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CHEMICAL COMPOSITION AND PHOTOPROTECTIVE AND ANTIRADICAL ACTIVITIES OF THE BRANCHES OF
Platonia insignis (CLUSIACEAE). The chemical study of the branches of Platonia insignis enabled the isolation of the biflavonoid
morelloflavone and the identification, by mass spectrometry, of over 9 polyphenols, including eight biflavonoids, one benzophenone,

and one xanthone. The in vitro biological tests of solar photoprotection and antiradical activities against the crude extract and Hex
and AcOEt fractions showed relevant results, which confirm the high pharmaceutical potential of the species.
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INTRODUCAO

O uso de plantas com fins medicinais € provavelmente tdo
antigo quanto o aparecimento do préprio homem. A preocupacio
com a cura de doengas sempre se fez presente ao longo da histéria
da humanidade.' No Brasil, o conhecimento das propriedades de
plantas medicinais € uma das maiores riquezas da cultura indigena,
uma sabedoria tradicional que € passada de geragdo em geragdo.? As
plantas medicinais sempre foram objeto de estudo, buscando-se novas
fontes para obtengao de principios ativos (metabolitos secunddrios),
responsaveis por sua acdo farmacolGgica ou terapéutica.’

A familia Clusiaceae Lindl., também conhecida como Guttiferae,
apresenta uma distribuicdo pantropical, incluindo cerca de 55 géneros
e 1.200 espécies.** No Brasil, encontra-se representada por 12 géneros
(1 endémico); 126 espécies (42 endémicas), além de 4 subespécies que
podem ser encontradas como arbustos, drvores ou lianas.® A familia
ndo € endémica do pais, no entanto, € nativa de grande parte dele,
com ocorréncias confirmadas nas regides Norte, Nordeste, Centro-
Oeste, Sudeste e Sul.®’

Estudos realizados com plantas da familia Clusiaceae
identificaram constituintes quimicos pertencentes a classes e sub-
classes de metabolitos como cumarinas, xantonas, benzofenonas,
biflavonoides e triterpenos.®!' Os biflavonoides sdo umas das
sub-classes mais abundantes, considerados como marcadores
taxondmicos da familia.’

O género Platonia Mart. tem como sindnimo heterotipico
Aristoclesia Coville e apresenta uma tnica espécie (Platonia insignis).
E um género nativo, ndo endémico do Brasil, com distribuigio nas
regides Norte (Amazonia, Pard, Roraima) e Nordeste (Maranhio e
Piaui), além de outros paises como Peru, Venezuela, Colombia e
Guiana Francesa.*!?

A espécie Platonia insignis é conhecida popularmente como
bacurizeiro ou bacuri. E uma planta madeireira, de frutos comestiveis,
bastante saboreada pela populagdo, que utiliza a polpa do fruto para
fabricacdo de sucos, sorvetes, doces e outros.® A espécie € pertencente
afamilia Clusiaceae e nativa do cerrado brasileiro, também apresenta
sinonimias como Aristoclesia esculenta Stuntz, Moronobea esculenta
Arruda e Platonia esculenta Oken.® O 6leo das sementes € empregado
na medicina popular no tratamento de problemas de pele, tais como
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queimaduras, feridas, e no tratamento de dores lombares, inflamagdes
e cicatrizagdo."

Atualmente existe na literatura registros de estudos fitoquimicos
das cascas das sementes, dos frutos e do caule, da polpa, da semente
e das flores de P, insignis Mart.!"1+1 Estudos farmacolégicos também
foram realizados com a espécie, como atividade antioxidante in vitro,
citotoxica, anticolinesterdsica, antimicrobiana, anticonvulsivante,
cicatrizante, antileishmania e gastroprotetora.>$!1.13.1417-19

A revisdo bibliografica de P. insignis mostra que a espécie
é promissora para a inddstria farmacéutica e biotecnoldgica,
estimulando estudos mais aprofundados. Apesar da existéncia de
estudos quimicos e farmacoldgicos com as sementes e cascas dos
frutos de P. insignis, ndo foram encontrados trabalhos relatados na
literatura com os galhos. Assim, considerando o potencial verificado
a partir dos resultados anteriores e devido a grande quantidade de
compostos fendlicos e com potencial de atividade antioxidante
in vitro frente ao radical DPPH, o presente trabalho teve como
objetivo realizar uma investigacio quimica e a avalia¢do do potencial
fotoprotetor, devido a alta incidéncia de radiagdo solar no Cerrado
e antioxidante dos galhos de Platonia insignis Mart. (Clusiaceae),
contribuindo ainda mais para o conhecimento cientifico da espécie.

