacidade antioxidante e podem ser considerados bons inibidores
de o-amilase e a-glicosidase, os resultados de ancoramento molecular validaram os
resultados visualizados nas andlises in silico. A proposta é que a sociedade se aproprie
desses resultados para obter retorno com o uso e valorizacdo adequados do seu

patrimdnio genético.

Palavras-chaves: Eugenia involucrata DC., Eugenia pyriformis, ancoramento

molecular, biodiversidade, flavonoides



ABSTRACT

NAVARRO, Jacqueline. Characterization of phenolic compounds from native
Brazilian fruits and inhibitory activity of a-amylase and a-glucosidase digestive
enzymes. 2021. 133 p. Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade Ciéncias Farmacéuticas,
Universidade de Séo Paulo, Sdo Paulo, 2021.

The Brazilian biodiversity is vast and promising, rich in fruits with economic potential.
These fruits have bioactive compounds, such as phenolic compounds that have
antioxidant capacity and have the property of inhibiting key enzymes for carbohydrate
degradation, such as a-amylase and a-glucosidase. This makes them important agents
for reducing the risk of developing non-communicable chronic diseases. The aim of this
work was to characterize the phenolic compounds and potential in vitro biological
activity of two Brazilian native fruits: cereja-do-rio-grande (Eugenia involucrata DC.)
and uvaia (Eugenia pyriformis). The fruits were collected in 2018 in different regions of
the states of S&o Paulo and Minas Gerais. The average weights of the accessions (pulp +
peel) were analyzed and the analyses of total sugars, total ellagic acid, total monomeric
anthocyanins (only for red fruits), total phenolics, DPPH and ORAC, a-amylase and -
glucosidase inhibition activity assays, and flavonoid identification were performed. The
latter, performed by LC-qTOF-MS/MS and quantified by CLAE-DAD. Molecular
docking studies allowed suggesting an interaction model with phenolic compounds and
a-amylase. All accessions have high pulp content and high content of soluble sugars in
100 g w.b. The accessions CE035 (Salesopolis / SP) and Uvaia Comum (Rio Claro / SP)
were the samples that showed the best antioxidant capacity. The flavonoids identified in
the red cereja-do-rio-grande belong to the anthocyanins, flavon-3-ol and flavanol
subclasses, while the yellow cereja-do-rio-grande showed the subclasses flavan-3-ol and
flavanol. Uvaia presented two subclasses, flavan-3-ol and flavanol. Ellagic acid was
detected in higher content in 95% of the accessions than the content of phenolic
compounds. The accessions CE057 (Ibitinga / SP) and UV068 (Cabo Verde / MG) were
the most efficient samples in inhibiting a-amylase. The uvaia extract that most inhibited
a-glucosidase was that of Uvaia Pera (Rio Claro / SP). Given the molecular docking
score results, all phenolic compounds obtained more significant rank average than
acarbose (a-amylase inhibitor), except proanthocyanidin dimer. Thus, it is concluded
that cereja-do-rio-grande and uvaia have good antioxidant capacity and can be

considered good inhibitors of a-amylase and a-glucosidase, the molecular docking



results validated the results visualized in the in silico analyses. The proposal is that
society appropriates these results to obtain return with the proper use and valuation of

its genetic heritage.

Key-words: Eugenia involucrata DC., Eugenia pyriformis, molecular docking,
biodiversity, flavonoids
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1. INTRODUCAO

O Brasil possui a maior biodiversidade do mundo, fonte abundante e praticamente
inexplorada de recursos, que oferece oportunidade sem precedentes para descoberta de
novos frutos ricos em compostos bioativos. As espécies nativas apresentam elevado
potencial nutricional e servem de abrigo e alimento para a avifauna local (INFANTE et
al., 2016; CETAP, 2016).

A mata atlantica, presente em 17 estados brasileiros e classificada como o quarto
bioma do pais em extensdo territorial, se caracteriza por um conjunto de dez diferentes
formac0es florestais, criadas ao longo dos anos por alteracfes em variaveis geofisicas,
como latitude e altitude (FUNDACAO SOS MATA ATLANTICA, 2005;
CAMPANILI; SCHAFFER, 2010).

Embora sua presenca geogréafica seja fragmentada quando comparada com a floresta
amazOnica, a mata atlantica apresenta maior diversidade bioldgica por unidade de area.
Estima-se que ela possua cerca de 20.000 espécies vegetais, representando,
aproximadamente,

33 a 36% das espécies existentes no Brasil, sendo classificada como uma das
regides ecoldgicas mais ricas do mundo. De espécies vasculares conhecidas, 50% néo se
encontram em nenhum outro lugar do mundo (CAMPANILI; SCHAFFER, 2010).

Sdo encontradas, exclusivamente na mata atlantica, 636 espécies de angiospermas,
plantas vasculares que apresentam como caracteristica marcante a presenca de flores e
frutos. Uma das familias de maior predominancia é a Myrtaceae, dos géneros
Eucalyptus, Eugenia, Leptospermum, Malaleuca, Myrtus, Pimenta, Plinia,
Pseuocaryophyllus, Psidium e Syzygium (MORAIS et al., 2014; GOVAERTS et al.,
2019).

Embora diversas espécies frutiferas da familia Myrtaceae sejam conhecidas, como a
jabuticaba (Myrciaria cauliflora), a pitanga (Eugenia uniflorama), a goiaba (Psidium
guajava) e a cabeludinha (Plinia globerata), seu plantio em escala comercial ainda é
relativamente inexpressivo (MORAIS et al., 2014). Outras espécies de frutos
comestiveis desta familia sdo cultivadas e conhecidas apenas em regides especificas,
como, por exemplo, a cereja-do-rio-grande (Eugenia involucrata DC.) e a uvaia

(Eugenia pyriformis).
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A espécie Eugenia involucrata DC., mais comumente conhecida por cereja-do-rio-
grande, também é chamada de cerejeira, cerejeira-do-mato, cerejeira-da-terra, cereja-
preta, ibaiba ou ivai (Figura 1), a depender do seu local de ocorréncia, que varia de
Minas Gerais a0 Rio Grande do Sul (DONADIO et al., 2002; DEGENHARDT;
FRANZON; COSTA, 2007).

Esta arvore frutifera de porte médio pode atingir, em fase adulta, de 5 a 15 metros
de altura e possuir tronco de 30 a 40 cm de diametro. Sua floragdo ocorre no inicio da
primavera e tém como principal polinizadora as abelhas, que visitam as flores no inicio
da manhd e final da tarde. Estudos reportam que a principal doenca que atinge seus
ramos, flores e frutos, é a ferrugem, causada pelo fungo Puccinia sp (REGO et al.,
2006a; CARVALHO,2008; REGO et al.,2006b).

O fruto maduro apresenta grande variabilidade de coloracdo da epiderme, do
vermelho escuro ao violaceo, devido, primariamente, ao alto teor de antocianinas.
Possui ainda formato arredondado, ovalado, alongado ou periforme e comprimento e
didmetro que variam de 2 cm a 4 cm e 1,3 cm a 2,7 cm, respectivamente. De uma a
quatro sementes sdo geralmente encontradas em cada unidade (CARVALHO, 2008).

A cereja-do-rio-grande possui alto teor de compostos fendlicos, elevada capacidade
antioxidante e conteudo consideravel de minerais, como fosforo e potassio. Pode ser
consumida in natura ou em forma processada, como doces, geleias ou licores (ARAUJO
etal., 2012; DAMETTO, 2014).

A éarvore desperta interesse também no desenvolvimento de novos farmacos, em
especial fitoterapicos. A avaliacdo da composi¢do quimica do 6leo volatil revelou a
presenca de 11 substancias, principalmente esquiterpenos, que representam
aproximadamente 92% do conteddo total. Na medicina popular, suas folhas sdo
comumente utilizadas no preparo de chas, que possuem acdo antidiarreica e digestiva.
(LORENZI et al., 2006; WAGNER, 2017).
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Figura 1. Aspecto da arvore de cereja-do-rio-grande (A); Estadios de
desenvolvimento das flores (B); Variabilidade no formato (C); Frutos com sintomas de
ferrugem (D).

Fonte: DEGENHARDT; FRANZON; COSTA, 2007.

A uvaia (Eugenia pyriformis), popularmente conhecido como uvalheira, uvaieira ou
uvalha cuja sinonimia € Pseudomyrcianthes pyriformis (Camb.) Kaus., tem seu nome
originario da lingua Tupi-Guarani, na qual significa “fruta acida”. Presente nos estados
do Rio Grande do Sul, Santa Catarina, Parana, Sao Paulo e Minas Gerais, esta espécie
arborea apresenta crescimento relativamente rapido e frutificacdo precoce, além de
porte médio, copa alongada e grande potencial ornamental (JACOMINO et al., 2018).

Sua frutificacdo ocorre de setembro a novembro, depois de, em média, dois meses
da floracdo, a qual é caracterizada por flores brancas de quatro pétalas. Seus frutos, de
baga carnosa, possuem coloracdo que varia do amarelo ao alaranjado, sdo geralmente
pequenos — de 2 cm a 4 cm de didmetro — e de formato arredondado, piriforme ou oval
(Figura 2) (DE FREITAS, 2017).

Estudos da composi¢do quimica da uvaia mostram que os frutos possuem alto valor
nutricional, sdo uma boa fonte de vitamina C (73 a 120 mg / 100 g de base Umida) e
possuem alto teor de carotenoides (1300 mg / 100 g de base umida) (ANGELO;
JORGE, 2007; DA SILVA et al., 2019; DE ARAUJO et al., 2019a; HAMINIUK et al.,
2011; JACOMINO et al., 2018; KLEIN et al., 2018a, 2018b; PEREIRA et al., 2014).

As uvaias podem ser consumidas in natura ou em forma de produtos

industrializados, como sucos, licores, doces e geleias, dado conteddo significativo da
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polpa. E uma espécie altamente valiosa por possuir madeira dura e resistente as doengas
(DA SILVA et al., 2019).

Figura 2. Aspecto da arvore de uvaia (A); Frutos no galho (B); Uvaia aberta (C).

AN

Fonte: autora

Ambos os frutos, cereja-do-rio-grande e uvaia, S0 comumente encontrados em
quintais de casas ou em pequenas plantacGes, desta forma, consumidos localmente pela
populacdo regional (DONADO-PESTANA et al.,, 2018; JACOMINO et al., 2018).
Fatores que corroboram a manutencdo deste cenario derivam do fato de ambas
possuirem uma curta vida de prateleira, resultado da grande variabilidade fenotipica
dado o método de propagacdo por semente (RUFINO, 2008).

H& uma complexa teia que abrange o desenvolvimento de uma nova cadeia
alimentar a qual é composta por producao, comercializacdo, abastecimento e consumo.
Na tentativa de ampliar o consumo, aumentar a difuséo e fomentar o mercado das frutas
nativas brasileiras, foi publicada em julho de 2021 a Portaria Interministerial n°10, a
qual lista espécies nativas da sociobiodiversidade de valor alimenticio relevante, para
fins de comercializacdo in natura ou de seus produtos derivados (BRASIL, 2021).

Anteriormente, no ano de 2016, foi langada uma portaria do Ministério do Meio
Ambiente a qual insere no cardapio escolar da educacdo basica publica do pais espécies

nativas denominadas “frutiferas da sociobiodiversidade” (BRASIL, 2016).
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Em ambito global, o estudo “Estado da Biodiversidade Mundial para Alimentagao ¢
Agricultura”, langado pela Food and Agriculture Organization (FAO), foca no combate
ao desaparecimento da biodiversidade.

Dado este panorama, estudos epidemioldgicos diversos ressaltam a importancia do
consumo de frutas e hortalicas como alimentos que atuam na promog¢do a salde e
prevencdo de doengas cronicas ndo transmissiveis (DCNTSs), além de importante
associacdo entre o consumo adequado destes alimentos a um menor risco de
mortalidade por DCNTSs, devido aos compostos biologicamente ativos presentes que
atuam como promotores da salde, reduzindo os efeitos causados pelo estresse oxidativo
(SOUZA et al., 2019; INFANTE et al., 2016).

Com o incentivo governamental e de organizagdes supranacionais, foi observado
que a exploracdo de frutos nativos ja estd despertando interesse devido a sua qualidade
sensorial e potencial funcional, com vistas a comercializagdo em diferentes setores,
como o alimenticio, farmacéutico e cosmético (CORADIN et al., 2011).

Este potencial funcional presente nos frutos nativos € atribuido aos compostos
bioativos, que sdo constituintes extra nutricionais encontrados em pequenas quantidades
nos alimentos de origem vegetal, os quais proporcionam beneficios a salde, como
efeitos fisioldégicos e imunoldgicos. Esses compostos variam amplamente e sdo
agrupados de acordo com sua estrutura e fungdo quimica (HAMZALIOGLU &
GOKMEN, V., 2016).

1.1. Compostos principais e estruturas bésicas

Os compostos biologicamente ativos de vegetais devem ser entendidos como 0s
metabolitos secundarios das plantas e tém classificacdo conforme suas rotas
biossintéticas. Sua estrutura contém, pelo menos, um anel benzénico em que o
hidrogénio é substituido por uma hidroxila. Sdo divididos em trés grupos principais: (a)
acidos fendlicos, (b) flavonoides, e (c) outros fendlicos, formados por estilbenos,
ligninas e taninos (DE LA ROSA et al., 2019; RASOULI et al., 2017).

Todas as familias de metabdlitos secundarios fornecem cores as plantas, o que atrai
passaros e insetos que promovem a polinizacdo, germinagédo e dispersdo de sementes.
Também desempenham papel importante em seu crescimento e desenvolvimento, pois

as protegem de: (a) agentes nocivos, como insetos e micro-organismos; (b) eventos
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estressantes, como a radiacdo ultravioleta (UV); (c) e temperaturas extremas
(MARTINEZ, et al., 2017).

Os flavonoides possuem estrutura quimica molecular baseada em dois anéis
aromaticos (anéis A e B) com seis carbonos cada e um anel heterociclico (anel C) com
trés carbonos. De acordo com as variagdes do padrdo de substituicdo, hidroxilagdo e
oxidagéo do anel C, os flavonoides podem ser classificados em diferentes subclasses,
fornecendo uma gama extremamente diversa de derivados. Essas subclasses séo
encontradas em uma ampla variedade de alimentos vegetais, como frutas, hortalicas,
grdos e chas (KARAKAYA, 2004; TSIMOGIANNIS; OREOPOULOU, 2019).

Dentre as diferentes subclasses, os flavonoides podem ocorrer nas formas de: (a)
agliconas, estrutura basica dos flavonoides; (b) glicosideos, onde o carboidrato pode ser
L- ramnose, D-glicose, glucoramnose, galactose ou arabinose e a ligacao glicosidica
estd normalmente localizada nas posi¢fes 3 ou 7 e; (c) derivados metilados, éteres
metilicos ou ésteres acetilicos. Ja as hidroxilagcdes das subclasses ocorrem
frequentemente nas posigoes 3,5,7,2,3",4'e¢ 5 ' (KUMAR; PANDEY, 2013).

Os flavonoides sdo divididos em seis subclasses, as quais incluem: (a) flavonas, que
possui uma ligacdo dupla entre as posicGes 2 e 3 e um grupo cetona na posicao 4 do
anel C; (b) flavanol, em comparacdo com as flavonas, os flavondis tém um grupo
hidroxila na posicdo 3 do anel C, o qual pode ser glicosilado; (c) isoflavonas, o grupo
fenil no anel benzopirano estd na posicdo 3 em relacdo ao oxigénio do anel; (d)
flavanonas, também chamadas de diidroflavonas, tém o anel C saturado; portanto, ao
contréario das flavonas, a ligacdo dupla entre as posicdes 2 e 3 é saturada e esta é a Unica
diferenca estrutural entre os dois subgrupos de flavonoides; (e) flavan-3-ol, possui um
grupo hidroxila ligado a posicdo 3 do anel C; e (f) antocianinas, depende do pH,
metilacdo ou acilagdo nos grupos hidroxila nos anéis A e B (Figura 3) (PANCHE;
DIWAN; CHANDRA, 2016).
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Figura 3. Estruturas quimicas das principais subclasses de flavonoides.
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Outros compostos biologicamente ativos comumente encontrados nas frutas incluem

a familia dos taninos, considerados polifendis de alto peso molecular, encontrados
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exclusivamente nos vacuolos das plantas. A presenca de multiplos grupos funcionais na
estrutura quimica dos taninos, como as hidroxilas, confere-lhes a capacidade de criar
ligacGes cruzadas para alcancar estabilidade dentro de diferentes moléculas, como
proteinas ou carboidratos, caracteristica esta que permite diferenciad-los do grupo
flavonoides. S&o abundantes em frutas vermelhas como, por exemplo, romas,
framboesas e morangos, além de nozes e sementes (FRAGA-CORRAL et al., 2020;
SHAHAT & MARZOUK, 2013; LANDETE, 2011).

Historicamente, foram divididos em dois grupos principais, o primeiro denominado
tanino hidrolisavel, cuja estrutura base € formada a partir de ligagdes de unidades galoil
(Figura 4). Este grupo é composto por duas subclasses, os (a) galotaninos, formados a
partir do acido géalico ou outros &cidos fenolicos e (b) elagitaninos, formados pela
juncéo do radical galiola com glicose (FRAGA-CORRAL et al., 2020; BULE et al.,
2020).

O segundo grupo principal € denominado tanino condensado, também conhecido
por proantocianidinas. Mais comuns que os taninos hidrolisaveis caracterizados como
polimeros de flavan-3-ol e/ou flavan-3,4-diol, produtos do metabolismo do
fenilpropanol (BULE et al., 2020).

Figura 4. Substituinte galoila

HO ;

HO
OH

Fonte: autora

1.2. Acdo antioxidante
Uma das principais razdes que atraem a atencdo de cientistas e consumidores pelos

compostos bioativos é a ampla gama de propriedades que estes exibem, em especial, a
propriedade antioxidante, a qual é correlacionada com a sua estrutura molecular (Figura
5) (BELSCAK-CVITANOVIC et al., 2018).
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Figura 5.Propriedades fisico-quimicas dos compostos fendlicos baseado na estrutura

basica do fenol
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Fonte: Adaptado de BELSCAK-CVITANOVIC et al., 2018.

Comprovou-se que 0s compostos bioativos possuem alta capacidade antioxidante,

estabilizando os radicais livres através de dois mecanismos de acdo: (a) transferéncia de

um atomo de hidrogénio (HAT), do anel fendlico para o radical livre, e (b) transferéncia

de um elétron (SET), onde o antioxidante representado pelo anel fendlico ArOH

transfere um UGnico elétron para um radical livie R (Figura 6) (BELSCAK-

CVITANOVIC et al., 2018).

Figura 6. Mecanismos de atividade antioxidante dos compostos fenolicos baseado na

estrutura basica do fenol.
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1.3. Acdo inibidora de amilases e glicosidases
Araujo et al. (2021), demonstrou que as espécies de Eugenia, além de apresentarem

alta capacidade antioxidante, devido, principalmente, a diversidade de compostos
fendlicos presentes, também atuam como moderadores da diabetes mellitus tipo 11, dada
a agdo de inibi¢do de enzimas digestivas, como a oa-amilase e¢ a a-glicosidase.
Evidéncias recentes apontam que os compostos fenolicos fazem ligacdes nao covalentes
especificas com os aminoacidos de enzimas que hidrolisam carboidratos (GIUBERTI;
ROCCHETTI; LUCINI, 2020).

As enzimas digestivas podem ser categorizadas em duas familias sendo elas: (a)
endoamilases que tem como representante as amilases, as quais catalisam a hidrdlise das
ligagdes glicosidicas a-1,4 do amido, que ppor sua vez formam unidades menores de
oligossacarideos e (b) exoamilases, representadas pelas a-glicosidases, catalisam a
hidrélise das ligagdes glicosidicas a-1,4 de dissacarideos ou oligossacarideos, tendo
como produto unidades de glicose (WHITCOMB e LOWE, 2007; OTA et al., 2009).

A co-aplicacdo de compostos fendlicos como inibidores de enzimas sintéticas para
controlar a glicemia pds-prandial, umas das formas de mensuracdo e diagnostico da
diabetes, assim como a glicemia de jejum, pode reduzir a dose efetiva de inibidores
sintéticos necessarios. Para que isto aconteca, outros fatores devem ser considerados,
como: (a) subclasse estrutural, (b) grau de hidroxilacdo e polimerizacdo, (c)
substituicdes e (d) conjugacdes (GONCALVES & ROMANO, 2017; KUMAR, &
PANDEY, 2013).

Estudos recentes expbem que a atividade inibitdéria de um composto fenolico,
especificamente os flavonoides, sob a a-amilase propdem que a existéncia de hidroxilas
(- OH) nas posigdes 5, 6, 7 do anel A e na posi¢ao 4' do anel B s3o capazes de aumentar
a atividade inibitéria porque as hidroxilas desempenham um papel critico na formacéo
de ligacdes de hidrogénio no sitio ativo da enzima (SUN; WANG; MIAO, 2020).

Para buscar compreender quais compostos fendlicos, presentes nas amostras de
cereja-do- rio-grande e uvaia, levam a este processo de inibicdo enzimatica, podem ser
realizados ensaios in vitro complementados por métodos computacionais in silico, 0s
quais se tornam importantes pois confirmam, identificam e propdem como ocorre a
resposta de inibicdo enzimatica observada nos ensaios in vitro. Este conjunto de
métodos tém sido amplamente utilizado na descoberta inicial de substancias sem perfil

toxicologico para as células humanas (SLIWOSKI et al., 2014).
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O ancoramento molecular, método computacional in silico utilizado, &,
resumidamente, executado em duas etapas: (a) busca conformacional, por um algoritmo,
que envolve todos os graus de liberdade do ligante com a enzima (translacional,
rotacional e conformacional) e (b)
funcdo de pontuacdo que ranqueia as provaveis posicOes espaciais para o referido
conjunto de ligantes (TROTT & OLSON, 2010).

Além de todos os beneficios de promocdo a saude que o consumo dos frutos
supracitados até aqui apresenta, Rufino (2008) mostra que basear o cultivo de espécies
nativas viabilizando a sustentabilidade assim como gerando empregos, renda, servicos e

outras externalidades positivas de cunho social, econémico e ambiental.
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2. JUSTIFICATIVA

O projeto tematico ‘Frutas da Mata Atlantica potencialmente funcionais:
caracterizagdo, multiplicacdo de plantas e conservacdo poés-colheita’ (Processo
FAPESP: 2014/12606-3), iniciado em 2017 e coordenado pelo Prof. Dr. Angelo Pedro
Jacomino, do Departamento de Producdo Vegetal da Escola Superior de Agricultura
Luiz de Queiroz (ESALQ/USP), possui como objetivo geral a valorizacdo da riqueza
nacional e a defesa da biodiversidade brasileira, atraves do estudo e pesquisa de quatro
espécies frutiferas da Mata Atlantica, respectivamente: cambuci (Campomanesia
phaea), cereja-do-rio-grande (Eugenia involucrata DC.), grumixama (Eugenia
brasiliensis) e uvaia (Eugenia pyriformis).

O projeto, por meio de objetivos especificos, gera conhecimentos nas mais
diversas areas da ciéncia, seja pela caracterizacdo molecular das plantas, técnicas de
multiplicacdo vegetativa, caracterizacdo dos frutos quanto aos aspectos fisicos,
quimicos, sensoriais, de propriedades funcionais e compostos volateis, ou pelos estudos
de conservacao dos frutos in natura, congelados e liofilizados.

Este trabalho, como parte integrante do projeto tematico, visa identificar e
quantificar compostos fendlicos presentes nos frutos de cereja-do-rio-grande (Eugenia
involucrata DC.) e uvaia (Eugenia pyriformis), demonstrada importancia dos beneficios
que estes compostos trazem a satde humana.

E notério que as frutas nativas sdo ricas em compostos bioativos, e s&o
conhecidas como saborosas pela populacéo local, porém, devido a falta de informacéo e
de incentivo ao plantio, sdo perdidas no campo, deixando de enriquecer a dieta humana
como mais uma opc¢do de alimento saudavel. Para que esse fruto se torne comum na
alimentacdo popular, dependemos de um processo que assegure a cadeia produtiva que
envolve: (a) produgdo, (b) transporte, (c) armazenamento e a (d) distribuicdo adequadas
desses frutos.

Por fim, o caréater interdisciplinar e multiprofissional deste projeto possibilitara a
preservacdo da Mata Atlantica, aléem de viabilizar economicamente a pequena
propriedade rural, especialmente para a populacdo do Vale do Ribeira e do Paraiba.
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3. OBJETIVO

3.1. Objetivo geral

O presente trabalho tem como objetivo caracterizar os compostos fendlicos e
potencial bioldgico de diferentes acessos, definidos agronomicamente como arvores de
gendtipo individualizado, de cereja-do-rio-grande (Eugenia involucrata DC.) e uvaia

(Eugenia pyriformis), frutos ainda pouco explorados comercialmente.

3.2. Objetivos especificos

¢ Identificar e quantificar os compostos fenolicos dos acessos de cereja-do-rio-

grande e uvaia;
e Avaliar a capacidade antioxidante dos acessos de cereja-do-rio-grande e uvaia;

e Avaliar a atividade inibitoria dos acessos de cereja-do-rio-grande e uvaia sobre

as enzimas o-amilase e a-glicosidase in vitro;

e Estabelecer a relacdo estrutura-atividade in silico de um painel de compostos
fendlicos previamente identificado nos acessos de cereja-do-rio-grande e uvaia

com a a-amilase pancreatica suina.
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4. MATERIAL & METODOS

4.1. Material
No ano de 2018, os frutos de cereja-do-rio-grande e uvaia foram colhidos

manualmente pelo grupo de pesquisa do Prof. Dr. Angelo Pedro Jacomino, segundo os
seguintes critérios: frutos inteiros, maduros (de acordo com cor e textura proprios) e
sem injurias causadas por insetos. Depois de colhidos, os frutos foram acomodados em
embalagens plasticas, etiquetados, colocados em caixas isotérmicas refrigeradas com
placas de gelo e transportados ao Laboratério de P6s Colheita de Produtos Horticolas
(LPV-ESALQ/USP).

Ao chegarem no laboratorio, os frutos foram higienizados por imersdo em solucgédo
de hipoclorito a 100 ppm por 15 minutos, lavados em agua corrente e secos. Apds este
processo, frutos inteiros (polpa, casca e semente), foram congelados em nitrogénio
liquido e armazenados a -80°C.

Posteriormente, foram analisados com relacdo aos parametros fisico-quimicos
como: coloracdo, tamanho, formato e solidos sollveis totais (SST). A partir destes
parametros, frutos com os melhores dados quantitativos foram selecionados para este
estudo. Ao serem recebidos no Laboratério de Quimica e Bioguimica da Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas (LQB-FCF/USP) os mesmos foram triturados com gral e pistilo
na presenca de nitrogénio liquido, etiquetados e armazenados, novamente, a -80°C.

Os acessos de cereja-do-rio-grande foram coletados em seis municipios
diferentes, porém os frutos vermelhos (Eugenia involucrata DC.) foram coletados em
cinco municipios, enquanto o fruto amarelo, em um somente, conforme Tabela 1,

abaixo. As coletas foram realizadas entre outubro e dezembro de 2018.
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Tabela 1. Locais de coleta, nomenclatura dos acessos e coloragao dos frutos de cereja
do-rio-grande.

Cidade e estado de Nomenclaturado  Coloragéo do N° de frutos que

coleta acesso fruto constitui a amostra
Piracicaba/SP CEO001 Vermelho 50
Rio Claro/SP CE023 Vermelho 29
CE025 Vermelho 20
Jundiai/SP CEO028 Vermelho 28
CEO030 Vermelho 41
Salesopolis/SP CEO031 Vermelho 32
CEO033 Vermelho 20
CEO035 Vermelho 21
Ibitinga/SP CEOQ57 Amarelo 21
Campestre/MG CEO058 Vermelho 30

Os acessos de uvaia (Eugenia pyriformis) foram coletados em dois

municipios diferentes, entre outubro e dezembro de 2018, conforme a Tabela 2.

