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RESUMO

Metabdlitos Bioativos a partir de Raizes de Amoreira (Morus alba)

Morus alba, conhecida popularmente como amoreira branca, é uma espécie vegetal originaria
da Asia, mas atualmente distribuida mundialmente. E conhecida por suas propriedades
farmacoldgicas, sendo utilizada em alguns paises no tratamento de diversas enfermidades.
Porém, esta utilizacdo se baseia majoritariamente em preparos com suas folhas e frutos,
sendo o potencial de suas raizes pouco aproveitado. O presente trabalho teve como objetivo
o estudo de extratos etandlicos de variedades de raizes de M. alba vindas de Cuba, visando
o0 isolamento dos principais constituintes fitoquimicos presentes nestas matrizes. A partir do
extrato etandlico da variedade 1Z 40 foram isolados quatro compostos, por meio de utilizacdo
de técnicas cromatograficas classicas (cromatografia em coluna) e instrumentais (HPLC
preparativo). Estes foram denominados BM 1, BM 2, BM 3 e BM 4. A caracterizagdo da
estrutura quimica dos compostos isolados foi realizada a partir de analises dos espectros de
ressonancia magnética nuclear uni e bidimensionais, e espectro de massas. Os compostos
BM 1 e BM 2 foram identificados como o flavonoide morusina e o derivado geranilado de 2-
arilbenzofurano, mulberrofurano B, respectivamente. O perfil cromatogréafico dos compostos
isolados e dos extratos etandlicos das variedades 1Z 13/6, 1Z 40, 1Z 56/4, 1Z 64, Indonesia e
Tigreada foram obtidos e, a partir dos mesmos, foi realizada a quantificacdo dos teores dos
compostos presentes nos extratos. Observou-se que, com excecdo de BM 2, os compostos
isolados consistem nos constituintes majoritarios dos extratos analisados. Considerando o
extrato do qual se originou o isolamento dos compostos, os teores determinados foram: 3,6%
deBM 2, 10,7% de BM 3, 11,9% de BM 1 e 13,5% de BM 4. Com o intuito de verificar o papel
biol6gico destes marcadores quimicos foram realizados bioensaios para avaliagdo da
atividade antioxidante e capacidade neuroprotetora dos mesmos. A atividade antioxidante foi
avaliada seguindo as metodologias de atividade antioxidante total (método do
fosfomolibdénio), poder redutor férrico (método do ferrocianeto) e capacidade de sequestro
de radicais ABTS e DPPH. Para ambos os ensaios, BM 2 apresentou os melhores resultados,
com destaque para a captura de radicais livres ABTS, para o qual apresentou valor de
concentragdo efetiva a 50% (37,6 + 1,7 pug.mL?) relativamente préximo ao obtido para o
padréo &cido ascérbico (17,6 + 0,5 pg.mL?). Os resultados obtidos para os demais compostos
variaram entre os diferentes protocolos analisados. O composto BM 1, apesar de ter
apresentado moderada atividade antioxidante quando analisado independentemente,
mostrou correlacdo estatistica entre seus teores nos extratos e a atividade antioxidante
apresentada pelos mesmos, na maioria dos extratos. Quanto aos ensaios de neuroprotegao,
foi avaliada a atividade inibitéria da enzima acetilcolinesterase para todos o0s extratos
etandlicos e compostos isolados. Neste ensaio, 0 composto BM 1 (53,5 £ 0,1%) e o0 extrato
da variedade 1Z 40 (54,2 = 0,1%) se destacaram como os inibidores mais fortes.
Subsequentemente, estas duas amostras foram submetidas ao ensaio de geotaxis negativa
com moscas Drosophila melanogaster, para verificagdo da ocorréncia de protecdo contra
lesbes neuroldgicas induzidas nos individuos da espécie pela toxina rotenona. Houve geragéo
de uma maior resisténcia a toxicidade da rotenona nas moscas expostas primeiramente as
amostras em andlise, em relagédo aquelas expostas a rotenona primeiramente. Evidenciou-se
assim um carater de prevencdo de doencas neurodegenerativas para estas amostras,
tornando de interesse o aprofundamento de seus estudos.

Palavras-chave: Morus alba, metabdlitos secundarios, atividade antioxidante,
acetilcolinesterase, Drosophila melanogaster.
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ABSTRACT

Bioactive Metabolites from Mulberry (Morus alba) Roots

Morus alba, popularly known as white mulberry, is a plant species native to Asia, but currently
distributed worldwide. It is known for its pharmacological properties, being used in some
countries for the treatment of various diseases. However, this use is based mainly on fruit and
leaf preparations, with the potential of its roots being little used. The present work had as
objective the study of ethanolic extracts of varieties of M. alba roots coming from Cuba, aiming
the isolation of the main phytochemical constituents present in these matrices. From the
ethanolic extract of 1Z 40 variety, four compounds were isolated using classical
chromatographic (column chromatography) and instrumental (preparative HPLC) techniques.
These were named BM 1, BM 2, BM 3 and BM 4. Characterization of the chemical structure
of the isolated compounds was carried out from analyzes of uni and bidimensional nuclear
magnetic resonance spectra, and mass spectrum. Compounds BM 1 and BM 2 were identified
as the flavonoid morusin and the geranylated derivative of 2-arylbenzofuran, mulberrofuran B,
respectively. The chromatographic profile of the isolated compounds and the ethanolic extracts
of varieties 1Z 13/6, 1Z 40, 1Z 56/4, 1Z 64, Indonesia and Tigreada were obtained and, from
these, quantification of compounds contents in the extracts was carried out. It was observed
that, with the exception of BM 2, the isolated compounds are the major constituents of the
analyzed extracts. Considering the extract from which the compounds were isolated, the
determined levels were 3.6% BM 2, 10.7% BM 3, 11.9% BM 1 and 13.5% BM 4. In order to
verify the biological role of these chemical markers were performed bioassays to evaluate the
antioxidant activity and neuroprotective capacity of them. The antioxidant activity was
evaluated according to the methodologies of total antioxidant activity (phosphomolybdenum
method), ferric reducing power (ferrocyanide method) and ABTS and DPPH radical
sequestration capacity. For both assays, BM 2 presented the best results, especially from
ABTS free radical capture, for which it presented an efficient concentration value at 50% (37.6
+ 1.7 ug.mL™?) relatively close to the obtained for the standard ascorbic acid (17.6 + 0.5 pg.mL-
1. The results obtained for the other compounds varied among the different protocols analyzed.
Compound BM 1, despite presenting moderate antioxidant activity when analyzed
independently, showed statistical correlation between its content in the extracts and the
antioxidant activity presented by them, in most of the extracts. Regarding the neuroprotection
assays, the inhibitory activity of enzyme acetylcholinesterase was evaluated for all ethanolic
extracts and isolated compounds. In this assay, compound BM 1 (53.5 £ 0.1%) and extract of
IZ 40 variety (54.2 + 0.1%) stood out as the strongest inhibitors. Subsequently, these two
samples were submitted to the negative geotaxis test with Drosophila melanogaster flies, to
verify the occurrence of protection against neurological lesions induced in individuals of the
species by the toxin rotenone. There was a higher resistance to rotenone toxicity in the flies
exposed first to the samples under analysis, in relation to those exposed to rotenone first. It
was evidenced a neurodegenerative disease prevention character for these samples, making
interesting the deepening of their studies.

Key-words: Morus alba, secondary metabolites, antioxidant activity, acetylcholinesterase,
Drosophila melanogaster.
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1 INTRODUCAO

A utilizag&o das plantas medicinais como ferramenta terapéutica é relatada desde
as antigas civilizagbes, ganhando maior destaque a partir da Revolucado Industrial, quando
diversos medicamentos produzidos a partir de produtos naturais foram desenvolvidos.

Atualmente, a fitoterapia continua atuante no tratamento de patologias. Algumas
das causas séo a disseminacdo do conhecimento entre geragdes, a crescente busca do uso
de produtos de origem natural como alternativa aos sintéticos, e a facilidade de acesso da
populacdo a varias espécies vegetais. Entretanto, € de extrema importancia que haja
validacbes quanto a efetividade e seguranca das propriedades farmacoldgicas destes
produtos, com padronizacdo das formulacbes e avaliagdo de possiveis efeitos toxicos e
sinérgicos no organismo.

A introducdo de novos fitoterapicos, ou seja, medicamentos obtidos a partir de
metabdlitos secundarios vegetais bioativos, é de grande interesse. O potencial farmacoldgico
da amoreira branca, Morus alba L., a torna uma espécie amplamente estudada para esta
finalidade. Sendo utilizada na Asia para o tratamento de diversas enfermidades, é rica em
compostos fendlicos aos quais sao atribuidos, e.g., propriedades antioxidantes,
anticancerigenas e neuroprotetoras. Entretanto, os estudos acerca de M. alba se concentram
majoritariamente em seus frutos e folhas, pela aplicacdo direta dos mesmos na alimentagéo
humana e do bicho-da-seda, respectivamente. As raizes ndo sdo comumente aproveitadas,
apesar de serem notdrias fontes de diversos constituintes fitoquimicos.

Neste contexto, o presente trabalho tem como objetivo geral o isolamento e
identificagcdo dos principais componentes de extratos etandlicos de raizes de variedades de
M. alba, com subsequente determinacdo da atividade biolégica dos mesmos. Para tanto, os
objetivos especificos sdo: a) obter as substancias majoritarias dos extratos a partir de técnicas
cromatograficas; b) caracterizar as estruturas utilizando métodos espectrométricas; e c)
realizar bioensaios para avaliacdo das atividades antioxidantes e neuroprotetoras das

substéancias, frente a diferentes mecanismos de agéo.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Metabolitos secundarios vegetais e a fitoterapia

A partir das reacdes metabdlicas que ocorrem nas células dos organismos vivos
sdo formados 0s compostos quimicos denominados metabdlitos (SIMOES et al., 2010). Os
metabolitos primarios correspondem as proteinas, lipideos, carboidratos, aminoacidos e
acidos nucléicos, ou seja, substancias que permitem a sobrevivéncia do organismo. J& 0s
metabolitos secundarios consistem em produtos naturais de baixa massa molecular, formados
a partir de caminhos biossintéticos relacionados a defesa do organismo. No caso das plantas,
estes caminhos sdo ativados em condices de estresse, como o ataque de herbivoros ou
patégenos. Desta forma, diferentemente dos metabdlitos primarios, ndo séo essenciais para
0s processos metabdlicos béasicos das plantas, mas estao relacionados aos mecanismos de
adaptacado das mesmas ao habitat. Sdo conhecidos mais de 100.000 metabdlitos secundarios
de origem vegetal, consistindo principalmente, de compostos organicos alcaloidais, fenélicos
e terpénicos (DIXON, 2001; DELBONE, 2010). Muitos destes s&o de grande importancia para
as industrias farmacéuticas e/ou alimenticias (BALDI et al., 2009).

Neste processo de adaptagdo, os metabdlitos produzidos podem se tratar de
substéancias bioativas, ou fitofarmacos, e a espécie vegetal da qual se originam é desta forma
considerada uma planta medicinal. Assim, o0 emprego de uma planta medicinal em uma
formulacédo especifica pode caracterizar um medicamento fitoterapico (VEIGA JUNIOR et al.,
2005).

O uso das plantas medicinais como alternativa terapéutica no tratamento de
doencas é relatado desde civilizacdes antigas. Naquela época, esta pratica envolvia muito
misticismo, sendo comumente associadas a elementos magicos e sobrenaturais. Com o
desenvolvimento da industria farmacéutica pds Revolucdo Industrial, importantes
medicamentos foram produzidos a partir de produtos naturais (FERREIRA et al., 2014). No
caso de extratos de plantas, tem-se, como exemplo, os farmacos alcaloidais morfina (1) e
codeina (2) (Figura 1, p. 3), importantes analgésicos obtidos a partir da papoula, Papaver
somniferum (BALANDRIN et al., 1993). Desta mesma espécie, cerca de outros trinta
alcaloides foram isolados, dentre os quais a papaverina (3) (Figura 1, p. 3), substancia que
apresenta acéo vasodilatadora (VEIGA JUNIOR et al., 2005).
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FIGURA 1 - Alcaloides extraidos de Papaver somniferum, utilizados como agentes medicinais.

O uso de determinadas espécies no tratamento de patologias ocorre muitas vezes
sem comprovacao cientifica de seus efeitos terapéuticos (VEIGA JUNIOR et al., 2005), sendo
disseminado, por exemplo, em comunidades de diversas etnias. A transmissdo deste
conhecimento ocorre verbalmente entre geragcdes e, com menor frequéncia, por
documentac¢des (BHAMRA et al., 2017). Outro fator que promove este uso € o fato de que,
para determinadas doencas, o tratamento convencional é longo e de custo elevado. No
tratamento de doencas cronicas dermatoldgicas, por exemplo, observa-se com frequéncia que
0 uso continuo de determinados medicamentos pode gerar rea¢cfes adversas ou até mesmo
reducdo da eficacia dos mesmos com o tempo (WOLSKI et al.,, 2017). A Aloe vera,
denominada popularmente como babosa, é um exemplo de planta de eficacia comprovada no
tratamento de pacientes com psoriase em grau moderado, apresentando ainda, evidéncias
gue sugerem seu uso no tratamento de dermatites causadas por radiacdo (FREITAS et al.,
2014).

Dados da Organizacdo Mundial da Saude (OMS) mostram que, em 2008, as
formulacdes fitoterapicas consistiam na fonte primaria de assisténcia a saldde para mais de
80% da populacao de paises em desenvolvimento (BHAMRA et al., 2017). Devido a facilidade
do acesso da populacdo e ao baixo custo em relagdo aos medicamentos sintéticos
convencionais, a utilizacdo da fitoterapia segue uma tendéncia crescente (KLEIN et al., 2009).
Entretanto, para que a partir de um extrato vegetal seja formulado um medicamento
fitoterdpico, rigorosos processos de validacdo sdo necessarios de acordo com padrdes
definidos pela OMS (FERREIRA et al., 2014). Posadzki et al. (2013) avaliaram possiveis
efeitos adversos de espécies comumente utilizadas como produtos fitoterapicos. Para as
espécies Herbae pulvis standardisatus, Larrea tridentate, Piper methysticum e Cassia senna
observaram efeitos adversos graves, como danos no figado e rins, perfuragcdo do célon,
carcinoma, coma e até mesmo morte. Também foram registrados efeitos adversos

considerados moderados para outros quinze produtos vegetais utilizados como fitoterapicos.



Desta forma, observa-se que nem toda planta medicinal pode ser utilizada como um produto
fitoter4pico, reiterando a importancia do estudo e a padronizacao de fitomedicamentos para a
garantia da qualidade do produto e da seguranca dos usuarios (KLEIN et al., 2009; FERREIRA
etal., 2014).

Paises desenvolvidos como os Estados Unidos, Japao e alguns paises europeus
sao 0s que mais comercializam produtos naturais e, também, sdo 0s que mais investem em
pesquisas de novos fitomedicamentos, considerando que sédo elevados os investimentos
necessarios para o desenvolvimento e producdo de qualquer medicamento (KLEIN et al.,
2009). A medicina oriental € tradicionalmente conhecida pelo uso recorrente de espécies
vegetais no tratamento de enfermidades. O intenso desenvolvimento da mesma resultou no
interesse constante pelo isolamento de novos principios ativos e conhecimento dos
mecanismos de acdo dos preparados vegetais (VIEGAS JUNIOR & BOLZANI, 2006).
Diversos medicamentos fitoterapicos sdo aprovados na China, inclusive para uso como
ingredientes alimentares, sendo consumidos, e.g., para o tratamento de distirbios digestivos
e inflamacdes (LIU et al., 2008). No Brasil, o investimento para a producdo de produtos
fitoterapicos ainda é considerado pequeno em vista do potencial de sua flora em termos
mundiais (KLEIN et al., 2009).