PARTE EXPERIMENTAL
Instrumentacao e procedimentos gerais

Os solventes etanol e metanol utilizados na extracdo e
fracionamento foram de grau analitico (Synth). Na andlise por
espectrometria de massa foram de grau HPLC e a dgua ultrapura
(resistividade 18.2 MQ)) foi obtida em um sistema de purificagdo.
Os reagentes utilizados na andlise de teor de fendis totais, atividade
antioxidante e fotoprotetora foram Folin-Ciocalteu (Merck),
carbonato de sédio (Synth), radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazila
(DPPHpe) (Sigma), rutina (Sigma), BHT (Vetec).

As medidas de absorg¢do foram feitas usando espectrofotdmetro
UV-Vis Lambda 25 (PerkinElmer, Waltham, MA, USA). Os espectros
de massas foram obtidos por inser¢do direta em Espectrometro de
Massas com analisador lon trap ITMS, AMAZONAS X, Bruker
Daltonics) equipado com fonte de ionizacdo por eletrospray (ESI).
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Material vegetal

Os galhos da espécie Platonia insignis foram coletados em 17 de
janeiro de 2016, na cidade de Timon no Maranhdo, nas coordenadas S
04°50’ 56,6” e W 042° 05’ 04,8”. A exsicata da espécie com nlimero
TEPB 31.718 e cadastro SisGen ACB65D0 encontra-se depositada no
Herbario Graziela Barroso — UFPI, na cidade de Teresina.

Obtencio do extrato etandlico, fracoes e sufracoes

Os galhos (906 g) foram limpos por meio de d4gua corrente, secos
a temperatura ambiente e triturados por moinho de facas. O material
vegetal foi submetido a2 macerag¢do com etanol por 6 vezes durante
oito dias. O solvente foi removido em evaporador rotatdrio sob pressao
reduzida e liofilizado para a obtencdo do extrato bruto (57,88 g).

Uma aliquota (25,30 g) do extrato bruto (EEtOH) dos galhos
de P. insignis foi submetida a extracdo liquido-liquido por meio de
suspensdo em MeOH/H,O (1:2) (100 mL) e pelos solventes orgénicos
hexano e acetato de etila, obtendo-se respectivamente fra¢cdes: hexano
(Hex) (10,04 g), acetato de etila (AcOEt) (12,04 g) e fracdo residual,
hidroalcodlica (HA) (1,45 g).

A fracdo AcOEt (10 g) foi adsorvida em uma coluna cromatografica
de gel silica, eluida com cloroférmio/metanol em ordem crescente de
polaridade. Foram coletadas 71 fragdes e reunidas em 33 subfracoes
apos andlise por CCDC, na qual se destacou a FAc21 (210 mg)
apresentando um precipitado branco, com uma tinica mancha amarela
intensa em CCD, caracteristico de substancia pura.

Analise por ESI-IT/MS" do extrato bruto, fracio AcOEt e
sufracao FAc21 dos galhos de P. insignis

As andlises realizadas por ESI-IT/MS" do extrato bruto,
fracdo AcOEt e subfragdo FAc21 dos galhos de P. insignis, foram
obtidos através da insercdo direta (ID) via bomba de seringa, em
espectrometro de massas com analisador armadilha de fons (ITMS,
AmaZon X, Bruker Daltonics), em fluxo continuo de 5 pL. min’,
nas faixas de massa m/z 100 a 1500, em metanol/dgua (1:1). As
amostras foram ionizadas por electrospray (ESI) e as fragmentagdes
foram obtidas em muiltiplos estdgios (MS"), em uma interface do tipo
Ion trap (IT). O modo negativo foi escolhido para a geragao e andlise
de todos os espectros, a voltagem do capilar 4,5 kV, nebulizador de
nitrogénio com fluxo de 5 L min! e temperatura da fonte de 220 °C
a uma pressdo de 10 psi para o nebulizador de nitrogénio. Antes
de cada analise o ESI-IT-MS foi calibrado com formiato de sddio,
sendo o erro inferior a 1 ppm. O tratamento dos espectros de massas
foi realizado no software Compass 1.3 Data Analysis (versdo 4.0,
Bruker Daltonics).

Espectroscopia de Ressonidncia Magnética Nuclear de 'H

A subfragio FAc21 foi analisada por espectroscopia de RMN de
hidrogénio (‘H) solubilizada em metanol deuterado. O espectro foi
obtido em espectrometro Varian INOVA — modelo 400, operando a
400 MHz ('H) (9,4 Tesla).