Tabela 2. Locais de coleta, nomenclatura dos acessos e colorac¢ao dos frutos de uvaia.

Cidade e estado de  Nomenclatura do Coloragéo do N° de frutos que
coleta acesso fruto constitui a amostra
Rio Claro/SP Uvaia comum Amarelo 3
Uvaia dura Amarelo 26
Uvaia pato de Amarelo 3
minas Amarelo 16
Uvaia pera
Cabo Verde/MG UVv032 Amarelo 6
UV036 Amarelo 9
uVvo043 Amarelo 19
uvo044 Amarelo 17
uVv048 Amarelo 39
uvo049 Amarelo 14
UVv068 Amarelo 4
uVv072 Amarelo 9
uvo77 Amarelo 4
UVv080 Amarelo 20
UVvo085 Amarelo 20
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4.2. Métodos

4.2.1. Peso do fruto inteiro, peso das sementes e peso da polpa e casca
O peso do fruto inteiro e o peso das sementes foi determinado atraves da

pesagem de dez frutos, que constituem a amostra. Estes foram pesados um a um em
balanca semi-analitica e os resultados expressos em gramas (g). O peso da polpa e casca
foi obtido pela diferenca entre os pesos do fruto inteiro e a das sementes, também

expresso em gramas (g).

4.2.2. Aclcares solaveis
Os agucares soluveis (glicose, sacarose e frutose) foram analisados de acordo

com Cordenunsi et al. (2008). Amostras (150 mg) foram extraidas com etanol 80 %
(v/v) a 80 °C por trés vezes. Os sobrenadantes obtidos apés centrifugacdo (12000 G; 15
°C; 15 minutos), foram combinados em baldo volumétrico de 25 mL, que teve seu
volume completo com etanol 80%. Uma aliquota do extrato etandlico foi evaporada em
concentrador a vacuo (CentriVap, Labconco Corporation, Kansas, MO, Estados Unidos)
a 45°C e o volume (2 mL) reconstituido com &gua. Os acucares sollveis foram
determinados por cromatografia a liquido com deteccdo por amperometria de pulso em
um sistema Dionex DX-500 (Dionex DX 500, Sunnyvalle, CA, Estados Unidos),
equipado com coluna Carbopac PA1 (4x250mm, 5 pm tamanho de particula) em corrida
isocratica com fluxo de 1 mL/min de NaOH 18 mM, durante 25 minutos. Para as curvas
de calibracdo, foram utilizados padrdes de glicose (Sigma, Chemical CO, Saint Louis,
MO, Estados Unidos; G-8270), frutose (Sigma F-0127) e sacarose (Sigma S-9378).

4.2.3. Extracéo
Amostras de uvaia e cereja-do-rio-grande amarela (0,2 g) foram adicionadas em

10 mL de metanol 70%. Ja as amostras de cerejas-do-rio-grande vermelha (0,2 g) foram
adicionadas em 10 mL metanol/agua/acido acético (70:25:5 v/v). Todas as amostras
foram homogeneizadas em Ultra-Turrax por 3 minutos (Polytron-Kinematica GmbH,
Kriens-Luzern, Suiga).

Os extratos foram mantidos & 4°C e sob agitacdo constante em um agitador
magnético por duas horas, e posteriormente filtrados em papel filtro qualitativo
(Nalgon, 3 micras) sob vacuo. As extracbes foram realizadas em triplicata e
armazenadas em frascos ambar em geladeira a 4°C. Os extratos foram utilizados para as

analises de antocianinas monomeéricas, acido elagico total, fendlicos totais, capacidade
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antioxidante pelos métodos de DPPH e ORAC, e inibi¢do enziméatica de a-amilase e a-

glicosidase.

4.2.3.1. Antocianinas monomeéricas
As antocianinas monomeéricas foram quantificadas nos extratos de cereja-do-rio-

grande vermelha pelo método proposto por Lee et al. (2005), que tem como principio a
diferenca de pH utilizando duas solugbes tampdo: cloreto de potéssio com acido
cloridrico de pH 1 (0,025 M), e acetato de sddio com é&cido cloridrico de pH 4,5 (0,4
M). Os extratos foram diluidos nos dois tampdes e a leitura de absorbancia realizada nos
comprimentos de onda 520 nm e 700 nm (Hewlett Packard, modelo 8453). A
concentracdo de antocianinas monomeéricas foi calculada a partir da equacdo 1, e 0

resultado expresso em cianidina-3-glicosideo (C3G) equivalente (mg/100 g).

Equacdo 1: antocianina monomérica = A x MW x DF x 103

exl

Onde:

A = (A520nm — A700nm) em pH 1.0 — (A520nm — A700nm) em pH 4.5
MW (peso molecular) = 449.2 g/mol para C3G

DF = fator de diluicédo

1 = caminho 6tico percorrido

€ = 26900, coeficiente molar, para C3G

10° = fator de conversdo de g para mg

4.2.3.2. Acido elagico total
A determinacdo de acido elagico total foi realizada de acordo com as condicdes

otimizadas por Pinto et al. (2008). As amostras foram secas em banho de 37°C sob fluxo
continuo de N2 (Evaporador Analitico Organomation, Berlim, Alemanha) e hidrolisado
em &cido trifluroacético 2 M em metanol, a 120 °C durante 90 minutos. Apo6s a
hidrolise, o extrato foi seco novamente sob fluxo de N2, ressuspendido em metanol grau
HLPC e filtrado com filtros de polietileno com membrana PTFE de 0,22um. O &cido
elagico foi separado por CLAE-DAD, para a quantificacdo de &cido elagico total, foi
utilizada a coluna cromatografica de fase reversa Luna 3 p C18 (150 x 3,0mm)
(Phenomenex Ltd., Reino Unido), com fluxo de 1 mL/min, a 25°C. A eluicdo foi
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realizada com gradiente de solventes constituido por A: 1% acido formico em agua e B:
5% é&cido férmico em acetonitrila. O gradiente de concentracdo dos solventes constituiu
em 0,5% de A no inicio, 10% em 5 min, 17% em 10 min, 25% em 15 min, 50% em 25
min, de 90% em 30 min, 50% em 32 e 8% em 35 min — o tempo total de corrida foram
de 35 minutos. O comprimento de onda para a deteccdo foi de 270 nm e 370 nm. Sua
quantificacdo foi realizada utilizando curva de calibracéo de acido elagico e o resultado

expresso em acido elégico total equivalente (mg/100 g).

4.2.3.3. Fenolicos totais
A determinacdo da capacidade de reducdo do reagente Folin-Ciocalteau foi

realizada pelo método de Swain e Hillis (1959). A leitura da absorbancia foi realizada
em espectrofotdmetro (Hewlett Packard, modelo 8453) no comprimento de onda de 765
nm. A curva de calibracdo de acido galico (AG) foi utilizada para a quantificacdo de
fendlicos totais. Os resultados foram expressos como mg AG eq./100 g de base Umida
(b.u.).

4.2.3.4. Atividade sequestrante do radical DPPH
A atividade sequestrante do Radical DPPH, foi avaliada pelo método proposto

por Brand-Williams et al. (1995). Em uma placa de poliestireno de 96 pocos de fundo
U, foi adicionado 40 uL. de metanol como branco, ou 0 mesmo volume com solucao-
padrdo de Trolox ou extratos, devidamente diluidos, quando necessario. Posteriormente,
foi adicionado 200 pL de solugdo de DPPH (0,05 mM), mantida no escuro por 20
minutos. A leitura de absorbancia foi realizada a 517 nm em leitor de microplaca
multideteccdo Synergy H1 (Biotek Instruments, Winooski, VT, Estados Unidos). A
curva de calibracdo foi preparada com uma solugdo de Trolox em diferentes
concentrages (20 - 70uM). A porcentagem de inibicdo foi calculada seguindo a

equacéo 2:

Equacéo 2 - % descoramento do DPPH = A(Branco) - A (Amostra) x 100

A(Branco)

Onde:
A(Branco) refere-se a absorbancia do branco (metanol+DPPH);

A(Amostra) refere-se a absorbancia da amostra.
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A andlise foi realizada em triplicata e 0s resultados expressos em pmol Trolox

equivalente/100 g de base imida (b.u.).

4.2.3.5. Capacidade de absorcéo dos radicais oxigenados (ORAC)
Para andlise de ORAC, o protocolo utilizado foi Prior et al. (2003), onde todos

0s reagentes foram preparados em tampéo fosfato 75 mM em pH 7,1. Foram utilizadas
solucdo de fluoresceina 40 nM (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, Estados Unidos) e
solugdo de 2,2'-Azobis (2-methylpropionitrile), comumente conhecido como AAPH,
153 nM, (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, Estados Unidos). Aliquotas de 25uL de
tampdo como branco, ou 0 mesmo volume de Trolox ou de extrato, devidamente
diluidas quando necessério, foram distribuidas em placa de 96 pocos seguidas da adi¢ao
automatica de 150uL de solu¢dao de fluoresceina e incubada a 37°C por 30 minutos.
Posteriormente, a reagdo foi iniciada pela adigdo de 25uLL de AAPH seguido de agitagdo
por 10 segundos. O decaimento da intensidade de fluorescéncia (485 nm e 525 nm) foi
realizado a cada 1 minuto durante 60 minutos de reagdo. A leitura de fluorescéncia foi
realizada utilizando-se leitor de microplaca multidetecgdo Synergy H1 (Biotek
Instruments, Winooski, VT, Estados Unidos).

A capacidade antioxidante foi obtida através do calculo da area abaixo da curva
de uma amostra subtraindo-se da area correspondente a do branco e utilizando-se curva
padrdo de Trolox, efetuada a cada ensaio, nas concentragdes de 12,5 a 100 uM. Os
resultados foram expressos em pmol Trolox equivalente/100 g b.u. A analise foi

realizada em triplicata.

4.2.3.6. Inibigdes in vitro

4.2.3.6.1. Inibicao de a-amilase
Para o ensaio da a-amilase, 0 método foi adaptado de Johnson et al. (2011), onde

50 puL de extrato previamente descrito no item (4.2.3. Extragdo), controle positivo
(acarbose 1 mM), ou padrbes comerciais foi adicionado a 50 pL de solugdo 15U/ mL de
a-amilase do tipo VI-B do pancreas porcino em fosfato de sédio 0,02 M tamp&o em pH
6,9 e incubados em eppendorfs a 25°C por 10 minutos. Posteriormente, 50 puL de
solugé@o de amido soltvel a 1% (dissolvido em tampéo fosfato de sodio) foi adicionada a
cada eppendorf e incubada por mais 10 min. Finalmente, 500 pL do reagente de acido
dinitrosalicilico foi adicionado e os tubos foram aquecidos a 100 ° C por 5 min. A
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mistura foi diluida com 2 mL de agua destilada e a leitura de absorbancia foi realizada a
520 nm em leitor de microplaca multideteccdo Synergy H1 (Biotek Instruments,
Winooski, VT, Estados Unidos). Sua quantificacdo foi realizada utilizando curva de

calibracédo de acarbose e o resultado expresso em acarbose equivalente mol/100 g b.u.

4.2.3.6.2. Inibi¢ao de a-glicosidase
De acordo com Johnson et al. (2011), em uma placa de 96 pogos, 50 uL de

extrato bruto ou controle positivo (acarbose 1 mM) foi adicionado a 100 uL de solugédo
de a-glucosidase 1,5U/mL (em tampdo fosfato de sédio 0,1 M, pH 6,9), e incubada por
10 min. Uma aliquota de 50 uL de p-nitrofenil-R-D-glucopiran6sido 5 mM (em tampé&o
fosfato de sddio 0,1 M, pH 6,9) foi adicionada brevemente a cada poco e incubado a
25°C por 5 min. A leitura de absorbancia foi realizada a 405 nm em leitor de microplaca
multideteccdo Synergy H1 (Biotek Instruments, Winooski, VT, Estados Unidos). Sua
quantificacdo foi realizada utilizando curva de calibracdo de acarbose e o resultado

expresso em acarbose equivalente mol/100 g b.u.
4.2.4. Identificacdo e quantificacdo de compostos fendlicos

A identificacdo dos flavonoides foi realizada para os acessos de cereja-do-rio-

grande vermelha (CE001) e amarela (CE057), e para o acesso de uvaia dura.

4.2.4.1. Extragdo
A extracdo da uvaia e cereja-do-rio-grande amarela foi realizada de acordo com

0 método descrito por Teixeira et al. (2015), onde aproximadamente 10g de amostra, em
duplicata, foi extraida com 100 mL de metanol 70% em homogeneizador do tipo Ultra
Turrax (Brinkmann Homogenizer, Suica) e posteriormente filtrado sob vacuo,
utilizando papel filtro qualitativo (Nalgon, 3 micras). O residuo foi re-extraido mais
duas vezes com 50 mL de metanol 70%. Este extrato foi combinado e concentrado em
rotaevaporador (Rotaevaporador, R-3 HB, Buchi, Suica) a 40°C até o volume
aproximado de 10 mL. O extrato concentrado foi posteriormente ressuspendido em um
baldo volumétrico de 25 mL com agua milli-Q. A extragdo foi realizada em duplicata.

A extracdo da cereja-do-rio-grande vermelha, foi realizada com 50 mL de
metanol/ acido acético/ agua (70:5:25 v/v), e re-extraido mais duas vezes com 25 mL de
metanol/ acido acético/ agua (70:5:25 v/v). O extrato foi rotaevaporado até o volume de
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aproximadamente 5 ml e ressuspendido em baldo volumétrico de 10 mL com agua

milli-Q. A extracéo foi realizada em duplicata.

4.2.4.2. Separacdo em fase sélida (SPE)
O extrato livre de metanol foi eluido em duplicata em coluna de 1 g de

Poliamida (CC 6, Macherey-Nagel), preparado em seringa prépria de 6 mL (HPLC
Technology) previamente pre-condicionada pela passagem de metanol (50 mL) e 4gua
milli-Q (50 mL). Posteriormente, 5 mL de extrato foi aplicado na coluna a qual foi
lavada com agua milli-Q (50 mL). A elui¢do dos compostos fendlicos foi realizada com
metanol, seguida de metanol:NHs (99,5:0,5v/v) para os acessos de uvaia e cereja-do-rio-
grande amarela (CE057). Ja a eluicdo dos acessos de cerejas-do-rio-grande vermelha foi
realizada com uma solucdo de metanol acidificado com 0,3% de acido cloridrico. Os
eluatos foram completamente secos por rotaevaporacdo (Rotavapor, RE 120, Bichi,
Flawil, Suica), sob vécuo, a 40 °C e ressuspendidos em metanol grau HPLC para as
amostras de uvaia e cereja-do-rio-grande amarela ou metanol acidificado com 5% acido
acetico para a cereja-do-rio-grande vermelha. Todos as amostras foram filtradas em
filtros PTFE (Millipore Ltd., Bedford, MA, Estados Unidos) de 0,22 um. A
identificacdo de compostos fendlicos foi realizada por LC-QTOF-MS/MS e a
quantificacéo foi realizada por CLAE/DAD.

4.2.4.3. Identificacdo

Para a identificacdo dos compostos fendlicos, as amostras foram injetadas em
espectrometro de massa tipo QTOF, modelo Compact (Bruker Daltonics, Alemanha),
acoplado a um cromatografo liquido modelo Nexera XR (LC-20AD, Shimadzu, Jap&o).
Foi utilizada coluna cromatogréfica de fase reversa Luna 3 p C18 (150 x 3,0mm)
(Phenomenex Ltd., Reino Unido), com fluxo de 0,5 mL/min a 25 °C. A elui¢do foi
realizada com gradiente de solventes constituido por solvente A: acido férmico 0,5%
em agua e solvente B: acido férmico 0,5% em acetonitrila, € monitorado a 190 nm a
800 nm. As condicBes do LC-QTOF-MS/MS foram: modo positivo para antocianinas e
modo negativo para os demais compostos fendlicos, N> como dry gas, capilar -3500 V,
full scan m/z 50-1500. Os compostos foram identificados pela comparacdo do espectro

de massas e a comparagdo com dados de literatura.
Os critérios de incluséo para a identificacdo de picos foram:
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* Unidade de absorbancia (mAu), nos comprimentos caracteristicos de
flavonoides;

« Picos com intensidade (108) maior 0,30;

« Padrédo de fragmentacéo caracteristicos de flavonoides.

4.2.4.4. Quantificacdo
A quantificacdo de fendlicos foi realizada por cromatografia liquida de alta

eficiéncia em equipamento Agilent 2100 (Agilent Technologies, Santa Clara, CA,
Estados Unidos) e detector com arranjo de diodo (CLAE/DAD). Para a separacdo de
compostos fendlicos, foi utilizada a coluna cromatografica de fase reversa Luna 3 pu C18
(150 x 3,0mm) (Phenomenex Ltd., Reino Unido), com fluxo de 1 mL/min, a 25°C. A
eluicdo foi realizada com gradiente de solventes constituido por A: 0,5% &cido formico
em agua e B: 0,5% acido férmico em acetonitrila. O gradiente de concentracdo dos
solventes constituiu em 8% de B no inicio, 10% em 5 min, 17% em 10 min, 25% em 15
min, 50% em 25 min, de 90% em 30 min, 50% em 32 e 8% em 35 min — o tempo total
de corrida foram de 35 minutos. O comprimento de onda para a deteccéo foi de 270 nm
e 370 nm.

Quanto a deteccdo de antocianinas, foi utilizada a coluna cromatografica de fase
reversa Luna 3 p C18 (150 x 3,0mm) (Phenomenex Ltd., Reino Unido), com fluxo 0,8
mL/min, 25°C. A eluicéo realizada com gradiente de solventes constituidos por A: agua/
acido férmico/ acetonitrila (96:1:3 v/v/v) e D: adgua/ &cido férmico/ acetonitrila (48:1:51
viviv). O gradiente de concentracdo dos solventes constituiu em 10% de D no inicio,
25% em 10 min, 31% em 15 min, 40% em 20 min, 50% em 30 min, 100% em 40 min,
10% em 45 min e 10% em 50 min — o tempo total de corrida foram de 50 minutos. O
comprimento de onda para a deteccao foi de 525 nm.

A quantificacdo foi realizada utilizando curva de calibracdo com padrbes de

flavonoides e acidos fendlicos identificados.

4.2.5. Ancoramento molecular
Os estudos in silico dos compostos fenolicos identificados nas frutas cereja-do-

rio-grande e uvaia foram realizados em colaboracdo com o professor Roberto Parise
Filho, do departamento de Farmécia da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da USP.
Inicialmente, realizou-se a construcao dos compostos fendlicos identificados em modelo

molecular tridimensional e a busca das enzimas alvo no Protein Data Bank (PDB). As
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propriedades calculadas para os compostos fenélicos foram entdo comparadas com a
acarbose cristalografada junto a proteina, seguindo o protocolo descrito no item 4.2.6.2.

Protocolo de ancoramento realizado no GOLD 5.4.1.

Esta etapa do trabalho foi realizada utilizando-se computador com sistema
operacional Windows®, processador Intel®Core™ i5 de 2.20 GHz, 8.0 GB de memoria
RAM e placa de video GeForce® GT 2 GB, modelo 910M.

Por meio da abordagem teorica, conseguimos verificar quais conformactes
foram energeticamente mais favoraveis para a inibicdo, afim de fornecer ideias sobre
relagOes estrutura-atividade vistas nos ensaios in vitro. O procedimento descrito foi

baseado no modelo proposto por Aradjo et al., 2019.

4.2.5.1. Estrutura das proteinas
A estrutura tridimensional (3D) da a-amilase pancreatica porcina em complexo

com a acarbose (Figura 7) esta disponivel no PDB com o cddigo 10SE (GILLES et al.,
1996).

Figura 7. Imagem da estrutura cristalografica da enzima a-amilase em complexo com a
acarbose (PDB: 10SE). Imagem gerada utilizando o programa Mol*

Fonte: Protein Data Bank (https://www.rcsb.org/structure/1OSE)

4.2.5.2. Protocolo de ancoramento
A modelagem molecular teve as seguintes etapas envolvidas: (a) construcdo e

otimizacdo das estruturas tridimensionais por mecanica molecular dos compostos
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fenolicos (ligantes) identificados nas amostras de cereja-do-rio-grande (Tabela 5) e
uvaia (Tabelas 8 e 9) no software ChemDraw 17 (profissional e 3D); (b) os ligantes
tiveram as suas estruturas reotimizadas com minimizacdo de energia pela mecanica
molecular utilizando a adicdo de cargas Mulliken nos ligantes pelo software Chimera
(Resource for Biocomputing, Visualization, and Informatics (RBVI), Inc., San
Francisco, CA, Estados Unidos); (c) otimizacdo por método semi-empirico ab initio
Hartree-Fock 6-31G* em vacuo no programa Spartan’14 (Wave Function, Inc., Irvine,
CA, Estados Unidos); (d) no programa Gold 5.4.1. (CCDC, Inc., Cambridge, Reino
Unido), o método utilizado para os ensaios de ancoramento molecular foi selecionado
por meio de simulagBes de redockings, onde o sitio de ancoramento dos ligantes
complexados foi utilizado como origem, variando-se o tamanho do raio do sitio em 6,
10 e 15 A, e as 4guas co-cristalografadas foram retiradas. Foram testadas as quatro
fungdes de score presentes no programa GOLD 5.4.1: ASP, ChemPLP, GoldScore e
ChemScore. O método escolhido foi aquele que apresentou o menor valor de raiz do
desvio quadratico médio — RMSD (do inglés, Root-mean-square deviation), entre as
estruturas empiricas, presentes no cristal, e as poses obtidas pela aplicacdo do método.
O método escolhido foi 0 GoldScore, com cavidade de interacdo entre a proteina-ligante
estabelecido com um raio de 10A, com um valor RMSD de 0,3011. As simulagdes de
ancoramento molecular foram feitas em sextuplicatas e as poses de maior pontuacao de
cada composto foram isoladas. As imagens finais de cada pose foram geradas pelo
programa PyMOL Molecular Graphics System, versdo 1.8 (Schrddinger, Inc., New
York, NY, Estados Unidos).

4.2.6. Desenho de estruturas

Todas as estruturas reportadas no anexo foram criadas a partir do software
Chemsketch (Advanced Chemistry Development, Inc., Toronto, Canada).

4.2.7. Estatistica
Os resultados foram expressos como média + desvio padrdo e, quando

apropriado, realizada andlise de variancia (ANOVA) e teste de Tuckey, considerando
valor de p<0,05 como indicador de significancia estatistica. A correlacdo de Pearson foi
utilizada para determinar se havia relagéo estatisticamente significativa entre o contetido
de fenodlicos totais e a técnicas de DPPH e ORAC. O software GraphPad Prism 8

(GraphPad Software, Inc., San Diego, CA, Estados Unidos) foi utilizado em todas as
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analises estatisticas. Por fim, os acessos foram agrupados através da analise de
componentes principais (PCA) utilizando o software MetaboAnalyst 5.0.
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5. RESULTADOS
5.1. Cereja-do-rio-grande

5.1.1. Caracteristicas fisicas e de agucares solUveis
A massa média dos frutos no estadio maduro dos acessos de cereja-do-rio-

grande variou de 3,13 g (CE030 - Jundiai/SP) a 7,06 g (CE057 — Ibitinga/SP). Os
acessos da regido de Rio Claro/SP (CE023 e CE025) apresentaram 0s maiores valores

médios de massa quando comparados aos coletados nas outras regides (Tabela 3).

As proporcdes de polpa e casca em relacdo ao peso total do fruto variaram de
80% a 90%, com destaque para a amostra da regido de Campestre/MG (CEQ58), que

apresentou a melhor proporcéo (90%).

Tabela 3. Massa média dos frutos inteiros de cereja-do-rio-grande coletados nas regides
de Piracicaba, Rio Claro, Jundiai, Salesopolis e Ibitinga em S&o Paulo e Campestre/MG.

Acessos Massa fresca (g) Porcentagem (%) média de polpa + casca

CE001 3,71+0,08° 87
CE023 6,03+0,972 89
CE025 6,52+1,192 82
CE028 6,18+1,312 85
.CE030  3,13+0,49° 81
CE031 4,74+1,12 80
CE033 4,85+0,992 85
CE035 5,82+1,332 86
CE057 7,06+1,432 84
CE058 3,54+0,72° 90

Resultados expressos g com média + desvio padrdo (n=10). Os valores sdo expressos como base Umida. O
teste estatistico foi ANOVA com pds teste de Tuckey, letras iguais ndo diferem significativamente entre
si (p<0,05).

A Tabela 4 apresenta a composicdo de acUcares sollveis encontrados nos
acessos de cereja-do-rio-grande, é importante ressaltar que todos os frutos apresentavam
0 mesmo estadio de maturacdo (maduro). Foram encontradas glicose e frutose em
quantidades significativas nestes frutos, diferentemente do que ocorreu com a sacarose,

onde ndo foi observado quantidades significativas.
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Tabela 4. Conteldo de agUlcares soluveis de cerejas-do-rio-grande coletados nas regides
de Piracicaba, Rio Claro, Jundiai, Salesopolis e Ibitinga em S&o Paulo e Campestre/MG.

ACessos Glicose Frutose Sacarose Total

CEO01 2.244,20+1,5 2.267,60+1,1 0 4.511,80+0,8"¢
CE023 2.028,00+0,3 2.070,70+0,2 9,50+0,1 4.108,20+0,2°
CEO025 2.467,30+2,8 2.816,60+0,4 37,30+0,1 5.321,20+1,12P
CEO028 1.343,80+0,4 1.418,00+0,6 12,30+0,1 2.774,10+0,4°
CEO30 1.844,30+1,0 2.134,70%+1,2 0 3.979,00+0,7°¢
CEO31 2.424,40+0,9 2.564,70+1,1 0 4.989,10+0,6"
CEO33 2.410,00+0,4 2.532,10+0,8 55,30+0,1 4.997,40+0,4°
CE035 1.628,30+1,0 1.742,00+1,0 123,50+0,5 3.493,80+0,8°
CEO57 2.643,20£1,6 2.628,00+x1,4 14,50+0,3 5.285,70+1,1%P
CE058 2.847,30+1,9 2.760,80+1,9 331,00+0,6 5.939,10+1,4%
Resultados expressos em mg de aglcar solivel em 100 g de base Umida com média + desvio padrdo. O

teste estatistico foi ANOVA com pos teste de Tuckey, letras iguais ndo diferem significativamente entre
si (p<0,05).

O conteddo de acucares sollveis total variou entre 2.774,1 mg (CE028 -
Jundiai/SP) a 5.939,1 mg (CE058 — Campestre/MG) de agUcar soltvel em 100 g de b.u.
Estatisticamente, todos os valores apresentaram diferenca significativa (p<0,05).

5.1.2. Composi¢ao de antocianinas monoméricas e capacidade antioxidante

A cor vermelha caracteristica dos frutos de cereja-do-rio-grande se deve a
presenca de antocianinas, como evidenciado pela quantificacdo de antocianinas
monoméricas (Figura 8). O acesso CE035 (Salesdpolis/SP) foi, dentre os acessos, o qual
apresentou a maior quantidade de antocianinas monoméricas com 158,40 mg C3G/100
g de b.u. Ja o acesso de CEQ01 (Piracicaba/SP) apresentou 0 menor contetudo com 32,77
mg C3G/100 g de b.u. Na cereja-do-rio-grande amarela CE057 (Ibitinga/SP), ndo foram
detectadas antocianinas como esperado inicialmente, porém entre 0os dez acessos, a
CEO057 (Ibitinga/SP) apresentou a maior massa média de frutos e o segundo maior
conteudo de agucares solaveis.