2.2 Morus alba L.: caracteristicas gerais e aplicagdes

A familia Moraceae, tradicionalmente presente na medicina chinesa (LIU et al.,
2018), compreende aproximadamente 40 géneros e mais de 1000 espécies de plantas com
flores (PAWLOWSKA et al., 2008). Cerca de 16 membros desta familia séo pertencentes ao
género Morus (amoreira), que apresenta ao todo cerca de 150 espécies conhecidas. Dentre
estas, a amoreira branca, Morus alba L., é considerada a espécie dominante do género
(SINGH et al., 2013).

Devido a sua consideravel atividade terapéutica e baixa toxicidade, M. alba tem
alicercado na historia seu uso na medicina chinesa (ZAFAR et al., 2013), onde é reconhecida
pelo nome popular sang shu. Também é amplamente utilizada como planta medicinal em
outros paises asiaticos como Jap&o, Coreia, Turquia e india (CHAN et al., 2016). Na india é
conhecida como tut (DEVI et al., 2013), e suas folhas sdo utilizadas em diversas receitas
alimenticias e no preparo de especiarias (SRIVASTAVA et al., 2006).

Apesar da origem asiética e popularidade neste continente, a amoreira branca,

sendo uma planta de natureza tropical e sub-tropical, é cultivada em todo o mundo



(SRIVASTAVA et al., 2006). Em Cuba, por exemplo, existiam 26 variedades de M. alba em
2014, algumas introduzidas de paises como Costa Rica, Brasil, Coréia do Sul, China e
Espanha, e outras ja naturalizadas (MARTIN et al., 2014).

Ha interesse patrticular no cultivo de M. alba onde ha criacdo dos bichos-da-seda
(Bombyx mori L.) (DEVI et al., 2013), uma vez que 0os mesmaos se alimentam da folhagem da
amoreira. As folhas séo fonte quase exclusiva de nutrientes e de agua para estes insetos
produtores de seda, e a qualidade da variedade, associada a fatores ambientais, exerce
influéncia direta no desenvolvimento dos mesmos (PRIETO et al., 2016). Desta forma, M. alba
é importante na garantia de renda para diversas comunidades rurais e indastrias de
sericicultura (SRIVASTAVA et al., 2006). Outra aplicacéo das folhas da amoreira é em racao
animal, para alimentagédo de ruminantes (CHAN et al., 2016).

Os frutos de M. alba, as amoras, além de consumidos em sua forma fresca, podem
ser transformados em diversos produtos alimenticios como geleia, suco, sorvete, vinhos,
sobremesas congeladas, entre outros (PAWLOWSKA et al., 2008). Apesar da terminologia
amoreira branca, seus frutos sédo verdes quando jovens, passando por tons alaranjados e
avermelhados até se tornarem purpura, em sua fase madura (CHAN et al., 2016).

Além das aplicac¢des industriais, de forma geral, folhas, frutas e cascas do caule
de M. alba s&o muito utilizadas medicinalmente (CHAN et al., 2016). Embora as cascas das
raizes sejam consideradas valiosas pela medicina viethamita no tratamento de tosse,
inflamacdes, diabetes, cancer, hepatite e doengas cardiacas (DAT et al., 2010), estas ndo sé&o
comumente aproveitadas em outras regiées. No Brasil, por exemplo, ndo é comum o uso das
raizes de amoreira como ferramenta medicinal. Desta forma, a investigacdo de seus

constituintes fitoquimicos ainda carece de atencéo.

2.2.1 Composicao quimica e atividade bioldgica

Os principais constituintes fitoquimicos presentes nas plantas do género Morus
consistem em compostos fendlicos, sendo muitos deles isoprenilados. Podem se apresentar
em diversas estruturas, mas sao mais comumente presentes como flavonoides, adutos de
Diels-Alder e derivados de arilbenzofuranos (HUANG et al., 2017). Como exemplos de
compostos isolados de raizes de M. alba com estas estruturas, tém-se sanggenona F (4),
mulberrofurano G (5) e moracina E (6) (Figura 2, p. 6) (JUNG et al., 2015).

Dentre estes constituintes, muitos sdo ativos frente a diversas doencgas. Aos

flavonoides prenilados é atribuida a atividade antioxidante de extratos de M. alba, devido ao



potencial dos mesmos contra o estresse oxidativo. Consequentemente, geram prote¢c&o
cardiovascular, ao inibir a oxidagdo do LDL. Também é relatado o potencial de suas folhas,
fonte de proteinas, como inibidoras de distlrbios neurodegenerativos como as doencas de
Alzheimer e de Parkinson (BUTT et al., 2008).
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FIGURA 2 — Metabélitos secundarios isolados de cascas de raizes de M. alba.

A partir de dados coletados na literatura, Singh e colaboradores (2013) indicaram
algumas aplicacfes terapéuticas para cada parte do vegetal. Por exemplo, os frutos para o
tratamento de tontura, zumbido nos ouvidos, visdo turva, insbnia, incontinéncia urinaria,
hipertensédo, diabetes e para evitar o envelhecimento precoce dos cabelos. As folhas para o
tratamento da tosse, febre, dores de garganta e cabeca, tontura e vertigem. Os galhos, para
o combate de retencdo de liquido e de dores nas articulagées. As cascas das raizes séo
consideradas antiasmaticas e sedativas, além de apresentarem efeito laxante. De maneira
geral, estes autores apresentam M. alba com as seguintes propriedades farmacoldgicas:
antidiabética, antimicrobiana, antioxidante, anticancerigena, neuroprotetora, hepatoprotetora,
ansiolitica, antidepressiva, entre outras (SINGH et al., 2013).

Algumas das primeiras substancias ativas isoladas de cascas de raizes de M. alba
foram os flavonoides isoprenilados, kuwanon G (7) e H (8) (Figura 3, p. 7), apresentando efeito
hipotensivo (NOMURA et al., 1999), ou seja, de diminui¢cdo da presséo arterial. Além disso,

kuwanon G é reconhecido como um eficiente agente antimicrobiano (BUTT et al., 2008). De



fato, a amoreira é reconhecida como uma poderosa fonte de flavonoides, potentes
antioxidantes naturais e fontes de pigmentos (PAWLOWSKA et al., 2008).
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FIGURA 3 — Flavonoides isoprenilados isolados de cascas de raizes de M. alba.

Outro exemplo de substancia bioativa encontrada em folhas e cascas de M. alba
€ o alcaloide 1-deoxinojirimicina (DNJ) (9) (Figura 4). Este se refere a um dos mais poderosos
inibidores de a-glicosidase, sendo seu consumo de extrema importancia para pacientes com
diabetes mellitus (BUTT et al., 2008). Zhang e colaboradores (2014) isolaram dez compostos
das cascas das raizes de M. alba com inibicAo de a-glicosidase comprovada
experimentalmente. As estruturas quimicas de dois derivados de 2-arilbenzenofurano (10-11),

gue se destacaram nesta atividade inibitéria, sdo apresentadas na Figura 4.
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FIGURA 4 - Inibidores de a-glicosidase isolados de M. alba.



2.3 Substancias antioxidantes

O estresse oxidativo €, por definicdo, o processo no qual ocorre aumento no
numero de radicais livres no organismo, em consequéncia de alguma falha dos sistemas de
defesa antioxidantes na remocao essas espécies instaveis e reativas (FRIES & FRASSON,
2010). Em outras palavras, ocorre quando had um desequilibrio entre a producédo de
substancias capazes de provocar lesfes e a reparacdo pelo organismo dos danos por elas
causados.

Os radicais livres correspondem a moléculas ou fragmentos com um ou mais
elétrons desemparelhados. Esta estrutura justifica sua reatividade, ao passo que possibilita a
oxidagdo de outros compostos ou a formagao de outros radicais com facilidade (BOOTS et
al., 2008). Sendo majoritariamente derivados do oxigénio molecular diatdmico (O;), séo
também identificados como espécies reativas de oxigénio (EROs), e incluem: o &nion radical
superoxido (0O2™), os radicais hidroxila (OH) e peroxila (ROz"), o 6xido nitrico (NO), o peréxido
de hidrogénio (H20;2), o ozbnio (O3), 0 acido hipocloroso (HOCI), entre outras espécies
(BOOTS et al., 2008; FRIES & FRASSON, 2010).

Como consequéncia do excesso destas moléculas reativas no organismo, tem-se
por exemplo a aceleragdo do processo natural de envelhecimento da pele e dos cabelos
(FRIES & FRASSON, 2010). Os radicais livres podem ainda ocasionar maior incidéncia de
doencas degenerativas, cardiacas, inflamatdrias e do sistema imunolégico, além de
disfungdes neuroldgicas, entre outras enfermidades (MILANI et al., 2012).

Substancias antioxidantes, presentes em diversas frutas, vegetais, especiarias e
bebidas, desempenham uma importante fungcao na satde humana ao inibir a formagéo dos
radicais livres, diminuir seus efeitos e reparar o dano dos mesmos sobre as células e tecidos
humanos (FRIES & FRASSON, 2010; MILANI et al., 2012). As principais classes de
substancias antioxidantes sao: os compostos fendlicos (como os flavonoides, acidos fendlicos,
taninos, lignanas e estilbenos), as vitaminas e os carotenoides (OROIAN & ESCRICHE, 2015).

A industria cosmética busca incessantemente o desenvolvimento de ativos
antioxidantes para emprego em novos produtos, no intuito de retardar os efeitos dos radicais
livres sobre a pele (FRIES & FRASSON, 2010). O mesmo ocorre na industria alimenticia,
onde o uso de antioxidantes para conservagéo de alimentos ndo € recente. Entretanto, nota-
se uma tendéncia de substituicdo de antioxidantes artificiais pelos naturais. Alguns
antioxidantes sintéticos, como o0s conhecidos hidroxianisol butilado (BHA) (12) e
hidroxitolueno butilado (BHT) (13) (Figura 5, p. 9), embora inibam o estresse oxidativo, sdo

considerados perigosos para os seres humanos (SINDHI et al., 2013). Krishnaiah e



colaboradores (2011) mostraram que muitos extratos vegetais apresentam potenciais
antioxidantes semelhantes aos do BHA e BHT, podendo substituir estes compostos sintéticos
responsabilizados por danos no figado e carcinogénese. Como exemplo, a fragdo aquosa do
extrato acetato etilico de Pistacia lentiscus que possui atividade sequestradora de radicais
DPPH (90%) equivalente a observada para o BHA (89%) (KRISHNAIAH et al., 2011).

As plantas sdo consideradas ricas fontes de antioxidantes. Muitos metabdlitos
secundarios vegetais flavonoides apresentam forte atividade antioxidante, devido a sua
estrutura béasica, e podem ser também reconhecidos como nutracéuticos (D’AMELIA et al.,
2018), ou seja, alimentos ou parte de alimentos que fornecem beneficios a saude humana.
Além da vantagem de se evitar possiveis efeitos colaterais dos medicamentos, séo
considerados suplementos dietéticos (NAGAR, 2018). E o caso da quercetina (14) (Figura 5),
composto da sub-classe dos flavonois, que é considerado um dos mais importantes
antioxidantes alimentares, estando presente em diversos tipos de alimentos (vegetais, frutas,
chas e vinhos) e suplementos alimentares. A ingestdo alimentar relativa a quercetina
geralmente se d& na forma glicosidica e, como um nutracéutico, pode ser usada de 10-125
mg/dose (BOOTS et al., 2008; D’ANDREA, 2015).

As substancias antioxidantes acido ascorbico (15) e a-tocoferol (16) (Figura 5),
conhecidos como vitamina C e E, respectivamente, também sdo encontradas naturalmente
em diversos alimentos (MILANI et al., 2012). Além disso, sdo sintetizadas para adicdo em
produtos cosméticos antienvelhecimento (FRIES & FRASSON, 2010). Desta forma, séo
comumente utilizados como controle positivo para ensaios de atividade antioxidante
realizados em laboratorio (OROIAN & ESCRICHE, 2015).
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FIGURA 5 — Agentes antioxidantes utilizados na indUstria cosmética e alimenticia.
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2.3.1 Mecanismos de atividade antioxidante

Como mencionado, os compostos fendélicos em geral tém atividade antioxidante
relacionada com a eliminagéo de radicais livres. Eles reagem com estes EROs tornando-os
inativos a partir de mecanismos de transferéncia de atomos de hidrogénio ou pela
transferéncia Unica de elétron, como mostrado na Figura 6 (LEOPOLDINI et al., 2011).

Transferéncia de H :

R + — RH +
R R

Transferéncia de e :

’ /O HO.
R + > R F
R R

FIGURA 6 — Mecanismos de atividade antioxidante por eliminagcdo de radicais livres.

Muitos radicais sdo utilizados em ensaios de avaliacdo de atividade antioxidante,
como o 2,2-difenil-1-picrilidrazil (DPPH), o 2,2-azinobis-[3-etil-benzotiazolin-6-4cido sulfénico]
(ABTS), o N,N-dimetil-p-fenilenodiamina (DMPD), entre outros (VILLANO et al., 2007).

O radical livre DPPH" é estavel a temperatura ambiente e de avaliacdo
antioxidante relativamente rapida. Este aceita um elétron ou hidrogénio para se tornar uma
molécula diamagnética estavel, com consequente mudanca de coloracdo de roxo para
amarelo (Figura 7, p. 11), que é mais evidente quanto maior o potencial de eliminacédo de
radicais livres do composto avaliado (AHMAD et al., 2015). A resposta é medida em
espectrofotdbmetro pela leitura de absorbancia ap6s 30 minutos de reacdo, no comprimento
de onda proximo a 515 nm em metanol (VILLANO et al., 2007), mas adaptacdes na técnica
envolvendo o tempo reacional, comprimento de onda e solventes utilizados sdo encontradas
na literatura (MARINOVA & BATCHVAROQV, 2011).

O ensaio de captura de radicais ABTS também se refere a um método
espectroscopico. Em uma primeira etapa, o ABTS € oxidado na presenca de persulfato de
potassio, com a producdo direta do cation radical ABTS™, um cromoforo verde/azul. Em

seguida, induzido por substancias antioxidantes doadoras de hidrogénio, o radical é
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novamente reduzido para ABTS com diminui¢cdo dos valores de absorbancia, medida em 734
nm, com consequente descoloracdo da solugdo (Figura 7). Quanto maior a atividade
antioxidante, maior a descoloracéo, e tanto a concentracéo de antioxidantes quanto a duracao

da reacdo sdo fatores que influenciam na resposta do teste (RE et al., 1999).

O,N O>N
Agente antioxidante
H
N—N NO, —_— N—N NO,
O,N
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Radical DPPH DPPH reduzido
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/@i%ﬁf‘g:@/
: N

HO3S
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Radical ABTS " ABTS reduzido

FIGURA 7 — Principio do mecanismo dos ensaios de captura de radicais livres DPPH e ABTS.