Determinacio do teor de fendis totais

O teor de fendis totais foi determinado seguindo a metodologia
descrita por Uriu Martins ef al.® O extrato bruto e fracoes Hex e
AcOEt foram solubilizadas em dgua destilada com auxilio de 5%
de DMSO em concentragdes de 250 pg mL!. Dentre as solucoes
preparadas, foram retiradas aliquotas de 0,5 mL e transferidas para
tubos de ensaio, adicionados 8 mL de dgua destilada e 0,5 mL do
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reagente Folin Ciocalteau 20% (v:v). Em seguida, a solucdo foi
homogeneizada em agitador tipo vortex, apds 3 minutos, acrescido 1
mL de solugao de carbonato de sédio (Na,CO;) a 20% (m:v) e apés 1
h em banho maria a 37 °C, foram realizadas as leituras das densidades
oticas em espectrofotdmetro a 720 nm. Utilizou-se como padrao de
referéncia o dcido gdlico da marca Sigma® para construgio da curva de
calibragdo que foi expressa por A = 0,0057C + 0,014, com coeficiente
de correlacdo linear igual a 0,999, em que “C” € a concentragdo do
acido gélico e “A” € absorbancia. A partir da equagdo da reta obtida
na curva de calibracio, realizou-se o cdlculo do teor de fendis totais,
expresso em EAG (equivalente ao 4cido gélico mg') de amostra.
Todas as andlises foram realizadas em triplicata. Para construgéo dos
graficos e andlises estatisticas, utilizou-se o programa Origin 8.0®.2!

Determinacao do fator de protecio solar (FPS) e comprimento
de onda maximo e absorbancia do extrato, fracoes e subfracio
FAc21

A determinagdo do Fator de Prote¢do Solar (FPS) foi baseado no
método espectrofotométrico de amostras em solugdo adaptado por
Mansur.?? Solugdes contendo o extrato bruto, fragdes e subfragio
FAc21, foram preparadas com as respectivas concentragdes 5, 25,
50 e 100 mg mL"!, em etanol. As mesmas, foram submetidas a
leitura de suas absorbancias utilizando cubetas de quartzo em um
espectrofotdmetro (UV-Vis PerkinElmer - Lambda 25) nas faixas de
200 a400 nm, com intervalos de leituras de 5 nm. Em seguida, foram
substituidos os valores de absorbancia obtidos, na equagao adaptada
por Mansur e colaboradores (1986) (Equacdo 1), que relaciona
produto entre o efeito eritematégeno (EE) e a intensidade da radiagio
(I), que € constante em cada comprimento de onda (Tabela 1).22 Os
testes foram realizados em triplicatas.”

FPS =FCxY " 'EE(\) x I(A) x Abs(%) )

em que: FC = fator de correcdo igual a 10; EE(A) = efeito
eritematégeno da radiagdo solar em cada comprimento de onda (A);
I(M) = intensidade da radiac@o solar em cada comprimento de onda
(A); Abs(A) = leitura da absorbancia obtida da amostra em cada
comprimento de onda ().

Tabela 1. Ponderacdo empregada no célculo do fator de protecio solar por
espectrofotometria.?*

EE x I (normalizado)

Comprimento de onda (nm) Valores relativos

290 0,0150
295 0,0817
300 0,2874
305 0,3278
310 0,1864
315 0,0839
320 0,0180
Total 1,0002

Atividade antioxidante frente ao radical DPPH

O ensaio da atividade antioxidante foi realizado frente ao radical
DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil) de acordo com a metodologia
descrita pela literatura, com algumas adaptagdes.”® Para o extrato
bruto, fragdes e subfracdo FAc21 dos galhos de P. insignis foram
utilizados 12,5 mg de cada em triplicata, e preparado solugdes com
metanol nas seguintes concentracoes: 250 pg mL' que foram diluidas
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nas concentragdes de 200, 150, 100, 50 e 25 ug mL!. Posteriormente,
foi preparado uma solucéo estoque do radical DPPH na concentragdo
de 40 ug mL"' que foi protegida da luz.