A capacidade antioxidante dos frutos de cereja-do-rio-grande foi avaliada por
trés métodos diferentes, sendo eles: (a) capacidade redutora do Folin-Ciocalteu
conhecido como fendlicos totais, (b) sequestro de radicais livres do DPPH e, (c)
capacidade de absorcdo do radical de oxigénio (ORAC).

Para o contetido de fendlicos totais (FT), a regido de Salesépolis/SP se mostrou
como a que possui maior contetdo, com destaque para 0 acesso CE035 com um total de

43



393,20 mg AG eq. /100 g b.u. (Figura 8), resultado aproximadamente trés vezes
superior ao menor contetdo de FT. Entre os dez acessos de cereja-do-rio-grande, 0
acesso CEQ01 (Piracicaba/SP) apresentou a menor concentracdo em relacdo aos outros

frutos, com aproximadamente 158,91 mg AG eq. /100 g b.u.

Figura 8. Conteudo de antocianina monomérica e fendlicos totais. Capacidade
antioxidante analisada pelos métodos DPPH e ORAC de cerejas-do-rio-grande
coletadas nas regifes de Piracicaba, Rio Claro, Jundiai, Salesopolis, Ibitinga em Séo
Paulo e Campestre/MG.
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O teste estatistico foi ANOVA com pds teste de Tuckey, letras iguais ndo diferem significativamente entre si (p<0,05).

O mesmo padrdo pode ser observado para capacidade antioxidante avaliada pelos
métodos DPPH (Figura 8) e ORAC (Figura 8), onde os frutos da regido de
Salesopolis/SP apresentaram maior valor em ambos os métodos. Para estes acessos, no
estadio maduro, a capacidade antioxidante variou de 59,18 (CEQOL - Piracicaba/SP) a
105,86 (CE023 — Rio Claro/SP) umol Trolox eq./100 g b.u. e 145,10 (CE023 — Rio
Claro/SP) a 473,50 (CEO035 — Salesopolis/SP) pumol Trolox eq./100 g b.u. para os
métodos DPPH e ORAC, respectivamente.
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Devido a sua estrutura, os compostos fendlicos possuem elevada capacidade
antioxidante, representando uma das principais classes de bioativos responsaveis pela
acao antioxidante de alimentos de origem vegetal. Foi observado uma correlagéo forte
de Pearson entre o teor de fendlicos totais e os valores DPPH (r = 0,93) bem como uma
correlagdo moderada de ORAC (r = 0,58).

Destaque positivo para o acesso CE035 (Salesopolis/SP), o qual apresentou alta
capacidade antioxidante por ambos os métodos, o maior conteddo de compostos
fenolicos e antocianinas monomeéricas, conteudo de polpa consideravel (86%) e baixo

teor de agucares sollveis.

5.1.3. Identificagdo e conteudo de compostos fendlicos

As Figuras 9 e 10 apresentam os cromatogramas obtidos por CLAE-DAD dos
acessos CEO001 (Piracicaba/SP) e CEO057 (lbitinga/SP), de coloracdo vermelha e
amarela, respectivamente. Foram identificadas trés classes de flavonoides, (a) quatro
antocianinas (apenas para a cereja-do-rio-grande vermelha), (b) dois flavon-3-ol e (c)
trés flavanol. O espectro de massas e suas fragmentacBes caracteristicas sao

apresentadas na Tabela 5.

Figura 9. Cromatograma obtido por LC-DAD (A=270 nm) e (A=525 nm) para a cereja-
do-rio-grande CEO0O01 (Piracicaba/SP)
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Figura 10.Cromatograma obtido por LC-DAD (A=270 nm) para a cereja-do-rio-grande
CEOQ57 (Ibitinga/SP)
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Quatro antocianinas foram identificadas. O pico 1 e pico 2 foram identificados

como cianidina hexosideo, apresentando ion molecular a m/z 449 e fragmento MS2 a
m/z 287, caracteristico de cianidina, formada pela perda neutra 162 Da (hexose)
(SILVA et al., 2014). O pico 1 e 2 foram, assim, identificados como cianidina-
galactosideo (Anexo 1), confirmada por padrdo interno e cianidina-glucosideo (Anexo
2), confirmada por ordem de elui¢do. O pico 5 apresenta ion molecular a m/z 419 e
fragmento MS2 a m/z 287, sugerindo que a cianidina pentosideo ([M]+-132) pode ser
uma unidade de xilose ou arabinose (Anexo 6) (TEIXEIRA et al., 2015). O pico 8 foi
identificado como cianidina aglicona (Anexo 7), apresentando um ion molecular a m/z
287 e fragmento MS2 a m/z 137 caracteristico (COELHO, 2011).

Os picos 1 e 2 da cereja-do-rio-grande amarela e os picos 3 e 4 da cereja-do-
rio- grande vermelha apresentaram o mesmo ion molecular a m/z 289, e fragmento
MS2 a m/z 125 e identificado como os isbmeros catequina (Anexo 4), confirmado por
padrdo interno e epicatequina (Anexo 5), confirmado pela ordem de eluicdo
(TEIXEIRA et al., 2015).

O pico 2 da cereja-do-rio-grande amarela co-eluiu e também apresentou
fon molecular a m/z 447 e fragmento MS2 a m/z 285, caracteristico de kaempferol,
com perda neutra de 162 Da correspondente a uma hexose, assim identificado como

kaempferol- hexosideo (Anexo 3).
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O pico 9 da cereja-do-rio-grande vermelha foi identificado como quercetina
rutinosideo (Anexo 8), apresentando ion molecular a m/z 609 e fragmento MS2 a m/z
301, correspondente a perda de 308 Da (perda do residuo de uma hexose e de uma
pentose), atribuida a aglicona quercetina (CARREIRA, 2015). Os picos 4 e 5 da
cereja-do-rio-grande vermelha e o pico 12 da cereja-do-rio-grande amarela foram
identificados como quercetina hexosideos, apresentando ion molecular a m/z 463 e
fragmento MS2 a m/z 301, correspondente a quercetina apos perda de uma unidade de
hexose ([M - H] —162 Da), e um segundo fragmento a m/z 151.

De acordo com a ordem de eluicdo, os picos 4 e 5 foram identificados como
quercetina-galactosideo (Anexo 9) e quercetina-glucosideo (TEIXEIRA et al., 2015).
Em suma, na Tabela 5 sdo apresentados os compostos propostos, seus tempos de
retencdo e a numeracao do pico.

A classe de compostos fendlicos dos acessos de cereja-do-rio-grande vermelha
que teve maior quantificacdo foi a classe das antocianinas, a qual variou de 22,09
(CEO001 — Piracicaba/SP) a 63,92 (CE030 — Jundiai/SP) mg/100 g de b.u. Em especial, a
antocianina mais expressiva foi a cianidina-3-O-glucosideo, a qual contribuiu com 83-
96% do total de antocianina em todos 0s acessos.

A cereja-do-rio-grande amarela (CE057 — Ibitinga/SP), também é rica em
compostos fendlicos, mas da classe flavanol, a qual representa 82,27% do total de
flavonoides quantificados (Tabela 5). Dentro desta classe, o flavonoide
majoritariamente quantificado foi a quercetina-pentosideo (isémero 1).

De acordo com as nossas quantificagOes, nesta safra a melhor regido para se
plantar cereja-do-rio-grande vermelha foi o corredor entre Salesopolis/SP (CE033) e
Campestre/MG (CEO058), os quais apresentaram os maiores valores de conteudo de
compostos fenolicos, 127,83 a 100,04 mg / 100 g de b.u., respectivamente. Todavia, é
importante ressaltar que ndo houve diferenca estatistica entre 0s acessos (p<0,05).

Diante dos dez acessos de cereja-do-rio-grande, quando comparada as duas
classes de compostos fendlicos, a classe majoritaria € a de elagitaninos (Figura 11), cujo
conteddo variou de 34,54 mg (CE057 — Ibitinga/SP) a 175,39 mg / 100 g de b.u.
(CE035 — Salesopolis/SP). A melhor regido para o conteldo de elagitaninos é a de
Salesopolis/SP.
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Tabela 5. Espectro de massas de compostos fendlicos obtidos por LC_ESI-qTOF/MS/MS e contetdo dos compostos fendlicos em cada acesso de cereja-
do-rio-grande coletadas nas regides de Piracicaba, Rio Claro, Jundiai, Salesépolis, Ibitinga/SP e Campestre/MG.

CLASSE IDENTIFICAGAD ACESS0S MG DE COMPOSTOMO0 G DE B.U.
COMPOSTO [M]+ [M-H]- MSIMS CE0O CE022 CE025 CE02% CE030 CEO031 CE033 CE035 CE0S7 CE05%
ACIDO FENOLICO A cido eligico 301 151 0,2 0,0 22127 19104 17400 138:082 076006 120,12 1392007 1362083 1272:089
ACIDO FENOLICO TOTAL 0.17 218 191 1.74 1,98 0,76 1.20 139 1.36 12,72
Cianidina galactosideo 4431016 2870804 0E=003 312:047 BAB:382 4Me4l 12E4:300 0 412:175 154 £ 0,1 09820, nd 3.8 = 0,85
Cianidina glucosiden 43,1017 287085 20E:123  2EH:345 ITTR:007 29B9:261 4646139 ZEOZ:BTE 3222:ETE 3438:058 nd 8351+ 157
ANTOCIANINAS Cianidina pentosiden 413,0901 ZET.0493 nd B2£137 nd nd 418+ 418 nd nd nd nid nid
Cianidina aglicona 287,0504 1370235 0,3:032 042004 nd 155005  0B5:023 nd 01200 013013 nd 1582 0,08
ANTOCIANINAS TOTAL 22,09 36,60 43.19 35,37 63,92 32,15 33.86 35.49 0,00 59,05
Catequina z8a0926 1510623 2E:09 14,7 198 nd 0,92 £0,93 nd nd nd ZEE 16 3413 nd
FLAYAM-Z-OL Epicatequina 2090662 123043 12+ 0,02 nd nd nd nd nd 339:08 1208:085 208:0539 BE:504
FLAYAN-2-OL TOTAL 198 4.7 0,00 0,93 0,00 0,00 239 .74 549 5,60
K sempferol hevosideo 4471228 2040516 0,3:024 192021 0,86 £ 0,03 117001 3,36 0,81 3:049 131203 435:007 05:03¢  036:002
Fuerceting-2-rutinosidec B0O1294 3000423 03:03 31:03 BI8s004  373:025  907:219 317051 258:037  552:007 1562086 B1M4:000
FLAVANOL Guerceting-2-0-glucosideo 463134 300,0471 032028 07007  533:063 nd 3E4:085 072:0N  425:1399 145:008 14203 3,64 £ 0,1
Guerceting pentosideo 1 4330072 3000434 082025 401444 1672008 nd 507 £ 1,24 nd 42521399 nd ITAE42 13207
Quercetina pentosiden 2 4331072 3000434 nd nd nd nd nd nd nd nd nd 2E1+0,02
FLAYANOL TOTAL 2,89 45,85 13.04 4,90 2114 £.29 89,38 11,95 375 22,66
i) ab b i) ab b 2 b b ab
COMPOSTOS FENOLICOS TOTAIS 29,13 99,34 58,14 42,93 87.04 398 127,83 £3.57 38,59 100,04

O teste estatistico foi ANOVA com pos teste de Tuckey, letras iguais ndo diferem significativamente entre si (p<0,05). *Identidade comparada com o tempo de retengdo. ** Nd — ndo

detectado
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Figura 11. Conteldo de elagitaninos de cerejas-do-rio-grande coletas nas regides de Piracicaba, Rio
Claro, Jundiai, Salesdpolis, Ibitinga em S&o Paulo e Campestre/MG.
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Os valores sdo expressos como acido eldgico total e em base Umida, O teste estatistico foi ANOVA com pés Teste de Tuckey,
letras iguais ndo diferem significativamente entre si (p<0,05).

5.1.4. Atividade inibitdria de a-amilase

A atividade de inibicdo dos 10 extratos metandlicos de cerejas-do-rio-grande foi avaliada sobre a
enzima a-amilase (Figura 12). Os resultados mostraram todos possuem valores maiores que 100 mg de
acarbose equivalente. O acesso que proximo desse valor foi a CE0Q01 (Piracicaba/SP), destaque positivo para
0 acesso CE057 (Ibitinga/SP).

Figura 12.Atividade de inibicdo de a-amilase das cerejas-do-rio-grande coletas nas regides de
Piracicaba, Rio Claro, Jundiai, Salesépolis, Ibitinga em Sdo Paulo e Campestre/MG.
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Os valores sdo expressos como base Umida. O teste estatistico foi ANOVA com pos Teste de Tuckey, letras iguais ndo diferem
significativamente entre si (p<0,05).

5.1.5. Analise multivariada

A andlise estatistica do componente principal foi realizada para agrupar os diferentes acessos.
Observa-se que a PCA (Figura 13), revelou que trés componentes respondem mais de 73,8% do modelo
(42,6%, 16,6%, 14,6% - PC1, PC2, PC3 respectivamente). Neste retrato temporal (2018) da producéo de
cereja-do-rio-grande, foram formados dois grandes grupos com cinco acessos de cada lado.

O primeiro grupo foi formado pelos acessos CE025, CE028, CE030, CE033 e CE058 que se
agrupam por possuirem valores muito similares nas analises de massa, agucares sollveis, antocianinas
monomeéricas, fendlicos totais e 0 mais importantes valores mais altos de inibicdo de a-amilase.

Ja o segundo grupo foi formado pelos acessos CE001, CE023, CE031, CE035 e CE057 que se
agruparam por possuirem valores muito similares na analise de massa, e nas quantificaces de acido elagico
total e da familia flavon-3-ol. Outro ponto a ser destacado é que todos 0s acessos na inibicdo de o-amilase
foram baixos quando comparados com os acessos que formam o grupo 1.

Figura 13.Grafico de pontuacdo 3D entre os CPs selecionados.
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5.2. Uvaia

5.2.1. Caracteristicas fisicas e agucares solUveis
O peso medio dos frutos de uvaia no estddio maduro variou de 1,12 g (UV036 — Cabo Verde/MG) a

31,95 g (UV068 — Cabo Verde/MG), valor 29 vezes superior. Os frutos fornecidos pelo pomar comercial
situado em Cabo Verde/MG apresentaram 0s maiores valores médios de massa quando comparados aos
coletados na regido de Rio Claro/SP (Tabela 6). As proporc6es da polpa e casca em relagdo ao peso total do
fruto variaram de 81% a 93%, porém no quesito de propor¢do da polpa, os frutos de Rio Claro apresentam a
melhor proporgéo.

Tabela 6. Massa média de uvaias coletadas nas regies de Rio Claro/SP e Cabo Verde/MG.

AcCessos Massa fresca (g) Porcentagem (%) média de polpa + casca
UV Comum 3,44 +1,68° 93
UV Dura 22,51 +6,28%P 93
UV Pato de minas 17,35 + 8,75%P 93
UV Pera 19,31 + 8,65° 90
uvo032 16,47+0,87° 81
UVv036 1,12+0,22° 87
uvo43 15,10+0,76° 82
UVv044 15,28+0,27° 87
uvo48 11,01+0,40° 82
UV049 21,19+1,58%P 86
uvo068 31,95+0,782 84
UVvo72 10,81+0,82° 85
uvo77 26,08+2,922b 89
UVvo080 22,36+0,31%P 92
uvVv085 16,46+0,36° 83

Resultados expressos g com média + desvio padrdo (n=10). Os valores sdo expressos como base Umida. O teste estatistico foi
ANOVA com pos teste de Tuckey, letras iguais ndo diferem significativamente entre si (p<0,05).

Embora todos os acUcares sollveis (sacarose, frutose e glicose) foram encontrados em contetdo
significativo nos quinze acessos de uvaia (Tabela 7), a frutose foi o mais expressivo, cujo teor variou de
964,3 a 2.540,2 mg/ 100 g de b.u. J& a concentracdo da sacarose, importante marcador de amadurecimento,

apresentou aproximadamente metade da concentracdo de glicose e frutose.

51



Tabela 7. Contetido de agucares sollveis de uvaias coletadas nas regides de Rio Claro/SP e Cabo Verde/MG.

ACess0s Glicose Frutose Sacarose Total
UV Comum 1.173,6+1,3 1.274,4+12 826,2+09  3.274,3+1,1°
UV Dura 2.419,4+0,3 2.425,1+0,7 1.166,7+1,2 6.011,2+0,72
UV Pato de minas  695,2+0,7 1.111,7+0,6 2.453,6 +1,4 4.260,5+0,9%P
UV Pera 2.419,4+40,3 2.4251+0,4 1.166,7+0,4 6.011,2+0,42P
uVvo032 835,4+0,4 1.219,6+0,8 862,2+0,7 2.917,3+0,6°
UVv036 751,4+0,3  964,3+0,3 129,3+0,1  1.845,0+0,2°
uvo43 959,740,6 1.190,2+1,0 612,3+0,4 2.762,2+0,6°
uvo44 2.162,9+0,1 2.540,2+0,1 1.421,5+0,1 6.124,6+0,12
uvo48 1.726,6+1,2 2.207,9+0,1 896,2+0,7 4.830,6+0,62"
uVvo049 1.369,3+0,1 1.766,2+0,1 1.403,5+0,4 4.538,9+0,22P
uVvo068 1.951,840,7 2.226,3+1,1 1.535,4+0,2 5.713,5+0,6%
uvo72 775,4+0,4  902,7+0,4 1.292,2+0,7 2.970,3+0,7°
uvo77 1.512,3+0,8 1.789,3+1,2 1.827,8+0,3 5.129,5+0,72P
uVvo80 1.071,740,2 1.461,6+0,3 1.176,7+1,2 3.709,9+0,5%P
uVv085 1.537,3+0,8 1.857,0+1,1 814,740,5 4.209,0+0,8%P

*Resultados expressos em mg de agucar solivel em 100 g de b.u. com média + desvio padrdo. Os valores sd0 expressos como
base Umida. O teste estatistico foi ANOVA com pds teste de Tuckey, letras iguais ndo diferem significativamente entre si
(p<0,05).

5.2.2. Capacidade antioxidante
A capacidade antioxidante dos frutos de uvaia também foi avaliada por trés métodos diferentes sendo

eles: (a) capacidade redutora do Folin-Ciocalteu comumente conhecido como fendlicos totais, (b) sequestro
de radicais livres do DPPH e, (c) capacidade de absorcao do radical de oxigénio (ORAC).

Quanto ao conteudo de fendlicos totais (FT), observou-se diferentes valores entre todos 0s acessos,
cuja variacdo constatada foi de 77,32 (UV032 — Cabo Verde/MG) a 267,86 (Uvaia Comum — Rio Claro /SP)
mg AG eq./ 100 g b.u, com todos os frutos no estadio maduro (Figura 14). Entre as duas cidades, os frutos
de uvaia que apresentaram as maiores concentracfes de FT foram os de Rio Claro/SP, com média aritmética
de 178,59 mg AG eq./ 100 g b.u frente a 176,37 mg AG eq./ 100 g b.u de Cabo Verde/MG.
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Figura 14.Conteudo de fenolicos totais (FT), capacidade antioxidante (B) analisada pelos métodos
DPPH e ORAC de uvaias coletadas nas regides de Rio Claro/SP e Cabo Verde/MG.
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O teste estatistico foi ANOVA com pds teste de Tuckey, letras iguais ndo diferem significativamente entre si (p<0,05).

A capacidade antioxidante avaliada pelos métodos DPPH e ORAC ndo seguiu a mesma linha
observada para o contetudo de FT, onde as uvaias de Cabo Verde/MG apresentaram maior valor em ambos
0s métodos. Os quinze acessos apresentaram variacdo de capacidade antioxidante de 48,72 (Uvaia Pera —
Rio Claro/SP) a 105,98 (UV085 — Cabo Verde/MG) umol Trolox eq./ 100 g b.u. e 96,32 (UV044 — Cabo
Verde/MG) a 179,55 (UV Comum — Rio Claro/SP) umol Trolox eq./100 g b.u. para os métodos DPPH
(Figura 14) e ORAC (Figura 14), respectivamente.

Foi observado um coeficiente de correlacdo de Pearson moderado entre o teor de fendlicos totais e 0s

valores de DPPH (r = 0,66), bem como uma correlacdo moderada com os valores de ORAC (r = 0,63).

5.2.3. Identificagdo e conteudo de compostos fendlicos
O cromatograma dos compostos fendlicos do acesso de uvaia dura é apresentado na Figura 15. O

nimero do pico é correspondente ao composto descrito na Tabela 8 e 9. Treze compostos foram
identificados, pertencentes a trés classes de compostos fenolicos (a) um acido fendlico; (b) cinco flavon- 3-

ol e (c) sete flavanol.

Figura 15.Cromatograma obtido por LC-DAD (A=270 nm) da uvaia dura
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Fonte: a autora
O pico 1 apresenta ion molecular de m/z 169 e fragmento MS2 com m/z 125, cuja perda de m/z 44
representa a fragmentacdo do grupo funcional carboxila (-COO), desta forma, sendo identificado como
acido galico (Anexo 15) (SILVA et al., 2014).
Os picos 2 e 5 possuem ion molecular a m/z 305, correspondendo as unidades galocatequina ou
(epi)galocatequina (Anexo 11), e fragmento MS2 a m/z 219. Sua fragmentacao caracteristica continua nos

fons em m/z 261, 221, 219, 179, 167 e 165, de acordo com as perdas de CO2, CsH402, C4sHsO2, CeHsO3,
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C7HsO3 e C7HgOg, respectivamente. A perda de CsH1O2 e C4HsO2 foram devidas a clivagem do anel A do
flavan-3-ol e a perda de CeHeOs3, devido a fissdo do anel heterociclico (SUN et al., 2007).

O pico 4 apresenta ion molecular a m/z 289 e foi identificado como epicatequina (Anexo 12), uma
vez que apresenta 0 mesmo tempo de retengdo do pico 2 da cereja-do-rio-grande amarela. Por sua vez, o
pico 6 foi identificado como dimero de procianidinab (Anexo 13), apresentando ion molecular a m/z 729 e
gerando fragmento MS2 a m/z 577 ([M-H-152]-), correspondente a perda de um grupo galoil
(ROCKENBACH et al., 2012).

O pico 9 foi identificado como (Epi)catequina-galato (Anexo 16), e apresenta ion molecular a m/z
441 e fragmento MS2 a m/z 289 e 169, que correspondem ao ion desprotonado da catequina (ou
epicatequina) e acido galico, respectivamente (SUN et al., 2007).

O pico 7 foi identificado como quercetina rutnosideo (Anexo 14), apresentando ion molecular a
m/z 609. O pico base a m/z 301 corresponde a perda de 308 Da (perda do residuo de uma hexose e de uma
pentose), sendo atribuido a aglicona quercetina (CARREIRA, 2015).

Ja o pico 8 foi identificado como miricetina hexosideo (Anexo 15) e apresenta ion molecular a m/z
463 e fragmento MS2 a m/z 316, caracteristico de miricetina. A perda neutra de 146 Da corresponde a um
hexosideo (glicose ou galactose). (SILVA et al., 2014).

O pico 10 foi identificado como quercetina hexosideo (Anexo 17) , apresentando ion molecular a
m/z 463 e MS2 a m/z 301, caracteristico de quercetina. A perda neutra correspondente a 162 Da e 0
residuo de um hexosideo (SILVA et al., 2014a).

Os picos 11, 12 e 13 foram identificados como quercetinas pentosideo (Anexo 18), cujos
fragmentos de massa a m/z 301 sdo caracteristicos do flavanol quercetina. A perda neutra de 132 Da,
correspondente a um pentosideo (xilose ou arabinose) (SILVA et al., 2014a).

O pico 14 foi identificado como quercetina glicurdnideo (Anexo 19), e apresenta ion molecular a
m/z 477 e fragmento MS2 a m/z 301, caracteristico de quercetina. A perda neutra de 176 Da corresponde
a molécula do &cido glicurénideo (SILVA et al., 2014a). Os ions moleculares e seus fragmentos estéo
anexados neste trabalho na Tabelas 8 e 9.

Entre as uvaias dos municipios de Rio Claro/SP (Tabela 8) e Cabo Verde/MG (Tabela 9), as uvaias
de MG apresentaram os maiores contetidos de flavonoides, variando de 0,83 (UV080 — Cabo Verde/MG)
a 52,34 mg / 100 g de b.u. (UV044 — Cabo Verde/MG). Dentre as duas classes de flavonoides
identificadas na uvaia, a majoritaria em ambas cidades foi a classe do flavanol, representando 67,0% do
total. O composto fendlico quercetina (somatério de todas as identificacGes), em especial, representa mais
de 95% do total quantificado.
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Dentre os compostos fendlicos quantificados, o que apresentou maior contetdo foi o de elagitaninos
(Figura 16), quando comparado com flavonoides, variando de 41,20 mg (Uvaia Pera — Rio Claro/SP) a
501,65 mg /100 g de b.u. (UV080 — Cabo Verde/MG).
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Tabela 8. Espectro de massas de compostos fendlicos obtidos por LC_ESI-gTOF/MS/MS e conteido dos compostos fendlicos dos acessos de uvaia de Rio

Claro/SP.
IDENTIFICACAD ACESS505 MG DE COMPOSTOHO0G DE B.L.
CLASSE i i i
COMPOSTO [M-HI- MSIMS | Uvaia Comum Uvaia Uvaia Pato Uvaia
Dura de Minas Pera
ACIDO FENOLICOS  fcido elégica” nd nd nd nd
ACIDO FENOLICOS TOTAL 0.0 0.0 0.0 0.0
ELAGITANINDOS Dimero de proantocianidina T23,1888 5771634 rd 0100 0a+00 0100
ELAGITANINOS TOTAIS 0.0 o1 0.3 01
[EpilGalocatequina” 3050887 215,080 i nd nd rd
Catequina 283,0303 151,0503 0.7+04 nd nd nd
FLAVYAN-3-0L [EpilGalocatequina Galato® 457 1086 305,0574 0.7+04 1101 0a+00 NE+£0.0
Galato de [epilcatequina” 441, 1135 1E3.02682 rid nd nd rd
FLAVAN-3-0OL TOTAL q.1 11 0.8 0.6
Cluercetina-3-rutinosideo G03,1875 00,0487 rid nd 0.2+00 rd
Miricetina hexosideo 463,1203 36,0442 rd nd 0301 nd
Cluercetina-3-glicosideo 463,1132 300,0454 0.4 +0.0 0.2x0.0 0.2+0,0 0.2x01
FLAYONOL Cluerceting pentosideo 433,072 300,0484 1101 0.2x0.0 3Gx05 0100
Cluercetina pentozideo 4331072 00,0484 rd 0100 165x0.3 0200
Cluercetina pentozideo 4331072 00,0484 rd 03x00 2804 nd
Cluercetina-3-O-ramnoszsideo 447 122 00,0475 rd 05+01 0200 nd
FLAYONOL TOTAL 1.5 1.3 a1 0.5
d d cd d
COMPOSTOS FENOLICOS TOTAIS 5.6 2.5 10,2 1.2

—r—— —— e am o -

Os valores sdo expressos como base imida. O teste estatistico foi ANOVA com pds teste de Tuckey, letras iguais ndo diferem significativamente entre si (p<0,05). *Identidade comparada

com o tempo de retengdo. ** Nd — néo detectado



Tabela 9. Espectro de massas de compostos fendlicos obtidos por LC_ESI-gTOF/MS/MS e contetido dos compostos fendlicos dos acessos de uvaia de Cabo

Verde/MG.
IDENTIFICACAD ACESS0S5 MG DE COMPOSTON00G DE B.U.
CLASSE
COMPOSTO [M-H]- MSIMS uvo3z2 Uvo36 uwo43 uvo44 uvo48 uvo43 UvOGE uvor2 uvorT uwvos0n Uvoss
ACIDD FENOLICOS  Acido elagico” nd nd nd nd nd nd 01x02  33%15 nd nd nd
ACIDO FENOLICOS TOTAL 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 101 .3 0.0 0,0 0.0
ELAGITANINOS Oimero de proantocianidina T23,1555 5771683 nd nd nd nd nd nd nd 0200 nd nd nd
ELAGITANINOS TOTAIS 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.2 0.0 0,0 0.0
[EpilGalocatequina 305,0367 218,080 nd nd nd nd nd nd nd nd rd nd nd
Catequina 289,0303 1510503 nd nd nd nd nd nd nd nd rid nd nd
FLAVAN-3-0OL [EpilGalocatequina Galato” 457,1056 305,0574 04+0,0 1+x0.2 0.5+0.1 TF1+17 0501 0.4+0,0 04+0,0 0E+0.2 07+01 0401 0400
Galato de [epilcatequina” d441,1135 1630262 nd nd nd nd nd 0.4 +0.0 01+0.2 59.3+15 rd nd nd
FLAVAN-3-0L TOTAL 0.4 1.0 0.5 171 0.5 0.8 105 .3 0.7 0.4 0.4 :
Ouercetina-3-rutinosideo E03,1376 3000457 nd nd nd nd nd nd nd nd rd nd nd
Miricetina hexosideo 4631203 36,0442 nd nd nd M3x02 nd nd nd nd rid nd nd
Cluercetina-3-glicosiden 453,113 300,045 0.2+0,0 1.6x01 nd 03x0,0 nd 0,301 0z2+0.0 01+0,0 04+0 nd 0z2+00
FLAYONOL Cluercetina pentosideo 4331072 3000454 04+071 0.4+0,0 05+01 1.5+0.0 nd 0.3%01 04+00 06+02 0.3x01 nd 0.3+0.1
Cuercetina pentosideo 433,107 300,054 1.3+0.0 0a+0,0 0.3+0,0 0E6+0,0 05+0,0 06+01 05+0,0 0301 05+x01 01x00 06+01
Cuercetina pentosideo 4331072 300,054 nd 1301 05+0,0 1x0.0 0301 3202 16+01 07x02 07+01 0300 1400
CQuercetina-3-0O-ramnosideo 447 122 300,0475 nd nd 1801 03+x0,0 3502 nd nd 3.3%15 Tox03 nd nd
FLAVONOL TOTAL 1.3 q.2 3.2 4.3 5.0 10,3 2.7 1 a.T 0.4 2.5
d d d 2 d c b 2 [+ 2 d
COMPOSTOS FENOLICOS TOTAIS 2.3 5.6 3.7 321 5.4 111 23.2 30,5 10,4 0.8 2.9

Os valores sdo expressos como base imida. O teste estatistico foi ANOVA com pos teste de Tuckey, letras iguais ndo diferem significativamente entre si (p<0,05). *Identidade comparada com
o tempo de reten¢do. ** Nd — ndo detectado
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Figura 16.Contetdo de elagitaninos de uvaia coletas nas regies de Rio Claro/SP
e Cabo Verde/MG.
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Os valores sdo expressos em acido elagico total e como base imida O teste estatistico foi ANOVA com

pos teste de Tuckey, letras iguais ndo diferem significativamente entre si (p<0,05).