Alguns métodos de determinacdo da atividade antioxidante se baseiam na
formacdo de complexos metélicos com consequente reducao do ion metalico apds reacao
com a espécie de carater antioxidante. Como exemplo, tem-se o método do fosfomolibdénio,
ensaio considerado como teste de determinacdo de antioxidantes totais. Neste, ocorre a
reducdo de Mo (VI) a Mo (V), formando um complexo de fosfomolibdénio (V) de coloracéo
verde, com absorbéncia maxima a 695 nm. Trata-se de um método quantitativo, uma vez que
a capacidade antioxidante total é expressa em termos de equivalentes de padrdes
antioxidantes, como o a-tocoferol ou o &cido ascérbico (UMAMAHESWARI & CHATTERJEE,
2008).
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Outro exemplo de ensaio com formacdo de complexos com ions metélicos é o
ensaio de poder redutor férrico, que determina a habilidade de reducéo de ions Fe (lll) em Fe
(I), também em relacdo ao padréo acido ascérbico. E um método baseado na transferéncia
Unica de elétron, com oxida¢ao da substancia antioxidante pelo ion metélico (OU et al., 2002).
As substancias antioxidantes reagem com ferricianeto de potassio, formando ferrocianeto de
potassio, que reage com tricloreto férrico, produzindo ferrocianeto férrico. Ao final da reacao,
tem-se um complexo de cor azul. A capacidade antioxidante é medida, como sendo
proporcional ao aumento dos valores de absorbancia, com leitura a 700 nm (PISOSCHI &
NEGULESCU, 2011).

Existem diversos outros ensaios antioxidantes, para diferentes propdsitos. Alguns
sdo mais especificos, como 0os métodos de determinagdo da capacidade de captura de
radicais hidroxila (‘(OH), peroxila (ROO"), superéxido (027) e éxido nitrico (NO*), assim como
determinacgéo de peréxido (H20-) e acido hipocloroso (HOCI). Mas, existem também ensaios
mais gerais, para determinacdo dos conteldos totais de classes de compostos, como
fendlicos, flavonoides e carotenoides totais, muito Uteis na caracterizacéo de extratos vegetais
(UMAMAHESWARI & CHATTERJEE, 2008; ALVES et al., 2010; EGEA et al., 2010). Todos
estes ensaios mencionados consistem em métodos espectrométricos com determinacao
colorimétrica do final da reacdo. Técnicas eletroquimicas e cromatogréaficas também podem
ser utilizadas para determinacgdo da atividade antioxidante, existindo também outras formas
de deteccdo da resposta antioxidante, como pela perda de fluorescéncia, por
guimioluminescéncia, entre outras (PISOSCHI & NEGULESCU, 2011).

2.4 Doencas neurodegenerativas e mecanismos de neuroprotecao

A Doenca de Alzheimer (DA) é uma das doengas neurodegenerativas
progressivas do sistema nervoso central que mais causa deméncia no mundo. E uma doenca
associada ao envelhecimento e, com o0 aumento da expectativa de vida da populacdo mundial,
vem aumentando o ndimero de idosos afetados (SHAH, 2013; MOHAJERI et al., 2015). A
causa exata ainda é desconhecida, assim como formas de preven¢cdo ou de se evitar a
progressao da doenca. Reverter a perda neuronal uma vez iniciada é um obstaculo. Desta
forma, manter o cérebro envelhecido saudavel por maior tempo por meio de suprimento de
nutrientes necessarios é uma alternativa (MOHAJERI et al., 2015).

O principal tratamento visando o retardo dos sintomas da DA consiste na

administracdo de inibidores de acetilcolinesterase (AChE). Alguns exemplos sédo as
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substancias de agdo colinérgica donepezila (17), galantamina (18), huperzina A (19),
rivastigmina (20) (ZELIK et al., 2009) e eserina (21) (MANS et al., 2014) (Figura 8). Novos
inibidores naturais de AChE ja foram encontrados em extratos de varias partes de material
vegetal (ZELIK et al., 2009). O uso de inibidores de AChE no tratamento da DA se justifica
devido aos baixos niveis de acetilcolina encontrados no cérebro de pessoas diagnosticadas
com a doenca. A acetilcolina é um importante neurotransmissor relacionado a memoria, e a
funcéo dos inibidores de AChE é a de bloquear a sua hidrélise, ocasionada pela enzima
(TEIXEIRA, 2017).

(o) /0

an (18)

7 /_NH o /\NJKOQ\‘/\

(19) (20) @n

P4

FIGURA 8 — Substancias inibidoras de acetilcolinesterase, utilizadas no tratamento da Doenca
de Alzheimer.

Outra doenca neurodegenerativa que acomete muitas pessoas é a Doenca de
Parkinson (DP), um distarbio do movimento. No organismo de um paciente diagnosticado com
DP ocorre uma degeneracao progressiva dos neurdnios da dopamina e, assim como na DA,
nao existe tratamento que consiga atrasar ou inativar os danos neurolégicos apés estes terem
se iniciado. Muitos estudos sugerem uma associagdo das causas da doenga com toxinas
ambientais, como as inibidoras do complexo | mitocondrial. Como exemplo, tem-se o pesticida
natural rotenona, obtido a partir das raizes de algumas plantas, e.g., Derris elliptica. Nos
Ultimos anos, a espécie de mosca Drosophila melanogaster tem sido usada como modelo de

estudo de varias doencas neurodegenerativas, como a DP, avaliando os efeitos
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neurodegenerativos e comportamentais dos individuos frente a rotenona, ou outras toxinas
(COULOM & BIRMAN, 2004).

Neste modelo, sao identificados fatores de susceptibilidade genética, como dos
genes que afetam a homeostase da dopamina (CHAUDHURI et al., 2007). Coulom e Birman
(2004) observaram perda seletiva de neurdnios dopaminérgicos e disfun¢céo locomotora grave
em D. melanogaster fémeas expostas a rotenona. Entretanto, estudos mostram que a
incidéncia da DP é maior em homens e, da mesma forma, a Drosophila macho exibe sintomas
de maneira mais precoce frente as toxinas neurodegerativas do que as fémeas (CHAUDHURI
et al., 2007). Desta forma, D. melanogaster machos vém sendo utilizadas nos ensaios
laboratoriais do modelo RING (Rapid Interative Negative Geotaxis), onde a geotaxis negativa
€ uma resposta de elevagdo das moscas contra a gravidade, possibilitando medir sua
capacidade locomotora em resposta a variagdes na composi¢éo do alimento (JIMENEZ et al.,
2017), incrementado com potenciais substancias neuroprotetoras, ou neurodegenerativas.

As moscas machos podem ser diferenciadas por serem menores que as fémeas,
apresentarem extremidade abdominal mais arredondada, e trés listras pigmentadas na parte
de tras do abddbmen, sendo a ultima mais espessa, ao contrario da fémea, que apresenta
cinco listras (ADAN).

2.4.1 Substancias antioxidantes e atividade neuroprotetora

Na literatura encontram-se evidéncias de que o estresse oxidativo relaciona-se
diretamente a patogénese da DA (SHAH, 2013) e da DP (MURALIDHARA, 2009), fazendo
acreditar que a ingestdo de nutrientes e substancias com capacidade antioxidante pode ser
benéfica ha prevencao e no retardo da progresséo destas doencgas.

Mohajeri et al. (2015) reuniram estudos que mostram a acdo positiva de
compostos com propriedades antioxidantes, como o acido graxo docosaexaenoico (DHA) e
vitaminas como a E, C e D, como auxiliares contra o envelhecimento cerebral e, logo, na
protecdo contra doencas neuroldgicas. A partir destas evidéncias, e se tratando de nutrientes
baratos e seguros em doses recomendadas, sugerem ser uma alternativa viavel.

Desta forma, pesquisas vém sendo direcionadas para comprovar a relagao entre
0s excessos de radicais livres no organismo e doencas neurolégicas como Alzheimer,
Parkinson e a Esclerose Lateral Amiotréfica (SINDHI et al., 2013). Assim, séo investigados
tratamentos alternativos, atentando-se para o efeito neuroprotetor de substancias

antioxidantes naturais, encontradas em diversas plantas (JIMENEZ et al., 2017).
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PARTE EXPERIMENTAL

As atividades experimentais descritas a seguir foram realizadas, em sua maioria,

no Laboratério de Biotecnologia e Bioensaios (LapB) do Departamento de Quimica da
Universidade Federal de Minas Gerais (DQ/UFMG).

3.1

Reagentes e materiais

| - Solventes

Solventes P.A.: alcool metilico (metanol) CH3;OH (Neon Comercial), acetato de etila
CH3COOCH2CH3 (Nox Lab Solutions, LS Chemicals, Synth), cloroformio CHCI;
(Synth), hexano C¢His (Nox Lab Solutions, Quimica Moderna), &cido férmico 85%
HCOOH (Neon Comercial);

Solventes deuterados: cloroférmio-d CDCl; (Aldrich®), metanol-d4 CDsOD (Cambridge
Isotope Laboratories, Inc.);

Solvente grau HPLC: metanol UV/HPLC (Vetec, J.T. Baker);

Agua destilada;

Agua Milli-Q (Direct-Q Millipore).

Suportes para cromatografia em camada delgada e em coluna

Silica gel para cromatografia em camada fina (Macherey-Nagel);
Silica gel 60 para cromatografia em coluna (230-400 mesh) (Vetec);
Sephadex LH-20 lipofilico (25-100 p) (Sigma®);

Revelador: iodo metalico P.A. I» (Vetec).

Il — Reagentes utilizados para os ensaios antioxidantes

2,2-azinobis-[3-etil-benzotiazolin-6-acido sulfénico] (ABTS) (Sigma-Aldrich);
2,2-difenil-1-picrilidrazil (DPPH) (Aldrich®);
Acido ascorbico CgHgOg (Neon Comercial);

Acido sulftrico H.SO, (Quimica Moderna, Anidrol);



e Acido tricloroacético ClsCCOH (Neon Comercial);

e Cloreto férrico FeCls6H20 (Synth);

e Ferrocianeto de potassio Ks[Fe(CN)e] (Quimica Moderna);

e Fosfato bibasico de sédio Na;HPO42H,0 (Vetec Quimica Fina);
¢ Molibdato de amonio (NH4)sM070244H20 (Synth);

e Persulfato de potassio K»S.Og (Synth).

IV — Reagentes utilizados para os ensaios de inibicdo da acetilcolinesterase

3.2

e Acetilcolinesterase — AChE (Sigma®);

e Acido 5,5'-dithiobis-(2-nitrobenzoico) (Sigma®);
e Albumina sérica bovina (Sigma®);

¢ Cloreto de magnésio MgCl,.6H-0 (Dinamica);
e Cloreto de s6dio NaCl (Dinamica);

e Dimetilsulféxido — DMSO (Sigma-Aldrich);

e Eserina (Sigma®);

e lodeto de acetiltiocolina — ATCI (Sigma®);

e Tris hidrocloreto ultrapuro (Invitrogen);

e Tween 80 (Nuclear).

Reagentes utilizados para os ensaios de capacidade neuroprotetora

e Agar em po bacterioldgico puro (Vetec);

e Acido propiénico;

e Eter etilico (Nox Lab Solutions);

e Fermento biolégico — Saccharomyces cerevisiae (Fleischmann);
¢ Nistatina suspenséao oral (Germed);

e Rotenona 95-98% C23H2,0s (Sigma®).

Equipamentos

e Balanca analitica, Shimadzu AUW2220D;
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Evaporadores rotativos, IKA RV10 e Buchi R-114;
Bombas a vacuo, Millipore e Prismatec;
Estufas de secagem, Quimis, Fanem 002 CB e Nova Etica 400-3ND;
Ultrassons, Cristofoli Biosseguranga e Branson 1510;
Shaker, IKA KS 4000i control;
Centrifuga, CentriBio TDL80-2B,;
Medidor de ponto de fusdo, Gehaka PF 1000;
Espectrofotébmetro, Biospectro SP 22;
Espectrofotbmetros leitores de microplacas de 96 pocos, BioTek ELx800 e Thermo
Scientific Multiskan GO;
Espectrébmetro de ressonancia magnética, Bruker AVANCE I1I 400;
Espectrébmetro de massa com analisador ion-trap (ionizacdo por electrospray /
ionizacdo por paper spray), Thermo-Scientific LCQ FLEET;
Cromatoégrafo liquido de alta eficiéncia, Shimadzu 20A, composto pelos seguintes
moddulos: duas bombas gradientes LC-20AT e detector UV-Visivel SPD-20A;
Cromatégrafo liquido ultra rapido, Shimadzu Prominence, composto pelos seguintes
moddulos: desgaseificador DGU-20A3, duas bombas gradientes LC-20AD, auto-injetor
SIL-20A, detector UV-Visivel SPD-20A e forno de coluna CTO-20AC;

o Coluna analitica C18 250 mm x 4,6 mm x 5 um, Kromasil;

o Coluna semi-preparativa C18 250 mm x 10 mm x 5 um, NST.

Metodologia

Obtencéo dos extratos

Raizes secas e pulverizadas de variedades de Morus alba foram obtidas da

Estacion Experimental de Pastos y Forrajes Indio Hatuey, na Universidade de Matanzas

Camilo Cienfuegos, em Perico, Cuba, passando por prévia extragdo por percolagdo com

hexano, etanol e 4gua, sucessivamente.

No presente trabalho, utilizaram-se apenas o0s extratos etandlicos, de seis

variedades de M. alba: as variedades naturais Indonesia (IH 4210) e Tigreada (IH 3506); e
as variedades hibridas 1Z 13/6 (IH 3625), 1Z 40 (IH 3626), 1Z 56/4 (IH 3628) e 1Z 64 (IH 3624).
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3.3.2 Isolamento de metabdlitos secundarios

O extrato etandlico da variedade 1Z 40 de M. alba foi submetido & cromatografia
em coluna visando o isolamento de constituintes quimicos. A escolha do extrato foi baseada
no fato de o mesmo ja ter sido submetido a um fracionamento prévio, além da consideravel
atividade antioxidante registrada no trabalho de Sande e colaboradores (2016). Esta etapa
preliminar consistiu no fracionamento do extrato etandlico bruto em coluna empacotada com
silica gel, obtendo-se 61 fracdes, que foram reunidas em 14 combinac¢des apds analise por
cromatografia em camada delgada (CCD).

Neste trabalho, selecionou-se a “combinacédo 8” (6,1 g), obtida com a eluicdo em
acetato de etila, para prosseguir com as etapas de purificacdo, de acordo com o perfil
cromatogréfico observado. Esta foi submetida a cromatografia em coluna (CC) empacotada
com silica gel (200,0 g), utilizando como eluente diferentes propor¢ées de hexano, cloroférmio
e metanol. Foram coletadas 186 fracdes de volumes variados, as quais foram rotaevaporadas

para recuperacdo de solvente — Tabela 1.

TABELA 1 — Detalhamento do fracionamento da “combina¢cdo 8” por cromatografia em coluna.

Fracdes Eluente Concentracéao Volume de cada
(%) fracdo (mL)

1-5 Hexano 100 100
6-11 Hexano/Cloroférmio 80:20 100
12-15 Hexano/Cloroférmio 60:40 200
16-21 Hexano/Cloroférmio 40:60 200
22-27 Hexano/Cloroférmio 20:80 200
28-70 Cloroférmio 100 250
71-114 Cloroférmio/Metanol 95:5 250
115-184 Cloroférmio/Metanol 85:15 250
185-186 Metanol 100 250

Ap6s andlise por CCD, estas fracbes foram agrupadas, obtendo-se 40
combinac8es — Tabela 2 (p. 19). O perfil cromatografico, o aspecto visual e a massa de cada

combinacédo foram aspectos considerados para a escolha das etapas subsequentes.
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TABELA 2 — Combinacdes realizadas a partir das 186 fracGes provenientes da cromatografia

em coluna da “combinagéao 8”.