A leitura das absorbancias (A) das misturas reacionais (0,3 mL
da solug@o da amostra e 2,7 mL da solugio estoque de DPPH, na
concentracdo de 40 ug mL™"), foram feitas a 516 nm, em triplicata, no
1°, 5° e 10° minuto de andlise, a cada 10 min até completar 30 min.
Utilizando-se como branco a solu¢do metanélica da amostra (0,3 mL)
e metanol (2,7 mL). A equagdo da curva analitica, foi construida com
o DPPH nas concentragdes de 353, 30, 25, 20, 15, 10, 5 e 1 ug mL",
onde aA = 33,227c + 1,0607, com coeficiente de correlagdo linear r =
0,9997. A partir da equagdo da curva do radical DPPH e dos valores de
absorbancia no tempo de 30 min para cada concentracao testada, foram
determinados os percentuais de DPPH remanescentes (%DPPHgg,y).
O percentual de atividade antioxidante (%AA) do extrato, fracdes
e subfracdo FAc21 foram determinados a partir dos valores de suas
absorbancias medidas nas concentragdes de 25, 50, 100, 150, 200 e 250
ug mLno tempo de 30 minutos e calculado de acordo com a equag?o,
%AA = 100 — ([DPPH],,,/[DPPH],) x 100. Os resultados foram
expressos pelo valor de CEs,, concentragio eficiente em pg mL"' da
amostra capaz de reduzir em 50% a concentragio do radical livie DPPH.

Silva et al.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Analise por ESI-IT/MS" do extrato bruto, fracio AcOEt e
subfracdo FAc21 dos galhos de Platonia insignis

Os espectros de {ons totais obtidos da andlise por ESI-IT/MS" do
extrato, fragdo AcOEt e subfragdo FAc21 apresentaram uma grande
variedade de fons, que ao serem detectados, sugeriu a presenca de
diversos metabolitos como: biflavonoides, benzofenona e xantona na
composi¢do quimica. A Figura 1 apresenta os espectros de massas
obtidos em modo negativo [ESI (-)] do extrato bruto (A), fracdo
AcOEt (B) e subfragdo FAc21 (C), apresentando sinais de maior
intensidade os fons com m/z 601, m/z 555, m/z 557 e m/z 573.

A identificagdo dos compostos da espécie foi obtida com base
no comportamento espectral de massa das fragmentacdes em
experimentos de MS", pela selecdo e fragmentagio do fon precursor e
comparagdes com a literatura. Portanto, um total de 11 picos de maior
intensidade foram detectados, os mesmos podem ser observados
na Tabela 2. Os compostos 1 - 11 estéio presentes no extrato bruto
e na fracdo AcOEt, ja a subfracio FAc21 apresentou somente o
composto 2, confirmando seu isolamento (Figura 2).
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Tabela 2. Identificagdo dos constituintes quimicos do extrato, fracdo AcOEt e substincia isolada dos galhos de P. insignis

o L L. Férmula Massa [M-H]~ ) . .
N Constituinte quimica molecular  molecular ) ESI-MS" (% pico base) Referéncias
1 o-Mangostin C,,H,O4 410 409 MS? [409]: 351 (100), 394 (17,26), 339 (21,18), 377 (2,98) 29

MS?[409—351]: 295.9 (100), 335.9 (75,61), 307 (28,28),
2 Morelloflavona C;H,00,, 556 555 MS?[555]: 429 (100), 403 (4,16) 26
MS?[555—429]: 401 (100), 356.9 (17,61), 294.5 (11,25)
3 GB-2a C;H,0,, 558 557 MS?[557]: 431 (100), 403 (6,0) 26
MS3[557—431]: 294.9 (100), 329.9 (14,29), 403 (17,35), 413 (24,21)

4 GB-2 C;0H,0,, 574 573 MS?[573]: 447 (100), 419 (13,78) 26
MS3[573—447]: 419 (100), 294.9 (10,76)

5 Garcinilipitona FC C;3H;5004 602 601 MS?[601]: 465.3 (100), 409 (66,57), 557 (27,60) 14
MS3[601—273]: 273 (100), 397.3 (25,73)

6 Morelloflavona-7"-0-  C;H,,0,,S 636 635 MS?2[635]: 429 (100), 555 (81,87), 499 (16,46) 26

sulfato MS?3[635—429]: 401 (100), 295 (16,65), 357 (19,0)

7 GB-2a-sulfato C,H,;0,,S 638 637 MS?[637]: 431 (100), 557 (30,11) 26
MS?[637—431]: 294.9 (100), 413 (17,11)

8 Fukugisidio Cy6H;006 718 717 MS?[717]: 565 (100), 429 (57,51), 591 (34,18) 26

MS3?[717-565]: 403 (100), 445 (9,24)

9 GB-2a-0- CyH;,046 720 719 MS?[719]: 431 (100), 557 (24,90), 593 (8,16) 26
glicopiranosidio MS3[719—431]: 294.3 (100), 413 (16,15)

10 GB2-77-0- C;H,0y4 736 735 MS?[735]: 447 (100), 573 (11,84) 26

glicopiranosideo MS3[735—447]: 429 (100), 419 (27,60), 268.9 (14,83)
11 NI - 762 761 MS?[761]: 679 (100), 615.3 (87,25), 597.2 (73,28) -

NI: composto ndo identificado.