5.1.4. Atividade inibitdria de a-amilase e a-glicosidase

A atividade de inibicdo dos 14 extratos metandlicos da uvaia sobre a enzima o-
amilase pode ser observado na Figura 17, é importante ressaltar que ndo tivemos
resultados com a uvaia comum, pois, ndo existia mais amostra da fruta da safra de 2018.
Para os ensaios de inibitorios de a-amilase os resultados mostraram que apenas 14% dos
acessos possuem mais de 150 mg de acarbose equivalente. A variagdo da inibicao de o-
amilase variou de 59,07 (UV036 — Cabo Verde/MG) a 187,64 (UV068 — Cabo
Verde/MG) mg de acarbose em 100 g de b.u.
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Figura 17.Atividade de inibigdo de a-amilase e a-glicosidase das uvaias coletas
nas regides de Rio Claro /SP e Cabo Verde/MG.
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Os valores sdo expressos como base Umida. O teste estatistico foi ANOVA com péds teste de Tuckey,
letras iguais ndo diferem significativamente entre si (p<0,05).

Para os ensaios de inibitdrios de a-glicosidase os resultados mostraram pouca
diferenca estatistica, os valores variaram de 22,95 (UV043 — Cabo Verde/MG) a 25,53
(Uvaia Pera — Rio Claro/SP) mg de acarbose em 100 g de b.u. E importante notar que
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acessos que obtiveram um baixo valor de inibicdo de o-amilase como foi 0 caso do
acesso da Uvaia Pera obteve um alto valor de inibicéo de a-glicosidase.

5.2.5. Anélise multivariada

A andlise estatistica do componente principal foi realizada para agrupar 0s
diferentes acessos. Observa-se que a PCA (Figura 18), corrobora com resultados da
literatura mostrando que as condi¢bes edafoclimaticas podem estar associadas ao
agrupamento e consequentemente a producdo de compostos fendlicos. A PCA revelou
que dois eixos respondem 41,7% (16,4% e 25,3%, PC1 e PC2 respectivamente).

A andlise estatistica do componente principal foi realizada para agrupar os
diferentes acessos. Observa-se que a PCA (Figura 18), revelou que dois componentes
respondem mais de 41,7% do modelo (16,4% e 25,3% - PC1 e PC2, espectivamente).
Neste retrato temporal (2018) da producdo de uvaia, foram formados dois grandes
grupos com 4 acessos do lado de Rio Claro/SP e 11 acessos do lado da Cabo
Verde/MG.

O primeiro grupo foi formado pelos acessos de Rio Claro/SP que se agrupam por
possuirem valores muito similares nas analises de massa, acUcares soluveis, e
capacidade antioxidante. JA o segundo grupo foi formado pelos acessos de Cabo
Verde/MG que se agruparam por possuirem valores muito similares nas analises citadas
acima.

Figura 18. Grafico de pontuacdo 2D ente os CPs selecionados
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5.3. Ancoramento molecular

5.3.1. Validagéo do método

A estrutura cristalografada da o-amilase pancreatica suina (PPA) complexada
com a acarbose (estrutura PDB 10SE e resolucdo 2,40 A), disponibilizada pelo grupo
de estudo de Gilles et al. (1996), possui 496 amino&cidos, e requer um ion de calcio
para manter a sua integridade estrutural. A presenca de ion cloreto garante atividade
bioldgica, e os aminoacidos Asp®’, GluZ2 e Asp®®, sdo considerados essenciais no sitio
ativo para a estudo de ancoramento molecular.

Para validacdo do método (redocking), o ligante complexado hexassacarideo
acarbose foi retirado do sitio ativo e, seguindo procedimentos e parametros descritos no
item ‘4.2.6. Protocolo de ancoramento’, foi executado o reencaixe do ligante no sitio
ativo. O reencaixe da acarbose (em amarelo) exibiu uma conformacdo muito semelhante
a da acarbose na estrutura cristalografica (Figura 19). Visto o baixo valor de RMSD
(0,3011) observado e analise visual do modelo, confirmou-se que o protocolo realizado
tem poder preditivo significativo.

Figura 19.Andlise visual da acarbose cristalografada e reencaixada (estrutura em
amarelo) para validacdo do método. Imagem gerada no software Chimera*.

Fonte: a autora.

*A estrutura da proteina, e seus carbonos, estdo representados em cinza. Oxigénio
representado em vermelho. Nitrogénio representado em azul. Cloro representado em
verde.
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5.3.2. Ensaio de ancoramento molecular

O ensaio de ancoramento molecular foi realizado para analisar a capacidade de
ligacdo de todos os compostos fendlicos previamente identificados nos acessos de
cereja-do-rio-grande (Tabela 5) e uvaia (Tabelas 8 e 9), visto que, oS extratos se
mostraram como potencias inibidores nos testes in vitro.

A Tabela 10 descreve os aminoacidos que formaram algum tipo de ligacao
quimica entre a enzima a-amilase (LOSE) e os 18 compostos fendlicos previamente
identificados nas amostras de cereja-do-rio-grande e uvaia, bem como, a média da
sextuplicata dos valores de score! resultantes das simulagdes de ancoramento.

Como pode ser observado, ndo sdo todos os compostos fendlicos que fazem
ligagdo simultanea com a triade catalitica (Asp'®’, Glu®3 e Asp®®) da enzima. Dos 18
compostos fenolicos estudados, apenas sete fazem essa interacdo no sitio ativo, sendo
eles: cianidina galactosideo, glucosideo e pentosideo, catequina, miricetina
galactosideo, quercetina rutinosideo e pentosideo.

Diante dos resultados de score, todos os compostos fenolicos obtiveram uma
média de ranqueamento mais significativa do que a acarbose (inibidor de o-amilase),
exceto o dimero de proantocianidina.

Quando sdo comparados os valores de score da acarbose (22,68) com 0s
compostos fendlicos ancorados, destacam-se positivamente 0s compostos quercetina
glucosideo (56,43), cianidina galactosideo (51,71) e cianidina aglicona (51,33), 0s quais

apresentam valor 2,5x maior que 0 padrao.

! Segundo o manual de usudrio do GOLD 5.4.1., score na fun¢éo Goldscore deve ser entendido como a
soma da energia de liga¢des quimicas sendo elas, (a) hidrogénio, (b) Van der waals (vdW) interna e
externa e (c) tor¢do do ligante, onde maiores scores apresentam mais afinidade entre a enzima e o
ligante acoplado.
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5.3.3. Atividade inibitoria de a-amilase por padrdes comerciais

O ensaio de inibigcdo enzimética de a-amilase com os padrfes comerciais (Figura
20), dos compostos fenolicos identificados previamente identificados nos acessos de
cereja-do-rio-grande (Tabela 5) e uvaia (Tabelas 8 e 9), foi realizado como uma forma

de validar os resultados vistos nas analises de ancoramento molecular.

Figura 20. Atividade de inibi¢do de a-amilase por padrdes comerciais, expresso
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Para os ensaios de inibitorios de a-amilase os resultados mostraram nenhum
padrdo comercial precisou mais de 15 mg de acarbose equivalente para inibir a enzima.
A variagdo da inibicdo de a-amilase foi de 3,10 (Quercetina-3-O-rhamnosideo) a 10,87

((Epi)galocatequina) mg de acarbose equivalente.
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Tabela 10. Média dos scores de ancoramento e descri¢do dos aminoécidos que realizam ligagdo entre o composto fendlico e a enzima 10SE.

CLASSE IDENTIFICACAD ENZIMA
COMPOSTO Cereja-do-rio-grande Uvaia| 105SE Ligagoes
ACIDO FENGLICO Acido elagico 33,75 TYRIS1- LELHEZ - HIS201 - GLUZ33 - ILE235
Cianidina galactasideo 51,71 TYREZ - YALIES - ASPI9T - L5200 - HIS201 - GLUZ33 - ILEZ3S - HIS239 - ASP300 - HIS305
ANTOCIANINAS [NA Cianidina glucasideo 48,70 T¥REZ - ASP19T - L5200 - HIS201 - GLU233 - ILE235 - HIS233 - ASP300 - HIS305
FORMA QUINDIDAL BASE) Cisriding pertosidec 43,35 VALTE3 - ASP197 - LYS200 - HIS201 - GLUZ33 - ILE235 - HIS233 - ASP300 - HIS305 - GLY306
Cianidina aglicona 51,33 TRPSS - TRPSS - TYREZ - ASP197 - GLU233
Catequina 40,64 T¥RE2 - TYR151- LEUTEZ - ASP197 - GLU233 - ILE235 - ASP300 - HIS305
Epicatequina 40,13 T¥RE2 - LEU16Z - ASP197 - ALAT3S - ILE235 - HIS239 - ASP300 - HIS305
[EpilGalocatequina 77.08 TRPSS - GLMES - HIS101 - WAL 163 - LELTES - GLU233 - ILE235 - ASP300 - GLY 304 - HIS305 - GLY 306
FLAUAH_E_DL ICpoalamcarequina
P 23,62 TRPS3 - TYREZ - GLNG3 - TYR1S1 - VAL163 - ASP19T - LYS200 - HIS201 - ILE23S - HIS233 - ASP300
Dimero de procianidina 20,98 TRPS3 -VALIES - HIS305 - GLY 306
Galato de (spilcatequina 3107 TRPS3- TYREZ - TYRE3 - TYRIS1- LEUIGE - VALTES - ASPI9T - L5200 - HIS201 - ILE235 - HIS233 - ASP300
Kaempferol gucasidea | 44,22 HIS101 - TYR151- VAL 163 - ASP197 - L5200 - ILE235 - HIS293 - ASP300
Miriceting galactosiden 35,45 T¥RIS1- VALIE3 - ASP197 - L5200 - GLU233 - ILE235 - ASP300 - HIS305
Quercatina glucosideo _ 5,43 TYR151- LELNBZ - WAL163 - ASP19T - LY'S200 - HIS201 - ILEZ35 - ASP300
FLAVANOL Buercetina Raminasideo 33,23 T¥RE2 - TYRI1S1 - LELTEZ - WAL 163 - ASP19T - L'S200 - HIS201 - ILEZ35 - ASP300
Quercetina Futnosideo _ 46,51 TRPSA - TYRE2 - WAL 163 - ARG195 - ASP197 - HIS201 - GLU233 - HIS293 -ASP300 - HIS305 - GLY306
Quercatina Pentosideo 4158 TYREZ - TYR151- VAL163 - ASP19T - GLU233 - ILE235 - HIS239 - ASP300
LIGANTE COMPLEXADO  Acarbose 22 68

TRPS3 - GLME3 -YALIES - LELNGS - L5200 - HIS201 - ASP300
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6. DISCUSSAO
Desde 1587, quando os portugueses escreveram o primeiro tratado descritivo da

fauna e flora brasileira, as frutas nativas do pais chamam a atencdo, devido,
principalmente, a sua diversidade.

Entretanto, apenas em 1946, com Hoehne, tivemos caracterzacoes detalhadas das
especies da flora e fauna local, o qual avaliava potencial alimenticio e medicinal de
frutos e sementes de aproximadamente 36 familias boténicas, incluindo a Myrtaceae.

Todavia, até meados de 2021, ndo h& conhecimento de levantamento
sistematizado do potencial alimenticio e biologico das plantas e frutas nativas de todo
territorio nacional (BRACK et al. 2020).

Dado este cenario, comum nédo apenas ao Brasil, mas a outros paises da América
Latina e Africa, o Ano Internacional das Frutas, Legumes e Verduras foi criado pela
Organizacdo das Nagdes Unidas para a Agricultura e Alimentacdo (FAO/ONU), no ano
de 2021, de modo a permitir que os vegetais que foram negligenciados e subutilizados
durante os Ultimos anos fossem redescobertos.

A negligenciacdo destes frutos pode ter ocorrido devido: (a) a mudanca de
gostos e tendéncias alimentares; (b) ao processamento demorado e trabalhoso; (c) as
safras alcancaram precos muito altos no passado e/ou; (d) aos produtores ndo possuirem
0S recursos necessarios para pesquisa, desenvolvimento e promog¢do das culturas.
Independente do motivo, o resultado desta negligenciacdo fez com que 0s pequenos
agricultores parassem de plantar essas espécies, 0 que, com o tempo, acabou reduzindo
a disponibilidade das sementes e desgastando o conhecimento tradicional dessas plantas
(FAO, 2021).

Entretanto, os agentes transformadores dessa historia sdo 0s pequenos
agricultores, pois esses vegetais negligenciados tém grande potencial comercial, como é
0 caso da cereja-do-rio-grande e da uvaia. Destinadas a certos mercados, estas frutas
podem ser uma nova, e excelente, fonte alimentar, sem contar que, estas possuem
multiplos beneficios a satde (BRACK et al. 2020; FAO, 2021).

Embora o Brasil seja detentor de uma vasta biodiversidade, o consumo de frutas

e hortalicas per capita € de apenas 57 kg/ano, o que equivale a 40% do indicado pela
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Organizacdo Mundial da Satude (OMS), que estabelece que uma dieta saudavel requere
0 consumo minimo de 400 gramas de frutas ou hortalicas por dia, ou, 142,4kg/ano
(CUNHA et al., 2008).

Nutricionalmente, as frutas sdo fontes de carboidratos, fibras, vitaminas e
minerais e contém valores baixos de proteinas e gorduras. J& para a boténica, o conceito
de fruto é definido como caracteristica Unica das angiospermas, onde o ovario se
desennvolve afim de proteger a(s) semente(s) (PUCINELLI, 2010).

6.1. Caracteristicas fisicas e agucares solaveis
Para que as angiospermas florescam e, consequentemente, deem frutos, é

necessario que ocorra a interacdo entre o ambiente e 0 genotipo. Os fatores ambientais
(@)luz, (b) temperatura, (c) agua, (d) gas carbdnico, (e) oxigénio, e (f) nutrientes do solo,
sdo fundamentais para que todos os processos fisiologicos ocorram (PES;
ARENHARDT, 2015).

Em termos genéticos, a literatura demostra que mudangas ambientais alteram o
conjunto de genes na planta. O fendtipo, definido por caracteristicas observaveis em
uma planta como por exemplo: (a) a cor da flor, (b) a altura da planta, e (c) o ciclo de
desenvolvimento) observado, consequentemente, serd outro. Desta forma, algumas
plantas de uma mesma espécie se adaptam melhor a determinadas regides quando
comparadas a outras (PES; ARENHARDT, 2015).

Uma forma simples de constatar a interacdo entre 0 ambiente e o gen6tipo das
plantas se d& através da analise de massa média dos frutos. Com a alteracéo de fatores
ambientais, é possivel controlar os processos fisioldgicos, ou até mesmo, detectar a
variabilidade genética dentro uma mesma especie. As relagdes entre esta variabilidade e
os fatores ambientais, podem ser apontados como: (a) condic¢Bes edafoclimaticas; e (b)
tratos culturais, dado que plantios condensados tendem a proporcionar maior producéo
por area. Todavia, as massas medias dos frutos sdo menores; (c) irrigagdo, onde o
estresse hidrico na arvore pode ter efeito nocivo nos frutos, podendo reduzir o peso
fresco e consequentemente o valor do fruto; (d) fertilizacdo, o que proporciona

incrementos no peso, comprimento e, consequentemente, melhora na classificagdo de
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frutos; e (e) fatores genéticos (GONCALVES et al., 2013; FAGUNDES; YAMANISHI,
2001; SENHOR et al., 2009).

Além de ser um bom marcador da interacdo de genética e ambiente, a massa
média dos frutos é de interesse para 0 mercado de frutos in natura, pois pode ser
correlacionada com as exigéncias e expectativas do mercado consumidor, as quais
devem atender as preferéncias do uso e aos habitos de consumo, dado que frutos mais
pesados sdo mais atrativos aos consumidores (DE et al.,, 2010; FAGUNDES;
YAMANISHI, 2001).

Também é possivel, com analise de massa média dos frutos, realizar a estimativa
produtiva e dos rendimentos potenciais da espécie, sendo uma caracteristica muito
valorizada para os processamentos industriais (NEGREIROS et al., 2007).

Na Tabela 03, podemos analisar os valores de massa média e porcentagem de
polpa e casca dos acessos de cereja-do-rio-grande, que, quando comparados 0s
resultados com os frutos colhidos em Ponta Grossa/PR, apresentaram uma maior massa,
a qual variou entre 4,46 g e 9,56 g e uma porcentagem de polpa de 85% (SCHMIDT,
2018).

A massa média dos frutos inteiros de uvaia apresentou uma grande variacao
(Tabela 06). Frutos colhidos em Ouro Preto/MG tiveram a massa média de 26,19 de
uvaia e 85% de polpa e casca. Ja frutos colhidos em Inconfidentes/MG apresentaram
grande variacdo das massas médias entre 10,929 a 35,409 (FREITAS, 2017).

Caracteristicas como a massa e tamanho sao relevantes para a diferenciacdo de
sementes na formacdo de safras mais homogéneas, desta forma, possibilitando a
uniformizacdo dos frutos que a arvore venha produzir. Este tipo de informagéo
considerada basica auxilia as tomadas de decisdo para qualquer atividade que possua
como objetivo a preservagdo e uso sustentavel das especies frutiferas nativas (MOURA
et al., 2010).

Em suma, com esta analise foi possivel verificar que existe grande variagéo entre
as massas dos acessos de cereja-do-rio-grande e uvaia, detectando uma grande

variabilidade genética dentro da espécie. A porcentagem de polpa dos acessos de ambas
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as frutas sendo maior que 80% demostra que ha potencial para 0s mesmos serem
utilizados na industria.

Outro fator determinante para a aquisicdo e consumo das frutas é o sabor. A
incerteza com relacdo ao sabor € a principal causa de rejeicdo da aquisi¢do e consumo
do mercado de frutas in natura. A dogura ideal das frutas nativas para o paladar
brasileiro ainda exige estudo, em especifico, a caracterizacdo fisico-quimica e a analise
sensorial, criando tabelas de padrdes minimos de sabor (correlacdo entre sélidos
sollveis e acidez) por produto, variedade e origem os quais devem ser obedecidos para
a garantia de prazer no consumo (CEAGESP, 2016).

Os acucares sollveis frutose, glicose e sacarose sdo alguns dos fatores mais
importantes que afetam o sabor e qualidade da fruta e, portanto, sdo consistentemente
considerados como parametros para a qualidade da fruta pdés-colheita. Deste modo, a
concentracdo de acgucar de frutas em um nivel atraente e desejavel para os consumidores
tem interesse cientifico e relevancia agronémica (DAI et al., 2016).

A Tabela 04 apresenta a composicdo de acucares solUveis encontrados nos
acessos de cereja-do-rio-grande, 0s quais apresentavam o mesmo estagio de maturacédo
(maduro). Foram encontradas glicose e frutose, apesar da sacarose ndo ter sido
observada em quantidades significativas. Este resultado é esperado em razdo da
ocorréncia de hidrdlise da sacarose durante o amadurecimento (WANG, 2003;
TALCOTT, 2007).

A Tabela 07 apresenta a composicdo de acgucares sollveis encontrados nos
acessos de uvaia, 0s quais também apresentavam o0 mesmo estagio de maturacao
(maduro). Foram encontradas glicose, frutose e sacarose em quantidades significativas.

No entanto, a comparacdo multiespécies entre os frutos é dificultada em grande
parte pela (a) natureza complexa da acumulacdo de agucar afetada pelas interagdes
gendtipo e ambiente (DA et al., 2016).

Todavia, os valores encontrados apresentam valores similares a frutos
comercialmente vendidos, como a banana, fruto mais consumido no Brasil e que,
segundo Rocha & Uribe (2019), possui de 770,0 a 21.890,0 mg/100 g de acUcares totais,
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mostrando que esses frutos nativos poderiam ser comercializados sem aversédo da

populacéo.

6.2. Composicao de antocianinas monoméricas e capacidade antioxidante
As frutas vermelhas, como cerejas, amoras e morangos apresentam, em sua

composic¢do, antocianinas monoméricas, ou pigmentos responsaveis pela coloracdo de
tons de vermelhos a purpuros. Sollveis em agua, estes pigmentos sdo localizados nos
vacuolos celulares e frequentemente nas camadas epidérmicas de frutas (PALONEN;
WEBER, 2019).

A cor da casca das frutas € uma das mais importantes caracteristicas de valor
comercial e estético destas, mas ndo sdo somente 0os humanos que se importam com a
coloracdo dos frutos. Como as plantas dependem de animais para a dispersdo de suas
sementes, Schaefer et al. (2008) explica que a coloracdo das antocianinas pode ser vista
como uma adaptacdo para aumentar a deteccdo de frutos, e conclui que as aves
selecionam ativamente antocianinas em seus alimentos.

Os valores de antocianinas monomeéricas (Figura 08) possuem diferenca
significativa mesmo entre a mesma familia. A grumixama roxa (Eugenia brasiliensis),
no estudo de Teixeira et al., (2015), obteve valores que variaram mais de 5 vezes, entre
30 a 200 mg de C3G eq. / 100 g de fruta.

Quando comparamos estes valores com culturas comerciais, como 0 morango da
cv. Camarosa o teor de antocianinas monomeéricas é de 23,72mg/100 u, onde as cerejas-
do-rio-grande de todos os acessos de coloragdo vermelha apresentam um valor maior
(CHAVES, 2014).

Com esta analise foi possivel verificar que existe um conteddo maior de
antocianinas monomericas nos acessos de cereja-do-rio-grande quando comparadas com
frutas comercialmente aceitas como o morango. E relembrando que segundo Carvalho
(2009), as aves sdo os grandes dispersores de cereja-do-rio-grande podem atuar no a
combater o desmatamento, visto que, 0s passaros se sentem atraidos aos pigmentos

antocianico.
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A capacidade antioxidante de todos os acessos foi avaliada por trés métodos
diferentes, (a) fendlicos totais (capacidade redutora do Folin-Ciocalteu), (b) DPPH
(sequestro de radicais livres do DPPH) e; (c) ORAC (capacidade de absorcdo do radical
oxigénio). O uso de diferentes metodologias para determinar a capacidade antioxidante
tende a refletir com maior preciséo as peculiaridades relacionadas as caracteristicas da
matriz, pois diversos fatores influenciam a conclusdo e o desempenho do método
(KARADAG et al., 2009; PISOSCHI et al., 2016).

O ensaio dos fendlicos totais (FT) conta com a transferéncia de elétrons dos
compostos fendlicos e outras espécies redutoras (sofre interferéncias de outras
substancias redutoras presentes na amostra, como acido ascorbico, proteinas e agucares
redutores), em meio alcalino, para o reagente Folin-Ciocalteu (que s&o complexos de
acido fosfomolibdico / fosfotingstico), formando complexos azuis que sdo monitorados
espectrofotometricamente em 750-765 nm. O método apresenta como vantagens
reprodutivel simplicidade e facilidade de reproducdo, porém é inespecifico para os
compostos fenolicos (KARADAG et al., 2009).

O contetudo de fendlicos totais (FT) entre os acessos de cereja-do-rio-grande
pode ser encontrado na Figura 08. O intervalo da quantificacdo dos acessos analisados
neste projeto foi maior que o valores de frutos colhidos em outras regides: Paraibuna/SP
e Ponta Grossa/PR com 183,60 mg AG eg/ 100 g e 136,56 mg AG eq/100 g,
respectivamente (INFANTE, 2013; CAMLOFSKI, 2008).

Os acessos de uvaia mostram o seu contetido de FT na Figura 14. Castro (2012)
encontrou valor médio de 40 mg de AG/100 g em uvaias plantadas em Paraibuna/SP,
valor inferior ao encontrado no presente estudo. Entretanto, os frutos de
Inconfidentes/MG estudados por Freitas (2017), apresentaram contelidos maiores, que
variavam entre 125,51 mg a 462,40 mg AG/100 g.

A variagdo no teor de fendlicos totais entre os frutos pode ser devido a fatores
intrinsecos e extrinsecos (ABE; LAJOLO; GENOVESE, 2011). O contetdo de FT dos
frutos de cerejas-do-rio-grande e uvaia analisados séo similares ao de quatorze frutas da

familia Myrtaceae analisados. O teor de fendlicos totais para a maioria das espécies
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variou entre 35,7 mg AG eq./100 g jambo-rosa (S. javanicum) a 1010,0 mg AG eqg/100
g camu-camu (M.duabia) (REYNERTSON et al., 2008).

Em conclusdo, nem sempre é uma tarefa simples escolher o método mais
apropriado para determinar a capacidade antioxidante, entretanto o teste de fendlicos
totais pode ser usado como um teste preliminar, visto que, nesta analise analisamos
junto a outros componentes como agucares e vitamina C.

O segundo método da capacidade antioxidante utilizado foi 0 método de DPPH,
que é baseado na inibicdo do radical livre sintético 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH),
onde os antioxidantes presentes na amostra reduzem esses radicais por mecanismos
conhecidos como SET e HAT (os mecanismos podem ser lidos no item 1.2. Acdo
antioxidante). O radical organico de cor roxa, reduzido pelo extrato, leva a consequente
descoloracdo até o amarelo, a qual € proporcional a capacidade antioxidante. O ensaio
de DPPH tem como caracteristicas ser altamente reprodutivel e preciso, de resultados
rapidos e metodologia facil de ser aplicada (BECKER et al., 2019).