Combinacéo FracOes Massa (mgQ) Combinacéo Fracoes Massa (mg)
01 38-40 93,4 21 116 - 121 252,7
02 41 - 45 82,9 22 122 -133 74,3
03 46 54 23 134 -135 28,9
04 47 - 48 24,2 24 136 10,8
05 49 13,6 25 137 3,5
06 50 - 52 15,1 26 138 - 146 19,5
07 53 2,3 27 147 - 148 10,1
08 54 1,8 28 149 - 150 55
09 55-61 7,3 29 151 - 157 12,8
10 62 -73 24,0 30 158 - 159 13,6
11 74 1159,9 31 160 3.4
12 75-81 655,8 32 161 - 165 10,0
13 82 -84 157,3 33 166 - 167 16,0
14 85 - 86 300,2 34 168 - 171 15,4
15 87 -88 204,9 35 172 -174 51
16 89 -90 56,1 36 175-178 3,7
17 91-97 148,2 37 179 -180 9,5
18 98 - 100 13,7 38 181 - 183 3,2
19 101 - 110 58,4 39 184 3,3
20 111-115 54 40 185 - 186 20,7

A partir da combinacéo 11 (1159,9 mg) foram realizadas sucessivas separacfes

em coluna cromatografica empacotada com Sephadex LH-20 (15,0 g), utilizando metanol

como fase mével. Nestas etapas, as combinagdes das fragdes foram realizadas apés andlise

por CCD com eluicdo em hexano-acetato de etila [60:40] e revelacdo com vapores de iodo.

Na primeira CC, foram coletadas 21 fragGes, as quais foram combinadas em 5 grupos. A

combinacdo 11.2 (882,7 mg) foi cromatografada em coluna, obtendo-se 16 fracles,

combinadas em 5 grupos. Em seguida, a combinag&o 11.2.3 foi submetida a CC, obtendo-se

15 fra¢Bes, combinadas em 10 grupos. As combinacdes 11.2.3.3 (coluna A) e 11.2.3.4 (coluna

B) foram submetidas a diferentes CC empacotadas com silica gel. A coluna A foi empacotada

com 8,2 g de silica gel e a amostra foi eluida de maneira isocratica, utilizando-se hexano-

acetato de etila [70:30] como fase movel, obtendo-se 6,6 mg de um sdlido amarelo. A coluna
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B foi empacotada com 30,0 g de silica gel e consistiu em uma eluicdo gradiente utilizando
diferentes proporcdes da mistura de hexano-acetato de etila, onde, na proporgéo [85:15],
obtiveram-se 44,8 mg de um sélido amarelo. ApGs andlise espectroscOpica de ambos o0s
sélidos obtidos nas colunas A e B, verificou-se se tratar do mesmo composto, que foi nomeado
BM 1.

A combinacdo 10 (24,0 mg) foi particionada, de acordo com a solubilidade parcial
em metanol. A porcao soluvel consistiu em um sélido marrom (18,8 mg), que foi nomeado BM
2.

A combinacéo 17 (148,2 mg) foi submetida a CC empacotada com Sephadex LH-
20 (15,0 g), utilizando metanol como fase movel. Foram coletadas 23 fragdes, as quais foram
combinadas em 9 grupos, ap0s andlise por CCD com eluicdo em hexano-acetato de etila
[50:50] e revelagdo com vapores de iodo. A combinagédo 17.5 (58,7 mg) foi analisada por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), para o isolamento de substancias. Para tanto,
a amostra foi solubilizada em metanol UV/HPLC, na concentracéo de 5 mg.mL™. O sistema
de eluicdo foi definido utilizando coluna analitica, a partir da injecdo de 20 yL da solucao,
sendo este: 0,01-5,00 min 50% (B), 5,01-8,00 min 50-20% (B), 8,01-18,00 min 20% (B), 18,01-
22,00 min 20-0% (B), 22,01-30,00 min 0% (B). As fases modveis utilizadas foram metanol
UV/HPLC (solvente A) e 4gua Milli-Q 0,1% em &acido férmico (solvente B), com fluxo de 0,6
mg.mLt. O cromatograma foi monitorado nos comprimentos de onda de 254 e 280 nm.
Subsequentemente, utilizou-se coluna semi-preparativa, com o0 mesmo sistema de eluicao,
mas com fluxo de 2,840 mL.mint. Foram realizadas injecGes de 400 a 500 yL de amostra, na
mesma concentragdo, e foram coletadas fragdes. Esta andlise resultou no isolamento de um
sélido alaranjado (17,8 mg), nomeado BM 3.

A partir da combinacéao 21 (252,7 mg) foram realizadas duas separacdes em CC
empacotada com Sephadex LH-20 (15,0 g), utilizando metanol como fase mével. Nestas
etapas, as combinacgdes das fragdes foram realizadas ap6s andlise por CCD, com eluigdo em
hexano-acetato de etila [20:80] e revelagdo com vapores de iodo. Na primeira CC, foram
coletadas 26 fragdes, as quais foram combinadas em 9 grupos. A combinagéo 21.5 (64,4 mg)
foi cromatografada, obtendo-se 18 fracBes, combinadas em 4 grupos. Em seguida, a
combinacgdo 21.5.3 foi submetida a CC empacotada com silica gel (10,6 g). A amostra foi
eluida de maneira isocrética, utilizando-se hexano-acetato de etila [50:50] como fase movel.
Obtiveram-se 16 fragGes, combinadas em 10 grupos ap0s analise por CCD, com eluigcdo em
hexano-acetato de etila [30:70] e revelacdo com vapores de iodo. A combinac¢éo 21.5.3.3 (20,7
mg) foi analisada por HPLC, para o isolamento de substancias. Para tanto, a amostra foi
solubilizada em metanol UV/HPLC, na concentragcdo de 5 mg.mL™. O sistema de eluicdo foi

definido utilizando coluna analitica, a partir da injecao de 20 puL da solucéo, sendo este: 0,01-
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3,00 min 40% (B), 3,01-8,00 min 40-30% (B); 8,01-18,00 min 30-20% (B), 18,01-22,00 min 20%
(B), 22,01-26,00 min 20-0% (B) 26,01-34,00 min 0% (B). As fases moéveis utilizadas foram
metanol UV/HPLC (solvente A) e 4gua Milli-Q 0,1% em acido férmico (solvente B), com fluxo
de 0,6 mg.mL™. O cromatograma foi monitorado nos comprimentos de onda de 254 e 280 nm.
Subsequentemente, utilizou-se coluna semi-preparativa, com o0 mesmo sistema de eluicéo,
mas com fluxo de 2,840 mL.min%. Foram realizadas inje¢des de 300 pL de amostra, na mesma
concentracao, e foram coletadas fracdes. Esta andlise resultou no isolamento de um sélido
alaranjado (7,3 mg), nomeado BM 4.

As separacOes e analises por HPLC foram realizadas no Laboratorio de
Cromatografia do DQ/UFMG. Os cromatogramas foram obtidos a partir de processamento dos
dados no software LCsolution.

O procedimento do isolamento de substancias a partir do extrato etandlico de

raizes da variedade 1Z 40 de M. alba é esquematizado na Figura 9 (p. 22).

3.3.3 Caracterizacédo espectrométrica dos compostos isolados

Os compostos isolados tiveram seus pontos de fusdo determinados, e foram
submetidos a analise espectroscOpica por ressonancia magnética nuclear (RMN) e
espectrometria de massas (EM) para caracterizacao estrutural.

Os experimentos de RMN consistiram em experimentos unidimensionais (*H, 1*C
e DEPT-135) e hidimensionais (COSY, HSQC e HMBC), na frequéncia de 400 e 100 MHz
para 'H e 13C, respectivamente. Estes foram realizados no Laboratério de Ressonancia
Magnética de Alta Resolucao (LAREMAR) do DQ/UFMG, e os espectros foram processados
no software MestReNova.

Os experimentos de EM foram realizados em espectrdmetro de massas com
ionizacdo por paper spray (PS-MS) para os compostos BM 1 e BM 2, e com ionizag&o por
electrospray (ESI-MS) para os compostos BM 3 e BM 4. As analises foram realizadas no
laboratério 167 do DQ/UFMG, pelos mestres Hebert Vinicius Pereira e Lucas Pinto da Silva.

Os espectros foram processados no software Xcalibur e disponibilizados para andlise.
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FIGURA 9 — Esquema do isolamento de substancias a partir do extrato etandlico de raizes da

variedade 1Z 40 de M. alba.

3.3.4 Quantificagcdo dos compostos isolados

As quatro substancias isoladas tiveram seus teores determinados em rela¢g&o aos

seis extratos etanolicos de raizes de M. alba, por cromatografia liquida ultra rapida (UFLC).

Este experimento foi realizado no Laboratério de Cromatografia do DQ/UFMG. Os
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cromatogramas e 0s registros das areas dos picos foram obtidos a partir de processamento
dos dados no software LCsolution.

Inicialmente, foram preparadas as solu¢des dos extratos na concentragéo de 2,0
mg.mL? e das amostras (padrdes) na concentragdo 0,5 mg.mL™, todas solubilizadas em
metanol UV/HPLC e devidamente filtradas com filtro de seringa de 0,45 um. Foram realizadas
injec@es preliminares da solugéo do extrato 1Z 40 e das solu¢des dos padrdes, com o intuito
de identificar os picos correspondentes aos padrfes e otimizar as condig6es de andlise de
forma a garantir uma boa separacdo dos mesmos. Desta maneira, foram ajustados os

parametros de andlise, sendo apresentados no Quadro 1.

QUADRO 1 - Método cromatografico para quantificacdo das amostras por UFLC.

Parametros Condi¢cdes cromatograficas

Fases moveis Agua Milli-Q acidificada - 0,1% &cido férmico (A) /
Metanol UV/HPLC (B)

Volume de injecdo 10 pL
Fluxo 0,850 mL.min™*
Comprimentos de onda 254 /280 nm

Temperatura do forno de coluna 29 °C

Gradiente 0,01-4,00 min, 70% (B);
4,01-20,00 min, 70-100% (B);
20,01-35,00 min, 100% (B).

As solugdes dos extratos foram injetadas nestas condigGes e as areas dos picos
referentes a cada amostra padrdo foram registradas, no comprimento de onda no qual os
mesmos apresentaram maior intensidade (254 nm paraBM 1, BM 3 e BM 4; 280 nm para BM
2). Este procedimento foi realizado trés vezes.

Em seguida, foram preparadas solu¢bes estoques dos padrdes na concentragao
de 1,0 mg.mL* em metanol UV/HPLC. A partir destas solucdes, foram preparadas solucdes
de calibracdo com diluicbes em 3, 4, 6, 10, 15, 20, 40 e 120 vezes (concentracdes de 0,33,
0,25, 0,17, 0,10, 0,07, 0,05, 0,03 e 0,01 mg.mL™, respectivamente). Estas solu¢Ges foram
injetadas e as areas dos picos referentes a cada amostra padrdao foram registradas, no
comprimento de onda mais adequado para cada. Este procedimento foi realizado trés vezes.

A partir da equacdo da reta obtida pela curva concentragcao versus média das

areas dos padrdes, substituiu-se na variavel “y” a média das areas dos picos de cada amostra
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padrdo em cada extrato, obtendo-se as concentragfes dos padrdes nos extratos. A partir das
massas iniciais dos extratos e volumes de solvente utilizados, obtiveram-se valores referentes
as massas dos padrbes em cada extrato e, assim, o teor (% m/m) dos mesmos. Estes

resultados foram calculados com a utilizacdo do software Microsoft Excel®.

3.3.4.1 Andlise estatistica

Os teores dos compostos isolados foram correlacionados com a atividade
antioxidante dos extratos determinada previamente no trabalho de Sande et al. (2016), por
célculo do coeficiente de correlagdo de Pearson (r) com P < 0,05 (intervalo de confianga de

95%). Andlise realizada com a utilizacao do software GraphPad Prism 5.02.

3.3.5 Bioensaios

3.3.5.1 Atividade antioxidante

As substancias isoladas foram submetidas a andlise por diferentes mecanismaos
antioxidantes, anteriormente apresentados e discutidos (item 2.3.1, p. 10-12). Estes ensaios
sdo: atividade antioxidante total, poder redutor férrico, sequestro de radicais ABTS e
sequestro de radicais DPPH. Todos os ensaios foram realizados em quadruplicata e os

resultados calculados com a utilizagdo do software Microsoft Excel®.

3.3.5.1.1 Atividade antioxidante total (método do fosfomolibdénio)

Para a realizacdo deste ensaio utilizou-se a metodologia descrita por Prieto et al.
(1999). As amostras foram solubilizadas em metanol na concentracdo de 0,5 mg.mL™.
Transferiu-se 0,3 mL das amostras para tubos de ensaio, adicionando 3,0 mL de solucdo
reagente (acido sulfurico 0,6 mol.L?, fosfato bibasico de sédio 28 mmol.L, molibdato de
amonio 4 mmol.L). O contetdo foi homogeneizado e incubado por 90 min a 95 °C em estufa
com controle de temperatura. O mesmo procedimento foi realizado para um branco,
substituindo o volume de amostra pela mesma quantidade de solvente. Apds arrefecimento a
temperatura ambiente, as absorbéncias das amostras foram lidas a 695 nm, em

espectrofotdmetro, contra o branco.
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Uma curva de calibracdo do padrdo acido ascorbico foi preparada conforme
mostrado na Tabela 3 e lida no mesmo comprimento de onda. Em posse da equacéo da reta
de éacido ascérbico obtida da curva Absorbancia (nm) versus Concentragdo (mmol.L?),
substituiu-se o “y” pelas absorbancias das amostras. Dividindo a média das concentracdes
obtidas pelas massas de amostra, obtiveram-se 0s resultados expressos em termos de

equivalentes de acido ascorbico (mmol de &cido ascérbico.g? amostra).

TABELA 3 — Curva de calibragao do padrao acido ascérbico.

Pontos Massa (ug) Concentracdo Concentracdo Volumede Volume de
(ng.mLY) (mmol.L?) padrdo (uL) agua (uL)
1 5,0 16,6 0,094 10,0 290,0
2 15,0 50,0 0,282 30,0 270,0
3 30,0 100,0 0,564 60,0 240,0
4 60,0 200,0 1,128 120,0 120,0
5 90,0 300,0 1,692 180,0 120,0
6

105,0 350,0 1,974 210,0 90,0

3.3.5.1.2 Poder redutor férrico (método do ferrocianeto)

A capacidade antioxidante de reduzir ions ferro (lll) foi avaliada seguindo a
metodologia de Oyaizu et al. (1986) apud Chang et al. (2011). Em tubos Falcon, foram
adicionados 1,0 mL de amostra / padrdo de acido ascorbico (0,5 mg.mL™?) a 2,5 mL de tampé&o
fosfato (fosfato bibasico de sédio, 0,2 mmol.L?, pH 6,6) e 2,5 mL de ferrocianeto de potassio
1% (m/v). Homogeneizaram-se as misturas e, em seguida, foram incubadas por 20 min a
50 °C em shaker. Subsequentemente, foram adicionados 2,5 mL de &cido tricloroacético 10%
(p/v) e a mistura foi centrifugada a 3000 rpm por 10 min. Uma aliquota do sobrenadante (2,5
mL) foi coletada e misturada a 2,5 mL de agua destilada e 0,5 mL de cloreto férrico 0,1% (p/v).
O mesmo procedimento foi realizado para um branco, substituindo o volume de amostra pela
mesma quantidade de solvente. Realizou-se a leitura de absorbancia das solugdes das
amostras a 700 nm, em espectrofotdmetro, contra o branco.

Em posse das absorbancias, calculou-se média e desvio padrdo. Os resultados

foram convertidos em % de poder redutor férrico comparado ao padrao, acido ascoérbico.