2: R1= R2=H, R3=R4= OH
6: R,= H, R,=SO3H, R;=R,= OH  7: R,= OH, R,= H, R;=Rs=R4= OH, 10: R,=R,=Rs= OH, R,= H,

8: Rlz H, R3:OGIC, RZZH,
R,=OH

R4: SO3H

R4= Glc

3: R4=H, R1=R2=R3=R5=R6= OH

4: R1:R3=R4=R5= OH, R2= H

R3= OGlc

9: R1:R3=R5:R6:OH, R2: H,

Figura 2. Constituintes quimicos identificados no extrato, fra¢do AcOEt e subfracdo FAc21 dos galhos de P. insignis

Biflavonoides

Os biflavonoides dos galhos de P. insignis foram os constituintes
majoritdrios identificados, totalizando 8 compostos. Na familia
Clusiaceae € relatado a presenca de uma variedade desses metabolitos,
no qual, sdo agrupados em quatros tipos principais: GB1, GB-1a,
morelloflavona e amentoflavona.® Neste trabalho, foram identificados
na espécie trés tipos de biflavonoides de Clusiaceae (Figura 2).

Tipo Morelloflavona

Os compostos 2, 6 e 8 foram identificados como biflavonoides do
tipo morelloflavona devido ao padrio de ligagdo de seus mondmeros
(flavanona-(3—8")-flavona).>!* O composto 2, presente no EEtOH,
fracdo AcOEt e como tinico pico na subfracdo FAc21 apresentou fon
molecular em m/z 555 [M-H] sendo identificado como morelloflavona
(naringenina-(3—8")- luteolina) ou Fukugentina, e confirmado
pelo produto da via de fragmentagdo MS?em m/z 429 [M-H-126],
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correspondendo a perda -C,HO, do floroglucinol (-126 Da), devido a
clivagem do anel C no mondmero de naringerina. Na fragmentagdo em
MS3, o composto apresentou um fon em m/z 401 [M-H-28] pela perda
neutra de CO no anel C do mondmero de naringerina (Figura 2S).
Este constituinte € considerado um marcador quimiossistematico de
Clusiaceae (Figura 3a).’

b)

<)

-126 Da

(- CeHg05)

O ion molecular em m/z 635 [M-H], pertencente ao composto 6,
foi identificado como morelloflavona-7”-O-sulfato.** Esse composto
apresenta fon fragmento MS? em m/z 429 [M-H-206] pela perda
de -C;HO; e -SO; e o fon em m/z 555 (caracteristico do composto
morelloflavona) e MS3em m/z 401 [M-H-28]- (Figura 6S) pela perda
de uma molécula de CO.? O composto 8 apresentou o fon molecular
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Figura 3. Proposta de vias de fragmentagdo MS" para os biflavonoides do tipo morelloflavona (a), GB-1a (b) e GBI (c) de Platonia insignis
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em m/z 717 [M-H] e foi identificado como fukugisideo, um derivado
glicosilado da morelloflavona, apresentando como fon fragmento MS?
em m/z 565 [M-H-152] com perda de -C,H,O, referente a clivagem do
anel A e parte do anel C do mondmero de naringerina, e fon produto
MS? em m/z 403 [M-H-162] com perda de glicose (-162 Da) no anel
A do Flavonoide II do mondmero de luteolina (Figura 8S).2

Tipo GB-1la

Os compostos 3,7 e 9 foram identificados como biflavonoides do
tipo GB-1a (biflavonoide do género Garcinia), que apresentam padroes
de ligagdo dos seus mondmeros (flavanona (3—8")-flavanona).” O
composto 3 apresentou pico do fon molecular desprotonado em m/z
557 [M-H] e foi identificado como GB-2a (naringenina-(3—8")
eriodictiol), e o seu fon produto MS? em m/z 431 [M-H-126] com
a perda -C,HO;, devido a clivagem do anel C no mondmero de
naringerina e MS? em m/z 295 [M-H-28] pela perda de CO (Figura 3S)
(Figura 3b).% O segundo composto desse tipo de biflavonoide foi 0 7,
detentor do fon molecular em m/z 637 [M-H], foi identificado como
GB-2a-sulfato, um derivado de GB-2a com a presenga do substituinte
SO;, demonstrando perda de [M-H-80] e gerando fons MS? em
m/z 557 e m/z 431 [M-H-126-80] caracteristicos dos fragmentos do
fon precursor GB-2a (Figura 7S). O composto 7 apresentou fon MS?
em m/z 295 [M-H-136] devido a clivagem de —C;H;O, do anel B e
parte do anel C do mondmero de eriodictiol, do segundo flavonoide
da molécula. O composto 9 de fon molecular em m/z 719 [M-H]
foi identificado como GB-2a-O-glicopiranosideo, demonstrando
um fon fragmento MS? em m/z 431 [M-H-126-162] apresentando
perdas -CsH,O; e de glicose (Glc), assim como seu fon precursor
em m/z 557 [M-H-162] (Figura 9S), confirmando também ser um
derivado glicosilado de GB-2a.>*