A avaliacdo da atividade antioxidante pelo método DPPH ndo mostrou grande
variacdo entre os diferentes acessos de cereja-do-rio-grande (Figura 08) e uvaia (Figura
14), resultado este que pode estar associado aos acessos ndo possuirem diferencas no
perfil de compostos fendlicos, dado que a Unica coisa que os difere sdo as concentragdes
relativas na matriz vegetal (DENARDIN et al., 2015).

O terceiro e altimo método, ORAC, consiste na medida do decréscimo da
fluorescéncia da fluoresceina. O antioxidante presente na matriz reage rapidamente com
os radicais, doando atomos de hidrogénio e inibindo a perda da intensidade da
fluorescéncia. Uma vantagem do ensaio ORAC é a capacidade de empregar diferentes
geradores de radicais livres ou oxidantes. Isso é importante porque a capacidade
antioxidante medida de um composto depende de qual radical livre ou oxidante é usado
no ensaio. Por exemplo, o ensaio ORAC usando AAPH ¢ utilizado para avaliar os
antioxidantes tradicionais, incluindo acido ascorbico, a-tocoferol, [-caroteno,
glutationa, bilirrubina, &cido Urico e melatonina, porém, o ensaio ORAC mede apenas a

capacidade antioxidante contra radicais peroxil e hidroxil e ndo contra todas as espécies
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reativas de oxigénio (por exemplo, superdxidos e oxigénio singlete (KARADAG et al.,
2009).

Um estudo de um grupo brasileiro quantificou a capacidade antioxidante de
quatro frutas, encontrando valores que variaram de 1.338 pmol Trolox eq./100 g para o
Myrcia obtecta a 3.785 pumol Trolox eq./100 g para Myrcia laruotteana (SALVADOR et
al., 2018). Em comparagdo com os resultados da cereja-do-rio-grande (Figura 08) e
uvaia (Figura 14), estes valores ficam dentro dos valores propostos pelo referido estudo.

A maior quantidade de fendlicos totais e capacidade antioxidante das cerejas-do-
rio-grande quando comparadas com a uvaia pode ter derivado da presenca de
antocianinas. Os resultados indicam perspectivas promissoras para a exploracdo das
espécies de frutas estudadas, que mostraram niveis considerdveis de capacidade
antioxidante. Este estudo também serd Util para compor bases de dados para 0s
consumidores, planejando dietas ricas em antioxidantes e para nutricionistas na

estimativa da ingestdo diéria de antioxidantes fenolicos e seu impacto na satde.

6.3. Identificacdo e conteddo de compostos fenélicos
Provavelmente os compostos responsaveis pelos resultados da capacidade

antioxidante sdo os compostos fendlicos. Como as frutas sdo uma fonte importante de
compostos fendlicos na dieta humana, a quantificacdo adequada dessas substancias é de
extrema importancia. A técnica analitica que utilizamos para separar, identificar e
quantificar os compostos fenolicos presentes na amostra foi o HPLC-DAD
(HAMINIUK et al., 2012).

Como os metabolitos secundarios de plantas mais abundantes, os flavonoides
tém sua distribuicdo quantitativa diversificada de 6rgdo para 6rgdo ou mesmo de planta
para planta, dependendo do ambiente. No entanto, plantas do mesmo taxon tendem a
produzir um conjunto semelhante de flavonoides, sugerindo que as predisposi¢des
genéticas das plantas sio dominantes (GORNIAK et al., 2018).

A classe de compostos fendlicos dos acessos de cereja-do-rio-grande vermelhos
(Tabela 5). mais expressivaa foi a cianidina-3-glicosideo, a qual contribuiu com 83-96%

do total de antocianinas. Embora haja uma grande variacdo no conteddo de antocianinas
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dos frutos comparados, sabe-se que essa diferenciacdo pode ser explicada por (a) fatores
genéticos (os quais dependem do cultivar e da variedade), (b) grau de maturacdo da
fruta; e (c) fatores edafocliméticos (BRAGA, 2015).

A cereja-do-rio-grande amarela (CE057 — Tabela 5) também se mostrou rica em
compostos fenolicos, mas da classe flavanol, que classe representa 82% do total de
flavonoides quantificados. A quercetina, flavanol encontrado em uma ampla variedade
de espécies vegetais, possui maior capacidade antioxidante em relacdo aos outros
flavonoides da familia flavanol (BEHLING, 2004).

Dentre as duas classes identificadas na uvaia (Tabela 8 e 9), a mais
representativa foi a flavanol. Segundo Behling (2004), a ingestdo da classe de flavanol
esta associada a uma ampla gama de beneficios a saude, que incluem potencial
antioxidante.

Quanto a forma glicosilada, ou aglicona, os flavonoides (exceto as catequinas)
sdo encontrados em plantas principalmente na forma glicosilada, ou seja, ligados a
moléculas de agucares, sendo normalmente o-glicosideos, com a molécula de agUcar
ligada ao grupo hidroxila na posicdo C3 ou C7 (ERLUND, 2004).

O teor de elagitaninos para todos os 25 acessos foi superior ao contetdo de
flavonoides (Figuras 11 e 16). O conteudo de &cido elagico total deve ser entendido
como a classe de compostos fenolicos conhecida como elagitaninos, que séo
caracterizados por uma ou mais unidades de hexahidroxidifenol (HHDP) esterificado a
um acucar, geralmente a glicose. A hidrélise dos elagitaninos em meio acido libera o
HHDP, que sofre lactonizacao espontanea formando o &cido elagico (SILVA, 2019).

Como os frutos sdo membros da familia Myrtaceae, esperava-se que, além de
flavonoides, fossem quantificados os derivados do acido elagico. Esse grupo de
moléculas é relativamente incomum, em frutos comercias, e estudos mostram que esse

grupo molecular também pode prevenir doencas cronicas (TEIXEIRA et al, 2015).
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6.4. Atividade inibitéria

Como citado na introdugdo, item “1.3. Acao inibidora de amilases e -glicosidases”,
Diabetes mellitus (DM), definido pela OMS como uma doenca metabdlica, € um
problema de satde publica que afeta quase 2% da populagdo mundial. Esta patologia
possui varios subtipos, sendo o mais comum, com 90% dos casos, 0 tipo 2,
caracterizado por portadores ndo-insulino dependente (GIUBERTI; ROCCHETTI;
LUCINI, 2020).

Uma das possiveis formas terapéuticas utilizadas para o tratamento do DM
compreende a inibicdo de enzimas, que podem hidrolisar moléculas de polissacarideo e
converté-las em monossacarideos. Esse tipo de enzima, como a a-glicosidase, atua
hidrolisando as moléculas de dissacarideo em glicose. Por outro lado, a-amilase catalisa
a hidrolise a-1-4-D-glicosidico a partir de polimeros glucoses, como o amido. Os
agentes hipoglicémicos diminuem a velocidade de digestdo e assimilacdo de
carboidratos simples no intestino através da inibicdo da a-glicosidase e a-amilase
GIUBERTI; ROCCHETTI; LUCINI, 2020).

Embora haja diversos métodos para testar a inibigdo enzimatica de a-amilase, a
metodologia mais usual é a que faz o uso do DNS (acido 3,5-dinitrosalicilico), devido a
sua simplicidade e confiabilidade nos resultados (NYAMBE-SILAVWE et al 2015).

Esse protocolo usual do DNS avalia a atividade de inibi¢do da enzima a-amilase
através da formacdo do dissacarideo maltose produto resultante da hidrélise da enzima
sobre o amido. Esta maltose terd seus grupos aldeidos oxidados para grupos
carboxilicos o que acabara reduzindo o DNS de coloracdo amarela para o acido 3-
amino-5-nitrosalico de coloracéo alaranjada (NYAMBE-SILAVWE et al 2015).

J4 a metodologia utilizada para avaliar a atividade de inibicdo enzimatica de a-
glicosidase tem como premisssa quantitativa estabelecer a hidrolise estimatida do p-
nitrofenol (pNP) liberado por clivagem do p-nitrofenil-a-D-glicopiranosideo (pNPG),
que é um substrato cromogénico. A formacdo do produto da clivagem produz uma
coloracdo amarela dependente de carbonato de sddio (NYAMBE-SILAVWE et al
2015).

75



Segundo Cho et al (2011), o cenario mais preferivel € onde um extrato inibidor
enzimético possua uma atividade inibidora leve para a a-amilase ¢ densa para a a-
glicosidase, ou seja, a inibicdo total a-amilase ndo é desejada, pois se 0 amido nédo for
digerido, ele sera utilizado pela microbiota, a qual produzira gases, causando disturbios
intestinais como diarreia, dores abdominais e flatuléncia.

Kim et al (2014), documenta que os flavonoides se revelam como potentes
inibidores das enzimas a- glucosidase e a-amilase. Os extratos de uvaia tiveram uma
melhor inibi¢do de a-amilase do que inibicdo de a- glicosidase quando comparamos
quantitativamente. Porém, quando olhamos caso a caso, 0s acessos que inibiram menos
a a-amilase se tornaram mais potentes para inibir a a-glicosidase.

Quando comparamos o0s resultados obtidos neste trabalho com a literatura
apresentada por Gharreb, et al (2014) e Td Bothon, et al (2013), concluimos que 0s
compostos fendlicos, em especial os flavonoides, possuem capacidade de inibir a

atividade da a-amilase e a-glicosidase, enzimas-chave na digestdo de carboidratos.

6.5. Ancoramento molecular
Nos Ultimos anos, os compostos fenodlicos ganharam notoriedade por serem

relatados como bons agentes antioxidantes. Entretanto, atualmente, estdo sendo
estudados por possuirem outras propriedades biolégicas importantes, entre elas, a
hipdtese de que os compostos fendlicos poderiam inibir a acdo das enzimas digestivas,
como a a -amilase (SUN; JWARREN; J.GIDLEY, 2019).

A enzima oa-amilase, endo-enzima secretada pelas glandulas salivares e pelo
pancreas possui estrutura tridimensional (3D) composta por a-hélice, folha B e bobina
aleatdria, que, em seu sitio ativo, possui um ion de calcio e varios ions de cloreto, 0s
quais sdo essenciais para a manutencdo da estrutura terciaria e atividade catalitica da
enzima. Esta enzima € encontrada em microorganismos, plantas e mamiferos e tem a
funcdo de hidrolisar os carboidratos da dieta em dissacarideos e polissacarideos. Esses
carboidratos hidrolisados pela o-amilase s&o re-hidrolisados pela a-glucosidase,
formando os monossacarideos (ZHANG; LI, 2017; SUN; JWARREN; J.GIDLEY,
2019).
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J& a a-amilase pancreédtica suina (PPA) é frequentemente utilizada para estudar a
digestdo catalitica do amido in vitro (6.4. atividade inibitoria) por possuir uma alta
similaridade estrutural. Neste estudo in silico, utiliza-se a mesma molécula identificada
no PDB com cddigo 10SE. A estrutura da PPA é formada por 496 aminoacidos, e 0s
residuos Asp®’, Gluz® e Asp®, sdo considerados como residuos cataliticos essenciais
no sitio ativo da enzima. Além disso, alguns residuos aromaticos, como Trp°¢, Trp*® e
Tyr® estdo se demostrando como essenciais no sitio ativo para fazerem ligacoes
quimicas com os compostos fendlicos (SUN; JWARREN; J.GIDLEY, 2019).

E importante ressaltar que os 18 compostos fendlicos realizaram ao menos uma
ligacdo com um aminoacido de triptofano, confirmando os dados reportados por Sun et
al. 2019 que esse amino4cido aromatico se faz essencial no ancoramento de compostos
fendlicos no sitio ativo da enzima.

Para investigar as interacGes de ligacfes entre os compostos fendlicos e a a-amilase,
foi realizado o ensaio de ancoramento molecular. O ancoramento molecular é uma
ferramenta Util na biologia molecular estrutural e no design de farmacos assistido por
computador. O objetivo da ancoragem ligante-proteina é prever os principais modos de
ligacdo de um ligante com uma proteina de estrutura tridimensional (3D) conhecida
(SLIWOSKI et al., 2014).

Isto posto, é importante destacar que os resultados in silico ndo devem ser
considerados isoladamente como fator determinante na atividade de inibicdo, porque (a)
todos esses ligantes estardo em conjunto na matriz alimentar, (b) a natureza estatica do
receptor € uma falha primaria onde a natureza dindmica das estruturas biologicas nao é
considerada, (c) existem limitagdes nos algoritmos de amostragem e imperfei¢cGes nas
fungdes de score, que levam a geragdo de falsos positivos e/ou falsos negativos e (d) o
requisito de conjuntos de treinamento em varios algoritmos muitas vezes leva a
imprecisdo, sendo altamente dependente do alvo (BERRY; FIELDING;
GAMIELDIEN, 2015).

Depois da validagdo inicial do método, os ensaios de ancoramento molecular foram
realizados com os 18 compostos fendlicos de cinco familias distintas, sendo elas: (a)

acidos fendlicos, (b) elagitaninos, (c) antocianinas (as quais foram desenhadas em sua
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forma quinoidal), (d) flavon-3-ol; e (e) flavanol. O valor de score apresentado na Tabela
10 é o resultado da média aritmética das sextuplicatas da corrida de cada composto.

Segundo Sun et al. (2019), a inibicdo da a-amilase por um composto fendlico esta
correlacionada com sua estrutura molecular, todavia, algumas ligacGes quimicas sao
comuns a todas as cinco familias de compostos fendlicos, como: (a) ligacbes de
hidrogénio (entre grupos hidroxila e o sitio ativo catalitico da enzima); (b) forga
hidrofobica (entre anéis aromaticos dos compostos fendlicos e residuos de triptofano da
a-amilase); e (c) deslocalizacdo de elétrons entre C = C (ou C = O) (os anéis aromaticos
em compostos fendlicos foram relatados especificamente por aumentar as interacoes
hidrofobicas (n-1) (anexo 27) com a-amilase.

Dado que os &cidos fendlicos e os elagitaninos apresentaram apenas uma molécula
de cada familia, os resultados ndo serdo discutidos aprofundamente. No caso dos
flavonoides, o primeiro grupo a ser discutido serdo as antocianinas.

As estruturas das antocianinas requerem atencdo especial por apresentarem as
estruturas conjugadas mais complexas entre os flavonoides. A estrutura basica é o
cation flavilio (ion oxénio), mas, dependendo do pH, as antocianinas podem existir em
varias formas estruturais. As antocianinas presentes na cereja-do-rio-grande, ao
entrarem em contato com a saliva, que possui pH médio de 6,7 assumem a forma
quinoidal (STRACK, 1997; BALIGA; MUGLIKAR; KALE, 2012), por isso, todos 0s
ligantes de antocianinas foram desenhados em sua forma quinoidal.

Estudos in silico anteriores mostraram que por serem cercadas de hidroxilas, as
antocianinas exibem alta atividade inibitoria contra a PPA, onde o aminoacido Glu%*?
supostamente desempenha um papel importante na atividade de inibicdo (GIUBERTI;
ROCCHETTI; LUCINI, 2020). E importante ressaltar que todas as antocianinas
desenhadas neste trabalho se ligaram ao aminoacido Glu?®, confirmando este resultado.

Em relagcdo ao subgrupo flavanol, as hidroxilas sdo essenciais para a atividade
inibitoria da o-amilase, uma vez que a inibicdo, provavelmente, é dependente da
formacdo de ligacbes de hidrogénio entre grupos hidroxila e cadeias laterais de

aminoacidos (como Asp'® e Glu?®®) no sitio ativo da enzima (SUN; J.WARREN;
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J.GIDLEY, 2019). Dos seis compostos fendlicos desta classe, todos fazem ligacéo entre
0s amino&cidos citados acima.

A quercetina glucosideo, membro da familia flavanol, tem grupos hidroxila em cada
uma das posi¢bes 5, 6, 7 no anel A, bem como 4 no anel B, e apresenta um dos
melhores valores de score (SUN; JWARREN; J.GIDLEY, 2019). Por ser um
flavonoide comum em varios tipos de alimentos, este € um dado importante para a
literatura.

A familia flavon-3-ol apresenta fraca inibi¢ao da a-amilase, pois sua estrutura conta
com uma ligacdo 2,3-dupla no anel C, conjugada com o grupo 4-carbonila, o que
aumenta o deslocamento de elétrons entre o anel C e o anel A, formando assim um
sistema m-m conjugado altamente estdvel com o Trp>® no sitio ativo da a-amilase,
sistema que reduz o fator catalitico da enzima (ZHANG; LI, 2017). Um composto dessa
familia que chama atencdo é a epigalocatequina, a qual apresentou baixo valor de
acoplamento molecular (Tabela 10) e baixa atividade inibitéria (Figura 20). Quando
comparamos a familia flavon-3-ol com as antocianinas e os flavanol, a estrutura
molecular explica os valores baixos de score.

Outros dois fatores devem ser levados em conta na discussdo dos resultados de
ancoramento molecular: (a) alto peso molecular e (b) glicosilagdo dos flavonoides.
Segundo Sun et al. (2019), compostos fendlicos que possuem alto peso molecular e
baixa quantidade de hidroxilas apresentam baixo valor de score, como é o caso do
dimero de proantocianidinas, o que acaba confirmando o papel dos grupos hidroxila na
inibicdo da atividade enzimatica.

Segundo ZHANG (2017), a glicosilacdo em flavonoides € comumente observada
por diminuir a atividade inibitoria. Potenciais razes para a baixa inibicdo s&o: (a)
transformacéo da estrutura espacial de flavonoides-glicosideos, em formas quase planas
criando efeitos de impedimento estérico; e (b) substituicdo do grupo hidroxila por um
glicosideo, e com isso, a afinidade do grupo com a enzima é afetada. Resultado esse que
nédo foi visto em nossos dados, mostrando que ndo houve uma grande diferenca entre

compostos fendlicos glicosilados e agliconas.
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7. CONCLUSAO
A caracterizacdo dos compostos bioativos da cereja-do-rio-grande e da uvaia é

uma forma de prospectar novos alimentos benéficos a satde. Atualmente, ambos os
frutos sdo espécies nativas e endémicas da mata atlantica com pouco apelo comercial e
consumidos somente pela populacéo local. Entretanto, possuem alto teor de polpa em
todos os seus acessos, além de alto contedudo de acgucares sollveis, carateristicas
determinantes para a industrializacdo e para o consumo nacional, conferindo-lhes
grande potencial para a formagéo de cadeia consumidora.

Dado expressivo potencial antioxidante e elevado contetdo de fendlicos totais,
os frutos estudados sdo colocados em lugar de destaque quando comparados com outros
frutos comerciais.

Os acessos de cereja-do-rio-grande vermelha, se mostraram como uma boa fonte
de antocianinas, especialmente a cianidina-3-O-glicosideo. J4 a cereja-do-rio-grande
amarela e todos os acessos de uvaia se mostraram como uma boa fonte de flavanois,
especialmente os derivados de quercetina.

Todavia, o contetdo de &cido elagico total de todos os acessos foi superior ao
contetdo de flavonoides.

Os resultados do ensaio in vitro e a confirmacdo do mesmo pela analise de
acoplamento molecular sugerem que os frutos supracitados tém potencial farmacoldgico
significativo como inibidores da a-amilase.

O desfecho do acoplamento molecular mostrou que os compostos fendlicos
previamente identificados nos acessos de cereja-do-rio-grande e uvaia se mostram mais
eficientes em inibir a enzima alvo do que a acarbose, exceto o dimero de
proantocianidinas. Os compostos quercetina glucosideo, cianidina galactosideo e
cianidina aglicona se mostram como eficientes inibidores.

Considerando as atividades bioldgicas atribuidas a essas subclasses de
flavonoides, os acessos apresentam consideravel potencial funcional, em especial os
acessos CE035 e CEO058 de cereja-do-rio-grande e UV080 de uvaia.

Com nossos resultados, esperamos contribuir com o uso e a valorizagédo

adequadas do seu patriménio genético de nossos frutos regionais.
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Anexo 1 — Pico 1 (Figura 9) - Tempo de Retencgdo: 6.0
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Anexo 2 — Pico 2 - (Figura 9) - Tempo de Retengdo: 6.6
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Anexo 3 (Figura 10) - Tempo de Retengdo: 6.6
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Anexo 4 - Pico 3 (Figura 9) Pico 1 (Figura 10) - Tempo de Retengdo: 7.3
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Anexo 5 - Pico 4 (Figura 10) Pico 2 (Figura 10) - Tempo de Retengdo: 7.7
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HO D o Ernct Maw: 168,04
W
A Ok
T Chemical Fommaby: C1Hgls"
_ Eumo blase 12304
H
L
- ‘|'Ii i T T T T T T T T T T T T
200 400 600 200 1000 1200 1400 miz
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Anexo 6 - Pico 5 (Figura 9) - Tempo de Retencdo: 8.0

1
Composto: Cianidina pentosideo

Intens. J 1+ CE_001_A_positive_1-27_01_48.d: +MS, 8.0min #988
x105 7 419.0901
. L 4
0.5
] 1+
4 147.0433 332.1249452.1439
06 1 L AR
x10°7 14 CE_001_A_positive_1-27_01_48.d: +MS2(419.0901), 35.0eV, 8.0min #989
153 287.0499
1.0 3
0.5
0.0 L2 — :
6000 - 1+ CE_001_A_positive_1-27_01_48.d: +MS2(360.1380), 35.0eV, 8.0min #990
. 208.0925
4000 +
2000
0 ] ol ’
4000 3 1+ CE_001_A_positive_1-27_01_48.d: +MS2(332.1249), 35.0eV, 8.0min #991
J121.0271
3000 4
2000 3
1000 3
0- l' T T L2 T T T T T T T T T T T T
200 400 600 800 1000 1200 1400 m/z
Inten[;ss_ B CE001_A positive_1-27_01_48.d: +MS2[419.0901), 35.02V, 8.0min #2989
.1 +
X i 287.0499
125_- oM
4 HO
b 2 2H
] a !
‘I.[JU—_ ke o oH
4 H
0.75 4
0.50
0.95
0.00 T T T |. T T T T T T T T T T T
200 400 00 800 1000 1200 1400 miz
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Anexo 7 - Pico 8 (Figura 9) - Tempo de Retenc¢do: 9.6 Composto: Cianidina aglicona
Intens. I+ CE_001_A_positive_1-27_01_48.d: +MS, 9.6min #1177
x10% ] 287.0499
] ®
2_; 1+ 14
1 147.0449 L
14 356.093219.073193
E | ®, oY 867.1982
X103 L5 CE_001_A_positive_1-27_01_48.d: +MS2(287.0499), 35.0eV, 9.6min #1178
3 287.0504
3 2
33
13 1+
3 137.0235
xlog‘; 1+ CE_001_A_positive_1-27_01_48.d: +MS2(491.1093), 35.0eV, 9.6min #1179
154 287.0497
1.0
0.5
0.0 . J — .
E 1+ CE_001_A positive_1-27_01_48.d: +MS2(449.0731), 35.0eV, 9.6min #1180
4000 3 287.0492
3000 3
2000 3
1000 3 4531+306
0 1. T T T 'é T T T T T T T T T T T
200 400 600 800 1000 1200 1400 mz
Intens. | 1+ CE_DD1_A_positive_1-27_D1_48 d-+MS2(287.0499), 35 DeV, 9 6min#1178
w104 287.0504
i *
3 4
2
| o
| Clisrizal Foomula: C5H.0,™
. EmectMaw: 13702 OH
14
i 1+
| 137.0235
D . L.I I IL || 1 r . | . r . r . T . r .
200 400 600 800 1000 1200 1400 mz
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Anexo 8 - Pico 9 (Figura 9) - Tempo de Retenc¢do: 10.0

Composto: Quercetina rutinos:ll'&éo

Intens. 1- CE_yellow_A_negative_1-26_01_42.d:-MS, 10.0min #1199
X104 609.1899
3 LY
1.0
E r s wos 1
05 237.0772 487.15611805 71141 ,
3 U i 8652608 993 3079 11533452
RULE CE_yellow A-nezgative_l-zs_01_42.d: “M52(609.1899), 28.7-57.4eV, 10.0min #1200
] 1 609.187
104 300.0475
0.5
0.0 ‘ ‘ cs_yenow_A_ne;atwe 1-26_01_42.d: -MS2(711.4103), 31.0-62.0eV, 10.0min #1201
] 11.4057
1000
500 1-
1 125.0379 301.0636 487.3437
11 I Il L
0-_ . CE_yellow_A_negative_1-26_01_42.d: -MS2(561.1805), 27.6-55.3eV, 10.0min #1202
15003 289.0922
10004
5003 137.0381
ol hngil , ® , , , ,
200 400 600 800 1000 1200 1400 miz
Intens._| CE vye IIDw_l'_nEgatim!_l-l & 01 42 d: -MS2(600.18599), 28 7-57 42V, 10.0min #1200
oot 605 1872
*
1-
1.04 300.0475
()
CH
[
Cheesical Foreenla: ©FLO,"
0.8 Exacs Mus: 301,05
-
o
T aH ﬁT'Mw“q%H
Chemical Formula: &)\ H /2" 2,
0.6 Exact Bass: 311,10 H0¥ o
- -
0.4
0.2
0.0 1 l|| " ||J l | . | . | . | . | . | .
200 400 600 200 1000 1200 1400 miz
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Anexo 9 - Pico 9 (Figura 9) - Tempo de Retenc¢do: 10.7

11:
Composto: Quercetina galactos}deo

Intens. 7 I- CE_yellow_A_negative_1-26_01_42.d:-MS, 10.7min #1278
x1057 463.1215
] L 4
1.0
] 1
0.5
3 3211244 499.0999 9272499
B < | & |
x?oq E 1 CE_yellow_A_negative_1-26_01_42.d: -MS2(463.1215), 26.3-52.5eV, 10.7min #1279
39 300.0488 L
23 463.1211
19 ‘
9 E ) ] |
x10% | f_E_yeIIow_A_negative_1-26_01_42.d: -MS2(927.2499),35.9-71.7eV, 10.7min #1280
J 463.1207
4 1-
4 300.0480
2 -
9 | *
x10% 1 CE_vellow_A_negative_1-26_01_42.d:-MS2(499.0999), 26.3-52.5eV, 10.7min #1281
1.0 1- 463.1228
] 300.0492
0.5
00 - L T I | T ‘ T T T T T
200 400 600 800 1000 1200 1400 m/z
lﬂt&ﬂsi T s CE_yellow_A_negative_1-26_01_42.d:-M52[463.1215), 26.3-52 .5V, 10.7min #1273
®10% i
E 300.0488
25 —_ -
] ,_?J-HH,UH
: HI:I,_\_U__.-.,u_..q]___I:I Hl[lﬂ"#
2.0 e __-1-_/DH
- (AR
oH O HO- )
E OH L,
] .
1 463.1211
1.5+ *
1.0 5
0.5
ool il k. : : : : : : : : : : : :
200 400 600 a00 1000 1200 1400 miz
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Anexo 10 Pico 1 (Figura 15) - Tempo de Retengdo: 2.3

Composto: Acido galico

Intens. T- D2-A_1-4_01_3662.d: -MS, 2.2min #266
x1047 169.0264
2—5 1-
E 329 N594
17 361.0411 553.0589
E |® L2
l D2-A_1-4_01_3662.d: -MS2(169.0264), 18.1-33.9eV, 2.2min #267
400 -
200
Ql Ut
x10% ] 1 D2-A_1-4_01_3662.d: -MS52(339.0594), 23.2-43.4eV, 2.2min #268
2 169.0264
l—: ‘
0] 2
3000 3 1 D2-A_1-4_01_3662.d: -MS2(361.0411), 23.8-44.7eV, 2.3min #269
1 169.0266
2000
1000—5 ‘
O : T ‘ T T T T T T T T T
200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 miz
Intens. D2-A_1-4 01 3662 .d:-MS2[169.0264), 13.133.9eV, 2.2min 8267
300 4 O COH
1 HO OH
200 OH
100
0 T T T T T T T T T T T T T T T T T
200 400 600 200 1000 1200 1400 1600 1800 miz
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Anexo 11 - Pico 1 (Figura 15) - Tempo de Retencdo: 5.6 Composto: (Epi)Galocatequina