26

3.3.5.1.3 Capacidade antioxidante de sequestro de radicais ABTS

A avaliacdo de atividade de captura de radicais 2,2-azinobis-[3-etil-benzotiazolin-
6-acido sulfénico] (ABTS) seguiu a metodologia de Johnstone et al. (2006), adaptada para
microplacas.

A preparacgéo da solugdo ABTS consistiu na mistura de solugdo ABTS 7 mmol.L
1 em metanol (0,384 mL para 100 mL) com solucéo de persulfato de potassio 2,4 mmol.L* em
agua (0,014 g para 25 mL). Esta mistura foi incubada por 12 h, no escuro. A solucao foi
padronizada antes de sua utilizagdo, com diluicdo em metanol até atingir uma absorbéncia de
0,9+0,05a 734 nm.

Em seguida, 160 pL dessa solugcédo foram colocados para reagir com 40 uL das
amostras em diferentes concentra¢gées (10,0-300,0 pg.mL? para BM 1; 10,0-100,0 pg.mL™*
para BM 2, BM 3 e BM 4) em placa de micropogos, por 2 min. O mesmo procedimento foi
realizado para o branco, substituindo o volume de amostra pela mesma quantidade de
metanol, e para o padrédo de &cido ascérbico (3,75-12,5 ug.mL™?). As leituras das absorbancias
foram aferidas a 734 nm em espectrofotdmetro leitor de microplacas.

Em posse das absorbéncias, calculou-se a média e o desvio padrdo. Em seguida,
foram calculadas as porcentagens de inibicAo com utilizagdo da Equacdo 1, onde A, € a

absorbéancia média do branco e A, é a absorbéncia média da amostra/padrao.
o 1 = Br=4d) 5 10 1)
Ap

Desta forma, foram geradas curvas de Concentracdo versus % Inibicao,
possibilitando a expressdo da atividade antioxidante em termos de ECs, ou seja, a

concentracao de extrato eficiente na captura de 50% dos radicais livres em solucéo.

3.3.5.1.4 Capacidade antioxidante de sequestro de radicais DPPH

O método de captura de radicais 2,2-difenil-1-picrilidrazil (DPPH) seguiu a
metodologia de Brand-Williams et al. (1995), com modificacdes. Consistiu em misturar 25 pL
das amostras em diferentes concentracdes (15,0-500,0 pg.mL?) com 175 pL de solucéo de
DPPH 0,1 mmol.L* (0,0099 g para 250 mL de metanol), em placa de micropogos. Apds
agitacao suave, as placas foram incubadas por 30 min, no escuro. O mesmo procedimento foi

realizado para o branco, substituindo o volume de amostra pela mesma quantidade de
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metanol, e para o padrdo de acido ascérbico (7,5-250,0 pg.mL1). As leituras das absorbancias
foram aferidas a 492 nm (SHIKANGA et al., 2010) em espectrofotébmetro leitor de microplacas.

Em posse das absorbancias, calculou-se a média e o desvio padrdo. Em seguida,
foram calculadas as porcentagens de inibicdo com utilizagdo da Equagdo 1 (p. 26). Foram
geradas curvas de Concentracdo versus % Inibicdo, possibilitando a expressao da atividade

antioxidante em termos de ECsg.

3.3.5.2 Atividade inibitéria de acetilcolinesterase

O ensaio de inibicdo da acetilcolinesterase (AChE) foi realizado segundo
metodologia descrita por Ellman et al. (1961), com modificagcbes. Foram analisados os
produtos isolados e os extratos etandlicos das seis variedades de raizes de M. alba, todos na
concentragdo de 1,0 mg.mL?, em dimetilsulféxido (DMSO), assim como a enzima eserina,
inibidora padréo de AChE.

Em microplacas de 96 pocos foram adicionados aos pocos 50 uL de tampéo de
tris hidrocloreto - Tris/HCI (50 mM, pH 8,0), 125 pL de acido 5,5'-dithiobis-(2-nitrobenzoico) -
DTNB (3 mM em tampé&o Tris/HCI, contendo cloreto de sodio 0,1 M e cloreto de magnésio 20
mM), 25 pL de amostra e 25 pL de iodeto de acetiltiocolina - ATCI (15 mM). Utilizou-se ainda
o emulsificante Tween 80, equivalente a 5% do volume de cada po¢o. O mesmo procedimento
foi realizado para o controle negativo, substituindo a amostra pelo mesmo volume de DMSO,
e para o inibidor padrdo eserina (1,0 mg.mL* em DMSO).

As absorbancias foram medidas a 405 nm em espectrofotbmetro leitor de
microplacas, com intervalos de 1 min por oito vezes. Subsequentemente, adicionaram-se nos
pocgos 25 L de solucdo da enzima acetilcolinesterase (0,22 U.mL? em tampéo Tris/HCI,
contendo albumina sérica bovina 0,1% (p/v)). Foi realizada nova leitura das absorbancias,
com intervalos de 1 min por dez vezes.

Em posse dos valores de absorbancia, calculou-se a porcentagem de inibicdo da
acetilcolinesterase a partir da Equacao 2, onde: A:e € a absorbancia da amostra com enzima,
Aise é a absorbancia da amostra sem enzima, Az € a absorbancia do controle negativo com

enzima e Azse € a absorbancia do controle negativo sem enzima.

% [ =100 — ZEZASE 100 (2)

A2E—A2SE

Neste ensaio, cada amostra foi analisada em quintuplicata, e os resultados

calculados com a utilizacdo do software Microsoft Excel®.
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3.3.5.3 Capacidade neuroprotetora

O efeito neuroprotetor do extrato etandlico da variedade 1Z 40 e do composto BM
1 foi avaliado, em modelo experimental in vivo, em lesdes neurolégicas induzidas por rotenona
em moscas Drosophila melanogaster, seguindo metodologia de Jiménez e colaboradores
(2017), com modificacBes. As moscas utilizadas foram criadas em temperatura ambiente, a
partir de cepas cedidas pelo Dr. Jodo Trindade Marques, do Instituto de Ciéncias Biolégicas
(ICB) da UFMG.

D. melanogaster machos e fémeas, em um total de quinze para cada sexo, foram
transferidas para frascos com 50,0 mL de alimento (mistura de banana prata — Musa
paradisiaca —, levedura Saccharomyces cerevisiae, agar bacteriolégico, Nistatina, &cido
propiénico e agua destilada) cada, e mantidas a temperatura ambiente. No oitavo dia, foram
removidas dos frascos, remanescendo as larvas. Apos 48 h do inicio da ecloséo, as novas
moscas foram transferidas para outros frascos com alimento, ja estando prontas para o ensaio.

Primeiramente, foi realizado um teste para definicdo da concentracao de amostra
ideal para a realizac&o do ensaio. Para tanto, as moscas foram imobilizadas temporariamente
com éter etilico, para a sele¢do das moscas machos. Estas foram transferidas para outros
frascos com alimento (20,0 mL) misturado ao extrato 1Z 40 (0,6 mL) nas concentracdes de 5,0,
10,0 e 20,0 mg.mL? (0,05, 0,1 e 0,2 %, respectivamente), em agua destilada. Cada
concentracao foi avaliada em triplicata. As moscas machos (dez por frasco) foram mantidas
nestes frascos durante 7 dias. Apds, foi realizado o teste de geotaxis negativa, onde observa-
se a tendéncia das moscas de se dirigirem contra a gravidade. O teste consistiu na
transferéncia das moscas para tubos tipo Falcon de 50,0 mL e na aplicacao de trés golpes
contra uma superficie sélida, por cinco vezes. A cada sequéncia de golpes, foram tiradas 10
fotos sequenciais, e a sexta foto de cada sequéncia foi utilizada para observacédo do nimero
de moscas que atingiu a metade da altura do recipiente, com subsequente calculo da média.
Esta média foi utilizada como parametro de comparagcdo entre 0s ensaios. Com base nas
observacdes experimentais (médias de moscas atingindo a altura minima determinada) e
analise estatistica, escolheu-se a concentracdo de amostra ideal para trabalho.

Realizou-se o ensaio de neuroprotecdo do extrato 1Z 40 na concentracdo
escolhida. Paratanto, 90 moscas machos foram separadas e acondicionadas em nove frascos
(dez por frasco), nos quais: trés frascos continham apenas o alimento (controle); trés
continham alimento e o extrato (600,0 uL); e trés continham alimento e rotenona (100,0 uL)
na concentracéo de 100,0 mg.mL™. Apés 7 dias, as moscas que estavam no frasco contendo
alimento e extrato foram transferidas para outro frasco contendo alimento e rotenona; e as

moscas que estavam no frasco contento alimento e rotenona foram transferidas para outro
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frasco contendo alimento e extrato. Esta interacdo foi mantida por mais 7 dias. Passados 0s
15 dias totais, realizou-se a geotaxis negativa, registrando os resultados observados.

O mesmo procedimento foi realizado para andlise da capacidade neuroprotetora
do composto BM 1, na mesma concentracao definida para o extrato 1Z 40.

Comparando estatisticamente as médias dos nimeros de moscas que atingiram
metade da altura dos tubos apés os golpes, nos frascos controles, nos frascos onde as
moscas foram submetidas primeiramente & amostra de interesse e depois a rotenona, e nos
frascos onde as moscas foram submetidas primeiramente a rotenona e depois a amostra de

interesse, pdde-se avaliar a capacidade neuroprotetora destas amostras.

3.3.5.4 Andlise estatistica

Os resultados obtidos nos ensaios de atividade antioxidante, inibicdo de
acetilcolinesterase e avaliacdo de capacidade neuroprotetora foram submetidos a andlise de
variancia ANOVA (one-way) e teste Tukey de comparac¢ao multipla com P < 0,05 (intervalo de
confianca de 95%). Para inibicdo de AChE, também foram avaliadas possiveis correlacdes
por calculo do coeficiente de correlagdo de Pearson (r) com P < 0,05 (intervalo de confianga
de 95%).

Todas estas analises foram realizadas com a utilizacdo do software GraphPad
Prism 5.02.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Isolamento de metabodlitos secundarios

Como descrito anteriormente (item 3.3.2, p. 18-22), o isolamento de metabdlitos
secundarios a partir do extrato etandélico das raizes de variedade 1Z 40 de M. aba foi realizado
a partir de técnicas cromatograficas classicas (cromatografia em camada delgada e em coluna)
e instrumental (cromatografia liquida). O perfil cromatogréafico das fracdes combinadas 2-40,
obtidas a partir da CC da “combinagao 8” é apresentado na Figura 10 — eluicdo com diferentes

propor¢cdes de hexano-acetato de etila e revelagdo com vapores de iodo.

[80:20] [70:30] [70:30] [60:40] [50:50] [50:50]
02 03-06 07-10 19-12 13-16 17-19
-
[40:60] [20:80] [100] [100] [100]
20 21-23 24-29 30-35 36-40

1
L ‘
. s —— . . . . T c———

FIGURA 10 — Cromatografia em camada delgada das fragdes combinadas 2-40.

A cromatografia em coluna da combinacéo 11 resultou no isolamento do composto
BM 1. A particdo da combinacéo 10 pela solubilidade em metanol resultou no isolamento do

composto BM 2.
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Ap0s sucessivas cromatografias em coluna das combinagfes 17 e 21, verificou-
se gue o0s suportes cromatograficos utilizados ndo estavam sendo suficientemente eficientes
na separagéo dos compostos. Com isso, podemos inferir que no meio haviam compostos de
tamanhos semelhantes, ndo sendo separados por exclusdo (em Sephadex), e de polaridades
semelhantes, também ndo sendo separados por adsor¢éo (em silica gel). Dessa forma, deu-
se continuidade a tentativa de purificacdo das fracdes analisando-as em HPLC preparativo,
com a coleta de fracBes. Nos comprimentos de onda analisados, n&o foi notada diferenca
significativa no perfil dos cromatogramas, sendo escolhido 280 nm para trabalho.

A andlise por cromatografia liquida da combinacdo denominada 17.5 (Figura 9, p.
22) resultou no cromatograma apresentado na Figura 11. Foi coletada a solugéo referente ao
momento da deteccéo do pico mais intenso, com tempo de retencdo em 17,84 min, que viria
a corresponder ao composto BM 3.

4000000 —

3000000 -

2000000 ~

Absorbancia (mAU)

1000000 -
. JJ
T T T T T T T T T T T

0 5 10 15 20 25 30
Tempo de retengao (min)

FIGURA 11 — Cromatograma da fracédo 17.5, com detecc¢&o a 280 nm.

A analise por cromatografia liquida da combinagédo denominada 21.5.3.3 (Figura
9, p. 22) resultou no cromatograma apresentado na Figura 12 (p. 32). Foi coletada a solucao
referente ao momento da deteccdo do pico mais intenso, com tempo de retencdo em 19,65
min, que viria a corresponder ao composto BM 4.
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FIGURA 12 — Cromatograma da fragdo 21.5.3.3, com detecc¢éo a 280 nm.

4.2 Analise dos extratos por HPLC e quantificacdo dos compostos

isolados

Os quatro compostos isolados a partir do extrato etandélico das raizes da variedade
IZ 40 de M. alba foram analisados por cromatografia liquida com o intuito de determinar os
seus teores no extrato de origem (Figura 13, p. 33) e nos extratos das demais variedades (I1Z
13/6, 12 56/4, 1Z 64, Indonesia e Tigreada).

Para tanto, os seis extratos etanoélicos foram analisados primeiramente, conforme
descrito no item 3.3.4 (p. 22-24). Obtiveram-se os cromatogramas fingerprint (impressao
digital) dos extratos (Figura 14, p. 33), onde cada pico cromatografico representa um
composto separado. A partir dos mesmos, pode-se observar um perfil cromatografico
semelhante para as seis variedades, com varia¢cdes nas intensidades de alguns picos.

Com a analise das solu¢cdes dos compostos isolados, nas mesmas condi¢des
cromatogréficas, e subsequente sobreposicdo aos cromatogramas dos extratos,
identificaram-se os picos correspondentes aos compostos na matriz dos extratos. Estes picos

sdo indicados no cromatograma da Figura 15 (p. 33).
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FIGURA 13 — Cromatograma para o extrato da variedade 1Z 40, com detec¢ao em dois

comprimentos de onda, 254 e 280 nm.
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FIGURA 14 — Cromatogramas dos extratos etandlicos das raizes das seis variedades de M.

alba (deteccéo a 280 nm).

T N B R SRV | Extrato 1Z 40
I R BM 4
N N BM 3

G “ BM 1
k BM 2

00 2 54 75 00 25 150 75 20 25 =0 zs 200 =5 min

FIGURA 15 — Cromatogramas do extrato 1Z 40 e dos compostos BM1,BM 2, BM3e BM 4

(deteccéo a 254 nm, exceto BM 2 a 280 nm).
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Observando os cromatogramas da Figura 15 (p. 33), verifica-se primeiramente
gue 0s quatro compostos estdo presentes, ndo apenas no extrato 1Z 40 de onde foram
isolados, mas em todos os extratos estudados. Além disso, os picos dos compostos BM 1,
BM 3 e BM 4 referem-se aos picos mais intensos observados, indicando que os mesmos sédo
compostos majoritarios nos extratos e podem ser considerados marcadores quimicos dessas
amostras. BM 2 esté presente em menor quantidade em relacdo aos demais compostos.

Outra informagéo obtida a partir da observagéo dos cromatogramas da Figura 15
(p. 33) é acerca da polaridade relativa dos compostos. A andlise foi realizada em uma coluna
C18 de fase reversa, ou seja, empacotada com uma fase estacionaria contendo cadeias alquil
ligadas a superficie da silica, que fazem com que a mesma apresente natureza menos polar
(MALDANER & JARDIM, 2009). Isto sugere que substancias de menor polaridade ficam mais
tempo retidas na fase estacionaria da coluna e, assim, sdo detectadas com um maior tempo
de eluicdo. Dessa forma, uma provavel ordem de polaridade seria: BM 4 >BM 3 >BM 1 >
BM 2.