Tipo GBI

Os compostos 4 e 10 foram classificados como biflavonoides
do tipo GBI (flavanona-(3—8")-flavonol).® O fon molecular em m/z
573 [M-HJ, correspondente ao composto 4, foi identificado como
GB-2 (naringenina-(3—8")-taxifolina) e pelos fragmentos MS?
com fon em m/z 447 [M-H-126] novamente pela perda de -C,H O,
devido a clivagem do anel C no mondémero de naringerina e MS* em
m/z 419 [M-H-126-28] pela perda de uma molécula neutra de CO
(Figura 3c, 4S). O composto 10 € um derivado glicosilado de GB-2,
e denominado de GB2-7”-0O-glicopiranosideo.? Esse composto
apresenta fon molecular em m/z 735 [M-H] e tem como produtos de
fragmentacdes de segunda ordem o fon em m/z 447 [M-H-126-162]
pela perda de -C¢H¢O, e glicose, assim como fon precursor em m/z
573 caracteristico de GB-2. O {on de terceira ordem em m/z 429
[M-H-18] apresentou perda de uma molécula neutra de dgua (18
Da) (Figura 10S).%

Benzofenona poliisoprenilada

A presenga de benzofenona nos galhos de P. insignis pode ser
confirmada pelo composto 5, com {on molecular em m/z 601 [M-H]
, identificado como garcinielipitona FC (GFC), apresentando {on
MS?em m/z 465 [M-H-136] pela clivagem de -C,,H,; (136 Da) de
duas unidades de isoprenos e fon MS? em m/z 273 [M-H-192] pela
perda de —C,,;H,,0, (Figura 5S).'4?7? Garcinielipitona FC é um par
tautomérico de benzofenona poliprenilada e ja foi isolado do extrato
hexanico das sementes de P. insignis, sendo suas formas isoméricas
bem elucidadas.!'**

Xantona

O composto 1 foi identificado como o-mangostin, com fon
molecular em m/z 409 [M-H] e fons fragmentos MS? em m/z 351
[M-H-58]". Para a formagao desse fon de segunda ordem a molécula
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sofre uma desmetilagdo (-CH;) formando um fon em m/z 394
[M-H-15]"%° Posteriormente ocorre o fechamento do anel B, com
perda de —C;H; formando ento o fon de maior intensidade em m/z 351
[M-H-43]". Outro fragmento de segunda ordem foi observado devido
a reag@o competitiva durante a desmetilacio, que favoreceu a perda
de um grupo prenil (-C,H,) no anel B, formando também o fon de
menor intensidade em m/z 339 [M-H-55]". A fragmentacdo em MS?
demonstrou um fon em m/z 296 [M-H-55] devido a outra perda de
grupo prenil (-C,H,)ligado ao anel A (Figura 1S). Esse composto foi
sugerido, pois € o inico isdmero bem descrito por védrios autores e de
ampla ocorréncia na familia Clusiaceae e, além disso, ja foi relatado
em P, insignis.®®

Espectroscopia de Ressonincia Magnética Nuclear de 'H da
subfracio FAc21

A andlise por RMN de 'H (Figura 12S) mostrou um sinal de
dupleto com J;; 5,76 referente ao H-2 com constante de acoplamento,
J = 12 Hz. De acordo com a literatura, o sinal referente ao H-3 é
encontrado em J, 4,89 (d, J= 12 Hz), porém o sinal referido foi
encoberto pelo sinal da dgua do metanol deuterado em &, 4,84.
A posicdo dos hidrogénios H-2 e H-3 evidenciam a subclasse das
flavanonas.!®*

Os sinais com &, em 7,11 (d, J =8,0 Hz) e 6,42 (d, J = 8,0 Hz)
foram atribuidos aos pares de dtomos de hidrogénios equivalentes nas
posigdes 2'/6" e 3'/5" (Figura 13S), respectivamente, confirmando o
padrdo de substitui¢do caracteristica de anel p-substituido da por¢ao
flavanona do biflavonoide.