Intens. ] I- D2-A_1-4_01_3662.d:-MS, 5.6min #673
x105] 305.0868
5 L 4
] 1-
44 611.1810
o
24 179.0461 593.1692
9 i Rl
x10% | D2-A_1-4_01_3662.d:-MS2(305.0868), 22.2-41.5eV, 5.6min #674
6 -
4
2 -
% il | | II L A
XZI:I.-O5 ] 1 D2-A_1-4_01_3662.d:-MS2(611.1810), 30.2-56.7eV, 5.7min #675
1 305.0867
1.0
054
0.0 || Lo ®
1 D2-A_1-4_01_3662.d:-MS2(593.1692), 29.9-56.0eV, 5.7min #676
4000 4
J 1-
2000 4 4231010
J J 593.1596
0 - | l‘ IJ. Ill L' - T — ’ll T T T T 161%2151 T T
200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 mwz
Intens. i D2-A_1-4 01 _3662.d:-M52(305.0868), 22.2-41 5eV, 5.6min #6574
=104
5
44 ak
1 o
] Chemical Formula CH.0,
| HO z " Exact Mass: 125,02
34 .,
i HH
1 CH
b Chemical Fornmla: ©.H,0,'
1 Exact Mass: 181,05
2
14
1 L 4
o |J| L | . . . . T . T r T T T T T T T T T
200 400 500 200 1000 1200 1400 16800 1800 miz
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11¢

Anexo 12 - Pico 1 (Figura 15) - Tempo de Retencdo: 7.6 Composto: (Epi)Catequina
Intens. J 1- D2-A_1-4_01_3662.d: -MS, 7.6min #908
%1053 289.0915 1-
33 ® 4571084
E L 2
ERRN L
13 169.0257 1- 915.2229
E 747.2083 ¢
b L L L L L
x1043 D2-A_1-4_01_3662.d: -M52(289.0915), 21.7-40.6eV, 7.6min #909
107
0.5
] 2
%_' || I.l |
X263 . D2-A_1-4_01_3662.d: -M52(457.1084), 26.7-50.1eV, 7.6min #910
3 169.0255
0.75 3
0503
0253 1-
E 305.0868 o
0,00 3—— . ‘
X104 7 N D2-A_1-4_01_3662.d: -M52(915.2229), 40.6-76.1eV, 7.6min #911
1 169.0256
6_
4—_ 1-
5] 457.1082
O ] I T I T T T ‘ T T T T T T
200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 miz
Intens. | D2-A_1-4_01_3662.d:-MS2(289.0915), 21 7-40.6V, 7.6min #309
x104
1.0 4
OH
0.8 - Chenical Fersmla: & H.0
HO O Exact Mass: 168.04
. ) - OH
Chistical Formula C-H.OL™
Ezact Mass: 122,04
0.6+ OH
| OH
0.4+
1 L
0.2+
0.0 T —
200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 miz
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Anexo 13 - Pico 1 (Figura 15) - Tempo de Retencdo: 8.5

, AL
Composto: Dimero de Proantoaanld]l'na

Intens. J 1- D2-A_1-4_01_3662.d:-MS, 8.5min #1018
%105 729.1966
E ¢
27
1]
] 299.2190 743.1804 1459.3920
] <@ <@
xlog" 1 D2-A_1-4_01_3662.d:-MS2(729.1966), 33.2-62.2¢eV, 8.5min #1019
] 407.1053
4 -
1-
27 5774713
Q 1 || L) Sl || 1
x10% 3 1 D2-A_1-4_01_3662.d: -MS2(1459.3920), 55.0-103.2eV, 8.5min #1020
E 729.1962
1.5—: 1-
E 1- 407.1044
1.03 289.0919 1
0.5 I 577.1504
O O 1 | L | T L ’
h D2-A_1-4_01_3662.d:-MS2(299.2190), 22.0-41.2eV, 8.5min #1021
400 —130.0963
1-
| 299.2223
200 L 2
0 W il |l
T T T T T T T T T T
200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 mz
|ﬂt&ﬂ5‘:‘- T N D2-A_1-4 01_3662.d:-M52(729.1966), 33.2-62 2eV, B.5min #1019
x1077 407.1053
44
- 1_
_ 289.0917
1 H2y,
_ HO o CH
Clewwcal Forsibe O H “.'@ DH
3_ Exazt Slam: 577,13 Chamicd Toremlx C3H.0,
4 H|:| Eoct Mamss 153007
i H
| HO
2 -
4 1-
E 577.1713
1 1-
B 729.1957
] »
0 ! I‘ L lu T T T T T T T T T T T T
200 400 600 200 1000 1200 1400 1600 1800 miz
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Anexo 14 - Pico 1 (Figura 15) - Tempo de Retencdo: 9.8

Composto: Quercetina Rutnosideo

11¢

Intens. 4 1- D2-A_1-4_01_3662.d:-MS, 9.8min #1168
X105 7 609.1887
= *
2
13 695.5552 881.2147 1219.3809
E ® ® ?®
x1057 . 1 D2-A_1-4_01_3662.d: -MS2(609.1887), 30.2-56.6€V, 9.8min #1169
E 300.0487 609.1876
1.0 ] *
0.54
3 |
Bl . D2-A_1-4_01_3662.d: -MS2(1219.3809), 49.3-92.4eV, 9.8min #1170
44 609.1874
| 1
2] 300.0482
O | .
] . D2-A_1-4_01_3662.d: -MS2(881.2147), 39.2-73.6€V, 9.8min #1171
1000 4 407.1085
N 1-
] 559.1643 B
5007 881.1975
o h . [ LJ | ‘| 1760.3919
200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 mz
Intens. | D2-A_1-4 01 _3662.d: -MS2[609.1887), 30.256.6eV, 3.8min #1169
x107 1-
300.0487 1
h 609.1376
L
U‘E = LI
- Chenecad Fomuba: O B0
Execi Mlyss: 300013
H H
0.6 1
Chermical Formrela: € Hisly sl "
_ Fxaci Mass: 301 III_‘W, - [E1]
0.4 1
0.2 1
0.0 T l L | L - T T T T T T T T T T T T T
200 400 600 a0d 1000 1200 1400 1600 1800 miz
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Anexo 15 - Pico 1 (Figura 15) - Tempo de Retencdo: 9.8

Composto: Mirecetina

11¢

Intens. J 1- D2-A_1-4_01_3662.d:-MS, 9.9min #1183
x105 463.1201
3 L2
2]
E 1-
E Q27 2448
1 449.1034 913.2301
1 1
xlO%'. 1 D2-A_1-4_01_3662.d: -MS2(463.1201), 26.9-50.4eV, 9.9min #1184
: 316.0440
1.0
0.5
] *
0 I
x10 L D2-A_1-4_01_3662.d: -MS2(927.2448), 41.1-77.0eV, 9.9min #1185
5 ] N
i 316.0442
6 -
4 -
2 -
9 1 . ®
x1043 . D2-A_1-4_01_3662.d: -MS2(449.1034), 26.5-49.6eV, 9.9min #1186
154 316.0447
1.03
051
s ¢
00 T L T T T T T T T T T
200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 m'z
Intens. | D2-A 1-4 01 3662.d:-M52(463.1201), 26.950.4eV, 9.9min #1134
*102 1-
316.0440
1.0 oH
1 Chansical Formula: ©) B0y
HE ] Faacs Blass: 117,03
0.8 |
i L
H2
0.6 H
Chamical Famsula: CH, O
Exact Mazs: 16106
0.4
] .
0.2
0.0 Iul.l ||" | . : : . . . I . T T T T T T T T
200 400 500 a0o 1000 1200 1400 1600 1800 miz
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Anexo 16 - Pico 1 (Figura 15) - Tempo de Retengdo: 10.1

Intens.

8000

5000

4000

3000

2000

1000

12(
Composto: (Epi) Galocatequina Galato

1-
463.1198

441"1138 639.2015
\ ®

221.0982 S

1-
905.24068
Q

D2-A_1-4_01_3662.d:-MS, 10.1min #1208

1391.3716
o

1-
169.0261

1-
‘ 289.0920
L ‘ ’

D2-A_1-4_01_3662.d:-MS2(441.1138), 26.2-49.2eV, 10.1min #1209

1-
1-  463.1207
1 300.0491

169.0272

D2-A_1-4_01_3662.d: -MS2(905.2406), 40.2-75.4€V, 10.1min #1210

1000

500

o

1-

1-
639.2006
315.0718 *

Lt th L L
T

®
D2-A_1-4_01_3662.d: -MS2(639.2015), 30.8-57.7€V, 10.1min #1211

T t T
200 400 600 800

T
1000

T
1200

T
1400

T
1600

T
1800

T
mwz

1-
169.0261

1-

OH
OH

OH

OH H

OH

289.0920

*

D2-A _1-4_01_3662.d:-MS2(441.1138), 26.2-49 2eV, 10.1min #1209

_‘LLW.“‘IJJLJ.

200

Ll
T 1 1
400 &00 a0d

1
1000

1
1200

1
14010

1
1600

1
1800

I
miz
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Anexo 17 - Pico 1 (Figura 15) - Tempo de Retengdo: 10.3

Composto: Quercetina hexosideo

Intens. T- D2-A_1-4_01_3662.d: -MS, 10.4min #1238
105 463.1204
E L 4
24
] 1
13 2171230 ‘ 597.2244 992?’2471
E L4 LI
1037 " D2-A 14 01 _3662.d: -M52(463.1204), 26.9-50.4eV, 10.4min #1239
3 300.0484
1.0
] 1-
053 463.1192
; |
og |
x106 1 D2-A_1-4_01_3662.d: -M52(927.2471), 41.1-77.0eV, 10.4min #1240
i .
1 300.0490
4_
2 -
O | 1 ’
] N D2-A 14 01 3662.d: -M52(217.1230), 19.5-36.6eV, 10.4min #1241
20001 171.1133
1000
0l |
T T T T T T T T T T
200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 m'z
|I1t&l155- ] D2-A_1-4 01_3662.d:-MS2[463.1204), 26.950.4eV, 10.4min #1239
®*10 -
300.0434
1.0+
0.8
0.6+
LT
i
0.4 -
1-
i 463.1192
L
0.2
ul:l - * T T T T T T T T T T T T T T T
200 400 800 200 1000 1200 1400 1600 1300 miz

121



.

Anexo 18 - Pico 1 (Figura 15) - Tempo de Retengdo: 10.9 Composto: Quercetina pentosideo

Intens. ] I- D2-A_1-4_01_3662.d:-MS, 10.9min #1308
%105 7 433.1066
24 L 4
] 1-
] 723.5512
1 1 -
] 319.1042 8672213
] P ? 1111.6522
xlOQl_ 1- D2-A_1-4_01_3662.d:-MS2(433.1066), 26.0-48.7eV, 10.9min #1309
6] 300.0479
4_- 1_
2 433.1050
] | ’I
XlO%: 1 D2-A_1-4_01_3662.d:-MS2(723.5512),32.9-61.8eV, 11.0min #1310
1.0 677.5419
053 .
4 225.1762
0 91 ] | L <
x10% 3 1 D2-A_1-4_01_3662.d:-MS2(867.2213), 38.7-72.5eV, 11.0min #1311
] 433.1066
0.75 3
0.50 3
0.253
000 - T — T T T ‘ T T T T T T
200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 mz
||'|tf-‘|'|5:‘- 7 1 D2-A_1-4 01_3662.d:-M52(423.1066), 26.0-48.7eV, 10.9min #1309
x10% -
— 300.0479
g |
E Chemical Farmula: C, H,0.°
1 Exact Mass: 285,04
4
1 Chesmcal Farmuls, ©.H. 0.
3 Exact Mags: 149,04
2 -
i 1
1 ] 433.1050
i »
_ 1-
4 151.015
0- T T T T T T T T T T T T T T T T
200 400 600 a0 1000 1200 1400 1600 1800 miz
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Anexo 19 - Pico 1 (Figura 15) - Tempo de Retencdo: 12

Composto: Quercetina glucoronideo

D2-A_1-4_01_3662.d:-MS, 12.2min #1463

.

¥ L
x10°4 836.6469
1.0
0'5_5 477.1360 880.6747 1268.7821426.0355
E ‘ | ‘ ’ ’ 1629.2850
26 T- D2-A_1-4_01_3662.d: -MS2(477.1360), 27.3-51.2eV, 12.2min #1464
1 477.1358
1.0 1-
1 314.0646
0.5
E |I|||
X?Oq—: D2-A_1-4_01_3662.d:-MS2(880.6747),39.2-73.6eV, 12.2min #1465
101
0.5—5 1-
] 790.6316,
0.0, 2
Xlo(t‘l'_ - D2-A_1-4_01_3662.d: -MS2(1268.7822), 50.5-94.6eV, 12.2min #1466
6 - 477.1360
4 -
4 1-
2 314.0653
o T T T T T T ’ T T T T
200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 mz
Intens. | 1- D2-A_1-4 01 _3662.d:-MS2[477.1360), 27.351.2aV, 12.2min #1464
=104 477.1358
&
1.0+ Chemical Formula: C. H,0y
OH Exact Mass: 301,03
. oH
0.8
1-
) 314.0646
0.5
i Exact Mass: 183,06
0.4
0.2
0.0- " . — T T T T T

T
400

T T
600 a0a

T T T T T
1000 1200 1400 1600 1800 m'z
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Anexo 20 — Dados da fungdo CHEMPLP

RUN
RUN_1
RUN_2
RUN_3
RUN_4
RUN_5
RUN_6
RUN_7
RUN_8
RUN_9
RUN_10

RUN
RUN_1
RUN_2
RUN_3
RUN_4
RUN_5
RUN_6
RUN_7
RUN_8
RUN_9
RUN_10

RUN
RUN_1
RUN_2
RUN_3
RUN_4
RUN_5
RUN_6
RUN_7
RUN_8
RUN_9
RUN_10

Docking Solution PLP.Fitness

B:10SE soln:1
B:10SE soln:2
B:10SE soln:3
B:10SE soln:4
B:10SE soln:5
B:10SE soln:6
B:10SE soln:7
B:10SE soln:8
B:10SE soln:9
B:10SE soln:10

70,0459
101,0885
87,0887
104,4459
39,3778
77,3627
100,0605
48,2817
104,9523
87,711

Docking Solution PLP.Fitness

B:10SE soln:1
B:10SE soln:2
B:10SE soln:3
B:10SE soln:4
B:10SE soln:5
B:10SE soln:6
B:10SE soln:7
B:10SE soln:8
B:10SE soln:9
B:10SE soln:10

88,0962
28,7896
48,5827
66,3857

101,3203
76,8722
71,5711
18,1695
98,7956
16,0795

Docking Solution PLP.Fitness

B:10SE soln:1
B:10SE soln:2
B:10SE soln:3
B:10SE soln:4
B:10SE soln:5
B:10SE soln:6
B:10SE soln:7
B:10SE soln:8
B:10SE soln:9
B:10SE soln:10

42,2583
45,2017
41,9714
70,7566
43,4796

68,192
74,2234
49,1157
65,5427
94,5419

PLP. Chem: PLP.Chems PLP. Chem¢PLP.ChemS PLP.PLP

0 51349
0 62711
0 4,999
0 62609
0 06565
0 46516
0 69227
0 1,565
0 6,173
0 62689

21,2967
21,2967
21,2967
19,0483
19,0483
19,0483
19,0483
19,0483
19,0483
19,0483

0

PLP. Chem: PLP.Chems PLP. Chem¢PLP.ChemS PLP.PLP

0 55176
1,9982
2,5261
1,9122
6,1189
4,6829
5,2567
1,5279
6,5283
2,1287

O OO0 OO0 oo oo

24,2379
23,0027
23,0027
18,3422
18,3422
18,3422
18,3422
18,3422
18,3422
18,3422

PLP. Chem¢ PLP.Chems PLP. Chem¢PLP.ChemS PLP.PLP

0 04092
1,5892
1,2976
2,5913

0,982

1,806

2,862
4,8553
2,0699
5,1535

©O 00 o0oooooo

23,156
22,8421
22,8421
18,9328
18,9328
18,9328
18,1231
18,1231
18,1231
18,1231

Anexo 21 — Dados da fungdo Chemscore

B:10SE soln:1 23,4183
B:10SE soln:2 43,1769
B:10SE soln:3 45,6758
B:10SE soln:4 51,5285
B:10SE soln:5 45,81
B:10SE soln:6 34,9875
B:10SE soln:7 38,3537
B:10SE soln:8 21,7838
B:10SE soln:9 34,596
B:10SE soln:10 24,0135

Docking solution Chemscore. Fiti Chemscor Chemscor Chemscor« Chemscor: Chemscor¢ Chemscore. Hbor Chemscore. Hbond
1,5077 -34,6768
07613 -51,8169
-28,6125

6,748 -32,0505
10,7483 -55,2516

B:10SE soln:1 31,5583
B:10SE soln:2 37,0757
B:10SE soln:3 26,1144
B:10SE soln:4 21,3527
B:10SE soln:5 38,7128
B:10SE soln:6 17,7353
B:10SE soln:7 29,9022
B:10SE soln:8 30,4381
B:10SE soln:9 24,5453
B:10SE soln:10 26,2139

10,7291 10,7291  1,1664
4,6837  4,6837  2,5547
38473 3,8473  2,6847
35209 3,5209  0,6175
39239 39239 35658  3,5658
11128 1,128 25182
9,0082  9,0082  4,8435
96452 9,6452  7,6507
29992 29992 13,1738 13,1738
8439 8439 49523

16108 16108 15077
13,9799 13,9799  0,7613
10852 10852 14128 14128
39497 3,9497 6748
57905 57905 10,7483
12,7402 12,7402 852
15691 15691  3,5583
6,8008 68008 8196
36799  3,6799  9,8232
36813 36813 5445

1,1664 -353138
2,5547 -50,4153
2,6847 -52,2078
06175 -55,6669
-53,2996
25182 -38,6185
4,8435 -52,2054
7,6507 -39,0797
-50,76
4,9523 -37,4048

852 -38,9955
3,5583 -35,0295
8,196 -454349
9,8232 -38,0465
5,445 -353402

0

0
0
0
0
0
0
0
0
0

Fungdo CHEMPLP

6A
56,1688  1,4902
-86,2158 1,2513
-84,7111  0,9633
-87,7979 0,9063
-54,453 12,6648
-67,1786 1,0408
-99,529 0,9728
-66,8547 14,1005
-89,1803  0,8874
-67,5863 1,5785

10A
-88,5357 3,1903
-37,9042 15,9624
-65,2426 4,1492
-64,0991 3,3055
-98,6937 0,8952
-80,8609 1,1604
-64,0117 1,4627
-39,0959 12,8937
-91,8763 1,0153
229,68 18,5316

15A
-46,4604 11,1111
-48,2423 11,4204
-55,4699 12,6579
-63,8671  3,0609
-65,3448 8,9975
-64,1718  3,3554
-70,842 2,734
-72,5684 8,5018
-61,3931 3,3726
-83,8341 0,8128

Fungdo ChemScore

1,6307
3,8808
52363
54591
4,6848
2,2055

1,5313
4,3227
2,8318
0,0229
53786
1,2671
1,9085
3,0546
2,4535
1,2545

PLP. Refere PLP.ligand. PLP.ligand. PLP.part.bu PLP.part.ht PLP.part.m PLP.part.nr PLP.part.re Reference. Version

5,5213
4,8118
6,1726
0,9564
4,6193
4,9425

6,823
5,9104
0,9564
6,6186

8,6514
10,2127
13,8727
10,1133
15,7369

8,9383
16,2309
18,2029
10,4194

8,5558

PLP. Refere PLP.ligand. PLP.ligand.

5,9602
6,8865
13,1012
7,1697
8,0334
3,6509
8,5701
8,6113
1,1267
4,5733

17,635
15,6127
17,0698

7,3112
13,0195
16,3644

8,9914
17,6206
14,9405
16,8778

PLP. Refere PLP.ligand. PLP.ligand.

5,7736
1,0248
9,6115
3,8053
4,7774
4,2567
5,7587
12,6226
3,8053
0,9564

11,406
14,8128
15,3109

8,0059
19,4833

8,0369

8,7309
21,7595

8,1889
10,9597

22,8308
-1,9543
-3,4548
-0,1508

6,3493
16,8028
-6,4282

0,5083
-1,3787
13,2478

PLP.part.bt PLP.part.h

-10,905
5,7927
0,3897

-13,4305
-5,902
3,1899

16,6284
-2,0407
-8,1801
-0,0711

-15,1947

-13,541
-14,5001
-13,6018

-9,7174
-11,7092
-18,2534

-7,5671
-13,4853
-15,1681

-13,7487
-7,0855
-9,1736

-4,578

-16,5019

-11,8991

-17,7429
-5,9343

-14,7459
-4,3517

-67,5435
-72,2594
-70,1733
-77,2106

-53,123
-75,4657
-78,1074
-61,4003

77,517
-68,9698

-67,8165

-38,151
-63,4129
-48,5973
-82,1702

-75,035
-68,5155
-31,9458
-73,2583
-24,7052

0,1936
0,1864
0,2522
0,1971
0,2359
0,2621

0,237
0,1423
0,1978
0,2039

0,2395
0,0661
3,1952
1,1554
0,2294
0,2403
0,2288
0,0161

0,23766
0,2187

1,4902
1,2513
0,9633
0,9063

12,6648
1,0408
0,9728

14,1005
0,8874
1,5785

k PLP.part.m PLP.part.nr PLP.part.re Reference.

3,1903
15,9624
4,1492
3,3055
0,8952
1,1604
1,4627
12,8937
1,0153
18,5316

PLP.part.bt PLP.part.hk PLP.part.m PLP.part.nr PLP.part.re Reference.

-0,4593
0,0382
0,5616

-7,2898
4,5085

-11,7532
-7,9948
-8,8044

-11,6158

5,8506

-8,9137
-6,2381
-7,0206
-6,8303
-7,6203
-4,1708
-6,2549
9,265
-3,1092
-13,3558

0

©O 0O 0o o oo oo

-35,5693
-42,1282
-50,1583
-51,7939
-65,0467
-50,2597
-58,4055
-56,9304
-48,7145
-82,4605

0,0742
0,0823
0,1131
0,1561
0,2728
0,1963
0,1832
0,3037
0,2028
0,2419

11,1111
11,4204
12,6579
3,0609
8,9975
3,3554
2,734
8,5018
3,3726
0,8128

20.201.000
20.201.000
20.201.000
20.201.000
20.201.000
20.201.000
20.201.000
20.201.000
20.201.000
20.201.000

Version
20.201.000
20.201.000
20.201.000
20.201.000
20.201.000
20.201.000
20.201.000
20.201.000
20.201.000
20.201.000

Version
20.201.000
20.201.000
20.201.000
20.201.000
20.201.000
20.201.000
20.201.000
20.201.000
20.201.000
20.201.000

ChemScor: ChemScori ChemScor  ChemScor: ChemScori ChemScor: ChemScor Chemscor¢ Chemscor« Chemscor¢ Chemscor« Reference Version

0 -24,3871

0 -31,9734

0 -29,2387

0 -31,9535
09663 -32,1723
0,1739 -25,7723
0 -30,7801
-28,6308
02153 -33,3743
0 -26,0141

208,4372
273,2773
249,9032
273,1069
274,9772
220,2758
263,0779
244,7074
285,2504
222,3424

0

0
0
0
0
0
0
0
0
0

6,4448
0,9875
1,3554

3,0929

13,4216

-5,48
-5,48
-5,48
-5,48
-5,48
-5,48
-5,48
-5,48
-5,48
-5,48

6,448 2020.1
0,9875 2020.3
1,3554 2020.4
08738 2020.5
0,8875 2020.6
2,3926 2020.7
1,7489 2020.8

12,3955 2020.9
3,0929 2020.10

13,4216 2020.2

ChemScor: ChemScori ChemScori ChemScori ChemScori ChemScor: ChemScori Chemscorc Chemscori Chemscorc Chemscori Reference Version

0 -24,0821
0 -31,8991
0 -13,6743

0

0,001 -31,8071
0 -29,2934

0 -23,1751
29,7524

0,005 -24,3718
0 -25,6702

205,8301
272,6423
116,8473
26,494 226,4442
271,8552
250,2853
198,0782
254,2943
208,3063
219,4037

0

©coooooooo

3,291
1,0905

12,1208
13,5156

23521
7,8105

12,1179

1,5824

11,7002
10,5979

-5,48
-5,48
-5,48
-5,48
-5,48
-5,48
-5,48
-5,48
-5,48
-5,48

3,291 2020.1
1,0905 2020.3
12,1208 2020.4
13,5156 2020.5
2,3521 2020.6
7,8105 2020.7
12,1179 2020.8
1,5824 2020.9
11,7003 2020.10
10,5979 2020.2

Docking solution Chemscore. Fiti Chemscor« Chemscor Chemscor« Chemscor: Chemscor¢ Chemscore. Hbor Chemscore.Hbo ChemScor ChemScor: ChemScor ChemScor ChemScor ChemScor: ChemScor: ChemScori Chemscor¢ Chemscor« Chemscor« Chemscor Reference Version
13,5196
16,0474

B:10SE soln:1 -12,014
B:10SE soln:2 10,9727
B:10SE soln:3 -29,9087
B:10SE soln:4 0,7275
B:10SE soln:5 13,3886
B:10SE soln:6 -8,0438
B:10SE soln:7 14,4551
B:10SE soln:8 23,9062
B:10SE soln:9 10,8909
B:10SE soln:10 5,4942

266839 26,6839  9,8802  9,8802 -24,5501
40555 40555  7,4105  7,4105 -22,4388
20,3538 20,3538 434796 434796 -33,9247
00274 00274 12322 12322 -13,077
1519 1519  2,6822 26822 -17,5898
10,8048 10,8048 28,6244 28,6244 -31,3853
03528 03528 34602 3,602 -18,2781
0593 0,593 0 0 -24,4993
17874 17874 07301 07301 -13,4084
01168 0,1168 97562  9,7562 -15,3673

0,141
13072
0,9705

0
0,9862
0,8975
1,5143
0,7601
0,8988
0,9802

6A
158082 15,8082 0

15507 15,507 0

15507 15,507 0

15507 15,507 0

15507 15507  0,9663
151799 151799 0,739
151799 15,1799 0
151799 15,1799 0
151799 151799 02153
151799 15,1799 0

10A
15,9607 15,9607 0
15,6613 15,6613 0
155263 155263 0
15,5263 15,5263 0
152238 152238  0,0001
152238 15,2238 0
15,2238 15,2238 0
152238 15,2238 0
152238 152238 0,005
15,1177 15,1177 0
15A

18,6547 18,6547  0,1646
180794 18,0794 03489
180794 180794 05503
18,0794 18,0794 0
16,2634 16,2634  0,0001
162634 162634 0,193
16,2634 16,2634  0,3488
154694 15,4694 0
154694 15,4694 0
15,4694 15,4694 0

0,1646 -18,5991
03489 -12,5928
0,5503 -25,2032

0
0,0001

0,193 -22,9076

0,3488

0 -16,4804

0
0

-7,597
-8,816

-7,7402

-4,9265
-6,6133

158,9667
107,6305
215,412
64,9313
75,35
195,7913
66,1556
140,8583
42,1069
56,5242