A determinacdo quantitativa dos teores dos compostos foi realizada com base nos
principios da lei da absorcao, ou lei de Lambert-Beer. As areas ou as intensidades dos picos
obtidos ap6s passagem do analito pelo detector UV, em um determinado instante da analise,
podem ser relacionadas com a concentracdo da substancia que esta absorvendo naquele
comprimento de onda. Para tanto, os compostos devem obedecer a lei de Beer e, ao se
construir uma curva analitica com uma série de solucdes padrées do analito, obtém-se uma
reta de calibragdo e uma equacéao linear por regressdo (SKOOG et al., 2006).

Desta forma, os teores dos compostos foram determinados para BM 1 (r? =
0,9999), BM 2 (r?=0,9962), BM 3 (r> = 0,9982) e BM 4 (r> = 0,9997), em relacdo aos extratos
etandlicos das diferentes variedades de raizes de M. alba estudadas. Estes, expressos em
porcentagem, sdo apresentados no grafico da Figura 16 (p. 35). Para tanto, o registro das
areas dos picos referentes aos compostos foi realizado para a detec¢cdo em 254 nm, exceto
para BM 2, em 280 nm. Estes comprimentos de onda foram escolhidos para cada composto
com base na maior absorcdo apresentada para os mesmos dentre 0os comprimentos de onda
testados, ou seja, quando melhor seguem a lei de Beer.

Confirma-se que o teor de BM 2 nos extratos € menor que o dos demais
compostos em todos os extratos (0,5-3,6%). De uma forma geral, BM 3 (10,1-16,4%) e BM 4
(8,3-18,5%) estédo presentes em maiores quantidades nos extratos, com excec¢éo do extrato
da variedade 1Z 64, onde BM 1 (6,5-16,7%) é majoritario. O extrato do qual se originou o
isolamento dos compostos, variedade 1Z 40, apresenta em seu contetido 3,6% de BM 2, 10,7%
de BM 3, 11,9% de BM 1 e 13,5% de BM 4. O extrato da variedade natural Tigreada foi um

dos que, de forma geral, apresentou maiores teores dos quatro compostos.
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FIGURA 16 — Teores dos compostos isolados (%) nos extratos etandlicos das variedades de

raizes de M. alba.

No trabalho de Sande e colaboradores (2016) estes e outros extratos de raizes de
M. alba foram estudados em relagdo a sua atividade antioxidante. De posse desses resultados
obtidos previamente, foram avaliadas possiveis correlagdes entre os teores dos compostos
isolados com a atividade antioxidante observada nestes extratos, por meio do coeficiente de
correlagédo de Pearson (r) com P < 0,05.

Dentre as possibilidades, o composto BM 1 apresentou correlacdo
estatisticamente significativa do seu teor com a atividade antioxidante de quatro dos seis
extratos estudados: Indonesia, 1Z 13/6, 1Z 40 e 1Z 64. Uma correlacédo negativa ocorre com a
captura de radicais ABTS (r = -0,91; r* = 0,83) e DPPH (r = -0,97; r* = 0,95), pois sugere que
uma menor quantidade de amostra implica em uma maior atividade; e uma correlagéo positiva
com o ensaio de flavonoides totais (r = 0,92; r? = 0,85). Como pode ser observado na Tabela
4 (p. 36), conforme o teor de BM 1 aumenta, a concentragdo de extrato necessaria para
captura de 50% dos radicais ABTS e DPPH diminuem, o que é de interesse. Da mesma forma,
a medida que os teores aumentam, a concentragao de extrato em termos de equivalentes de
guercetina também aumentam. Isto indica que possivelmente BM 1 se trata de um composto
flavonoide, com acéo pronunciada nos extratos em relacdo a outros compostos flavonoides
presentes nas matrizes analisadas. Nestes casos, ndo foi observada correlagédo para os
demais ensaios antioxidantes, provavelmente pelo diferente mecanismo de acdo atuante,
demonstrando a importancia em se analisar determinada substéncia ou extrato frente a varios

mecanismos antioxidantes.
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TABELA 4 — Correlagcfes entre o teor de BM 1 nos extratos de M. alba e a atividade

antioxidante dos mesmos.

Teorde BM 1 ABTS* DPPH* Flavonoides*
(% m/m) ECso (ug.mL1) ECso (ug.mL™Y)  (Ugquercetina.g extrato)
Indonesia 5,27 34,81 733,59 195,11
1Z 13/6 6,48 29,13 642,18 250,23
1Z 40 11,93 28,63 568,76 326,16
1Z 64 16,74 13,20 378,08 812,18
r de Pearson - -0,91 -0,97 0,92

*Sande et al. (2016).

Desta forma, pode-se inferir que BM 1 exibe certa co-responsabilidade na
atividade antioxidante das raizes de M. alba, em um provavel sinergismo com outras
substancias que também s&o bioativas, como sera discutido a seguir no item 4.3.1.

Neste estudo observou-se que trés dos quatro compostos isolados poderiam ser
considerados marcadores quimicos dos extratos analisados, ou seja, constituintes
guimicamente definidos da matéria prima vegetal, que podem ser utilizados inclusive como
referéncia para o controle de qualidade da amostra. Um marcador quimico pode ser ou ndo
um principio ativo, ou seja, apresentar atividade terapéutica global em relacdo a um possivel
produto fitoterapico formulado (TAPPIN & LUCCHETTI, 2007; YANG et al., 2017). Com o
intuito de verificar se os compostos isolados poderiam ser considerados marcadores quimicos
bioativos, foram realizados alguns bioensaios, sendo os resultados apresentados e discutidos

a seqguir.

4.3 Bioensaios

4.3.1 Atividade antioxidante

Os resultados dos quatro ensaios de atividade antioxidante, realizados conforme
item 3.3.5.1 (p. 24-27), sdo apresentados nos graficos da Figura 17 (p. 37).

A andlise de variancia realizada para verificar se os compostos diferem entre si
(ANOVA one way) em termos da atividade apresentada, mostrou em todos 0s ensaios que as
amostras sao significativamente diferentes no intervalo de confian¢a de 95%. Entretanto, a



37

comparagdo de médias dos pares (teste Tukey), no mesmo intervalo de confianga, mostrou
no que se refere a captura de radicais DPPH que BM 2 =BM 3 (r? = 0,99) e, para o ensaio de
poder redutor férrico, que BM2 =BM 1 e BM 3 = BM 4 (r> = 0,87). Para os demais ensaios,

todos os pares sdo estatisticamente diferentes (P < 0,05).

Antioxidantes totais Poder redutor férrico
£ 20007 8 20-
1] Qo
9 a
° a B
5 1500 b g
o S
o @
o [0}
2 1000 °
o
b c ‘2
© o
s 5001 =
© >
E ¢
£ 0- §
J N > > v N % ™
™ ~ ™ > > N > >
Compostos Compostos
ABTS DPPH
150+ 1000+ d
", 1004 -
€ €
(@) (@)
2 2
& 507 g
0-
()
(@)
C:’??
’?.

Compostos Compostos

FIGURA 17 — Atividade antioxidante dos compostos isolados. Barras com as mesmas letras

ndo diferem significativamente pelo teste Tukey (P < 0,05).

A atividade antioxidante apresentada para os compostos a partir dos ensaios de
poder redutor férrico e antioxidantes totais seguiu a seguinte ordem: BM2>BM 1>BM 3 >
BM 4. Analisando estatisticamente, verifica-se uma correlagdo positiva entre estes dois
ensaios no intervalo de 95% (r = 0,9998; r? = 0,9996).

J& nos ensaios de captura de radicais livres ABTS e DPPH, BM 2 e BM 3

mostraram maior potencial em relacdo a BM 1 e BM 4, ao apresentarem menor concentragao
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necessaria para a captura de 50% dos radicais, uma vez que a eficiéncia destes ensaios é
medida como inversamente proporcional aos valores de ECso. Entretanto, ndo foi observada
correlagao significativa entre os dois ensaios e entre eles e os demais.

De maneira geral, a ECso dos compostos obtida por captura de radicais ABTS
mostrou-se baixa para todos, 0 que 0s torna interessantes como agentes antioxidantes. Ja o
ensaio de poder redutor férrico, por exemplo, revelou baixas porcentagens de equivalentes
em &cido ascorbico para ambos, ou seja, estes possuem pouca eficiéncia de reducao de ions
férricos. Desta forma, novamente € ressaltada a importancia em se analisar as substancias
por ensaios que apresentam diferentes mecanismos/protocolos antioxidantes de agéo.

Apesar de BM 2 ndo ser um dos compostos majoritarios, dentre os quatro isolados
e analisados, é 0 que apresenta atividade antioxidante mais pronunciada, em todas as
metodologias testadas. Apresenta menor ECso na captura dos radicais ABTS (37,6 £ 1,7
ug.mL?t) e DPPH (331,0 + 4,2 pg.mL'), e maior potencial como redutor férrico (14,4 + 0,0%)
e como antioxidante total (1531,3 + 20,3 mmol acido ascérbico.g™* composto) em termos de
acido ascoérbico. Sugere-se que 0 mesmo seja muito eficiente e, que mesmo em baixas
concentracdes no extrato, deva ter consideravel influéncia na atividade dos mesmos.

Este resultado mostra como a acdo sinérgica entre substancias atuando em
conjunto pode influir na atividade final dos extratos, uma vez que os marcadores quimicos

neste caso ndo sao exclusivamente os responsaveis pela atividade bioldgica dos extratos.

4.3.2 Atividade inibitéria de acetilcolinesterase

Os compostos isolados a partir do extrato de raizes da variedade 1Z 40 de M. alba,
assim como os todos os demais extratos etanadlicos, foram submetidos ao ensaio de atividade
inibitéria da enzima AChE conforme descrito no item 3.3.5.2. (p. 27). Os resultados obtidos
para os mesmos sao apresentados nas Figuras 18 e 19 (p. 39), respectivamente.

A analise de variancia realizada (ANOVA one way) mostrou que, em termos da
atividade inibitéria de AChE, os compostos e extratos sdo significativamente diferentes no
intervalo de confianca de 95%. O mesmo foi observado na comparagcédo de médias dos pares
(teste Tukey, P < 0,05), no mesmo intervalo de confianca.

Embora os compostos e extratos analisados ndo apresentaram inibicdo proxima
a do composto inibidor padrdo da AChE, a enzima eserina (92,3 £ 0,1%), os resultados obtidos
sdo interessantes, sobretudo dos extratos, em virtude de consistirem em matrizes complexas,

onde ha interacdo de diversas substancias.
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FIGURA 18 — Atividade inibitéria da acetilcolinesterase dos compostos isolados.
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FIGURA 19 - Atividade inibitéria da acetilcolinesterase dos extratos etandélicos de M. alba.

Dentre os compostos isolados, BM 1 apresentou maior inibicdo da AChE (53,5
0,1%) e BM 4 amenor (25,7 £ 0,1%). Os extratos apresentaram atividades inibitorias préximas,
com destaque para o extrato 1Z 40 (54,2 + 0,1%).

Nao foi observada correlagcao evidente (Pearson (r) com P < 0,05), entre os teores
de determinado composto isolado com a atividade inibitéria de acetilcolinesterase dos extratos.
Sugere-se assim um possivel sinergismo entre estas e outras substancias presentes nos

extratos na promocao deste efeito.
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4.3.3 Capacidade neuroprotetora

O extrato etandlico de raizes da variedade 1Z 40 de M. alba foi submetido ao
ensaio de geotaxis negativa, tendéncia das moscas de se dirigirem contra a gravidade, para
avaliacdo de sua capacidade neuroprotetora, conforme descrito no item 3.3.5.3. (p. 28-29).
Consistiu em um modelo in vivo para o teste de possiveis compostos terapéuticos frente a
mecanismos de neurodegeneracdo, mais especificamente, a prote¢cdo de moscas macho D.
melanogaster contra lesdes neuroldgicas induzidas pela toxina rotenona (LU & VOGEL, 2009).

Na etapa do teste para determinacdo da concentracdo de trabalho (Figura 20) as
moscas foram expostas ao alimento com uma solugcdo aquosa do extrato em diferentes
concentracdes e posteriormente ao alimento com a rotenona, realizando a determinagéo da

geotaxis negativa.
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FIGURA 20 — Geotaxis negativa de moscas D. melanogaster expostas a diferentes

concentracdes do extrato etandlico de raizes da variedade 1Z 40 de M. alba.

Observou-se, dentre as concentracées testadas, que com 10,0 mg.mL? o extrato
foi mais eficiente na neuroprotecdo das moscas. Nesta concentra¢do, o nimero de moscas
gue conseguiram alcangar mais da metade da altura do recipiente foi mais préximo ao nimero
observado nos frascos controle, onde nenhuma substancia foi adicionada ao alimento. Na
concentracdo de 5,0 mg.mL?! o extrato apresentou pouca atividade. E com o aumento da
concentracdo para 20,0 mg.mL?, houve decréscimo do nimero de moscas que atingiram a

altura minima em relacédo a 10,0 mg.mL™, sugerindo que certa toxicidade foi atingida.
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Em termos estatisticos, o controle e as diferentes concentragbes sé&o
significativamente diferentes (ANOVA one way, r? = 0,77). Porém, a comparacdo das médias
do controle com as médias da concentracdo a 10,0 mg.mL* e a 20,0 mg.mL* ndo mostraram
diferenca significativa (teste Turkey, P < 0,05). Dessa forma, optou-se por trabalhar com a
menor concentracdo dentre elas (10,0 mg.mL™?).

Seguindo o teste de neuroprote¢cdo com a concentracgdo escolhida do extrato da
variedade 1Z 40, moscas machos foram expostas ao alimento com o extrato por sete dias e,
posteriormente, ao alimento com a rotenona por mais sete dias. Paralelamente, outro ensaio
foi realizado com ordem de exposicao inversa. Realizando a geotaxis negativa para ambos 0s

ensaios, obtiveram-se os resultados apresentados no gréafico da Figura 21.

Neuroprotegao do extrato 1Z 40
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FIGURA 21 — Geotaxis negativa de moscas D. melanogaster expostas primeiramente ao extrato

IZ 40 (10,0 mg.mL) e em seguida a rotetona (100,0 mg.mL™), e vice-versa.

Em termos estatisticos, o controle e os outros dois parametros analisados sdo
significativamente diferentes (ANOVA one way, r?> = 0,81). Porém, na comparacao entre os
pares, nao foi apresentada diferenca significativa (teste Turkey, P < 0,05).

Entretanto, observou-se que as moscas que foram expostas primeiramente ao
extrato apresentaram maior resisténcia a toxicidade da rotenona do que aquelas expostas a
rotenona primeiramente. Além disso, para 0 segundo caso, as moscas sobreviventes
apresentaram padréo confuso de voo, conseguindo girar, mas sem se deslocar do local onde
estavam. Desta forma, verificou-se certa atividade neuroprotetora deste extrato.

O composto BM 1, como uma solugdo aquosa a 10,0 mg.mL?, também foi
analisado quanto a sua capacidade neuroprotetora, em ensaios realizados semelhantemente
ao descrito para o extrato IZ 40. Realizando a geotaxis negativa para os frascos controle e
frascos de exposicao as substancias, obtiveram-se os resultados apresentados no grafico da
Figura 22 (p. 42).
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FIGURA 22 — Geotaxis negativa de moscas D. melanogaster expostas primeiramente ao

composto BM 1 (10,0 mg.mL™?) e em seguida a rotetona (100,0 mg.mL™), e vice-versa.