Observou-se dois simpletos largos em & 5,97 e 5,99 atribuidos
aos hidrogénios H-6 e H-8 no anel A e um simpleto em J; 6,25
referente ao H-6". Outro simpleto em &, 6,41 € atribuido ao H-3"
pertencente ao anel F. O H-5" em 8,,6,92 (d, J = 8,0 Hz) acopla-se
com o H-6" em §,, 7,30 (dd, J = 8,0 Hz) e esse, por sua vez, acopla-
se também com o H-2" com &, 7,35 apresentando um simpleto
largo (Figura 12S).!193° Os sinais principais sdo acompanhados
por sinais de menor intensidade, fato explicado pela restri¢io na
rotagdo C-3—C-8", proposta por Li ef al., que evidencia o efeito
atropisomérico do biflavonoide.!® A andlise do espectro de RMN 'H
e comparagdo com dados da literatura confirma a identifica¢do do
biflavonoide morelloflavona.

Determinacio do teor de fendis totais

Os teores de fendis totais (FT), foram determinados em mg
de equivalente de 4cido gélico por grama de amostra (EAG). Os
resultados das andlises de FT do extrato bruto, fracdes Hex e AcOEt
dos galhos de P. insignis estdo apresentados na Tabela 3.

Tabela 3. Teor de fendis totais (mg de EAG/g de material vegetal seco) do
extrato, fracdes Hex e AcOEt dos galhos de P. insignis

Fendis Totais

Amostras (mg de EAG g de MVS = DP)
EEtOH 3483+ 6,5
F. Hex 113,7+1,2

F. AcOEt 382,0 4,7

Os resultados demonstram que o extrato bruto (348,3 + 6,5 mg de
EAG g!) dos galhos € rico em polifendis, no qual pode ser
confirmada pela andlise de ESI-IT/MS". A fracdo AcOEt
(382,0 + 4,7 mg de EAG g") apresentou uma quantidade superior
ao extrato, esse alto teor corrobora com a identificacdo por massas
de 11 compostos, dentre eles biflavonoides, benzofenona e xantona.
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Esses resultados confirmam ainda mais o alto potencial quimico dos
galhos de P. insignis.

Determinacdes do Fator de Protecdo Solar (FPS) e
comprimento de onda maximo e absorbancia do extrato,
fracdes e morelloflavona

O extrato bruto, fracdo AcOEt e biflavonoide morelloflavona
isolado, assim como as demais fracdes Hex e HA, foram submetidos
ao ensaio de determinacao in vitro do Fator de Prote¢ao Solar (FPS).
Violante e Oliveira Junior et al. utilizaram esse método in vitro devido
a sua confiabilidade e correlacdo com testes in vivo, uma vez que
ele relaciona a absorbancia da substancia em questdo com o efeito
eritematogénico da radiagdo e intensidade da luz em comprimentos de
onda especificos entre 290 e 320 nm (Regido UVB).?*3! A Figura 4,
apresenta os resultados de FPS do extrato bruto, fracdes Hex, AcOEt,
HA, assim como morelloflavona isolada dos galhos de P. insignis.

B 100 mg mL"

30+ N S0 mg L'

| |Es== 25 mgmL!

B==5 L'

25 e
20
E 15+
= ]
10+
5
0-

F.AcOEt

HA

k& i
E.EtOH F.Hex morelloflavona

Amostras
Figura 4. Fator de Protegdo Solar do extrato bruto, fragoes Hex, AcOEt, HA
e morelloflavona isolada dos galhos de P. insignis

Observa-se que o ensaio in vitro de FPS correlaciona-se
diretamente com a concentracio, e que o biflavonoide isolado

Silva et al.
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apresentou um FPS igual a 29,66, na maior concentragdo,
evidenciando um alto potencial fotoprotetor, assim como o E.EtOH
(15,59), F. Hex (10,66), F. AcOEt (26,28) e HA (2,06). Tendo em vista
que para uma espécie ser considerada com potencial fotoprotetor é
necessario que ela possua os valores de FPS > 2, todas as amostras
demonstraram resultados igual ou superior e sdo bastantes sugestivos
para serem empregados em formulacdes cosméticas, cujo o valor
minimo aceito pela legislacdo brasileira, RDC n° 30 de 1 de julho de
2012 é de um FPS > 6.3

A regido de absorcdo da radiacdo ultravioleta (UV), também &
um fator bastante relevante para as substancias a serem empregadas
como filtros solares, uma vez que eles irdo proteger a pele dos raios
UVA (320-400 nm), UVB (290-320 nm) ou UVC (200-290 nm).?A
Tabela 4 apresenta o comprimento de onda maximo (A,,,,) € a regido
de absor¢do de cada amostra em diferentes concentracdes, assim como
a Figura 5 apresenta os perfis de absor¢do espectrofotométrica para
o extrato, fragoes e morelloflavona isolada.