0

©ocoooocooooo
oo ooooooo

7,7152

17,6452
15,6714

7,2997
23,559

12,7177
19,8786
22,4059

0

©ooooooooo

-5,48
-5,48
-5,48
-5,48
-5,48
-5,48
-5,48
-5,48
-5,48
-5,48

13,5196 2020.1
16,0474 2020.3
7,7152 2020.4
17,6452 2020.5
15,6714 2020.6
7,2997 2020.7
23,559 2020.8
12,7177 2020.9
19,8786 2020.10
22,4059 2020.2
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Anexo 22 — Dados da funcdo ASP

Funcdo ASP
6A
RUN docking Solution: ASP.Fitness Asp.APS ASP.DEClasP.DEInternEInternal. ASP.Map P.Reference.RM: ASP.RMSD Version
RUN_1 B:10SE soln:1 55,1025 69,026 6,8212 7,1023 15,8965 -345,13 3,1847 3,1847 2020.2
RUN_2 B:10SE soln:2 68,4339 83,198 6,3198 8,4442 15,8965 -415,99 2,9043 2,9043 2020.3
RUN_3 B:10SE soln:3 79,3883 81,378 1,2154 0,7743 15,8965 -406,89 0,5892 0,5892 2020.4
RUN_4 B:10SE soln:4 51,947 69,07 7,3431 9,7799 13,9793  -345,35 2,9181 2,9181 2020.5
RUN_5 B:10SE soln:5 45,1159 69,5 14,5131 12,871 13,9793 -347,5 3,4223 3,4223 2020.6
RUN_6 B:10SE soln:6 43,6228 74,84 9,1247 22,0925 13,9793 -374,2 3,4017 3,4017 2020.7
RUN_7 B:10SE soln:7 68,5271 78,472 5,7677 4,1772 13,9793 -392,36 0,7093 0,7093 2020.8
RUN_8 B:10SE soln:8 77,6114 81,508 0,8586 3,038 13,9793  -407,54 0,4506 0,4506 2020.9
RUN_9 B:10SE soln:9 79,4892 83,596 1,1976 29092 13,9793 -417,98 0,5812 0,5812 2020.10
RUN_10 B:10SE soln:10 75,8073 84,798 2,9975 59931 13,9793 -423,99 1,0292 1,0292 2020.11
10A
RUN docking Solution: ASP.Fitness Asp.APS ASP.DEClasP.DEInternEInternal. ASP.Map P.Reference.RM: ASP.RMSD Version
RUN_1 B:10SE soln:1 35,1671 40,03 0,4839 4,379 17,0052 -200,15 12,1509 12,1509 2020.2
RUN_2 B:10SE soln:2 40,8722 61,04 10,595 9,5728 17,0052 -305,2 11,4216 11,4216 2020.3
RUN_3 B:10SE soln:3 26,6309 48,334 13,9041 7,799 17,0052 -241,67 4,5073 4,5073 2020.4
RUN_4 B:10SE soln:4 30,564 45,254 2,5545 12,1355 17,0052 -226,27 17,7682 17,7682 2020.5
RUN_5 B:10SE soln:5 44,5041 55,02 3,2153 7,3006 15,156 -275,1 3,9672 3,9672 2020.6
RUN_6 B:10SE soln:6 23,947 59,122 5,2443 29,9307 13,2409 -295,61 6,1617 6,1617 2020.7
RUN_7 B:10SE soln:7 47,2844 68,172 5,0734 15,8142 13,2409 -340,86 3,2277 3,2277 2020.8
RUN_8 B:10SE soln:8 38,9216 51,186 5,176 7,0884 13,2409 -255,93 11,077 11,077 2020.9
RUN_9 B:10SE soln:9 46,254 64,24 7,456 10,51 13,2409 -321,2 11,9002 11,9002 2020.10
RUN_10 B:10SE soln:10 40,2752 66,922 4,3477 22,2991 13,2409 -334,61 3,4076 3,4076 2020.11
15A
RUN docking Solution: ASP.Fitness Asp.APS ASP.DEClasP.DEInternEInternal. ASP.Map P.Reference.RM: ASP.RMSD Version
RUN_1 B:10SE soln:1 8,8651 58,004 30,7113 18,4276 10,6539 -290,02 12,0877 12,0877 2020.2
RUN_2 B:10SE soln:2 -489,2075 -171,77 310,5457 6,8918 9,8717 858,85 18,5596 18,5596 2020.3
RUN_3 B:10SE soln:3 -718,0934 -235,736 463,3889 18,9586 7,892 1178,68 17,4995 17,4995 2020.4
RUN_4 B:10SE soln:4 26,206 36,322 2,3054 7,8105 7,892 -181,61 14,4857 14,4857 2020.5
RUN_5 B:10SE soln:5 -7,0683 30,434 6,443 31,0593 7,892 -152,17 9,6187 9,6187 2020.6
RUN_6 B:10SE soln:6 -86,8795 19,73 85,1843 21,4251 7,892 -98,65 10,2991 10,2991 2020.7
RUN_7 B:10SE soln:7 -179,3693  -38,168 130,5429 10,6585 7,892 190,84 22,1851 22,1851 2020.8
RUN_8 B:10SE soln:8 -79,9613 8,27 77,7488 10,4825 7,892 -41,35 12,1262 12,1262 2020.9
RUN_9 B:10SE soln:9 12,2254 27,09 1,2843 13,5803 7,892 -135,45 30,4958 30,4958 2020.10
RUN_10 B:10SE soln:10 -84,2897 17,108 91,9039 9,4983 7,892 -85,54 12,2568 12,2568 2020.11
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Anexo 23 — Dados da funcdo GoldScore

Func¢do GoldScore

12¢

3,0222
3,4842
1,1263

1,444
1,2058
1,2999
1,3051
0,9213
1,9959
1,2438

.RefeiSD.Referel

0,3586
0,3726
0,3273
0,3775
0,3339
0,3602
0,3592
0,3563
0,3011

6A
RUN Goldscore.Fitnedscore.Extelscore.Extelscore.Extelscore.Extelscore.Inteioldscore.Interngoldscore.Internzioldscore.Internédscore.Inteiscore.Inteiscore.Intelscore.Intescore.RefeiSD.Referer
RUN_1 B:10SE soln:1 62,2762 11,6204 11,6204 63,8811 46,459 -121,586 -121,5858 -28,9055 -28,9055 -39,2468 -39,2468 -95,5643 -95,5643 3,0222
RUN_2 B:10SE soln:2 40,9199 8,0897 8,0897 63,7301 46,3491 -94,5399 -94,5399 -23,5221 -23,5221 -27,4707 -27,4707 -98,2512 -98,2512 3,4842
RUN_3 B:10SE soln:3 70 13,8728 13,8728 74,349 54,072 -88,7687 -88,7687 0 0 -38,0988 -38,0988 -69,2639 -69,2639 1,1263
RUN_4 B:10SE soln:4 52,2049 11,3893 11,3893 71,8547 52,258 -88,7687 -88,7687 0,0487 0,0487 -45,5619 -45,5619 -74,2946 -74,2946 1,444
RUN_5 B:10SE soln:5 74,2879 14,7737 14,7737 99,44447 72,3234 -88,7833 -88,7833 0 0 -23,2362 -23,2362 -103,478 -103,478 1,2058
RUN_6 B:10SE soln:6 29,2556 9,4279 9,4279 65,9842 47,9885 -88,7833 -88,7833 0,0473 0,0473 -31,6153 -31,6153 -101,372 -101,372 1,2999
RUN_7 B:10SE soln:7 9,8683 12,7501 12,7501 65,3055 47,4949 -88,7833 -88,7833 0,0466 0,0466 -42,3153 -42,3153 -112,702 -112,702 1,3051
RUN_8 B:10SE soln:8 59,7173 16,9976 16,9976 93,2351 67,8073 -88,7833 -88,7833 0,1308 0,1308 -31,1631 -31,1631 -106,266 -106,266  0,9213
RUN_9 B:10SE soln:9 69,7067  9,8168  9,8168 76,6483 55,7442 -88,7833 -88,7833 0 0 -33,8039 -33,8039 -69,7378 -69,7378  1,9959
RUN_10 B:10SE soln:10 55,9975 12,6607 12,6607 69,4652 50,5201 -88,7833 -88,7833 0,28777 0,28777 -48,6145 -48,6145 -64,5848 -64,5848  1,2438
10A
RUN Idscore.Fitnedscore.Extel Extel Extelscore.Extel Inteioldscore.Interngoldscore.Internzioldscore.Interndscore.Intel iscore.Inteiscore.l
RUN_1 B:10SE soln:1 92,8457 18,0244 18,0244 108,3232 78,7805 33,502 33,502 -33,502 -33,502 0 0 0 0 03586
RUN_2 B:10SE soln:2 92,5609 17,8856 17,8856 108,1773 78,6744 33,502 33,502 -33,502 -33,502 0 0 0 0 03726
RUN_3 B:10SE soln:3 92 17,8933 17,8933 108,0743 78,5995 33,502 33,502 -33,502 -33,502 0 0 0 0 03273
RUN_4 B:10SE soln:4 92,5423 17,9708 17,9708 108,0734 78,5989 33,502 33,502 -33,502 -33,502 0 0 0 0 03775
RUN_5 B:10SE soln:5 92,6461 17,9771 17,9771 108,171 78,6698 33,502 33,502 -33,502 -33,502 0 0 0 0 03339
RUN_6 B:10SE soln:6 92,1147 18,0363 18,0363 107,5804 78,2403 33,502 33,502 -33,502 -33,502 0 0 0 0 03602
RUN_7 B:10SE soln:7 92,8157 18,045 18,045 108,2727 78,7438 33,502 33,502 -33,502 -33,502 0 0 0 0 03592
RUN_8 B:10SE soln:8 92,4941 17,7853 17,7853 108,2107 78,6987 33,502 33,502 -33,502 -33,502 0 0 0 0 03563
RUN_9 B:10SE soln:9 92,5796 17,8881 17,8881 108,1935 78,6861 33,502 33,502 -33,502 -33,502 0 0 0 0 03011
RUN_10 B:10SE soln:10 92,1816 17,9366 17,9366 107,747 78,3614 33,502 33,502 -33,502 -33,502 0 0 0 0 04058

0,4058
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Anexo 24 - Decaplicata do redocking da familia das antocianinas

Cianidina aglicona

RUN

RUN_1
RUN_2
RUN_3
RUN_4
RUN_5
RUN_6
RUN_7
RUN_8
RUN_9
RUN_10

RUN

RUN_1
RUN_2
RUN_3
RUN_4
RUN_5
RUN_6
RUN_7
RUN_8
RUN_9
RUN_10

RUN

RUN_1
RUN_2
RUN_3
RUN_4
RUN_5
RUN_6
RUN_7
RUN_8
RUN_9
RUN_10

RUN

RUN_1
RUN_2
RUN_3
RUN_4
RUN_5
RUN_6
RUN_7
RUN_8
RUN_9
RUN_10

Docking
Solutions

B:10SE sol
B:10SE sol
B:10SE sol
B:10SE sol
B:10SE sol
B:10SE sol
B:10SE sol
B:10SE sol
B:10SE sol
B:10SE sol

Docking
Solutions

B:10SE sol
B:10SE sol
B:10SE sol
B:10SE sol
B:10SE sol
B:10SE sol
B:10SE sol
B:10SE sol
B:10SE sol
B:10SE sol

Docking
Solutions

B:10SE sol
B:10SE sol
B:10SE sol
B:10SE sol
B:10SE sol
B:10SE sol
B:10SE sol
B:10SE sol
B:10SE sol
B:10SE sol

Docking
Solutions

B:10SE sol
B:10SE sol
B:10SE sol
B:10SE sol
B:10SE sol
B:10SE sol
B:10SE sol
B:10SE sol
B:10SE sol
B:10SE sol

Goldscor

Goldscor e.Externa
e.Fitness |.Hbond.
Weighted

54,1246  9,1256
52,2174 8,6382
53,0749  9,0285
51,958 8,476
50,669 12,2481
53,5915 9,7816
50,9845 11,2473
52,7597  9,4618
42,5777 1,6569
51,3477 6,4133
Goldscor

Goldscor e.Externa
e.Fitness |.Hbond.
Weighted

54,0878 16,5378
57,6129 19,1119
57,0352 16,6143
45,3031 13,592
52,5378 10,4487
46,4154 11,093
50,1687  5,8475
44,8542 10,832
53,2731 17,158
55,7809 10,3395
Goldscor

Goldscor e.Externa
e.Fitness |.Hbond.
Weighted

52,8582 14,2812
47,5286 16,4572
53,5606 13,7698
40,7837 3,346
50,8887 16,0936
47,3679 10,7274
55,6212 14,7508
50,8443 19,1886
36,7135 16,1551
50,8035 14,0894
Goldscor

Goldscor e.Externa
e.Fitness |.Hbond.
Weighted

54,8295 10,1832
51,8393 4,3644
50,3887 12,5944
49,5102 11,3988
52,9786 10,3664
52,2496 13,423
36,886 8,7128
47,893 15,9681
44,0814 12,0681
52,9608 12,5127

Goldscor
e.Externa
I.Hbond

9,1256
8,6382
9,0285
8,476
12,2481
9,7816
11,2473
9,4618
1,6569
6,4133

Goldscor
e.Externa
|.Hbond

16,5378
19,1119
16,6143
13,592
10,4487
11,093
5,8475
10,832
17,158
10,3395

Goldscor
e.Externa
I.Hbond

14,2812
16,4572
13,7698

3,346
16,0936
10,7274
14,7508
19,1886
16,1551
14,0894

Goldscor
e.Externa
I.Hbond

10,1832

4,3644
12,5944
11,3988
10,3664

13,423

8,7128
15,9681
12,0681
12,5127

Goldscor
e.Externa
l.Vdw.We

ighted

48,1126
47,01
47,2241
46,4821
43,5963
48,3245
44,4586
49,3696
43,8658
48,447

Goldscor
e.Externa
l.Vdw.We

ighted

44,1718
45,0859
47,4635
44,4785
46,8605
41,8453
49,4975
42,0766

45,216
48,6637

Goldscor
e.Externa
l.Vdw.We

ighted

44,7932
48,7137
45,5903
43,9013
46,1972

45,451
46,4049
49,9563
43,5613
44,4176

Goldscor
e.Externa
l.Vdw.We

ighted

46,7576
51,6014
51,6948
42,7089
49,4739
44,3887
46,3254
37,2708
43,2859
45,2543

Gold
olascor Goldscor Goldscor
Goldscor e.Internal
_ e.Internal e.Internal
e.Externa .Correcti .
. .Correcti .Hbond.
l.Vvdw on.Weigh N
on Weighted
ted
34991 -7,0408 -7,0408 -4,2498
34,1891 -6,6075 -6,6075 -3,5863
34,3448 -6,6075 -6,6075 -3,5863
33,8051 -6,6075 -6,6075 -3,5863
31,7064 -6,6075 -6,6075 -3,5863
35,1451 -6,6075 -6,6075 -3,5863
32,3336 -6,6075 -6,6075 -3,5863
359052 -6,6075 -6,6075 -3,5863
31,9024 -6,6075 -6,6075 -3,5863
35,2342 -6,6075 -6,6075 -3,5863
Cianidina galactosideo
Goldscor
Goldscor Goldscor
Goldscor e.Internal
. e.nternal e.Internal
e.Externa .Correcti A
N .Correcti .Hbond.
I.Vdw on.Weigh .
on Weighted
ted
32,1249 -18,0138 -18,0138 0
32,7897 -18,0138 -18,0138 0
34,5189 -18,0138 -18,0138 0
32,348 -18,0138 -18,0138 0
34,0804 -18,0138 -18,0138 0
30,4329 -18,0138 -18,0138 1,4133
35,9982 -18,0138 -18,0138 0
30,6011 -17,6365 -17,6365 -9,6256
32,8843 -17,6365 -17,6365 -9,6256
35,3918 -16,9305 -16,9305 0
Cianidina glucosideo
Goldscor
¢ Goldscor Goldscor
Goldscor e.Internal
_ e.Internal e.Internal
e.Externa .Correcti .
. .Correcti .Hbond.
L.Vdw on.Weigh .
on Weighted
ted
32,5769 -14,7062 -14,7062 -7,419
35,4281 -14,7062 -14,7062 -7,4128
33,1566 -14,7062 -14,7062 -7,4231
31,9282 -14,7062 -14,7062 -7,4176
33,5979 -14,7062 -14,7062 -7,3677
33,0552 -14,7062 -14,7062 -7,4231
33,749 -14,7062 -14,7062 -7,4212
36,3319 -14,7062 -14,7062 -7,4163
31,6809 -14,7062 -14,7062 -7,4077
32,3037 -14,7062 -14,7062 -7,4231
Cianidina xylosideo
Gold
olascor Goldscor Goldscor
Goldscor e.Internal
_ e.Internal e.Internal
e.Externa .Correcti .
N .Correcti .Hbond.
l.Vvdw on.Weigh .
on Weighted
ted
34,0055 -20,3059 -20,3059 -5,2624
37,5283 -17,9209 -17,9209 -0,2751
37,5962 -15,3633 -15,3633  -3,5475
31,061 -15,3633 -15,3633 -3,5475
35,981 -15,3633 -15,3633  -3,5475
32,2827 -15,3633 -15,3633  -3,5459
33,6912 -15,3633 -15,3633  -3,5475
27,1061 -15,3633 -15,3633  -3,5475
31,4807 -15,3633 -15,3633  -3,5475
32,9122 -15,3633 -15,3633  -3,5428

Goldscor
e.Internal
.Hbond

-4,2498
-3,5863
-3,5863
-3,5863
-3,5863
-3,5863
-3,5863
-3,5863
-3,5863
-3,5863

Goldscor
e.Internal
.Hbond

0
0
0
0
0

1,4133
0
-9,6256
-9,6256
0

Goldscor
e.Internal
.Hbond

-7,419
-7,4128
-7,4231
-7,4176
-7,3677
-7,4231
-7,4212
-7,4163
-7,4077
-7,4231

Goldscor
e.Internal
.Hbond

-5,2624
-0,2751
-3,5475
-3,5475
-3,5475
-3,5459
-3,5475
-3,5475
-3,5475
-3,5428

Goldscor
e.Internal
.Torsion
Weighted

-5,605
-6,4646
-5,6527
-5,8027
-9,4319
-7,5579
-8,7665
-7,4796

-5,468

-6,466

Goldscor
e.Internal
.Torsion.
Weighted

-13,5079
-10,4905
-18,8537
-10,1304
-8,5363
-5,7967
-19,7966
-10,1578
-12,8131
-8,547

Goldscor
e.Internal
.Torsion.
Weighted

-14,7174
-25,9329
-16,1199

-9,4806
-10,1956

-16,606

-14,016
-25,2286
-26,6821
-16,5641

Goldscor
e.Internal
.Torsion.
Weighted

-15,7239
-14,7095

-18,779
-18,3316
-18,8064
-13,3727
-25,3951
-11,6638
-15,2056
-15,3777

Goldscor
e.Internal
.Torsion

-5,605
-6,4646
-5,6527
-5,8027
-9,4319
-7,5579
-8,7665
-7,4796

-5,468

-6,466

Goldscor
e.Internal
.Torsion

-13,5079
-10,4905
-18,8537
-10,1304
-8,5363
-5,7967
-19,7966
-10,1578
-12,8131
-8,547

Goldscor
e.Internal
.Torsion

-14,7174
-25,9329
-16,1199

-9,4806
-10,1956

-16,606

-14,016
-25,2286
-26,6821
-16,5641

Goldscor
e.Internal
.Torsion

-15,7239
-14,7095

-18,779
-18,3316
-18,8064
-13,3727
-25,3951
-11,6638
-15,2056
-15,3777

Goldscor
e.Internal
Vdw.Wei

ghted

-4,5493
-3,5737
-4,1325
-3,8049
-2,3509
-3,5643
-2,5624
-5,1995
-4,0845
-3,6541

Goldscor
e.Internal
.Vdw.Wei

ghted

-11,1277
-14,1081
-6,2026
-20,6508
-14,249
-20,1534
-3,3935
-15,533
-13,9243
-11,6058

Goldscor
e.Internal
.Vdw.Wei

ghted

-6,2116
-6,4258
-4,3858
-11,6974
-15,968
-6,9106
-6,2266
-7,7829
-11,0423
-5,8454

Goldscor
e.Internal
Vdw.Wei

ghted

-6,6933
-7,3845
-10,4848
-1,6291
-3,4187
-7,5543
-8,1205
-9,0454
-11,4304
-4,7966

Goldscor
e.Internal
Vdw

-4,5493
-3,5737
-4,1325
-3,8049
-2,3509
-3,5643
-2,5624
-5,1995
-4,0845
-3,6541

Goldscor
e.Internal
Vdw

-11,1277
-14,1081
-6,2026
-20,6508
-14,249
-20,1534
-3,3935
-15,533
-13,9243
-11,6058

Goldscor
e.Internal
Vdw

-6,2116
-6,4258
-4,3858
-11,6974
-15,968
-6,9106
-6,2266
-7,7829
-11,0423
-5,8454

Goldscor
e.Internal
Vdw

-6,6933
-7,3845
-10,4848
-1,6291
-3,4187
-7,5543
-8,1205
-9,0454
-11,4304
-4,7966
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Anexo 25 — Decaplicata do redocking da familia dos Flavon-3-ol 12

Catequina
Goldscor
Goldscor Goldscor Goldscor Goldscor Goldscor Goldscor
. Goldscor Goldscor e.Internal Goldscor Goldscor Goldscor
Docking  Goldscor e.Externa e.Externa . e.Internal e.Internal e.Internal e.Internal
RUN . . e.Externa e.Externa .Correcti A e.Internal A e.Internal . e.Internal
solutions = e.Fitness |.Hbond. L.vdw.We . .Correcti .Hbond. .Torsion. . Vdw.Wei
) l.LHbond l.Vvdw on.Weigh . .Hbond A .Torsion Vdw
Weighted ighted ted on Weighted Weighted ghted

RUN_1 B:10SEsol 38,1191  3,0479  3,0479 36,9101 26,8437 1,1543  1,1543 -1,8389 -1,8389 -1,1774 -1,1774 0,4928  0,4928
RUN_2 B:10SEsol 43,6144 81063 88,1063 37,347 27,1615 1,1543  1,1543 -1,8389 -1,8389 -1,1774 -1,1774 0,4928  0,4928
RUN_3  B:10SEsol 42,8467 6,775 6,775 37,9106 27,5713 1,1543  1,1543 -1,8389 -1,8389 -1,1774 -1,1774 0,4928  0,4928
RUN_4 B:10SEsol 42,8105 6,3209 6,3209 38,3284 27,8752  1,1543  1,1543 -1,8389 -1,8389 -1,1774 -1,1774  0,4928  0,4928
RUN_5 B:10SEsol 37,0668  2,0496  2,0496 36,8581 26,8059  1,1543  1,1543 -1,8389 -1,8389 -1,1774 -1,1774 0,4928  0,4928
RUN_6 B:10SEsol 33,6971  0,0908 0,0908 35,4452 25,7784  1,1543 11,1543 -1,8389 -1,8389 -1,1774 -1,1774 0,4928  0,4928
RUN_7 B:10SEsol 43,7637  7,5961  7,5961 38,0065 27,6411  1,1543  1,1543 -1,8389 -1,8389 -1,1774 -1,1774 0,4928  0,4928
RUN_8 B:10SEsol 36,9452  1,8855  1,8855 36,8986 26,8353 1,1543  1,1543 -1,8389 -1,8389 -1,1774 -1,1774 0,4928  0,4928
RUN_9 B:10SEsol 43,6191  7,6948 7,6948 37,7631 27,4641 11543  1,1543 -1,8389 -1,8389 -1,1774 -1,1774 0,4928  0,4928
RUN_10 B:10SEsol 43,956 83634 83634 37,4314 27,2229 11543 1,1543 -1,8389 -1,8389 -1,1774 -1,1774 0,4928  0,4928
(Epi)catequina

Goldscor
Goldscor Goldscor Goldscor Goldscor Goldscor Goldscor
. Goldscor Goldscor e.Internal Goldscor Goldscor Goldscor
Docking  Goldscor e.Externa e.Externa . e.Internal e.Internal e.Internal e.Internal
RUN . . e.Externa e.Externa .Correcti A e.Internal | e.Internal . e.Internal
Solutions  e.Fitness I|.Hbond. l.Vdw.We ) .Correcti .Hbond. .Torsion. . .Vdw.Wei
) l.LHbond l.vdw on.Weigh . .Hbond B .Torsion Vdw
Weighted ighted ted on Weighted Weighted ghted

RUN_1  B:10SEsol 39,5335 64302 64302 41,6903 30,3202 0,7219 0,7219 -3,1239 -3,1239 -3,3248 -3,3248 -4,5403 -4,5403
RUN_2  B:10SEsol 40,3416 83792 83792 40,5494 29,4905 0,7219 0,7219 -3,1239 -3,1239 -3,3248 -3,3248 -4,5403 -4,5403
RUN_3  B:10SEsol 40,2610 69837 6,9837 41,8643 30,4468 0,7219 0,7219 -3,1239 -3,1239 -3,3248 -3,3248 -4,5403 -4,5403
RUN_4  B:10SEsol 40,2121 6,944 6,944 41,8552 30,4401 0,7219 0,7219 -3,1239 -3,1239 -3,3248 -3,3248 -4,5403 -4,5403
RUN_5 B:10SEsol 39,9585  6,8523  6,8523 41,6932 30,3223 0,7219 0,7219 -3,1239 -3,1239 -3,3248 -3,3248 -4,5403 -4,5403
RUN_6 B:10SEsol 40,3232 82363 82363 40,6738 29,581 0,7219 0,7219 -3,1239 -3,1239 -3,3248 -3,3248 -4,5403 -4,5403
RUN_7 B:10SEsol 39,7105 65468  6,5468 41,7507 30,3641 0,7219 0,7219 -3,1239 -3,1239 -3,3248 -3,3248 -4,5403 -4,5403
RUN_8 B:10SEsol 40,4428  7,4995  7,4995 41,5303 30,2038 0,7219 0,7219 -3,1239 -3,1239 -3,3248 -3,3248 -4,5403 -4,5403
RUN_9 B:10SEsol 40,3584  8,1411  8,1411 40,8043 29,6758 0,7219 0,7219 -3,1239 -3,1239 -3,3248 -3,3248 -4,5403 -4,5403
RUN_10 B:10SEsol 40,6257 87116  8,7116 40,5012 29,4554 0,7219  0,7219 -3,1239 -3,1239 -3,3248 -3,3248 -4,5403 -4,5403
(Epi)galocatequina

Goldscor
Goldscor Goldscor Goldscor Goldscor Goldscor Goldscor
. Goldscor Goldscor e.Internal Goldscor Goldscor Goldscor
RUN Docking  Goldscor e.Externa e.Externa e.Externa e.Externa .Correcti e.Internal e.Internal e.Internal e.Internal e.internal e.Internal e.Internal
Solutions e.Fitness |.Hbond. l.vdw.We A .Correcti .Hbond. .Torsion. A .Vdw.Wei
) l.LHbond I.Vvdw on.Weigh N .Hbond A .Torsion Vdw
Weighted ighted ted on Weighted Weighted ghted