Em termos estatisticos, o controle e os outros dois parametros analisados sdo
significativamente diferentes (ANOVA one way, r> = 0,81). Na comparacao entre os pares
(teste Turkey, P < 0,05), ndo foi apresentada diferenca significativa entre o comportamento
das moscas do controle e das moscas que foram expostas primeiramente ao extrato.
Entretanto, ambos apresentaram diferencga significativa em relagdo ao comportamento das
moscas expostas primeiramente a rotenona. Desta forma, a exposi¢do primaria das moscas
ao composto BM 1, na concentracdo de 10,0 mg.mL%, também gerou uma maior resisténcia
a toxicidade da rotenona, apresentando assim certa atividade neuroprotetora frente ao modelo
avaliado em D. melanogaster.

De posse destes resultados, somados aos resultados de inibicdo da AChE,
apresentados no item 4.3.2 (p. 38-39), supdem-se que extratos etandlicos de raizes da
amoreira branca, assim como alguns dos seus constituintes isolados, podem vir a ser

benéficos para seres humanos na prevencéo de doencas neurodegenerativas.
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4.4 Caracterizagdo dos compostos isolados

A identificagéo estrutural dos compostos isolados neste trabalho foi realizada a
partir da andlise dos espectros de RMN, incluindo técnicas unidimensionais (*H, *C e DEPT
135) e bidimensionais (COSY, HSQC e HMBC), e espectros de massas. Os dados obtidos
foram comparados com os relatados na literatura.

4.4.1 Caracterizagcdo do composto BM 1

O composto BM 1, um sélido amarelo obtido a partir de sucessivas colunas
cromatogréaficas empacotadas com Sephadex e com silica gel, apresentou faixa de fusdo 104-
106 °C e mostrou-se solivel em cloroféormio. Com base nos dados obtidos nas analises
espectroscopicas e espectrométrica do composto, e comparando-os com os dados da

literatura, sua estrutura quimica foi atribuida ao composto morusina (Figura 23).

FIGURA 23 — Estrutura quimica de morusina.

O espectro de RMN de H (Figura 24, p. 44) apresentou trés sinais simpletos
intensos referentes a grupos metilicos, em 6y 1,47 e 1,64 ppm, com integral correspondente
a trés atomos de hidrogénio (CHs-12 e CHs-13, respectivamente) e em &y 1,46 ppm, com

integral correspondente a seis atomos de hidrogénio (CHs-17 e CH3-18). Observou-se um
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sinal dupleto em o4 3,14 ppm, com integral correspondente a dois atomos de hidrogénio,
referente a um grupo metilénico (CH2-9).

Observaram-se um tripleto em &4 5,15 ppm (CH-10) e um dupleto em &4 5,51 ppm
(CH-15), ambos com integral correspondente a um atomo de hidrogénio. Na regido de
hidrogénios arométicos, com deslocamento quimico entre 7,22-6,25 ppm, observaram-se
simpletos em &y 6,25 e 6,52 ppm (CH-6 e CH-3’, respectivamente) e dupletos em o4 6,53,
6,59 e 7,22 ppm (CH-5’, CH-14 e CH-6’, respectivamente).
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FIGURA 24 — Espectro de RMN de 'H do composto BM 1 (400 MHz, CDCls).

O subespectro DEPT 135 (Figura 25, p. 45) confirmou a presenca de um atomo
de carbono metilénico em &¢ 24,5 ppm (CH2-9), e outros onze carbonos hidrogenados. Os
sinais destes carbonos hidrogenados tiveram seus respectivos atomos de hidrogénio

atribuidos a partir do mapa de correlagéo heteronuclear HSQC (Figura 26, p. 45).
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O espectro de RMN de ¥C do composto (Figura 27) evidenciou 25 atomos de
carbono, sendo atribuidos dois atomos de carbono para o sinal em &, 28,4 ppm (CHs-17 e
CHs-18), considerando a maior intensidade relativa e a correlacdo visualizada no mapa de
contornos HSQC com o sinal de RMN de 'H com integracdo para seis atomos de hidrogénio.
Dentre os carbonos nédo hidrogenados, sugere-se que 0s sinais com deslocamento quimico
entre 182,5-152,3 ppm, apresentando maior deslocamento quimico relativo, sejam de atomos
de carbono olefinico diretamente ligados a atomos de oxigénio. O sinal em &¢ 182,5 ppm,
mais especificamente, refere-se a um atomo de carbono carbonilico (C-4). O sinal em &. 78,3
ppm, ausente no DEPT 135, refere-se a um atomo de carbono n&do hidrogenado e néo
aromatico, ligado diretamente a um atomo de oxigénio (C-16), pela regido em que se encontra

no espectro.
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FIGURA 27 — Espectro de RMN de *C do composto BM 1 (100 MHz, CDCly).

O mapa de contornos COSY (Figura 28, p. 47) mostra a correlagdo homonuclear
'H-H entre: dx 5,15 (J = 6,6 Hz) e 3,14 ppm (J = 6,8 Hz) (H-10 e H-9, respectivamente); du

6,59 e 5,51 ppm (H-14 e H-15, respectivamente), ambos com constante de acoplamento J =
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10,0 Hz; e ®4 7,22 (J = 8,8 Hz) e 6,53 ppm (H-6’ e H-5’, respectivamente). Estes valores de
constantes de acoplamento indicam acoplamento na posicédo orto (3J) para estes carbonos

metinicos.
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FIGURA 28 — Mapa de contornos COSY *H-'H do composto BM 1 (400 MHz, CDCly).

As correlacées 2Jcu e 3Jcn observadas no mapa de correlacdo heteronuclear
HMBC (Figura 29, p. 48) permitiram identificar o fragmento prenila (-CH.CHC(CHs)) (Figuras
30 e 31, p. 48 e 49, respectivamente). Entretanto, comparando todos os dados anteriormente
apresentados com os relatados na literatura, 0 composto isolado poderia ser caracterizado
como trés possiveis estruturas. Estas seriam kuwanon A, kuwanon B (NOMURA et al., 1977)
e morusina (NOMURA et al., 1976) com mudancas da posicao e substituicdo dos aneis (Figura

32, p. 49).
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FIGURA 30 — Secéo expandida do mapa de contornos HMBC *H-*C do composto BM 1

(400 MHz, CDCls) — Parte |.
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FIGURA 31 - Secéo expandida do mapa de contornos HMBC *H-*C do composto BM 1 (400
MHz, CDCl3) — Parte Il
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FIGURA 32 — Possiveis estruturas quimicas para o composto BM 1.

Para a definicdo inequivoca do composto como sendo morusina, algumas
correlagbes do mapa de contornos HMBC foram fundamentais (Figura 33, p. 50). Estas sdo
as correlacdes entre os sinais de —CH de aromaticos C-3'/H-5’, C-2'/H-6’ e C-1'/H-5" em 3]
gue sugerem que C-3’, C-5" e C-6’ pertencem ao mesmo anel aromatico, descartando assim
as duas outras estruturas. Outras correlacbes como C-2/H-6’, C-4a/H-6, C-8/H-6 e C-8/H-15
em 3J confirmaram as interligacdes entre os outros aneis da estrutura da morusina (Figura 34,
p. 50).
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FIGURA 33 - Secéo expandida do mapa de contornos HMBC H-3C do composto BM 1 (400
MHz, CDCl3) — Parte Il

FIGURA 34 — Correlag6es 3Jcn visualizadas no mapa de contornos HMBC para o composto
BM 1.

O espectro de massas com ionizacdo por paper spray (PS-MS, modo positivo)
apresentou pico do ion da espécie molecular, [M+H]", em m/z 421,21 (Figura 35, p. 51),
permitindo a confirmacdo da férmula molecular do composto como CzH240s (Massa
molecular: 420,16 u; m/z [M+H]* = 421,21).
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FIGURA 35 — Espectro de massas obtido por ionizagado PS-MS, modo positivo, parao

composto BM 1.

Os dados obtidos na andlise espectroscépica por RMN sdo apresentados na
Tabela 5 (p. 52).

Morusina trata-se de um flavonoide isoprenilado, mais especificamente,
pertencente a sub-classe das flavonas. Este composto foi isolado das cascas das raizes de
M. alba pela primeira vez por Nomura e colaboradores em 1976. Em uma reviséo sobre a
biossintese de flavonoides isoprenilados, Nomura (1999) definiu morusina como o principal
flavonoide isoprenilado dentre os varios ja isolados a partir da amoreira e de outras plantas
da familia Moraceae.

Alguns estudos corroboram com os resultados obtidos para este composto no
presente trabalho. Kim e colaboradores (2011) isolaram morusina de cascas das raizes de
Morus Ihou e verificaram seu potencial como metabdlito inibidor de acetilcolinesterase, assim
como Mazimba et al. (2011) a isolaram do caule de Morus nigra e mostraram sua moderada
atividade na captura de radicais DPPH.

Outros estudos avaliaram seu potencial citotoxico contra células cancerigenas
como, por exemplo, as do cancer de mama (LI et al., 2015), pulm&o (LI et al., 2017), leucemia

mieloide, colo do atero e gastrico (QIN et al., 2015), com resultados promissores.
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n° Carbono 5 5C & H (ppm); J (Hz) HMBC 5 °C (ppm)
(ppm) 23 33 morusina*
C 159,5 - - - 163,9
C 121,7 - - - 122,5
C 182,5 - - - 184,3
4a C 105,2 - - - 106,3
C 161,8 - - - 163,1
CH 100,2 6,25 (1H, s) C-5; C-7 C-4a; 100,5
C-8
C 159,7 - - - 161,0
C 101,2 - - - 102,6
8a C 152,3 - - - 154,2
9 CH: 24,5 3,14 (2H,d,J=6,8) C-3;C-10 C-2;C-4; 23,9
C-11
10 CH 121,0 5,15 (1H,t, J = 6,6) - C-12; 123,1
C-13
11 C 133,6 - - - 133,3
12 CHs 17,9 1,47 (3H, s) c-11 C-10; 18,1
C-13
13 CHs 25,9 1,64 (3H, s) c-11 C-10; 26,2
C-12
14 CH 114,9 6,59 (1H, d, J =10,0) - C-7; C-16 116,2
15 CH 127,4 5,51 (1H, d, J =10,0) C-16 C-8 128,6
16 C 78,3 - - - 79,6
17 CHs 28,4 1,46 (3H, s) C-16 C-15; 28,8
C-18
18 CHs 28,4 1,46 (3H, s) C-16 C-15; 28,8
C-17
1 C 112,8 - - - 113,5
2 C 155,4 - - - 162,5
3’ CH 104,0 6,52 (1H, br s) c-2 C-5 108,5
4 C 159,3 - - - 158,4
5 CH 108,7 6,53 (1H, br d) - C-1; C-3 104,3
6’ CH 131,9 7,22 (1H, d, 8,8 H2) - C-2; C-2 132,8

*Kim et al. (2011), 125 MHz, CDzOD.
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4.4.2 Caracterizagcdo do composto BM 2

O composto BM 2 consiste em um sélido marrom obtido por separacdo em coluna
cromatogréafica empacotada com silica gel, seguida de separacao pela solubilidade parcial em
metanol. Apresentou faixa de fusdo 58-60 °C e se mostrou também sollvel em cloroférmio.
Com base nos dados obtidos nas analises espectroscépicas e espectrométrica do composto,
e comparando-os com os dados da literatura, sua estrutura quimica foi atribuida ao composto

mulberrofurano B (Figura 36).

FIGURA 36 — Estrutura quimica de mulberrofurano B.

O espectro de RMN de *H (Figura 37, p. 54) mostra a presenca de quatro sinais
intensos com integral correspondente a trés atomos de hidrogénio, referentes aos grupos
metilicos. Em 04 1,52, 1,59, 1,86 (CH3-16, CH3-17 e CHs-11, respectivamente) e 3,87 ppm. O
Gltimo se encontrando mais desblindado, permite supor a presenca de um grupo metoxila
(OCHs-18).

Observa-se ainda trés sinais com integral correspondente a dois atomos de
hidrogénio referentes a grupos metilénicos, dois apresentados como tripletos em &4 1,96 e
2,04 ppm (CH2-12 e CH»-13, respectivamente) e um como dupleto em &4 3,62 ppm (CH2-8).
Quanto aos sinais com integral correspondente a um atomo de hidrogénio, observam-se dois
tripletos referentes a atomos de hidrogénio de carbonos olefinicos em 64 5,04 e 5,38 ppm
(CH-14 e CH-9, respectivamente); um sinal largo em o4 6,32 ppm (CH-4’); e sinais
sobrepostos na regido de hidrogénios aromaticos, entre &4 6,88-6,82 ppm, referentes a quatro

atomos de hidrogénio, e entre o4 7,28-7,25 ppm, referentes a um atomo de hidrogénio e o
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sinal residual de CHCls. Pela andlise da correlagdo homonuclear *H-'H no mapa de contornos
COSY (Figura 38, p. 55), concluiu-se gque os sinais em oy 7,27 ppm (H-4) e 6,84 ppm (H-5)
estdo correlacionados e, portanto, correspondem a dupletos que apresentam constante de
acoplamento semelhantes (J = 8,4 e 8,8 Hz, respectivamente). Assim, definiu-se a presenca
de dois atomos de hidrogénio sobrepostos em &4 6,88 ppm (CH-2' e CH-6"), e um atomo de
hidrogénio em &4 6,82 ppm (CH-3).

O espectro de RMN de **C do composto (Figura 39, p. 55) evidencia 25 4&tomos
de carbono, sendo atribuidos dois &tomos de carbono para os sinais em . 104,5 (C-2’e C-6’)
e 157,3 ppm (C-3’ e C-5’), considerando uma maior intensidade relativa e a possibilidade de
uma unidade aromatica simétrica. A partir do subespectro DEPT 135 (Figura 40, p. 56),
confirmou-se a presenca de trés carbonos metilénicos, trés metilicos, um carbono metoxilico,
oito carbonos metinicos, restando dez carbonos n&o hidrogenados. Os carbonos
hidrogenados apresentados no subespectro DEPT 135 tiveram seus respectivos atomos de
hidrogénio atribuidos a partir do mapa de correlagdo heteronuclear HSQC (Figura 41, p. 56).
Dentre os carbonos ndo hidrogenados, os sinais com deslocamento quimico entre 157,3-
154,5 ppm sédo atribuidos a aqueles ligados diretamente a atomos de oxigénio que, por

estarem mais desblindados, apresentam maior deslocamento quimico relativo.