Tabela 4. Comprimento de onda de absor¢do maxima (A,,,,) e tipo de absor¢io

‘max

UV do extrato, fragdes e morelloflavona isolada dos galhos de P. insignis

Amostras Amax (NM) Tipo de absor¢do
E.EtOH 289 UVB
F.Hex 276 uvc
F.AcOEt 290 UVB
FHA 289 UVB
Morelloflavona 290-355 UVA-UVB

UVA (320-400 nm), UVB (290-320 nm) e UVC (200-290 nm).

Atividade antioxidante frente ao radical DPPH

Um antioxidante ou bioantioxidante pode ser caracterizado como
uma substancia que, presente em baixas concentragdes, quando
comparada com um substrato oxiddvel, diminui significativamente
a oxidagdo do referido substrato.**** Grande parte desses compostos
antioxidantes pode ser encontrada nas frutas, legumes e plantas
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Figura 5. Perfil de absor¢do espectrofotométrica do extrato (A), fragdes Hex (B), AcOEt (C), HA (D) e morelloflavona (E) isolada dos galhos de P. insignis

(240-400 nm)
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com a funcdo de prevenir doengas neurodegenerativas como cancer,
cardiovasculares e envelhecimento precoce.**3

O E.EtOH, fracdes Hex e AcOEt e morelloflavona dos galhos
de P. insignis apresentaram resultados promissores frente ao radical
DPPH, obtendo-se o percentual de atividade antiradicalar (%AA) e
a concentragio eficiente em mg mL"' (CEs,) (Tabela 5) (Figura 6).
Observou-se que o extrato EtOH, F.AcOEt e morelloflavona isolada
apresentaram um %AA superior a 60%, atingindo maximos de
90,57, 90,88 e 89,93%, respectivamente, na maior concentracao
(250 pg mL"). Quando comparados ao padrao BHT (89,88%),
ambos foram equivalentes. A concentragdo eficiente média para as
amostras encontram-se na Tabela 5, no qual se observou que E.EtOH
e a morelloflavona apresentaram CEs, de 59,87 e 52,32 pg mL",
respectivamente, sendo mais eficientes quando comparado com o
padrao BHT (69,34 pg mL™"), na reducdo de 50% da concentraco
do radical.

Tabela 5. Concentracdo eficiente média (CE,,) e percentual de atividade
antiradicalar (%AA) do extrato etanélico, fracdes e morelloflavona isolada
dos galhos de P. insignis

Amostras CE;,(ug mL™) %AA = DP (250 ug mL")
E. EtOH 59,87 + 0,80 90,57 + 0,81
F. Hex 120,16 + 11,92 78,83 +7,51
F. AcOEt 99,24 + 5,58 90,88 + 0,95
Morelloflavona 52,32 + 0,62 89,83 + 0,25
Rutina 47,06 + 4,65 94,14 + 0,22
BHT 69,34 £ 5,53 89,88 + 0,83
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—<— rutina
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% Atividade Antioxidante
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Concentragio ( pg mL’l)
Figura 6. Porcentagem de AA do extrato etandlico e das fragcoes Hex, AcOEt
e morelloflavona isolada dos galhos de P. insignis e dos padrées rutina e BHT

CONCLUSOES

O estudo realizado permitiu caracterizar pela primeira vez o
perfil quimico dos galhos de P. insignis, contribuindo para o estudo
metabolomico da espécie. A andlise realizada por ESI-IT/MS" indica
que o género Platonia é altamente rico em polifendis, com destaque
para elevada quantidade de biflavonoides, que evidenciam um alto
potencial fotoprotetor e antiradicalar. Os resultados dos ensaios in
vitro trazem um importante ponto de partida para o desenvolvimento
de produtos funcionais para o setor farmacéutico e alimenticio.

MATERIAL SUPLEMENTAR
Os dados espectrométricos do extrato, fracio AcOEt e subfracdo

FAc21 estdo disponiveis em http://quimicanova.sbq.org.br, em
formato pdf, com acesso livre.
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