RUN_1 B:10SE sol 47,3575 10,6678 10,6678 48,5651 35,3201 -16,0757 -16,0757 -9,6047 -9,6047 -21,1175 -21,1175 -6,8336 -6,8336
RUN_2 B:10SE sol -15,6747 6,5876 6,5876 4,613 3,3549 -16,0757 -16,0757 -9,6047 -9,6047 -22,6422 -22,6422 -20,3089 -20,3089
RUN_3 B:10SE sol 48,6887 5,4912 54912 63,4354 46,1348 -15,908 -15,908 -12,5066 -12,5066 -19,8841 -19,8841 -16,2617 -16,2617
RUN_4 B:10SE sol  3,7468 4,49 4,49 12,678 9,2204 -13,7883 -13,7883 -12,9481 -12,9481 -21,8821 -21,8821 -5,8214 -5,8214
RUN_5 B:10SE sol 23,8703 4,7479 4,7479 31,1838 22,6828 -13,7883 -13,7883 -13,442 -13,442 -19,1702 -19,1702 -6,6846 -6,6846
RUN_6 B:10SEsol 24,174 11,8154 11,8154 28,5446 20,7597 -13,7883 -13,7883 -13,442 -13,442 -15,1645 -15,1645 -14,8097 -14,8097
RUN_7 B:10SE sol 19,0219 9,8513 9,8513 18,1906 13,2295 -13,7883 -13,7883 -13,442 -13,442 -19,4441 -19,4441 -3,3642 -3,3642
RUN_8 B:10SE sol 53,8705 7,0897 7,0897 62,9706 45,7968 -11,3216 -11,3216 -9,9346 -9,9346 -17,6952 -17,6952 -9,8274 -9,8274
RUN_9 B:10SE sol 35,3882 8,9914 8,9914 42,3305 30,7858 -11,3216 -11,3216 -9,9346 -9,9346 -14,9718 -14,9718 -12,2835 -12,2835
RUN_10 B:10SEsol 30,3888 11,8099 11,8099 46,6722 33,9434 -11,3216 -11,3216 -9,9346 -9,9346 -26,2997 -26,2997 -13,1151 -13,1151
(Epi)Galocatequina Galato

Goldscor
Goldscor Goldscor Goldscor Goldscor Goldscor Goldscor
. Goldscor Goldscor e.Internal Goldscor Goldscor Goldscor
RUN Docking  Goldscor e.Externa e.Externa e.Externa e.Externa | .Correcti e.Internal e.Internal e.Internal e.Internal e.Internal e.Internal e.Internal
Solutions e.Fitness |.Hbond. l.vdw.We | .Correcti .Hbond. .Torsion. A .Vdw.Wei
) l.LHbond | I.Vdw on.Weigh . .Hbond . .Torsion Vdw
Weighted ighted ted on Weighted Weighted ghted

RUN_1  B:10SEsol 36,8981 9,0019 9,0019 32,5453 23,6693 3,1688 3,1688 -4,649 -4,649 -1,162 -1,162 -0,3182 -0,3182
RUN_2  B:10SEsol 31,045 49544 49544 30,7396 22,3561 3,1688 3,1688 -4,649 -4,649 -1,162 -1,162 -0,3182 -0,3182
RUN_3  B:10SEsol 31,045 49544 49544 30,7396 22,3561 3,1688 3,1688 -4,649 -4,649 -1,162 -1,162 -0,3182 -0,3182
RUN_4  B:10SEsol 37,7717 6,6837 6,6837 35,7371 25,9906 3,1688 3,1688 -4,649 -4,649 -1,162 -1,162 -0,3182 -0,3182
RUN_5  B:10SEsol 16,4542 0,8037 0,8037 20,2995 14,7633 3,1688 3,1688 -4,649 -4,649 -1,162 -1,162 -0,3182 -0,3182
RUN_6  B:10SEsol 21,7468 0,6368 0,6368 25,759 18,7338 3,1688 3,1688 -4,649 -4,649 -1,162 -1,162 -0,3182 -0,3182
RUN_7  B:10SEsol 19,0229 2,8142 2,8142 20,8577 15,1692 3,1688 3,1688 -4,649 -4,649 -1,162 -1,162 -0,3182 -0,3182
RUN_8  B:10SEsol 36,8981 9,0019 9,0019 32,5453 23,6693 3,1688 3,1688 -4,649 -4,649 -1,162 -1,162 -0,3182 -0,3182
RUN_9  B:10SEsol 39,0103 4,8283 4,8283 38,8311 28,2408 3,1688 3,1688 -4,649 -4,649 -1,162 -1,162 -0,3182 -0,3182
RUN_10 B:10SEsol 26,3576 0,7339 0,7339 30,2728 22,0156 3,1688 3,1688 -4,649 -4,649 -1,162 -1,162 -0,3182 -0,3182
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RUN

RUN_1
RUN_2
RUN_3
RUN_4
RUN_5
RUN_6
RUN_7
RUN_S
RUN_9
RUN_10

RUN

RUN_1
RUN_2
RUN_3
RUN_4
RUN_5
RUN_6
RUN_7
RUN_8
RUN_9
RUN_10

RUN

RUN_1
RUN_2
RUN_3
RUN_4
RUN_5
RUN_6
RUN_7
RUN_S
RUN_9

Dimero de Proantocianidina
Goldscor

Goldscor Goldscor Goldscor Goldscor Goldscor
. Goldscor Goldscor e.Internal Gold
Docking  Goldscor e.Externa e.Externa . e.Internal e.Internal e.Internal
i ) e.Externa e.Externa .Correcti . e.Internal
Solutions e.Fitness |.Hbond. L.Hbond l.Vvdw.We LVdw  on.Weigh .Correcti .Hbond. Hbond .Torsion
Weighted ighted ved 8" on  Weighted ° Weighted
B:10SE sol 28,9535 1,5322 1,5322 35,8837 26,0973 -4,3101 -4,3101 -8,45 -8,45 -6,5017
B:10SE sol 28,8183 5,3573 5,3573 319235 23,2171 -4,3101 -4,3101 -8,45 -845 -6,5017
B:10SE sol 25,3698 4,7526 4,7526 29,0797 21,1489 -4,3101 -4,3101 -8,45 -8,45 -6,5017
B:10SE sol 27,1615 0,9587 0,9587 34,6653 25,2111 -4,3101 -4,3101 -8,45 -845 -6,5017
B:10SE sol 34,625 2,0702 2,0702 41,0172 29,8307 -4,3101 -4,3101 -8,45 -8,45 -6,5017
B:10SE sol 27,5965 3,3666 3,3666 32,6923 23,7762 -4,3101 -4,3101 -8,45 -845 -6,5017
B:10SE sol 31,2003 3,1288 3,1288 36,5339 26,5701 -4,3101 -4,3101 -8,45 -8,45 -6,5017
B:10SE sol -59,4986 0,8453 0,8453 -51,8815 -37,732 -4,3101 -4,3101 -8,45 -845 -6,5017
B:10SE sol 31,6354 0,0972 0,0972 40,0006 29,0914 -43101 -4,3101 -8,45 -8,45 -6,5017
B:10SE sol 33,9764 2,2756 2,2756 40,1632 29,2096 -4,3101 -4,3101 -8,45 -845 -6,5017
Galato de (epi)catequina
Goldscor
Goldscor Goldscor Goldscor Goldscor Goldscor
. Goldscor Goldscor e.Internal Goldscor
Docking  Goldscor e.Externa e.Externa . e.Internal e.Internal e.Internal
i . e.Externa e.Externa .Correcti . e.Internal .
Solutions = e.Fitness I|.Hbond. L.Vdw.We . .Correcti .Hbond. .Torsion.
. l.Hbond | l.Vdw on.Weigh . .Hbond .
Weighted ighted ted on Weighted Weighted
B:10SE sol 39,2244 7,769 7,769 36,1044 26,2578 3,1726 3,1726 -4,649 -4,649 -1,162
B:10SE sol 28,4037 7,3843 7,3843 25,6684 18,6679 3,1726 3,1726 -4,649 -4,649 -1,162
B:10SE sol 28,5306 6,4233 6,4233 26,7563 19,4592 3,1726 3,1726 -4,649 -4,649 -1,162
B:10SE sol 44,5669 6,913 6,913 42,3029 30,7657 3,1726 3,1726 -4,649 -4,649 -1,162
B:10SE sol 29,1758 4,9232 49232 289017 21,0194 3,1726 3,1726 -4,649 -4,649 -1,162
B:10SE sol 28,6947 5,3413 5,3413 28,0025 20,3655 3,1726 3,1726 -4,649 -4,649 -1,162
B:10SE sol 29,0966 4,809 4,809 28,9367 21,0448 3,1726 3,1726 -4,649 -4,649 -1,162
B:10SE sol 29,1976 4,9811 4,9811 28,8655 20,9931 3,1726 3,1726 -4,649 -4,649 -1,162
B:10SE sol 28,6664 4,7079 4,7079 28,6076 20,8055 3,1726 3,1726 -4,649 -4,649 -1,162
B:10SE sol 26,121 2,5145 2,5145 28,2555 20,5495 3,1726 3,1726 -4,649 -4,649 -1,162
Anexo 26 — Acido elagico
Acido elagico
Goldscor
Goldscor Goldscor Goldscor Goldscor Goldscor
. Goldscor Goldscor e.Internal Goldscor
Docking Goldscor e.Externa e.Externa . e.Internal e.Internal e.Internal
. ) e.Externa e.Externa .Correcti A e.Internal
Solutions e.Fitness |.Hbond. .Hbond l.Vdw.We LVdw  on.Weigh .Correcti .Hbond. Hbond .Torsion
Weighted ighted ’ .te p & on  Weighted ~ Weighted
B:10SEsoln:1 41,1748  4,3318  4,3318 39,4129 28,6639  2,5699  2,5699 -2,5699  -2,5699 0
B:10SE soln:2 41,3865 10,3007 10,3007 33,6558 24,4769 2,5699 2,5699 -2,5699 -2,5699 0
B:10SEsoln:3 40,8875  4,4981  4,4981 38,9593 283341 25699  2,5699 -2,5699 -2,5699 0
B:10SE soln:4 35,6501 6,0273 6,0273 32,1928 23,4129 2,5699 2,5699 -2,5699 -2,5699 0
B:10SE soln:5 43,1498 11,8858 11,8858 33,8339 24,6065 2,5699 2,5699 -2,5699 -2,5699 0
B:10SE soln:6 41,7801 4,2613 4,2613 40,0888 29,1555 2,5699 2,5699 -2,5699 -2,5699 0
B:10SE soln:7 31,7 6,3312 6,3312 27,9387 20,3191 2,5699 2,5699 -2,5699 -2,5699 0
B:10SE soln:8 38,2738 4,9138 49138 35,9299 26,1308 2,5699 2,5699 -2,5699 -2,5699 0
B:10SE soln:9 42,903 11,842 11,842 33,6309 24,4588 2,5699 2,5699 -2,5699 -2,5699 0
B:10SE soln:10 40,5616 12,3378 12,3378 30,7937 22,3954 2,5699 2,5699 -2,5699 -2,5699 0

RUN_10

1
4

e.Internal
.Torsion

-6,5017
-6,5017
-6,5017
-6,5017
-6,5017
-6,5017
-6,5017
-6,5017
-6,5017
-6,5017

Goldscor
e.Internal
.Torsion

-1,162
-1,162
-1,162
-1,162
-1,162
-1,162
-1,162
-1,162
-1,162
-1,162

e.Internal
.Torsion

O O OO oo oo oo

ol
.

Goldscor

e.Internal

w.Wei
ghted

-7,2092
-7,2092
-7,2092
-7,2092
-7,2092
-7,2092
-7,2092
-7,2092
-7,2092
-7,2092

Goldscor
e.Internal
.Vdw.Wei

ghted

0,3144
0,3144
0,3144
0,3144
0,3144
0,3144
0,3144
0,3144
0,3144
0,3144

Goldscor
e.Internal
.Vdw.Wei

ghted

O O O O OO0 oo o o

Goldscor
e.Internal
Vdw

-7,2092
-7,2092
-7,2092
-7,2092
-7,2092
-7,2092
-7,2092
-7,2092
-7,2092
-7,2092

Goldscor
e.Internal
Vdw

0,3144
0,3144
0,3144
0,3144
0,3144
0,3144
0,3144
0,3144
0,3144
0,3144

Goldscor
e.Internal
Vdw

O O OO0 oo oo oo
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Anexo 26 — Familia Flavanol

RUN

RUN_1
RUN_2
RUN_3
RUN_4
RUN_5
RUN_6
RUN_7
RUN_8
RUN_9
RUN_10

RUN

RUN_1
RUN_2
RUN_3
RUN_4
RUN_5
RUN_6
RUN_7
RUN_8
RUN_9
RUN_10

RUN

RUN_1
RUN_2
RUN_3
RUN_4
RUN_5
RUN_6
RUN_7
RUN_8
RUN_9
RUN_10

RUN

RUN_1
RUN_2
RUN_3
RUN_4
RUN_5
RUN_6
RUN_7
RUN_8
RUN_9
RUN_10

Docking

Solutions  e.Fitness

B:10SE sol
B:10SE sol
B:10SE sol
B:10SE sol
B:10SE sol
B:10SE sol
B:10SE sol
B:10SE sol
B:10SE sol
B:10SE sol

Docking

45,2587
42,6541
42,7706
46,0627

45,04
43,6114
43,6388
43,4084
46,2649
43,4413

Goldscor

Solutions = e.Fitness

B:10SE sol
B:10SE sol
B:10SE sol
B:10SE sol
B:10SE sol
B:10SE sol
B:10SE sol
B:10SE sol
B:10SE sol
B:10SE sol

36,6276
31,5817
36,4836
36,6044
32,2677
36,2534
36,9624
34,4609
36,3997
36,8612

Docking

Goldscor

Solutions = e.Fitness

B:10SE sol
B:10SE sol
B:10SE sol
B:10SE sol
B:10SE sol
B:10SE sol
B:10SE sol
B:10SE sol
B:10SE sol
B:10SE sol

Docking

58,8642
56,9312
60,4434
54,7586
60,8622
54,6051
55,14278
55,9326
51,2954
55,4276

Goldscor

Solutions  e.Fitness

B:10SE sol
B:10SE sol
B:10SE sol
B:10SE sol
B:10SE sol
B:10SE sol
B:10SE sol
B:10SE sol
B:10SE sol
B:10SE sol

34,3354

32,174
43,6063
34,4643
43,3944
40,3464

43,736
42,9671
34,4923
43,9694

Goldscor

Goldscor e.Externa

I.Hbond.
Weighted

8,6738
7,7249
7,539
9,7266
10,4152
7,4888
6,9847
8,1017
9,2567
7,2628

Goldscor
e.Externa
|.Hbond.
Weighted

8,2389
9,9634
4,4405
6,8632
7,4989
6,6083
7,3137
8,3695
7,7812
11,5523

Goldscor
e.Externa
I.Hbond.
Weighted

13,1046
12,8422
15,7392
14,7415
14,2628
10,3248
14,6425
15,4302

8,1592
15,1007

Goldscor
e.Externa
I.Hbond.
Weighted

6,4393
6,6735
8,1767
6,3968
8,6341
8,0102
8,1968
6,7828

6,614
8,7597

Goldscor
e.Externa
I.Hbond

8,6738
7,7249
7,539
9,7266
10,4152
7,4888
6,9847
8,1017
9,2567
7,2628

Goldscor
e.Externa
|.Hbond

8,2389
9,9634
4,4405
6,8632
7,4989
6,6083
7,3137
8,3695
7,7812
11,5523

Goldscor
e.Externa
|.Hbond

13,1046
12,8422
15,7392
14,7415
14,2628
10,3248
14,6425
15,4302

8,1592
15,1007

Goldscor
e.Externa
I.Hbond

6,4393
6,6735
8,1767
6,3968
8,6341
8,0102
8,1968
6,7828

6,614
8,7597

Goldscor

e.Externa

L.Vdw.We
ighted

45,0811
44,1654
44,4678
43,7742
42,4621
45,3588
45,9775
44,5429
44,4464
45,5019

Goldscor

e.Externa

L.vdw.We
ighted

42,0432
35,6825
44,5793
43,3958
41,0709
43,2996
41,8694
39,1282

42,273
38,9635

Goldscor

e.Externa

L.Vdw.We
ighted

49,0584
49,7406
51,6458
49,0937
52,4556

50,422
44,0874
50,3769
52,2567

50,197

Goldscor

e.Externa

L.Vdw.We
ighted

44,363
45,4603

45,343
44,5343
44,6738
41,1885
45,4527
42,5985
44,3451
45,1232

Kaempferol Glucosideo

Gold
o'dscor Goldscor Goldscor
Goldscor e.Internal
. e.Internal e.Internal
e.Externa .Correcti A
. .Correcti .Hbond.
L.Vdw on.Weigh N
on Weighted
ted
32,7863 6,338 6,338  -6,8635
32,1203 6,338 6,338  -6,8635
32,3403 6,338 6,338  -6,8635
31,8358 6,338 6,338 -6,8635
30,8815 6,338 6,338  -6,8635
32,9882 6,338 6,338  -6,8635
33,4382 6,338 6,338  -6,8635
32,3948 6,338 6,338  -6,8635
32,3246 6,338 6,338 -6,8635
33,0923 6,338 6,338 -6,8635
Miricetina Galactosideo
Gold
oldscor Goldscor Goldscor
Goldscor e.Internal
_ e.Internal e.Internal
e.Externa .Correcti A
) .Correcti .Hbond.
L.Vdw on.Weigh .
on Weighted
ted
30,5769 11,5859 11,5859 -12,2207
25,9509 11,5859 11,5859 -12,2207
32,4213 11,5859 11,5859 -12,2207
31,5606 11,5859 11,5859 -12,2207
29,8697 11,5859 11,5859 -12,2207
31,4906 11,5859 11,5859 -12,2207
30,4504 11,5859 11,5859 -12,2207
28,4569 11,5859 11,5859 -12,2207
30,744 11,5859 11,5859 -12,2207
28,3371 11,5859 11,5859 -12,2207
Quercitina Glicosideo
Goldscor
Goldscor Goldscor
Goldscor e.Internal
. e.Internal e.Internal
e.Externa .Correcti .
| .Correcti .Hbond.
L.Vdw on.Weigh .
on Weighted
ted
35,6788 -21,1927 -21,1927  0,3038
36,175 -18,5294 -18,5294 -8,6232
37,5606 -18,5294 -18,5294 -8,6232
35,7045 -18,5294 -18,5294 -8,6232
38,1495 -18,5294 -185294 -8,6232
36,6705 -18,5294 -18,5294 -8,6232
32,0636 -18,5294 -18,5294 -8,6232
36,6377 -18,5294 -18,5294 -8,6232
38,0048 -18,5294 -18,5294 -8,6232
36,5069 -18,5294 -18,5294 -6,6232
Quercitina Galactosideo
Gold
oldscor Goldscor Goldscor
Goldscor e.Internal
. e.Internal e.Internal
e.Externa .Correcti .
. .Correcti .Hbond.
l.Vdw on.Weigh .
on Weighted
ted
32,264 63937 6,3937 -6,0967
33,062 63937 6,3937 -6,0967
32,9768 63937 63937 -6,0967
32,3886 63937 6,3937 -6,0967
3249 63937 63937 -6,0967
29,9553 63937  6,3937 -6,0967
33,0565 6,3937 6,3937 -6,0967
30,9808 6,3937 6,3937 -6,0967
32,251 63937 6,3937 -6,0967
32,8169 63937 6,3937 -6,0967

Goldscor Goldscor
e.Internal
e.Internal Torsion.
Hbond Weighted
-6,8635  -0,2727
-6,8635 -0,5179
-6,8635 -0,5179
-6,8635 -0,5177
-6,8635 -0,5559
-6,8635 -0,5179
-6,8635 -0,6775
-6,8635 -0,5179
-6,8635  -0,5177
-6,8635 -0,6775
Goldscor Goldscor
e.Internal
e.Internal Torsion.
Hbond Weighted
-12,2207 -0,7414
-12,2207  -0,4664
-12,2207  0,8109
-12,2207 -0,7414
-12,2207 -1,302
-12,2207 -0,7414
-12,2207  -0,5462
-12,2207  -0,1981
-12,2207 -0,7414
-12,2207 -0,7414
Goldscor
Goldscor
e.Internal e.Inte_rnaI
.Torsion.
.Hbond A
Weighted
0,3038 -19,5224
-8,6232 -17,6787
-8,6232 -20,4531
-8,6232 -21,6602
-8,6232 -19,7425
-8,6232 -19,4583
-8,6232 -15,8028
-8,6232 -17,5207
-8,6232 -18,9713
-6,6232 -23,3882
Goldscor Goldscor
e.Internal e.Inte.rnaI
.Torsion.
.Hbond A
Weighted
-6,0967 -10,0449
-6,0967 -11,0031
-6,0967  -0,6997
-6,0967 -10,0449
-6,0967  0,6997
-6,0967 -0,8566
-6,0967  0,6997
-6,0967  0,3175
-6,0967 -10,0449
-6,0967  0,6997

Goldscor Goldscor
e.Internal e Interna!
. Vdw.Wei
.Torsion ghted
-0,2727  -2,0257
-0,5179  -2,5165
-0,5179  -2,5165
-0,5177  0,7229
-0,5559  -1,1023
-0,5179  -2,5165
-0,6775 -2,443
-0,5179  -2,5165
-0,5177  -0,7229
-0,6775 -2,443
Goldscor Goldscor
e.Internal e.Interna!
.Torsion Vew.Wei
ghted
-0,7414  -1,3272
-0,4664  -2,0119
0,8109 -0,1393
-0,7414  -1,3272
41,302 -3,4142
-0,7414  -1,3272
-0,5462  -0,0886
-0,1981 -1,2528
-0,7414  -1,3272
-0,7414  -1,3272
Goldscor
Goldscor
e.internal e.Internal
Torsion Vdw.Wei
ghted
-19,5224  -5,2799
-17,6787  -6,5022
-20,4531  -5,0179
-21,6602  -5,9458
-19,7425  -4,6431
-19,4583  -5,2128
-15,8028 -10,0286
-17,5207 -10,8832
-18,9713  -8,6785
-23,3882  -7,0113
Goldscor Goldscor
e.Internal e.Internal
Torsion Vdw.Wei
ghted
-10,0449 -0,0283
-11,0031 -2,5629
-0,6997 -2,8202
-10,0449 -0,0283
0,6997 -2,8202
-0,8566 -1,602
0,6997 -2,8202
0,3175 0,297
-10,0449  -0,0283
0,6997 -2,8202

Vdw

-2,0257
-2,5165
-2,5165

0,7229
-1,1023
-2,5165

2,443
-2,5165
-0,7229

2,443

Goldscor
e.Internal
Vdw

-1,3272
-2,0119
-0,1393
-1,3272
-3,4142
-1,3272
-0,0886
-1,2528
-1,3272
-1,3272

Goldscor
e.Internal
.Vdw

-5,2799
-6,5022
-5,0179
-5,9458
-4,6431
-5,2128
-10,0286
-10,8832
-8,6785
-7,0113

Goldscor
e.Internal
Vdw

-0,0283
-2,5629
-2,8202
-0,0283
-2,8202
-1,602
-2,8202
0,297
-0,0283
-2,8202
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Anexo 26 — Familia Flavanol (cont.)

Quercitina Raminosideo

Goldscor
Goldscor Goldscor Goldscor Goldscor Goldscor Goldscor
) Goldscor Goldscor e.Internal Goldscor Goldscor Goldscor
Docking  Goldscor e.Externa e.Externa . e.Internal e.Internal e.Internal e.Internal
RUN . ) e.Externa e.Externa .Correcti A e.Internal | e.Internal . e.Internal
Solutions e.Fitness |.Hbond. l.vdw.We . .Correcti .Hbond. .Torsion. . Vdw.Wei
. l.LHbond l.Vdw on.Weigh . .Hbond . .Torsion Vdw
Weighted ighted ted on Weighted Weighted ghted

RUN_1 B:10SEsol 27,2101 6,2467 6,2467 44,8748 32,6362 5,6649 56649 -7,7292 -7,7292 -12,649 -12,649 -6,4151 -6,4151
RUN_2  B:10SEsol 28,1173 8,6741 8,6741 44,6973 32,5071 5,6649 56649 -6,5469 -6,5469 -13,644 -13644 -7,9452 -7,9452
RUN_3  B:10SEsol 39,8426 10,1282 10,1282 39,6594 28,8432 5,6649 56649 -85469 -85469 -2,8182 -2,8182 -1,462 -1,462
RUN_4  B:10SEsol 29,357 7,2007 7,2007 47,5058 34,5496 5,6649 56649 -7,6578 -7,6578 -12,9518 -12,9518 -7,6218 -7,6218
RUN_5 B:10SEsol 29,1667 8,1902 8,1902 46,3259 33,6915 5,6649 56649 -7,6578 -7,6578 -12,9518 -12,9518 -7,6218 -7,6218
RUN_6  B:10SEsol 29,4272 7,9884 7,9884 46,7882 34,0278 5,6649 56649 -7,6578 -7,6578 -12,9518 -12,9518 -7,6218 -7,6218
RUN_7  B:10SEsol 29,4982 7,501 7,501 47,3466 34,4339 5,6649 56649 -7,6578 -7,6578 -12,9518 -12,9518 -7,6218 -7,6218
RUN_8  B:10SEsol 39,9577 10,3647 10,3647 39,538 28,7549 5,6649 56649 -85469 -85469 -2,8182 -2,8182 -1,462 -1,462
RUN_9  B:10SEsol 40,4407 9,6704 9,6704 40,7153 29,6111 5,6649 56649 -8,5469 -85469 -2,8182 -2,8182 -1,462 -1,462
RUN_10 B:10SEsol 39,3106 10,6594 10,6594 38,5962 28,07 5,6649 56649 -85469 -85469 -2,8182 -2,8182 -1,462 -1,462
Quercitina Xilosideo

Goldscor
Goldscor Goldscor Goldscor Goldscor Goldscor Goldscor
. Goldscor Goldscor e.Internal Goldscor Goldscor Goldscor
Docking  Goldscor e.Externa e.Externa . e.Internal e.Internal e.Internal e.Internal
RUN . ) e.Externa e.Externa .Correcti A e.Internal | e.Internal . e.Internal
Solutions e.Fitness |.Hbond. l.vdw.We . .Correcti .Hbond. .Torsion. . .Vdw.Wei
) l.LHbond l.Vdw on.Weigh . .Hbond . .Torsion Vdw
Weighted ighted ted on Weighted Weighted ghted

RUN_1 B:10SEsol 43,2469 12,1992 12,1992 44,858 32,624 9,3338 9,3338 -10,4631 -10,4631 -0,9479 -0,9479 -3,5287 -3,5287
RUN_2  B:10SEsol 41,659 12,6351 12,6351 42,8342 31,1521 9,3338 9,3338 -10,4631 -10,4631 -0,9479 -0,9479 -3,5287 -3,5287
RUN_3  B:10SEsol 43,4563 11,9966 11,9966 45,2701 32,9237 9,3338 9,3338 -10,4631 -10,4631 -0,9479 -0,9479 -3,5287 -3,5287
RUN_4 B:10SEsol 38,213 6,7421 6,7421 41,0818 28,8777 9,3338 9,3338 -83126 -83126 -0,9027 -0,9027 -1,5249 -1,5249
RUN_5 B:10SEsol 41,8991 12,969 12,969 42,7405 31,084 9,3338 9,3338 -10,4631 -10,4631 -0,9479 -0,9479 -3,5287 -3,5287
RUN_6  B:10SEsol 38,8268 9,4842 9,4842 43,107 31,3506 9,3338 9,3338 -104631 -10,4631 -1,5186 -1,5186 -2,9121 -2,9121
RUN_7  B:10SEsol 43,2703 12,184 12,184 44,8967 32,6521 9,3338 9,3338 -10,4631 -10,4631 -0,9479 -0,9479 -3,5287 -3,5287
RUN_8 B:10SEsol 41,723 13,0063 13,0063 42,5271 30,9288 9,3338 9,3338 -10,4631 -10,4631 -0,9479 -0,9479 -3,5287 -3,5287
RUN_9 B:10SEsol 43,0121 11,2767 11,2767 45,4998 33,0908 9,3338 9,3338 -10,4631 -10,4631 -1,5186 -1,5186 -2,9121 -2,9121
RUN_10 B:10SEsol 40,5308 12,6247 12,6247 41,7165 30,3393 9,3338 9,3338 -10,4631 -10,4631 -0,9479 -0,9479 -3,5287 -3,5287

131



13.

Anexo 27 — Cianidina Aglicona

Anexo 27 — Cianidina Galactosideo
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Anexo 27 — Quercitina Galactosideo

133