T T T T T T T T T
12.0 115 110 105 100 95 90 85 80

FIGURA 37 — Espectro de RMN de *H do composto BM 2 (400 MHz, CDCl5).
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FIGURA 38 — Mapa de contornos COSY *H-'H do composto BM 2 (400 MHz, CDCls).
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Outras correlagbes observadas no mapa de contornos COSY (Figura 38, p. 55)
mostraram-se importantes para a caracterizacdo estrutural do composto. Observa-se
correlagdo entre os sinais correspondentes a H-2’' e H-6° com H-4’. Estes hidrogénios se
acoplam em posicdo meta, gerando uma pequena constante de acoplamento. Isto influi na
multiplicidade prevista para os sinais (dupleto duplo e tripleto, respectivamente), e justifica a
visualizacdo dos sinais no espectro de RMN de *H (Figura 37, p. 54) como simpletos alargados.
Observaram-se também correlagdes entre os sinais correspondentes aH-9 e H-8 (J=7,0 e
7,2 Hz, respectivamente), H-14 e H-13 (J = 6,8 e 7,4 Hz, respectivamente) e H-13 e H-12 (J =
7,4 Hz, para ambos), com valores de constantes de acoplamento que indicam acoplamento
na posicdo orto para estes carbonos metinicos. Estas correlagées 3Juu, juntamente com as
correlacées 2Jch e 3Jcn observadas no mapa de correlagdo heteronuclear HMBC (Figura 42),
permitiram identificar o fragmento geranila (-CH,CHC(CH3)CH,CH>,CHC(CH?3),) (Figuras 43 e
44, p. 58).
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FIGURA 42 — Mapa de contornos HMBC 'H-*C do composto BM 2 (400 MHz, CDCls).
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FIGURA 43 — Sec&o expandida do mapa de contornos HMBC 'H-1*C do composto BM 2 (400

MHz, CDCIls) — Parte |.
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Além disso, a correlagdo de H-8 com C-6 no mapa de contornos HMBC (Figura
45) mostra que o fragmento geranila é vizinho ao grupo —OCHs, como afirmado por Zheng e
colaboradores (2010). Diferentemente do que Nomura e Fukai acreditavam em 1981, quando,
na auséncia de uma evidéncia inequivoca, propuseram que O grupo geranila estivesse em
posicdo oposta (C-4) ao grupo funcional oxigenado no anel aromatico — Figura 46. Também
por andlise das correlacdes HMBC, confirmou-se a unidade aromética simétrica, onde H-2’ e

H-6" correlacionam-se com C-3’ e C-5’, respectivamente, em 2J, e com C-2 e C-4’ em 3J.
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FIGURA 45 — Secéo expandida do mapa de contornos HMBC *H-*C do composto BM 2 (400
MHz, CDCl3) — Parte lII.
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FIGURA 46 — Possiveis estruturas quimicas propostas na literatura para mulberrofurano B.
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O espectro de massas com ionizacdo por paper spray (PS-MS, modo positivo)
apresentou pico do ion da espécie molecular, [M+H]*, em m/z 392,22 (Figura 47), permitindo
a confirmacéo da férmula molecular do composto como CzsH2504 (massa molecular: 392,20

u).
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FIGURA 47 — Espectro de massas obtido por ionizacdo PS-MS, modo positivo, para o

composto BM 2.

Os dados obtidos na andlise espectroscépica por RMN sdo apresentados na
Tabela 6 (p. 62).

Mulberrofurano B consiste em um derivado geranilado de 2-arilbenzofurano,
isolado das cascas das raizes de M. alba pela primeira vez por Nomura e Fukai em 1981. Foi
também isolado de cascas de raizes de Morus mongolica por Shi e colaboradores (2001), que
determinaram sua concentracgao citotéxica a 50% (CCso), contra células tumorais HSC-2, HSG,
e HGF (59, 59 e 71 pug.mL%, respectivamente). Zheng et al. (2010), isolaram-no de raizes de
Morus nigra e avaliaram a atividade inibitoria de tirosinase, mas esta foi considerada fraca
(ICs0 > 200 pM). Percebe-se assim, que o composto esté presente em diferentes espécies da
familia Moraceae.

Diversos derivados de 2-arilbenzofuranos ja foram isolados de espécies do género
Morus, incluindo aqueles com unidades prenila ou mais especificamente, geranila. Muitos
deles apresentam atividades biolégicas como capacidade antioxidante, anti-inflamatéria (TAN
et al., 2010), anti-hiperglicémica e inibitérias de a-glucosidase (ZHANG et al., 2014), entre

outras.
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Neste trabalho, verificou-se que o mulberrofurano B apresenta consideravel
atividade antioxidante, nos diferentes mecanismos testados. Uma possivel causa seria a
disponibilidade dos grupos hidroxilicos no anel B de sua estrutura (Figura 36, p. 53), 0 que
facilita sua acdo como um antioxidante doador de hidrogénio. Além disso, esse anel aromatico
€ capaz de suportar o despareamento de elétrons no seu sistema de elétrons 1 (MILANI et
al., 2012).
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TABELA 6 — Dados espectroscépicos de RMN (CDCIs) do composto BM 2.

n° Carbono 5 5C & H (ppm); J (Hz) HMBC & H (ppm); J (Hz)
(ppm) 2) 3 mulberrofurano B*
C 154,5 - - - -
CH 102,3 6,82 (1H, s) c-2 - 6,86 (1H, s)
3a C 123,1 - - - -
4 CH 118,1 7,27 (1H,d, J = 8,4) - C-3;  7,32(1H,d,J=8,0)
C-6;
C-7a
5 CH 1085 6,84 (1H,d, J=8,8) - C-3a; 6,86 (1H, d, J=8,0)
c-7
c 155,5 - - - -
C 114,2 - - - -
7a C 154,7 - - 5 :
8 CH 230  362(2H,d,J=72) C-7; C6 3,63 (2H brd,J=7,0)
C-9 C-10
9 CH 1222  538(1H,t,J=7,0 C8  C-11; 5,20-5,55 (1H, m)
C-12
10 C 135,6 - - - -
11 CHH 16,4 1,86 (3H, s) C-10 C-9; 1,87 (3H, s)
C-12
12 CH: 40,0 1,96 (2H,t,J=7,4) C-10; C-9; 2,00 (2H, br s)
C-13 C-11
13 CH, 26,9 2,04 (2H,t,J=7,4) C-12; C-15 2,00 (2H, br s)
C-14
14 CH 124,6 5,04 (1H,t, J = 6,8) - C-16 4,88-5,20 (1H, m)
15 C 131,5 - - - -
16 CHs 17,8 1,52 (3H, s) C-15 C-14 1,52 (3H, )
C-17
17 CHs 25,8 1,59 (3H, s) C-15 C-14; 1,59 (3H, )
C-16
18  OCHs 57,0 3,87 (3H, s) - C-6 3,88 (3H, s)
1 C 133,4 - - - -
2 CH(2 104,5 6,88 (2H, br s) C-3/5 C-2; 6,89 (2H,dd, J=2,5)
¢ C-2/6’
c-4
3 C(2) 157,3 - - - -
5
4 CH 103,0 6,32 (1H, br s) - - 6,32 (1H, 1, J = 2,5)

*Nomura et al. (1981), em CDCls.
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4.4.3 Caracterizagado dos compostos BM 3 e BM 4

Os compostos denominados BM 3 e BM 4 sédo sélidos alaranjados obtidos a partir
de sucessivas colunas cromatograficas com subsequente separac¢do por HPLC em coluna
semi-preparativa. Estes mostraram-se insolliveis em cloroférmio, mas solaveis em metanol,
solvente que foi entdo utilizado para as analises espectroscopicas e espectrométrica.

Foram obtidos os espectros de RMN uni e bidimensionais para os dois compostos,
entretanto, neste trabalho, estes ndo foram completamente -caracterizados. Alguns
fragmentos presentes nas moléculas foram identificados e, comparando os espectros obtidos
para ambos os compostos, verificou-se um perfil estrutural semelhante entre eles. Esta
semelhanca pode ser observada, por exemplo, nos espectros de RMN de 'H apresentados
nas Figuras 48 e 49 (p. 64).

A maior diferenca estrutural detectada se refere a presenca de dois grupamentos
isoprenila no composto BM 3, sendo que apenas um destes é observado em BM 4. Esta
informacdo pdde ser definida a partir do nimero de carbonos metilicos e metilénicos
observados no subespectro DEPT 135, correlagdes homonucleares visualizadas no mapa de
contornos COSY, além de correlagdes heteronucleares apresentadas no mapa de contornos
HMBC (Figuras 50 e 51, p. 65).

Outra informacéo relevante obtida a partir da analise dos espectros de RMN de
13C corresponde a dois sinais com elevado deslocamento quimico (5¢ 184,1 ppm e &¢ 210,3-
210,5 ppm) que indicam a possivel presenca de duas carbonilas nas estruturas. Se
confirmando, estes grupos podem ser 0s responsaveis pela maior polaridade relativa de BM
3 e BM 4 frente aos demais compostos isolados, como anteriormente observado e discutido
com a analise dos seus respectivos cromatogramas (item 4.2, p. 34). Além disso, o fato de
BM 3 apresentar menor polaridade em relacdo a BM 4 corrobora com o fato deste apresentar
duas unidades isoprenila.

A partir desta interpretacdo dos espectros de RMN pode-se sugerir que estes
compostos pertencam a classe dos flavonoides isoprenilados, assim como morusina.

Os espectros de massas com ionizacao por electrospray (ESI-MS, modo positivo)

obtidos para BM 3 e BM 4 s&do apresentados nas Figuras 52 e 53 (p. 66), respectivamente.



64

0000 —

!
166°T ~
se9t
£99°1/

81
\

880°¢
moﬁ.m/
99T°E€ -t

POEE

CH,OH residual

80£°E

wmm.m)
655'%
295
ovme/
RD.L

£E0°C

65T'S L
1815~

006°S
G76°G L

£90'9
690°9 /|
#80'9

mwo.wg
€V1'9
]
9F'9
P6¥'9
9eL'9
48079

Agua residual

00°€

0°E
10

60°E

(4
TLT

T
e

=0T
£z61

208'T
71
T

10T
0
5160

95 90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 05 00
1 (ppm)

10.0

FIGURA 48 — Espectro de RMN de 'H do composto BM 3 (400 MHz, CD3;0OD).

000°0 —

TSHT -
84T~
8c9'7

00E°E |
POE'E
80€°E

CH-OH residual

7ee
91£e
LPE'E

[44584 ~
SPE'R
685'F -

V. OR

891G~
981°G~
118'G
106°S )/
£66'6-L
8E6'S
9509
790°9
£LL0°9
780'9
€19
16%°9
69t'9
16+'9
9249
YR

Agua residual

00°€
77
“og"

hotre

HET

85T

€01
M.mm..ﬁ
0T
10°T
6°0

} 80
%80

0.5

1.5 1.0

2.0

4.0 3.5 3.0

50 45
1 (ppm)

6.5 6.0 5.5

7.0

9.5 9.0 8.5 8.0 7.5

10.0

FIGURA 49 — Espectro de RMN de 'H do composto BM 4 (400 MHz, CDs0OD).



I N

C-1/H-20 cwm CZIHB
“a — C-2/H-21 - - -
20
*— C6/H-21 "4 ‘\
C6/H2 C-7  H-1 Fa0
c7 f H-20
60
80
C-20/H-T
C-21/H6 100
C-21/H-2

CAT/H3 — \1/IC-ZOIH1

17 C-217H-3 — C23IH2 ey e C23/HlE
j_ﬁ‘ ;,ﬁ C-23/H3 — ~ e

3 140

Cooa g C247HA
20 Sy ! 21 Xy 2 . 160

24 23
180
6

200

5.4 5.2 S.U 48 46 44 42 40 38 36 34 32 30 28 26 24 22 20 18 16 14 1.2 10

f2 (ppm)

FIGURA 50 — Sec&o expandida do mapa de contornos HMBC H-1*C do composto BM 3 (400

MHz, CDsOD).

.

C-1/H-20 cT
/ i i - -
r20
T~ C-7 /H-20 X
N ) crint [
60
80
100
C-20/ H-1
;ffﬁ 5 C-20/H7 _ I 120
C-24/H7* *
20 1 C-24/H-1 [0
24
160
;
180
200
5‘4 5‘2 50 48 46 44 42 40 38 36 34 32 30 28 26 24 22 20 18 16 14 1.2 1.0

f2 (ppm)

FIGURA 51 - Secéo expandida do mapa de contornos HMBC *H-*C do composto BM 4 (400

MHz, CDsOD).

f1 (ppm)

f1 (ppm)



Bruba.Martins_2018.02.22_BM3 #1 RT: 0.00 AV: 1 NL: 1.58E4
T: ITMS + ¢ NSI Full ms [100.00-1400.00]

100

90
80

70
60

405.33

349.28
775.25

429.39 783.36
997.75

473.39 941.80

341.25
517.48 760.67 799.35
832.32
561.51
693.51 867.94 1153.03
301.19 “ 1260.16

v Ll

1333.01

149.22
|
e

200 400 600 800 1000 1200 1400
m/z

FIGURA 52 — Espectro de massas obtido por ionizagcdo ESI-MS, modo positivo, para o

composto BM 3.

Bruba.Martins_2018.02.22_BM4 #1 RT: 0.00 AV: 1 NL: 3.75E4

T: ITMS + ¢ NSI Full ms [100.00-2000.00]

100
90
80

70

274.28
l

1407.95

437.24

707.15
473.41

385.33
517.41

561.50

m‘l‘tu‘_‘x\”“”‘m ‘ 4‘\‘\39‘[‘\”%1

|
TrTT AR R LA LA L

1128.78

341.26 ” 1380.77

1475.36 1755.28 1872.80

200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000
m/z

FIGURA 53 — Espectro de massas obtido por ionizagdo ESI-MS, modo positivo, para o

composto BM 4.

66



67

5 CONCLUSOES

O estudo do extrato etandlico de raizes da variedade 1Z 40 de M. alba resultou no
isolamento de quatro compostos (BM 1 - BM 4), por meio de utilizacdo de técnicas
cromatogréficas classicas e instrumentais. Esta matriz se mostrou complexa, onde a presenca
de substancias de estruturas quimicas semelhantes dificultou uma boa separacéo.

Os teores dos compostos foram determinados e, a partir da andlise do perfil
cromatogréafico obtido para os compostos e para 0s extratos etandlicos de raizes de seis
variedades de M. alba, verificou-se que trés dentre as quatro substancias isoladas (BM 1, BM
3 e BM 4) correspondem a compostos majoritarios nestes extratos, podendo ser consideradas
marcadores quimicos destas amostras.

Em relagdo aos ensaios de avaliacdo da atividade antioxidante dos compostos
isolados, BM 2 foi o que apresentou maior atividade antioxidante frente a todos os protocolos
testados. Para os demais compostos, 0s resultados obtidos variaram entre as diferentes
metodologias, 0 que mostra a importancia de realizar a andlise frente a diferentes
mecanismos/protocolos de acdo. Ressaltam-se também os resultados para o composto BM
1, que embora apresente moderada atividade antioxidante quando analisado
independentemente, mostrou correlagdo estatistica entre seus teores nos extratos e a
atividade antioxidante apresentada para os mesmaos, na maioria dos extratos. Desta forma,
infere-se corresponsabilidade de BM 1 na atividade antioxidante dos extratos etandlicos das
raizes de M. alba, em um provavel sinergismo com outras substancias bioativas.

Para os compostos isolados e extratos etandlicos, obteve-se porcentagens de
inibicdo da enzima acetilcolinesterase préximas, com destaque para o composto BM 1 e o
extrato 1Z 40. Para estas duas amostras realizou-se também o ensaio para avaliacdo da
capacidade neuroprotetora em D. melanogaster, contra a exposi¢cao a toxina rotenona, com
resultados promissores. Com isso, gera-se um maior interesse no aprofundamento de estudos
das raizes de M. alba visando a prevencao de doencas neurodegenerativas.

De forma geral, conclui-se que os compostos isolados sdo bioativos e, estando
presentes em grandes quantidades no material vegetal estudado, a exploracdo de seu
potencial biolégico é de interesse.

Finalmente, BM 1 e BM 2 puderam ter suas estruturas quimicas caracterizadas e
foram identificados como sendo o flavonoide morusina e o derivado geranilado de 2-
arilbenzofurano, mulberrofurano B, respectivamente. Como perspectivas futuras, visa-se o
isolamento de BM 3 e BM 4 com maior pureza, de forma a permitir a caracterizacdo completa

e inequivoca de suas estruturas quimicas.
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